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RESUMEN

La sequia es uno de los problemas mas graves que enfrenta la agricultura en el mundo y
en nuestro pais. Las plantas han desarrollado mecanismos para responder al estrés; entre éstos,
se producen cambios en la expresién de los genes, para reprimir aquellos que no son
importantes para la respuesta e inducir aquellos otros que resultan indispensables para que la
planta pueda tolerar el estrés mediante el ajuste de su metabolismo, sus relaciones de agua y la
proteccion de sus estructuras celulares. Se ha reportado que muchos de estos cambios a nivel
molecular estan regulados por pequefias moléculas de &cido ribonucleico (ARN) llamados
microRNAs.

En el presente trabajo se aborda el estudio de cuatro plantas monocotiledéneas, arroz,
maiz, sorgo y Brachypodium distachyon para identificar nuevos microRNAs que regulan la
respuesta al estrés y cuyo patron de expresién se encuentra conservado en monocotiledoneas.
A través del andlisis digital de la expresion de microRNAs en 8 bibliotecas de ARNs pequefios
construidas a partir de estas especies, tratadas con condiciones normales de agua y con déficit
hidrico o sequia, se identificaron 72 microRNAs inducidos y 106 reprimidos por el estrés. Se
identific6 ademas al microRNA166a-3p como un microRNA potencial para ser empleado como
referencia, ya que muestra un perfil de expresion estable en las 4 especies y en todos los
tratamientos. Adicionalmente se propone un método para la validacién de los resultados
obtenidos del andlisis de las bibliotecas mediante PCR cuantitativa. Aplicando el método
propuesto al anadlisis de 5 microRNAs, seleccionados por presentar patrones de expresion
conservados en mas de una especie, se confirmé la expresion diferencial de miR144b.2,
miR444f y miR528-5p en respuesta a sequia.

Los resultados de este trabajo contribuyen a ampliar el conocimiento de nuevos
microRNAs que participan en la respuesta al estrés en plantas monocotiledéneas, y cuyas
funciones podrian ser clave para la tolerancia a la sequia en este grupo de plantas. El analisis
funcional detallado de los microRNAs identificados permitira explorar en un futuro cercano el uso
de los microRNAs como herramientas para el mejoramiento biotecnolégico de la tolerancia a

sequia en especies monocotiledéneas de importancia econémica.
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1. INTRODUCCION

1.1 La sequia y sus efectos

La sequia es un factor abiodtico definido como la condicidbn meteoroldgica natural
gue ocurre cuando la precipitacion y la disponibilidad del agua en un periodo de
tiempo y una regidén dados, son menores que el promedio historico registrado, y
cuando esta deficiencia es lo suficientemente grande y prolongada como para
dafar las actividades humanas (NOAA, 2006).

Las principales causas de la sequia estan relacionadas con cambios de la presion
atmosférica y alteraciones en la circulacién general de la atmésfera, la existencia
de una espesa capa de polvo en la atmésfera, cambios en la temperatura de la
superficie de los océanos y mares, asi como incrementos en las concentraciones
de dioxido de carbono (CO,). Todos estos fendmenos ocasionan variaciones

espacio-temporales de las precipitaciones (CENAPRED, 2012).

La sequia tiene efectos a diferentes niveles. A nivel econdmico ocasiona pérdidas
en la produccidén de alimentos de origen vegetal y animal, repercutiendo en los
costos de energia y de suministro de agua, ademas de pérdidas en actividades
industriales y la consecuente alza de precios en el mercado. A nivel ambiental,
dafia la flora y la fauna silvestre, se incrementa la vulnerabilidad de los
ecosistemas, se intensifican los procesos de erosion hidrica y edlica, se reduce la
calidad del agua, se promueve la contaminacion del aire y se afecta el ciclo
hidrologico en general. A nivel social, hay escasez de alimentos, mal nutricién,
disminucién del nivel de vida, conflictos sociales por el uso del agua o de mejores
tierras, incremento de la pobreza, migracion, hacinamiento en las ciudades y

abandono de tierras agricolas (Ortega-Gaucin, 2012).



1.2 La sequia en el mundo

Mas de 110 paises sufren problemas relacionados con la sequia y la
desertificacion debido a las malas practicas de gestion del suelo y al cambio
climatico (Fig. 1); cada afio se pierden mas de 12 millones de Ha de suelo
productivo por causa de la desertificacion. Las tierras aridas abarcan una
superficie del 40% del suelo de nuestro planeta, ahi viven las personas mas
pobres del mundo y las mas vulnerables al hambre (El economista, 2011). En la
figura 1 se muestran datos del mes de marzo, en un evento de sequia que impacto

fuertemente a México y al mundo en 2013.

Figura 1. Distribucion de la sequia en el mundo basado en mediciones de
precipitacion sobre la superficie, mediante el indice SPEI, llamado asi por sus
siglas en inglés (Standarized Precipitation-Evapotranspiration Index) (SPEI Global
Drought Monitor, 2014).

Uno de los continentes méas afectados por la sequia es Africa. Dos terceras partes
del continente se componen de desiertos o tierras aridas. En el caso de América y
el Caribe, a pesar de poseer bosques tropicales, alrededor del 25% de su territorio
estd compuesto de desiertos y zonas aridas (FAO, 2008). En Estados Unidos, la

desertificacién afecta a 30% de la superficie territorial (UNESCO, 2006).



Se prevé que para el afio 2050, la poblacién de la Tierra sera de 9 mil millones de
personas, lo que requerira un aumento mundial de produccién de alimento del
70% (FAO, 2009). Sin embargo, el panorama de la produccion de alimentos no es
alentador si consideramos que mas del 50% de las tierras agricolas se encuentran
en situacion de degradacion moderada a severa, y que cada minuto se pierden 23
Ha de tierra productiva a causa de la degradacién del suelo, lo que equivale a una
pérdida de 12 millones de Ha y 20 millones de Ton de alimento (FAO, 2009).

1.3 La sequia en México

La agricultura es una de las actividades mas importantes en México, con una
fuerza de trabajo directa de mas de 6 millones de personas (SIAP, 2013). La
Republica Mexicana cuenta con una superficie de 1, 958,201 km?, de los cuales el
66% corresponde a regiones aridas y semiaridas, con predomino de climas secos.
La superficie agricola de México en 2002 era de 31, 691,868 Ha, de las cuales, el
18% era de riego y el 82% de temporal (Benavides, 2002). Las superficies totales
incluyen areas agricolas en descanso y abandonadas, pero abiertas al cultivo.
Cifras mas recientes refieren que el 26% de la agricultura en México se encuentra

en superficie de riego (SIAP, 2013)

México es un pais de contrastes en lo que se refiere al ciclo de lluvias, por lo que
presenta problemas recurrentes de sequia a lo largo y ancho de su territorio
(Saldana-Zorrilla, 2007). El alto porcentaje de la superficie dedicada al cultivo de
temporal puede explicar por qué la agricultura de temporal alcanza el indice mas
alto de siniestrabilidad del pais, y que la sequia sea la causa del 80% de las
pérdidas econdémicas debidas a factores ambientales adversos, seguida por las
inundaciones (AGROASEMEX, 2006).

En los ultimos diez afios se ha incrementado el porcentaje de area afectada por la
sequia en México. Ademas de esto, los eventos de sequia son mas prolongados.

En la figura 2, que muestra el porcentaje de area afectada por la sequia, se puede



apreciar que entre el aflo 2011 y 2012 se presenté una sequia prolongada con
nivel de intensidad excepcional (CONAGUA, 2013).

Figura 2. Frecuencia e intensidad de la sequia en México (2003-2013) y superficie
afectada (CONAGUA, 2013).

Oficialmente se reconoce que en el 2009 se presenté en México la segunda peor
sequia en 60 afios, el 2010 fue el afio més lluvioso del que se tenga registro y que,
en el 2011, 40% del territorio mexicano ha registrado el peor afio de sequias en
las ultimas siete décadas (ElI Economista, 2012). Estos datos reflejan el nivel de
contraste que existe en el ciclo de lluvias de un afio a otro. Se estima que 1.280
millones Km?, de los 1.973 millones Km? del territorio nacional total de México, casi

65%, esta afectado por la sequia (LaRouche, 2013).

La Comisién Nacional Forestal informd6 que existen 128 millones Ha afectadas por
la sequia en México. La regiéon norte es la mas aquejada, seguida por la zona
central (Informador, 2013). La Comision de Agricultura y Ganaderia del Senado de
la Republica informé que los estados mas afectados son Chihuahua, Durango,
Coahuila, Zacatecas, Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro, Aguascalientes,
Sinaloa y Sonora (SIL, 2012).

Las pérdidas en cultivos debidas a la sequia ocasionan problemas econémicos y
de abastecimiento que obligan a la importacién de productos. Las altas tasas de

desertificacion en el norte han causado la pérdida de millones de hectareas de



diversos cultivos, resultado en la necesidad de importar decenas de toneladas de
granos (ASERCA, 2013).

En el caso del maiz de cultivo en México, las pérdidas por sequia alcanzaron los
9,000 millones de pesos. En el caso del frijol —del cual se perdieron el 60% de las
cosechas en el afio 2011— fueron 6,000 millones de pesos los que los agricultores
mexicanos dejaron de percibir, de acuerdo a informacién de la Secretaria de
Agricultura. En Sinaloa, el principal productor de maiz en el pais, la mitad de las
cosechas se perdieron, con un total de 100,000 Ha afectadas (CNN-México,
2012).

En los primeros meses del afio 2013 la sequia ya habia provocado la pérdida de
mas de 90 mil Ha de cultivo de temporal. Se perdieron 87 mil Ha de sorgo,
ademas de 3 mil 200 de cartamo. También se registraron problemas en las 42 mil
Ha dedicadas al cultivo naranja, mandarina, toronja y limén italiano (La Jornada,
2013).

1.4 Plantas monocotiledéneas de importancia econémica

Las monocotiledéneas son un grupo de plantas de gran importancia para la
produccién de alimentos y una alternativa para la producciéon de biocombustibles
(FAO, 2009). Las monocotiledoneas como el sorgo, el trigo y el maiz constituyen

el aporte principal de calorias para la alimentacion humana y animal (Fig. 3).



Figura 3. Produccion de los principales cereales en México durante el periodo
1996-2006 (SIAP, 2012).

1.4.1 El maiz (Zea mays)

El maiz es la monocotiledénea de cultivo mas importante de México desde el
punto de vista alimentario, industrial, politico y social en relacién con los demas
cereales que se producen (Fig. 3). México es el séptimo mayor productor de maiz
en el mundo (SIAP, 2013). Durante el periodo 1996-2006 se produjo un promedio
anual de 19.3 millones de Ton de maiz, con un valor promedio anual de 29,090
millones de pesos corrientes (SIAP, 2012). En el afio 2012 se cosecharon mas de
22 millones de Ton de maiz blanco (SIAP, 2013)

A partir del maiz se obtiene una gran variedad de productos. Por ejemplo tortillas,
forraje para animales, almidones, glucosa, fructosa, dextrosa, aceites, botanas,
etanol para bebidas o como insumo en la produccién de biocombustible, entre

otros.

La mayor parte del maiz producido en México se cultiva en superficie de temporal.
En un periodo de 10 afios, de 1996 a 2006, se registré que de la superficie anual

sembrada en promedio, el 85.5% del total se cultivé en temporal, proporcién que



representa 7,2 millones de Ha promedio anual; mientras que 1, 217,000 Ha se

siembran bajo condiciones de riego, que representa 14.5% del total (SIAP, 2012).

El hecho que casi el total del maiz cultivado en México se cultive en superficie de
temporal hace que esta monocotiledonea se encuentre constantemente
amenazada por la sequia. En el 2012, México tuvo que importar 25% de su
consumo de maiz, 51% de trigo y 75% de arroz, en tanto la sequia acab6 con
esas cosechas en estados importantes (CNA, 2013). Adicionalmente al problema
de la sequia, México requiere realizar importaciones de maiz amarillo para
satisfacer al sector pecuario. Para esto, por cada 1 peso que se obtiene por

exportacion de maiz, gasta 15 pesos por importarlo (SIAP, 2013).

1.4.2 El sorgo (Sorghum bicolor)

El sorgo es una planta monocotiledonea de alta importancia en México. Es el
segundo producto mas importante entre los granos basicos y el tercero en cuanto
a superficie cultivada, superado solo por maiz (Z. mays) y frijol (Phaseolus
vulgaris) (Galarza et al., 2004). El sorgo ha sido calificado como grano forrajero y
considerado por los productores pecuarios como sustituto del maiz (Z. mays), ya
gue se destina a la elaboracién de alimentos balanceados, como alimento directo

para aves, cerdos y bovinos.

El sorgo no se introduce en la alimentacion directa del hombre, pero si en forma
indirecta, ya que se consume a traves de alimentos de alto valor nutritivo, como
son la carne de pollo, la carne de cerdo y el huevo. En menor medida se usa en la
industria para la produccion de almidén, aceites, alcohol y glucosa; ademas de
harinas para alimentacion humana y etanol como biocombustible, aspectos que
estan en proceso de desarrollo en el pais (Galarza et al., 2004; SIAP-SIACON,
2011)

México es el tercer productor de sorgo en el mundo, después de India y Nigeria,

con una produccién que representa el 11.9% del total mundial (54 millones de Ton



en 2011 en 35.5 millones de Ha). Los principales importadores de sorgo en el
mundo son: México, la Unién Europea, Japon y Chile, con un valor total 1 530
millones de dolares para 2011. (FAOSTAT, 2011).

La produccion de sorgo en México se ha incrementado 12% en promedio de los
altimos siete afos. Los principales estados productores son: Tamaulipas,
Guanajuato, Sinaloa, Michoacan, Nayarit, Morelos y Jalisco, que en conjunto
producen el 92%, con un valor total nacional de 22 185 millones de pesos (SIAP-
SIACON, 2011). Aun cuando la produccion de sorgo es alta en nuestro pais, la
demanda interna requiere ser complementada con volimenes de importacion para

satisfacer las demandas del sector ganadero (SIAP, 2013).

En México el sorgo se cultiva tanto en riego (46%) como en temporal (54%) en los
ciclos agricolas primavera-verano (56%) y otofio-invierno (44%), con un
rendimiento promedio anual por Ha de 3.4 Ton (6.1 para riego y 2.6 para temporal)
(Financiera Rural, 2011).

1.4.3 El arroz (Oryza sativa)

En México el arroz es uno de los cuatro cultivos basicos en la alimentacion de la
poblacion del pais, después del maiz, el trigo y el frijol. En México, el arroz palay
ocupa el sexto lugar en la produccion de granos basicos, detras del maiz, sorgo,
trigo, frijol y cebada. De cada 1000 Ton de cereales que se producen en México,
siete son de arroz (SIAP, 2013).

La proporcion de participacion de México en la produccion mundial de arroz es
baja; dos de cada diez mil Kg de arroz que se producen en el mundo, son
mexicanos. Esto ubica a nuestro pais en el lugar 63 de la lista de productores
mundiales de arroz. Es ademas uno de los cultivos que esta a la baja en México,
puesto que en la ultima década disminuyo la superficie sembrada y el volumen de
produccion de este grano. En contraste, las importaciones de arroz se han

mantenido a niveles elevados (SIAP, 2013).



El arroz es un cultivo con altos requerimientos de agua en las etapas iniciales de
desarrollo. La sequia afecta negativamente su produccion y es una de las causas
principales de la disminucion de la superficie destinada a este cultivo. En la
temporada de Otofio-Invierno, la superficie sembrada de este cereal en el lapso
1990-2006 disminuy6 en promedio 5.1% anual, que represento la pérdida de poco
més de 11 mil Ha (SIAP, 2010). Esta disminucion se explica por la falta de agua
en Sinaloa, entidad que redujo sensiblemente la superficie de arroz desde 1993;
no obstante fue la entidad que aporté el mayor volumen de arroz en ese lapso.
Otros estados importantes en este ciclo son Campeche, Jalisco, Michoacan y
Nayarit. Esos cinco estados aportaron mas del 80% de la produccion promedio
registrada entre 1990 y 2006 que ascendi6 a 41.4 mil Ton (SIAP, 2010). El arroz
es resistente a la sequia y puede cultivarse en suelos poco profundos y
pedregosos, con la condicion que no falte agua al inicio de su desarrollo (SIAP,
2010).

1.5 La planta modelo Brachypodium distachyon

El maiz, el sorgo y el arroz son plantas de importancia econémica de las cuales se
tiene abundante informacion acerca de hébitos de crecimiento, tolerancia a
diferentes tipos de estrés y potencial productivo. Adicionalmente, la comprensién
de su biologia y bioquimica, asi como de sus mecanismos para responder al

estrés, puede facilitarse mediante el estudio de plantas monocotiledoneas modelo.

B. distachyon es una planta monocotiledénea que crece en climas templados y
gue en los ultimos afios se ha establecido como modelo de estudio ideal ya que
tiene un ciclo de vida corto, ocupa poco espacio y tiene un genoma pequefio
totalmente secuenciad (IBI, 2010). Brachypodium presenta alta similitud con otras
monocotiledéneas como el arroz, el sorgo y el trigo, lo que hace que los
conocimientos biolégicos que se obtengan en Brachypodium puedan ser
rapidamente verificables y escalables a plantas de importancia econdmica

(Opanowicz et al., 2008). Esta planta posee ademas una gran diversidad de



variantes naturales con diferentes capacidades para tolerar la sequia (Luo et al.,
2011), lo que la convierte en un modelo adecuado para realizar el estudio de la
respuesta al déficit hidrico (IBI, 2010).

1.6 Respuesta general de las plantas a la sequia

La sequia en el campo provoca déficit hidrico en las plantas. El déficit hidrico se
define como la condicion en la que el contenido de agua de un tejido o célula esta
por debajo del contenido de agua que presenta en el estado de mayor hidratacion
(Bray, 2007). El estrés por déficit hidrico ocasiona la disminucién del crecimiento
total de la planta y de su productividad, por lo que es uno de los problemas mas

importantes para la agricultura.

Durante su evolucion, las plantas han desarrollado mecanismos de adaptacion
tanto a nivel morfolégico y celular para hacer frente a factores de estrés como la
sequia (Nilsen y Orcutt, 1996). Las plantas presentan principalmente tres
mecanismos de respuesta frente al déficit hidrico: el escape, la evasion y la
tolerancia (Kramer, 1983) (Fig. 4).

El escape se caracteriza en las plantas por mostrar plasticidad, desarrollo
fenolégico rapido y adaptacion de su ciclo vegetativo y reproductivo ante las
condiciones climaticas adversas. Estos cambios tienen como consecuencia una
alta tasa de supervivencia, pero muy baja productividad potencial. Se presenta

floracion y fructificacion precoz (Bidinger y Hash, 2004).

La evasidon comprende basicamente de cambios morfoldgicos y fisioldégicos que
retrasan la deshidratacion en la planta para evitar llegar a un déficit hidrico,
especialmente. El cierre estomatico. Este ocurre mediante sefiales hormonales
gue conducen al cierre de estomas, los cuales son cavidades por las que se lleva

a cabo el intercambio gaseoso en las plantas (Taiz y Zeiger, 1998; Sinha, 2004).

Otro cambio que ocurre en el mecanismo de evasion es la reduccién de la

transpiracion, de la cual se encarga la cuticula. La cuticula es una cubierta
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polimérica extracelular depositada en la parte externa de la pared celular (Cutler et
al., 1982). El estrés hidrico causa una desecacion de la cuticula induciendo
cambios estructurales que reducen su permeabilidad al vapor de agua. El tercer
cambio es la reduccion de la superficie de transpiracion y consiste en el plegado o
enrollamiento de las hojas para limitar la superficie expuesta (Blum, 1989) y en la
abscision foliar. El ultimo cambio de la evasion es la adaptacion de la raices,
consistente en el incremento de la superficie radicular y el crecimiento de raices

secundarias hacia la profundidad del suelo humedo (Fig. 4).

Figura 4. Estrategias de adaptacion de la planta frente al déficit hidrico.

El mecanismo de tolerancia se refiere a la capacidad de resistir en forma
reversible la deshidratacién de los tejidos. Permite a la planta ser funcional aln

con pérdidas de agua y déficit hidrico. Turner (1986) definié la tolerancia y separé
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los mecanismos en dos tipos: los destinados al mantenimiento de la turgencia
celular (ajuste osmotico y ajuste elastico) y los que permiten la tolerancia a la
deshidratacion (tolerancia protoplasmética). El ajuste osmoético permite a las
células mantener la presion hidrostatica positiva (Yancey et al., 1982), mediante la
acumulacion de solutos compatibles osméticamente activos que son altamente
solubles en agua como algunos aminoécidos y azlcares que permiten el
mantenimiento de la turgencia con la disminucién del potencial osmotico ante
condiciones de estrés por sequia (Geiger y Servaites, 1991). El ajuste elastico es
otro mecanismo para proteger el potencial de turgencia en células. Las paredes de
las células vegetales presentan propiedades plasticas y elasticas. La plasticidad
posibilita la extension permanente de las células en crecimiento. La elasticidad
permite cambios del potencial de turgencia en funcion de las variaciones de
volumen celular. La tolerancia protoplasmatica mantiene las células vivas a
contenidos relativos de agua muy bajos. Suele darse en plantas poiquilohidricas
las cuales son incapaces de retener agua y prevenir la desecacién pero pueden

recuperarse rapidamente de un estado totalmente deshidratado (Gibson, 1996).

Los mecanismos de respuesta al déficit hidrico pueden ser especificos del tipo de
estrés, o bien, parte de una respuesta general para conferir proteccién basica
(Kultz 2005) que actua a varios niveles. Las hormonas vegetales como el acido
abscisico, las giberelinas y las auxinas juegan un papel relevante en la respuesta
integral al estrés e inducen cambios en el desarrollo de las plantas (Wang et al.,
2010; Huang et al., 2011).

Los mecanismos de adaptacion fisioldégica y morfolégica que ocurren en las
plantas ante condiciones de estrés por déficit hidrico se encuentran regulados por
cambios al nivel molecular. Estos cambios implican la induccion y la represion de
la expresion de genes. Las principales respuestas al estrés hidrico en la
modificacion de la expresion génica estan relacionadas con la produccion de
enzimas clave en la via de sintesis de osmolitos, proteinas con funcién protectora,

enzimas antioxidantes y factores de transcripcion (Zhu et al., 2002).
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1.7 La expresion en el flujo de la informacion genética

La informacion genética que se encuentra en el genoma de un organismo esta
constituida por acido desoxirribonucleico (ADN) y estd organizada en unidades
llamadas genes, asi como en regiones intergénicas y reguladoras. Los genes son
unidades que contienen informacion para la produccién de acido ribonucleico
(ARN) y proteinas. Esta informacion codificada a través del orden de 4 bases:
Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y Timina (T). El proceso para que un gen
se exprese requiere una serie de pasos. El primer paso en la expresion de los

genes es la transcripcion (Campos-De Quiroz, 2002) (Fig. 5).

En la transcripcion, una region del genoma en la cual se encuentra contenida un
gen, es reconocida por factores proteicos y copiada en forma de ARN mediante la
actividad de una enzima llamada ARN polimerasa. EI ARN sintetizado, que se
denomina ARN mensajero o transcrito, es liberado hacia el citoplasma en células
eucariotas, donde es reconocido por la maquinaria celular de sintesis de
proteinas, llamadas ribosomas (Fig. 5). Ahi, la informacion del ARN es leida a
intervalos de tres bases y traducida a un cédigo de aminoacidos en secuencia.
Para cada serie de tres bases corresponde un aminodcido, mismo que es
acoplado mediante un ARN de transferencia o ARNt, con lo que se forma una
cadena de proteina a partir de cada transcrito. De esta forma, el segundo paso de

la expresion de los genes es la produccion de sus proteinas.
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Figura 5. El flujo de la informacion genética. (Modificado de Campos-De Quiroz,
2002).

Al conjunto total de transcritos de un organismo o célula, sintetizados bajo
cualquier condicion, estimulo ambiental, estimulo endégeno, tipo de tejido, etapa
de desarrollo o condicion fisiolégica, se le denomina transcriptoma (Campos-De
Quiroz 2002). Al conjunto de proteinas se le llama proteoma. Se espera que en
respuesta a alguna condicion o estimulo, como el déficit hidrico, la expresion de
genes sufra modificaciones, lo que implica que algunos genes dejaran de
expresarse (sus transcritos ya no se sintetizaran), mientras que otros aumentaran
Su expresion (sus transcritos se acumularan): en otras palabras, se alterara el
transcriptoma de la planta, y en consecuencia, potencialmente se alterard también

el proteoma.
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1.8 Respuesta molecular al estrés por sequia

Los trabajos pioneros, como el de Seki et al. (2001), analizaron el transcriptoma de
la planta modelo Arabidopsis thaliana para detectar cambios en perfiles de
expresion en respuesta al déficit hidrico. Este estudio revelé que un gran nimero
de genes de respuesta al estrés inducen su expresion y tienen funciones en el
metabolismo, la transduccion de sefales, la regulacion de la transcripcion, la
sintesis de hormonas y osmolitos, el transporte de agua e incluso, la proteccién
directa de proteinas y estructuras celulares.

A patrtir de los estudios en Arabidopsis, el transcriptoma de la respuesta en plantas
de cultivo, como el arroz, el maiz y el frijol, también se ha descrito (Yang et al.,
2004; Barrera-Figueroa et al., 2007).

Dentro de los genes mas comunes que se inducen por estrés osmotico se
encuentran los que codifican proteinas LEA (Late Embriogenesis Abundant
Proteins). Estas proteinas se acumulan durante el estado final de la desecacion de
la semilla y se han encontrado inducidas en estrés por sequia (Barrera-Figueroa et
al., 2007). Las proteinas LEA son proteinas altamente hidrofilicas, ricas en glicina
y en aminoacidos cargados que se caracterizan por no tener una estructura
globular, y ser, por tanto, resistentes a la coagulacion por efecto de las altas
temperaturas (Dure 11, 1993).

Se ha observado que la expresion de las enzimas clave en la biosintesis de
osmolitos durante el déficit hidrico permite el ajuste osmético en las células. Los
osmolitos mas comunes son la prolina y otros aminoacidos, las poliaminas y los
compuestos cuaternarios de amonio como la glicina betaina, la sacarosa, los
polioles, los azucares-alcoholes y otros oligosacaridos (Tamura et al., 2003);
algunos de estos osmolitos protegen ademas a las células de las especies

reactivas de oxigeno (Pinhero et al., 2001).

Cuando disminuye el contenido de agua en las hojas, el cierre de estomas reduce
la disponibilidad de CO, y produce especies reactivas como el superoxido (O3) y

el peroxido de hidrogeno (H,O,). Durante la condicion de estrés se ha visto la
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acumulacion enzimas antioxidantes que, junto con compuestos no proteicos,
detoxifican a las plantas de los radicales libres (Bohnert y Sheveleva, 1998) Entre
las principales enzimas estan la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT),
la ascorbato peroxidasa (APX), la peroxidasa (POD), la glutation reductasa (GR) y
la monodehidroascorbato reductasa (MDAR) (Apel y Hirt, 2004). Otro grupo de
proteinas que se expresan durante estrés hidrico incluye las de choque térmico
(HSP), que protegen a otras proteinas de la desnaturalizacion y asi evitan la
pérdida de funcion. Las acuaporinas que son proteinas que controlan el flujo de
agua a través de la membrana plasmatica (Johansson et al., 2000) juegan un
papel critico en la tolerancia de las plantas la déficit hidrico (Maurel y Chrispeels,
2001).

Estos estudios demuestran que la respuesta molecular al estrés por déficit hidrico
implica cambios funcionales diversos para ajustar la fisiologia y el desarrollo de las

plantas a la limitacion de agua (Fig. 6).

Figura 6. Mecanismos de regulacion de la respuesta molecular al estrés por
sequia (Covarrubias, 2007).
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1.9 Regulacion de la respuesta molecular al estrés

La expresion de los genes en respuesta al déficit hidrico esta sujeta a un control
estricto, ya que ésta dicta la forma en que una planta responde al estrés y
determina su capacidad para tolerarlo. Uno de los puntos de regulacion de la
expresion mas importantes lo constituye el momento en que un gen es activado
para su transcripcion. Para esto, una region del gen debe ser reconocida
directamente por factores proteicos, llamados factores de transcripcion.
Enseguida, la maquinaria de sintesis de ARN debe iniciar la transcripcion del gen.

Esto se denomina regulacion transcripcional (Singh, 1998).

Otro punto de control ocurre cuando el transcrito ya ha sido producido y debe ser
procesado o modificado para ser transportado hacia los ribosomas, donde ocurrira
la sintesis de la proteina. Este punto de control es la regulacion postranscripcional
(Filipowicz et al., 2008).

1.10 Los microRNAs y la regulacion postranscripcional

Los microRNAs son pequefias moléculas de ARN, de 21 a 24 bases de longitud.
Se producen a partir de un precursor de ARN largo que es sintetizado por la ARN
polimerasa Il. El producto de ARN se dobla para formar una estructura estable de
horquilla (Bartel, 2004) (Fig. 7). Las enzimas que procesan al ARN, como Dicer-
likel (DCL1), actian sobre el tallo de la horquilla para cortarlo y producir ARN de
doble cadena de 20-24 nucledtidos, mismo que sera exportado del nucleo hacia el
citoplasma (Chen, 2005). Una de las cadenas es llamada microRNA* y se cree
gue es degradada, mientras la otra cadena o microRNA maduro es incorporada en
un complejo de silenciamiento inducido por ARN llamado RISC, que contiene
proteinas llamadas Argonauta (AGO) y que permite su reconocimiento con la

secuencia de transcritos blanco (Khraiwesh et al., 2011) (Fig. 7).

Los microRNAs actuan como reguladores negativos de la expresion a nivel
postranscripcional. Los microRNAs maduros ejercen control sobre los transcritos
blanco, a los que reconocen por complementacion de sus bases (Jones-Rhoades

et al., 2006; Dalmay, 2006). Las bases de la pequefa cadena de ARN de un
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microRNA encuentran una region en el transcrito blanco en la que se
complementan casi de forma perfecta. Una vez reconocidos, los marcan para su
degradacion. Con esto, la expresion del transcrito blanco, y por tanto, del gen, es
bloqueada en ese punto (Fig. 7). El transcrito es generalmente degradado y con
esto ya no sera transportado a los ribosomas para su traduccion a proteina.
También puede suceder que el transcrito no sea degradado de inmediato después
de haber sido reconocido por el microRNA. En este caso, un segundo punto de
control es la inhibicion de la sintesis de la proteina. El transcrito que acarrea un

microRNA no sera tomado por los ribosomas para sintetizar la proteina.

Figura 7. Biogénesis y modo de accién de los microRNAs (Khraiwesh et al.,
2011).
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Si bajo ciertas condiciones se reprime la expresion de un microRNA, se tendra
como resultado que su transcrito blanco sera expresado y conducido hasta la
sintesis de proteinas. Si en cambio, alguna condicion induce la produccion de un
microRNA, el resultado es que su transcrito blanco sera silenciado, es decir, que
sera bloqueado en su camino hacia la expresion a proteina. Este proceso es parte
del silenciamiento génico postranscripcional, o PTGS, por sus siglas en inglés
(Vaucheret, 2006).

1.11 Los microRNAs en la respuesta al estrés

Los microRNASs son reguladores con un papel clave en la expresion de los genes y
actian en diversos aspectos de la biologia de las plantas, tales como la
germinacion, el crecimiento, la morfologia y el desarrollo (Reinhart et al., 2002). El
analisis funcional de microRNAs ha revelado su implicacién en multiples procesos
biolégicos y metabdlicos en plantas, regulando el desarrollo de o6rganos, la
sefializacion hormonal, la transicion al estado maduro y la identidad floral. Al
mismo tiempo, estan involucrados en la respuesta molecular a una variedad de
estrés abidtico, como el frio, la alta salinidad y la sequia. El trabajo pionero
realizado por Sunkar et al. (2004) reportd por primera vez la alteraciéon de los
niveles de microRNAs en respuesta al estrés por sequia, frio y alta salinidad, con
base en un estudio con A. thaliana que incluyé la construccién de bibliotecas de
ARNs pequefios y su secuenciacion por métodos clasicos. En este trabajo, se
identificé al miR393 que se induce por sequia, salinidad, frio y acido abscisico.
Otros microRNAs de respuesta al estrés fueron miR397b, miR402, miR319c y
miR389a.

En estudios recientes se ha demostrado que varios microRNAs son inducidos por
la sequia en Arabidopsis, entre éstos miR168, miR171, miR396, miR156 y miR394
(Liu et al., 2008). Esto significa que no solo el transcriptoma, sino también los
microRNAs se inducen o reprimen durante el estrés, y que en parte, la regulacion
del transcriptoma en respuesta al estrés esta a cargo de los microRNAs. En la
mayor parte de los casos, los microRNAs de sequia regulan la expresion de

factores de transcripcion (Tabla 1; Zhang et al., 2006; Chitwood et al., 2007; Reyes
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y Chua, 2007). Los factores de transcripcion pueden a su vez regular a familias
completas de genes, lo que coloca a los microRNAs en el mas alto nivel de
regulacion de la expresion, incluso por encima de algunos factores de
transcripcion. Por ejemplo, miR169 es reprimido por estrés, liberando la expresion
de su gen blanco NFYAS5, que es un factor de transcripcion importante para la
tolerancia a la sequia (Li et al., 2008). En la Tabla 1 se enlistan microRNAs de

respuesta al estrés que se han reportado en diversas especies vegetales.
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Tabla 1: Algunos microRNAs de respuesta a sequia identificados en plantas.

microRNA | Organismo | Gen blanco | Funcién | Referencia

Inducidos

miR157 A. thaliana SBP-LIKE Factor de transcripcién Liu et al., 2008

miR167 A. thaliana ARF Factor de transcripcion Liu et al., 2008

mMiR168 A. thaliana AGO Biogénesis de pequefios ARNs Liu et al., 2008

miR169 O. sativa MtHAP2-1 Diferenciacion celular Zhao et al., 2007

miR171 A. thaliana SCL Factor de transcripcién Liu et al., 2008

miR319/159 A. thaliana TCP/MYB Factor de transcripciéon Sunkar et al., 2004 ; Liu et
al., 2008.

miR393 A. thaliana, O. sativa, M. TIR1/AFB Factor de transcripciéon Sunkar et al., 2004; Zhao et

truncatula, P. vulgaris al., 2007; Liu et al., 2008;

Arenas-Huertero et al.,
2009

miR396 A. thaliana GRF Factor regulador de crecimiento Liu et al., 2008

miR397 A. thaliana Laccase Estrés oxidativo Sunkar et al., 2004

miR398 M. truncatula CsD Estrés oxidativo Trindade et al., 2010

miR408 A. thaliana, M. truncatula Plastocyanin Estrés oxidativo Trindade et al., 2010

Reprimidos

miR169 A. thaliana NFY Factor de transcripcion Li et al., 2008

miR156 O. sativa SBP-LIKE Factor de transcripcién Zhou et al., 2010

miR168 0. sativa AGO Biogénesis de pequefios ARNs Zhou et al., 2010

miR172 O. sativa AP2-LIKE Factor de transcripcion Zhou et al., 2010

miR319 O. sativa TCP Factor de transcripcion Zhou et al., 2010

mMiR396 0. sativa GRF Factor regulador de crecimiento Zhou et al., 2010

miR397 0. sativa Laccase Estrés oxidativo Zhou et al., 2010

miR408 O. sativa Plastocyanin Estrés oxidativo Zhou et al., 2010

miR1446 a-e P. trichocarpa GRML factor regulador de crecimiento Lu et al., 2008

miR1447 P. trichocarpa Ankyrin repeat Interaccién proteina-proteina Lu et al., 2008

miR1450 P. trichocarpa L-RTMK Transduccion de sefales Lu et al., 2008
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1.12 MicroRNAs de respuesta a sequia en monocotiledéneas

Los primeros microRNAs de respuesta a la sequia se aislaron en A. thaliana
(Sunkar et al., 2004); a éstos se han sumado aquellos identificados en diferentes
especies, incluyendo plantas de cultivo (Arenas-Huertero et al., 2009; Zhou et al.,
2010; Kantar et al., 2011; Barrera-Figueroa et al., 2011; Ferreira et al., 2012;
Barrera-Figueroa et al., 2012). Dentro del grupo de las monocotiledéneas, Z. mays
(maiz), O. sativa (arroz), Triticum dicoccoides (trigo), B. distachyon, Panicum
virgatum (switchgrass), Hordeum vulgare (cebada) y Saccharum spp. (cafia de
azucar) han sido objeto de investigacion para identificar microRNAs de respuesta

a sequia (Tabla 2).
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Tabla 2. MicroRNAs de respuesta al estrés por sequia identificados en plantas monocotiledéneas

microRNA Organismo Patron_@e Conservacion | Referencias
expresion
Kantar et al., 2010; Lv et
. H. vulgare, P. virgatum, . al., 2010;
miR156 Z. mays, B. distachyon Inducido c Bertolini et al., 2013; Li
et al., 2013
miR159 Z. mays Inducido C Lietal., 2013
O. sativa. P. viraatum Barrera-Figueroa et al.,
miR160 ' S, s. 9 ' Inducido C 2012; Ferreira et al.,
- SPP- 2012: Li et al., 2013.
miR162 Z. mays, P. virgatum Inducido C gg?set al., 2012; Lietal.,
. Kantar et al., 2011; Li et
miR166 Z. mays, T. spp. Reprimido c al., 2013
H. vulgare Inducido Kantar et al., 2010
miR164 S. spp. Inducido C Gentile et al., 2013
. . Barrera-Figueroa et al.,
MiR167 Z. mays, O. sativa Inducido 2012: Li et al., 2013
Z. mays Reprimido Wei et al., 2009
miR168 Z. mays, Reprimido C \2/\6?3et al., 2009; Lietal.,
. . Bertolini et al., 2013;
miR169 S. spp, B. distachyon Reprimido C Ferreira et al., 2012
O. sativa Inducido Zhao et al., 2007
miR170 O. sativa Reprimido C Zhou et al., 2010
: H. vulgare Inducido Kantar et al., 2010
miR171 S. spp Reprimido C Ferreira et al., 2012
miR172 O. sativa, S. spp. Reprimido C Zhou et al., 2010;
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Ferreira et al., 2012

miR319 Z. mays Inducido C Lietal., 2013
Gentile et al., 2013;
miR393 S. spp, O. sativa Inducido c Barrera-Figueroa et al.,
2012
S. spp Reprimido Ferreira et al., 2012
Barrera-Figueroa et al.,
miR394 O. sativa, S. spp Inducido C 2012; Ferreira et al.,
2012
S. spp Reprimido Gentile et al., 2013
. O. sativa Inducido Zhou et al., 2010
MIR39S Z. mays Reprimido ¢ Lietal., 2013
Bertolini et al., 2013;
S. spp, T. spp., Z. mays, _ Ferreira et al., 2012;
miR396 B. distachyon Reprimido c Kantar et al., 2011
Lietal., 2013
. . Lv et al., 2012; Barrera-
O. sativa, H. vulgare Inducido Figueroa et al., 2012
: 0. sativa Reprimido Zhou et al., 2010
miR397 S. spp Inducido C Gentile et al., 2013
. . Kantar et al., 2011; Li et
miR398 T. spp., Z. mays Inducido C al., 2013
Z. mays, S. spp Reprimido Gentile et al., 2013; Li et
. al., 2013
miR399 C - -
S. spp., H. vulgare Inducido Ferreira et al., 2012; Lv
' v et al., 2012.
. O. sativa Reprimido Zhou et al., 2010
miR408 H. vulgare Inducido C Kantar et al., 2010
T s O. sativa. 7 Zhou et al., 2010; Kantar
miR474 - SPP-, . T Inducido NC etal., 2011 ; Li et al,,

mays

2013.
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Kantar et al., 2011; Li et

T. spp., Z. mays Reprimido al., 2013 ; Wei et al.,
. 2009
miR528 NC Bertolini et al., 2013;
S. spp., B. distachyon Inducido Gentile et al., 2013;
Ferreira et al., 2012
O. sativa Reprimido Zhou et al., 2010
miR529 O sativa Inducido NC Barrera-Figueroa et al.,
2012
miR530 O. sativa Reprimido NC 5g£r2era-F|gueroa etal,
miR810 0. sativa Inducido NC 5§£'rzera'F'9”er°a etal,
miR827 Z. mays Inducido C Lietal, 2013
miR845 O. sativa Inducido C Zhou et al., 2010
miR851 O. sativa Inducido C Zhou et al., 2010
miR854 O. sativa Inducido C Zhou et al., 2010
. . _ Zhou et al., 2010; Kantar
miR896 T. spp., O. sativa Reprimido NC etal., 2011
miR901 O. sativa Inducido NC Zhou et al., 2010
miR903 0. sativa Inducido NC Zhou et al., 2010
miR1030 O. sativa Reprimido NC Zhou et al., 2010
miR1035 O. sativa Reprimido NC Zhou et al., 2010
miR1050 O. sativa Reprimido NC Zhou et al., 2010
miR1088 O. sativa Reprimido NC Zhou et al., 2010
miR1125 0. sativa Inducido NC Zhou et al., 2010
miR1126 O. sativa Reprimido NC Zhou et al., 2010
miR1428 O. sativa Reprimido NC Sgirzera-Flgueroa etal,
. Z. mays Inducido Lietal., 2013
miR1432 S. spp. Reprimido NC Gentile et al., 2013;
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Ferreira et al., 2012.

miR1450 T. spp. Inducido NC Kantar et al., 2011

mMiR1866 O. sativa Reprimido NC ?g;rzera-Flgueroa etal,
miR1867 T. spp. Inducido NC Kantar et al., 2011

miR1874 0. sativa Reprimido NC 5g‘£'rzera":'g“er°a etal,
miR1877 0. sativa Reprimido NC 5g‘£'rzera":'g“er°a etal,
miR2275 0. sativa Inducido NC 5§£'rzera'F'9“er°a etal,
miR2871 O. sativa Inducido NC Barrera-Figueroa et al.,

2012

C: Conservado; NC: No Conservado.
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1.13 Métodos para la identificacion de microRNAs de respuesta al estrés

La identificacion de microRNAs regulados por estrés sigue un principio general
simple: los niveles de expresion de microRNAs son cuantificados y comparados en
muestras control y tratadas por estrés, y los microRNAs que muestran una
acumulacion significativamente alta o baja en las muestras tratadas con estrés son
microRNAs activados o encendidos, o microRNAs apagados o reprimidos por el

estrés, respectivamente.

Los primeros reportes que permitieron demostrar la participacion de microRNAs en
la respuesta a estrés abiotico estuvieron basados en la construccién de bibliotecas
de ARNs pequefios y su secuenciacion por tecnologias tradicionales, como la
secuenciacion de Sanger. Una vez secuenciados, los microRNAs eran
cuantificados en bibliotecas control y de estrés y comparados para identificar
aquellos microRNAs que presentaban una acumulacién diferencial en respuesta al
estrés, es decir, aquellos que se acumulaban o se reprimian preferentemente en la
condiciobn de estrés (Sunkar et al., 2004; Arenas-Huertero et al., 2009). Sin
embargo, la secuenciacion tradicional sélo permite una profundidad limitada de
secuenciacion. La profundidad de la secuenciaciébn es una medida directa del
alcance que tiene la técnica para secuenciar un gran nimero de moléculas en una
muestra y detectar, incluso, a moléculas que se presentan en bajo nimero de
copias o de baja abundancia. Asi, una profundidad elevada de secuenciacién
generalmente permite cubrir un alto porcentaje del total de moléculas presentes en

la muestra.

Al emplear métodos de secuenciacion tradicionales, no se podia obtener una
medida confiable de la expresién diferencial de los microRNAs en las bibliotecas
debido al bajo niumero de lecturas o frecuencias en que aparece una secuencia.
De esta forma, el descubrimiento de microRNAs de respuesta a sequia se limitaba
principalmente a microRNAs que son muy abundantes, y estos son generalmente

microRNAS conservados.
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Debido a la baja sensibilidad de los métodos de secuenciacion tradicionales, los
ensayos Northern Blot fueron en su momento la Unica forma posible de validar que
un microRNA estaba regulado por el estrés. Adicionalmente, los ensayos Northern
Blot también poseen un bajo nivel de deteccion, por lo que resultaba dificil
identificar microRNAs asociados al estrés que se expresaban a una abundancia
relativa baja. Todo lo anterior tuvo como consecuencia que la gran mayoria de los
microRNAs de respuesta a estrés que se identificaron al inicio fueran microRNAs

conservados de alta abundancia.

Con el paso del tiempo se desarrollaron nuevas tecnologias de secuenciacion
masiva. Entre otras, la tecnologia de secuenciacién por sintesis, lanzada en 2007
por la compafiia Solexa (actualmente lllumina), provee la cobertura mas alta de
microRNAs maduros. Esto hace posible detectar microRNAs expresados
diferencialmente con base en comparaciones de frecuencia de lecturas en
bibliotecas de condiciones de estrés y control. Este tipo de analisis es conocido
como andlisis digital de la expresidn y se habia implementado anteriormente para
analizar los patrones de expresion en bibliotecas de ADN complementario (ADNc)
(Audic y Claverie, 1997).

La identificacion de microRNAs de respuesta al estrés puede realizarse también
con el uso de la tecnologia de microarreglos (Liu et al., 2008; Lu et al., 2008;
Kantar et al., 2011). En esta estrategia, las secuencias maduras de microRNAs
conocidos se colocan en un chip de microarreglo. Las muestras control y estrés se
marcan y se hibridan al microarreglo. Los microRNAs que difieren
significativamente en la intensidad de sus sefiales son detectados como regulados

por estrés.

Comparando con el analisis digital de la expresion mediante secuenciacion
(lumina), los microarreglos puede ser la opcibn mas economica, especialmente
cuando el numero de muestras es grande. Sin embargo, el analisis de expresion
se limita a los microRNAs conocidos que se colocan en el chip. Por lo tanto, los
microarreglos son soélo factibles para especies cuyos microRNAs han sido

estudiados extensivamente (Liu et al., 2008).
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Una vez que los microRNAs de respuesta al estrés se identifican, el siguiente paso
es realizar un analisis detallado de la expresiéon de microRNAs especificos. Para
esto se pueden realizar ensayos Northern Blot. Sin embargo, si se trata de
detectar microRNAs de baja abundancia, es recomendable emplear PCR

cuantitativa o qPCR.

1.13.1 PCR cuantitativa

La técnica de PCR cuantitativa gPCR, también llamada PCR en tiempo real o
gPCR, permite analizar la formacién de productos de PCR a lo largo de los ciclos
de una reaccion de amplificacion. A diferencia de la PCR convencional, o de punto
final, no s6lo permite la observacion de la formacion de un producto de reaccion al
término de un programa de ciclado, sino ademas permite cuantificar su produccion
ciclo a ciclo mediante el uso de fluor6foros como SYBRGreen, que se intercala en
las cadenas dobles de ADN elevando su emisién de fluorescencia, o bien, con
sondas que se activan por la amplificacion (Benes y Castoldi, 2010).

Con esto es posible observar la cinética de formacion de un producto especifico
en una muestra. La cantidad de producto, y por tanto la fluorescencia obtenida al
transcurrir determinado numero de ciclos de una reaccion de PCR es directamente
proporcional a la cantidad de moléculas especificas que contenia la muestra
molde al inicio (Agilent, 2012). En la figura 8 se observa que el nimero de ciclos, o
Ct, necesarios para alcanzar un valor umbral de fluorescencia sera bajo si la
muestra inicial tenia un alto nimero de copias del gen en cuestion, como en el
caso de la muestra 1. En cambio, el nimero de ciclos Ct necesarios para alcanzar
el umbral seré elevado cuando se trate de una muestra inicial con bajo nimero de
copias del gen, como en el caso de la muestra 3. Por lo tanto, el valor de Ct esta

en proporcién inversa con la abundancia del gen de interés en la muestra.
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Figura 8. Fundamento de la deteccién de fluorescencia en tiempo real y la
cuantificacion de la concentracién de un gen usando el valor Ct (Agilent, 2012).

La gPCR es aplicable al estudio de los microRNAs. Se han reportado diversos
métodos para cuantificar la expresion de microRNAs que se basan en la deteccién
y cuantificacion de las formas maduras del microRNA (Chen et al., 2005), o bien,
las formas precursoras (Schmittgen et al., 2004; 2008). En cuanto se refiere al

sistema de deteccion, el método mas econémico es el de SYBRGreen.

Cuando se trata de comparar la expresion relativa de un gen de interés en dos
muestras, por ejemplo, en una muestra control no tratada, y en otra tratada o
muestra problema, se aplica alguno de los métodos reportados. EI método AACt
es uno de los mas empleados para la cuantificacion de niveles de expresion de
ARNs. EI método AACt consiste en el uso de un gen de referencia, cuya
expresion no se altera entre las muestras a analizar, que sirve para normalizar el
nivel de expresiéon del gen o ARN de interés (Gl). Se basa en la premisa de que
cualquier cambio en el valor de Ct del gen de referencia tiene un efecto
equivalente en el cambio que se registra para el valor de Ct del gen de interés.

Asi, el cambio en la expresion de un gen de interés, medido a traves del nivel de
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acumulacion de su transcrito, se determina con la ecuacion 1 (Livak y Schmittgen,
2001):

ER = 27(44¢) [Ec. 1]
donde, AACt = (Ctg| — Ctrer)problema — (Ctei — Ctrer)control

REF: Gen de referencia; Gl: Gen de interés; Problema: condiciéon bajo estudio;

Control: condicién control.

1.14 Conservacion de microRNAs

A partir de estudios realizados para identificar microRNAs se ha observado que
una fraccion de microRNAs se encuentra presente en todas las plantas. Por
ejemplo, microRNAs como miR156, aislado por primera vez en A. thaliana, se han
encontrado también en el resto de las plantas analizadas. Estos microRNAs se
conocen como microRNAs conservados y generalmente tienen niveles de
expresion elevados. El analisis funcional de microRNAs conservados indica que
participan en la regulacién de procesos vitales y basicos para cualquier planta
(Lelandais-Briére et al., 2010; Wang et al., 2010; Luo et al., 2013).

Los microRNAs conservados constituyen sélo una pequefia proporcion del total de
microRNAs en plantas. Del total de familias de microRNAs existentes, solo
alrededor de 20 estan conservadas (Axtell y Bowman, 2008). En contraste, existe
una fraccion de microRNAs que se conserva sélo entre plantas del mismo grupo,
lo que indica un alto grado de especializacion de la funcién. Adicionalmente, el
gran numero de microRNAs que son especificos de especie (no conservados)

sugiere que los genes de microRNAs son frecuentemente creados y eliminados.

Dentro de los microRNAs que se han asociado al estrés abidtico en
monocotiledéneas, muchos pertenecen a familias de microRNAs conservados

(Tabla 2). Estos se conservaron por seleccién natural ya que su funcion es
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necesaria para la supervivencia. Sin embargo, aun cuando se encuentren
conservados, existen evidencias que sugieren que existe un grado de
diversificacion funcional de los microRNAs en diferentes especies (Cuperus et al.,
2011).

Cuando se analizan los microRNAs de respuesta a sequia en plantas
monocotileddéneas presentados en la tabla 2, se observa que, por ejemplo, el
microRNA conservado miR169 se expresa en direcciones opuestas en cafa de
azucar, arroz y maiz. Por otra parte, los microRNAs no conservados también
muestran diversificacion funcional. Por ejemplo, el miR528 que se expresa en
forma opuesta en plantas diferentes. Esta diversidad puede presentarse incluso
dentro de la misma especie durante diferentes momentos del estrés o diferentes
intensidades de sequia. Un ejemplo de lo anterior es el microRNA529, el cual se

expresa de forma opuesta en arroz (Tabla 2).
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2. JUSTIFICACION

Como consecuencia del cambio climatico, el ciclo de lluvias ha
experimentado alteraciones ocasionando inundaciones o sequias severas en sitios
geograficos de forma inusual. Ante este panorama se plantea para la humanidad
el reto de mantener y garantizar la productividad de plantas de cultivo bajo
condiciones ambientales adversas (Boyer, 1982; Gutiérrez-Bonilla et al., 2006;
Saldafia-Zorrilla, 2007). La sequia ejerce uno de los mayores impactos en la
productividad de plantas de cultivo en el campo, ocasionando hasta el 80% de las
pérdidas economicas debidas a factores ambientales adversos (Agroasemex,
2006), y colocando a la agricultura como la actividad productiva econémicamente
mas vulnerable en nuestro pais. Entre los cultivos mas importantes en México que
son afectados por la escasez de agua, se encuentran varias plantas

monocotiledéneas como el maiz, el sorgo, la cafia de azlcar y el arroz.

La tolerancia a la sequia es una caracteristica importante para una
agricultura sustentable. Ademas es una caracteristica cuantitativa que depende de
mecanismos de adaptacion a nivel genético, bioquimico y fisiolégico, y que por lo
tanto requiere ser estudiada a fondo. El conocimiento generado en afios recientes
sobre el control de la expresion sefiala a los miRNAs como elementos clave en la
regulacion del desarrollo o de las respuestas a estimulos ambientales como la

sequia.

Por todo lo anterior, el presente trabajo explora la conservacién de la
respuesta a la sequia mediada por microRNAs en plantas monocotiledoneas. Se
hace referencia a dos tipos de conservacion: por una parte la conservacion de un
microRNA en todas las especies vegetales, y por otra, la conservacion de un perfil
de expresion caracteristico en respuesta a sequia al comparar diferentes
especies, independientemente de que se trate de microRNAs conservados o no.
En ambos casos, ya sea que se encuentren participando en mecanismos de
respuesta comunes a todas las plantas, y que por lo tanto realicen procesos
generales, o bien, que participen en mecanismos de grupo- o especie-especificos,

altamente especializados, la identificacion de microRNAs de respuesta a sequia
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ofrece una posibilidad Unica para explorar y descubrir nuevos mecanismos que
contribuyan al conocimiento de las bases bioldgicas de la tolerancia y de sus
aplicaciones potenciales en biotecnologia. Con esto se ampliard el conocimiento
basico de la funcién de los miRNAs, lo que en un futuro abrira posibilidades de
aplicacion en el mejoramiento y seleccion de caracteristicas combinadas de alto
valor agronomico en plantas, como son la tolerancia al estrés y el potencial

productivo.
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3. HIPOTESIS

En maiz (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor), arroz (Oryza sativa) y
Brachypodium distachyon existen microRNAs especificos de monocotiledéneas
cuyo patron de expresion diferencial se encuentra conservado en la respuesta al

déficit hidrico.

4. OBJETIVO GENERAL

Identificar microRNAs de expresion diferencial en respuesta al déficit hidrico
en maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum bicolor) vy
Brachypodium distachyon.

4.1 Objetivos especificos

4.1.1 Encontrar microRNAs no redundantes reportados en la base de datos

Mirbase en plantas monocotiledéneas.

4.1.2 Analizar digitalmente la expresibn de microRNAs de
monocotiledéneas a partir de bibliotecas de microRNAs secuenciadas

previamente.

4.1.3. Identificar microRNAs cuya expresion esté regulada por sequia en

plantas monocotiledéneas.

4.1.4 Validar experimentalmente la expresion diferencial de microRNAs de

respuesta en plantas bajo estrés por sequia.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Confirmacion de la expresion de
MiRNAs en muestras experimentales
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Andlisis de secuencias
6.1.1 Elaboracion de un indice no redundante de secuencias de microRNAS

Con la finalidad de contar con un indice de las secuencias de microRNAs que se
han identificado en plantas, se recopilaron secuencias de microRNAs maduros
reportados en la base de datos MiRBASE, version 19 (http://www.mirbase.org/),
correspondientes a 12 especies de monocotiledoneas. Las secuencias de
microRNAs se almacenaron en una hoja de Excel copiando en una columna el
nombre identificador (Id) de la especie seguido por el numero de microRNA, por
ejemplo, Osa-mir1468 para el microRNA numero 1468 de O. sativa. En la columna
contigua, denominada secuencia, se almacend la secuencia correspondiente a
ese nombre. Para identificar microRNAs, que por encontrarse en especies
diferentes presentan Id diferente, pero que poseen la misma secuencia madura, se
realiz6 una busqueda de secuencias repetidas con la herramienta de Excel ‘regla
de formato para valores unicos o duplicados’ sobre la columna de secuencia. Con
esta herramienta se pudieron encontrar los valores repetidos en la columna de
secuencia, mismos que fueron eliminados, dejando sélo una secuencia
representativa. Por otra parte, los Id que pertenecian a la misma secuencia
madura fueron especificados en el renglén de la secuencia redundante (Fig. 9).

Con esto se logré obtener el nUmero total de secuencias Unicas no redundantes.
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Figura 9: elaboracion del indice no redundante a partir de secuencias maduras
obtenidas de la base de datos miRBase.

6.2 Analisis digital de la expresion

Para realizar un andlisis digital de expresion de microRNAs en las plantas
monocotiledéneas bajo estudio, se emplearon datos de secuenciacion masiva
obtenidos de 8 bibliotecas de microRNAs elaboradas y secuenciadas en la
Universidad de California-Riverside. Estas corresponden a poblaciones completas
de microRNAs de muestras experimentales obtenidas en tratamientos control y de

estrés. En la tabla 3 se muestran los detalles de dichas bibliotecas.
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Tabla 3. Bibliotecas de ARNs pequefos empleadas para el andlisis digital de

la expresion
Identificacion | Especie Tejido Tratamiento | Tamafio de la
base de datos
(GB)
ZmaCRL Maiz Hojas y tallos | Control 2.36
(Z. mays) _
ZmaSEQ Sequia 2.50
OsaCRL Arroz Control 1.54
(O. sativa) .
OsaSEQ Inflorescencias | Sequia 1.15
BdiCRL Brachypodium | Hojas y tallos | Control 3.28
BdiSEQ (B. distachyon) Sequia 3.0
ShiCRL Sorgo Hojas y tallos | Control 2.77
: (S. bicolor)
ShiSEQ Sequia 2.98

Las 8 bibliotecas de microRNAs fueron analizadas para cuantificar la presencia de

cada una de las secuencias del indice no redundante. Para esto se empled la

herramienta TextPad, mediante su opcién de busqueda y cuantificacion en

archivo. Las frecuencias obtenidas para cada secuencia madura no redundante se

registraron en la columna correspondiente y posteriormente se normalizaron

dividiendo por

el numero millones de secuencias en cada Dbiblioteca

correspondiente. Asi se obtuvieron valores normalizados, expresados como

“veces por millon”. Con estos valores se identificaron los 10 microRNAs mas

abundantes en cada biblioteca, asi como los 10 menos abundantes.
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6.2.1 Andlisis digital de la expresion de microRNAs en respuesta a sequia

Con los valores normalizados se calculd la proporcion en que la expresion

aumentd o disminuyd en la condicion de estrés, de acuerdo a la ecuacion 2:

NSE / NtE
NsC / NtC

Relacion de expresion = [Ec. 2]

donde NsE: numero de veces en que aparecid la secuencia de un microRNA
especifico en la biblioteca de estrés; NsC: numero de veces en que aparecio la
secuencia del microRNA especifico en la biblioteca control; NtE: numero de
millones de secuencias totales en la biblioteca de estrés; NtC: numero de millones
de secuencias totales en la biblioteca control. NSE/NtE y NsC/NtC son los valores
normalizados en “veces por millén” de cada microRNA en las bibliotecas de estrés

y control, respectivamente.

6.3 Clasificacion de microRNAs regulados por sequia

Con los valores obtenidos aplicando la ecuacion 2 de relacion de expresion se
obtuvieron los perfiles de expresion en las bibliotecas cuantificadas de todas las
secuencias del indice, clasificando como microRNAs inducidos aquellos que
presentaron una relacion de expresion superior a 1.5, y como reprimidos, aquellos

cuya relacion de expresion fue inferior a 0.66.

Una vez que los microRNAs se clasificaron de acuerdo a sus perfiles de expresion
en las bibliotecas cuantificadas, se seleccionaron 6 para analisis molecular

mediante gPCR.
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6.4 Establecimiento de plantas y tratamientos de estrés
6.4.1 Material vegetal

Para llevar a cabo experimentos que permitieran la validacion de la expresion de

microRNAs seleccionados se obtuvieron semillas de cuatro especies

monocotiledéneas: maiz, arroz, sorgo y B. distachyon. En la tabla 4 se enlistan los

detalles de cada especie.

Tabla 4. Lista de las especies vegetales empleadas en este estudio.

Nombre comun | Nombre Variedad, Institucién de
cientifico ecotipo o origen
cultivar
Maiz Z. mays B73 CINVESTAV-
Irapuato®
Arroz 0. sativa Japédnica R38, Instituto de
Murazaki Ciencias
Gendmicas,
UNAMP
Sorgo S. bicolor Fortuna Variedad
comercial
empleada en la
region del
Papaloapan
Brachypodium B. distachyon Bd21 Departamento
de Agricultura
de Estados
Unidos®

Donaciones del *Dr. Jean Phillipe Vielle-Calzada, "Dr. Pallvolu M. Reddy, y °Dr.

David F. Garvin.
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6.4.2 Cultivo de B. distachyon

En el caso de B. distachyon, las semillas que originalmente se obtuvieron fueron
propagadas en el laboratorio, y una vez que se obtuvieron cantidades suficientes
de semillas nuevas, se procedid a realizar los experimentos. Para esto se
seleccionaron las semillas para desinfectarlas superficialmente, eliminando
aguellas que se encontraban vacias. Se colocaron las semillas en un tubo cénico
con tapa, y se desinfectaron en ambiente de esterilidad (en campana de flujo
laminar) lavando con 10 mL de etanol al 70% durante 30 s, seguido por un
enjuague con agua destilada estéril. A continuacion se lavaron con solucion de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 1.3%, con agitaciéon durante 4 min. Después de
transcurrido el lavado, la solucion se decanté y las semillas se enjuagaron con
agua destilada estéril como minimo 3 veces. Las semillas se colocaron en un
soporte de papel filtro estéril previamente hidratado con agua destilada estéril
dentro de una caja Petri. Se envolvio la caja con papel aluminio y se guardo en el
refrigerador durante 7 dias a 5 °C, para romper la dormancia (mecanismo que
retrasa la germinacion). La caja se transfirid después a temperatura ambiente en
oscuridad por 7 dias, y una vez terminado el periodo se expusieron las cajas con
los germinados durante 2 dias a las condiciones dentro del cuarto de crecimiento,
previo a su trasplante al sustrato. Las condiciones del cuarto de crecimiento se

especifican en la tabla 5.

Tabla 5: Condiciones ambientales del cuarto de crecimiento

Temperatura 26-27 °C

Humedad relativa 60%

Intensidad de luz 70 umol m? s
Fotoperiodo 20 h'luz / 4 h oscuridad
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El sustrato para crecimiento de plantas empleado en este trabajo fue la mezcla de
sustrato SunShine #3: Perlita (3:1). La mezcla se homogenizo, se colocé en un
saco de tela y se esterilizé a 121 °C durante 1 h en autoclave. Finalizada la
esterilizacion se permitio al sustrato alcanzar la temperatura ambiente por lo

menos 4 h antes de ser usado.

En todos los casos se agregd al sustrato fertilizante 15N-5P-20K (Nitrofoska
Perfect) después de la esterilizacion, a razon de 2% de peso total. Por ejemplo, a
un litro de sustrato SunShine # 3 con perlita, que pesa 154 g, se agregaron 3.08 g
de fertilizante. Por tratarse de un fertilizante de liberacion prolongada, no se

realizaron adiciones posteriores durante el resto del ciclo de vida de las plantas.

Una vez enriquecido con fertilizante, el sustrato se hidraté agregando 1.2 L de
agua por cada 4 L de sustrato preparado y se mezclé profusamente para asegurar
la uniformidad y evitar la formacion de grumos. El sustrato hidratado se distribuy6
en macetas de 10 cm de diametro por 8 cm de altura, con capacidad de 0.4 L,

para el caso de Brachypodium.

6.4.3 Cultivo de maiz, arroz y sorgo

En el caso de maiz, arroz y sorgo, las semillas no recibieron tratamiento de
desinfeccién ni estratificacion, sino que fueron sembradas directamente en el
sustrato. Para estas plantas se empled el mismo sustrato antes descrito para
Brachypodium, distribuido en macetas de 13 cm de didmetro por 9 cm de altura,

con capacidad de 0.6 L.

Una vez realizada la siembra, las macetas se mantuvieron en el cuarto de
crecimiento hasta la germinacion y después se transfirieron a una camara mini-
invernadero especialmente disefiada para mantener a las plantas en las
condiciones ambientales naturales prevalecientes en el verano, y al mismo tiempo

mantenerlas libres de insectos.
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Los cultivos fueron monitoreados diariamente para verificar en nivel de hidratacion
del sustrato, asi como la ausencia de factores bibticos tales como insectos,
microalgas y hongos. También se suministré hierro en solucion comercial Poliquel
(Arysta LifeScience), el cual se diluy6 para aplicar a las plantas de maiz, arroz y
sorgo. Para preparar la solucion se tom6 0.5 mL de hierro en 200 mL de agua y se

emple6é como agua de riego una vez cada dos semanas.

6.4.4 Tratamientos de estrés

Una vez preparado el sustrato, en todos los casos se seleccionaron plantulas de la
misma edad y grado de desarrollo para los experimentos. En el caso de
Brachypodium, tres plantulas se transfirieron del papel filtro a cada maceta; en el
caso de maiz, arroz y sorgo, se sembraron diez semillas en cada maceta y una
vez asegurada la germinacién se removieron dos plantulas, generalmente las que
tardaron en germinar y tenian desarrollo menor, para dejar ocho en cada maceta.
En total, se dispuso de seis macetas por especie. Las seis macetas se separaron
en dos lotes de tres macetas cada uno, y cada maceta fue considerada como una

unidad experimental.

Uno de los lotes recibié el tratamiento control, consistente de riego continuo por
aplicacion de 50 mL de agua cada 3 dias; el lote restante se destind al tratamiento
de sequia, el cual consisti6 en no aplicar riego, sino mantener a las plantas
Unicamente con el agua que se agreg6 al sustrato al inicio del experimento y

permitir su deshidratacidén gradual y progresiva.

6.4.5 Recoleccién del tejido vegetativo

La fecha de recoleccion para cada especie se determino por la manifestacion de
los sintomas de estrés en las plantas, tales como perdida de turgencia y el
enrollamiento notable de las hojas. En el caso de Brachypodium, las plantas

tenian la edad de 25 dias después de germinacion. Las plantas de maiz tenian 21
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dias de edad, mientras que el arroz tenia 30 dias y el sorgo 21 dias después de la

germinacion.

En todos los casos se colectaron tallos y hojas de las plantas, se envolvieron en
paquetes de papel aluminio previamente etiguetado y se sumergieron
inmediatamente en nitrogeno liquido, para posteriormente almacenarse en un
ultracongelador a -80 °C hasta su posterior extraccion. Estos pasos fueron
realizados para cada una de las especies y tratamientos, asi como para sus

réplicas.

6.5 Parametros fisiol6gicos de estrés
6.5.1 Fluorescencia de clorofila

En los minutos previos a la colecta, se midid la fluorescencia de la clorofila en
cada planta con un fluorémetro portatil (Opti-Sciences OS-30Pt) de la siguiente
manera: Se selecciond al azar una hoja de cada planta y sin arrancarla se coloco
un adaptador en forma de clip para aislar de la luz una porcion de la hoja. Se
esperaron 10 min para permitir la adaptacién de la hoja a la oscuridad y enseguida
se midio la fluorescencia de clorofila mediante el calculo de Fv/Fm (fluorescencia
variable maxima/ fluorescencia méaxima). Este valor es indicativo del nivel de

estrés que experimenta la planta.

6.5.2 Contenido relativo de agua

Con la finalidad de cuantificar el nivel de deshidratacion a nivel de tejido como
medida directa del estrés hidrico, se midié el contenido relativo de agua de la
siguiente manera: Se tomo6 muestra de la segunda hoja de planta y se peso6 para
conocer su peso fresco (Pf). La muestra fue enseguida sumergida en agua
desionizada durante 24 h para permitir la hidratacion total del tejido. Al término se

sacO del agua, se secO brevemente con un papel absorbente para eliminar la
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humedad superficial y se peso6, obteniendo el peso turgente (Pt). Posteriormente,
la muestra se sec6 en un horno a 70 °C por 48 h. Finalizado el tiempo se registré
el peso seco de las muestras (Ps).

Con las tres mediciones de peso, se calculé el contenido relativo de agua

empleando la ecuacion 3 (Barrs y Weatheley, 1968):

CRA = [(Pf-Ps) / (Pt-Ps)] x 100 [Ec. 3]

donde Pf es peso fresco, Pt es peso turgente y Ps es peso seco.

6.6 Extraccion de ARN

Las muestras de material vegetal que se colectaron fueron removidas de su
almacenamiento a -80 °C, y colocadas rapidamente en un mortero con nitrégeno
liquido. Se realizé la molienda de las muestras con ayuda de un pistilo de
porcelana y se realizaron adiciones de nitrdgeno liquido al mortero durante la
molienda para asegurar que las muestras no se descongelaran. Una vez
reducidas a polvo, las muestras de material vegetal se transfirieron a tubos
Eppendorf congelados en nitrogeno liquido, vaciando un volumen de
aproximadamente 0.5 mL del polvo a cada tubo. El material pulverizado restante
fue colocado en un tubo de 15 mL congelado y se almacené a -80 °C para futuras

extracciones.

El material colocado en microtubo de 1.5 mL se homogeniz6 mediante la adicion
de 1 mL de Trizol (Invitrogen) y agitacion en vortex. Una vez que las muestras se
mezclaron con el reactivo, sin que se pudieran percibir aglomerados de tejido, se
dejaron reposar por 2 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron
0.2 mL de cloroformo a cada tubo y se agitaron manualmente durante 20 s. Se
dejaron incubar a temperatura ambiente por 5 min y fueron centrifugadas a 13,000
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rpm durante 15 min, en una centrifuga refrigerada a temperatura de 5 °C. A partir

de ese momento, el resto del procedimiento se lleva a cabo en hielo a 5 °C.

Después de la centrifugacion, las muestras fueron removidas de la centrifuga y
colocadas en hielo. Se verifico la separacion de la fase acuosa en la parte superior
(sobrenadante) y de la fase organica en el fondo del tubo. La fase acuosa se
separd con ayuda de una micropipeta, tratando de no tocar la fase organica y se
coloc6 en un microtubo de 1.5 mL limpio. Nuevamente, las muestras deben

mantenerse en el hielo el mayor tiempo posible durante la extraccion.

Al sobrenadante se agregaron 0.2 mL de cloroformo, se agit6 y se repitio el paso
de centrifugacién hasta la recuperacion del sobrenadante en un tubo limpio. Una
vez realizada la segunda ronda de separacion con cloroformo, cada sobrenadante
se mezclé con 1 mL de isopropanol. Se homogeniz6 la solucién por agitacion
manual y se incubd por 20 min a temperatura ambiente para permitir la

precipitacion del ARN.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las muestras se centrifugaron por 20
min a 13,000 rpm a 5 °C. Al término, se verifico la precipitacion del ARN, visible
por la formacién de una pastilla en el fondo del tubo. La pastilla se separd del
sobrenadante por decantacion del liquido y se procedi6 a su lavado agregando 0.5
ml de etanol al 80%, preparado con agua DEPC (Apéndice A). El lavado se realiz6
con agitacién en un vortex y enseguida se centrifug6é por 5 min a 5 °C. Una vez
concluida la centrifugacion, se decanto la solucién de lavado y se dejo la pastilla
pegada al tubo. Durante 15 min a temperatura ambiente con los tubos inclinados
se permitid el secado de la pastilla. Una vez transcurrido el tiempo, las pastillas
fueron resuspendidas en 30-50 puL de agua tratada con DEPC. Los ARNs

obtenidos se almacenaron a -80 °C para su uso posterior.
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6.7 Analisis de concentracion, pureza e integridad del ARN

La concentracion y pureza del ARN total obtenido de cada una de las muestras se
registrO empleando un espectrofotometro Nanodrop 2000/2000e mediante el
software del fabricante (Nanodrop 2000). Después de cuantificar se verifico la
integridad del ARN total mediante electroforesis en gel de agarosa

desnaturalizante al 1%. La preparacion del gel se especifica en el Apéndice A.

Antes de cargar las muestras, se prepararon de la siguiente manera: Se colocaron
4 uL de cada muestra en un microtubo y se mezclaron con 1 pL de amortiguador
de carga 5X para ARN que contiene bromuro de etidio (Apéndice A). Enseguida se
incubaron a 65 °C en un termobloque para desnaturalizar durante 5 min. Al
término, los tubos se transfirieron rapidamente del termobloque al hielo. Después
de 2 min en hielo, las muestras se centrifugaron para colectar cualquier liquido de

condensacion en las paredes del tubo.

Las muestras se cargaron en carriles del gel de agarosa desnaturalizante y se
corrieron en una camara de electroforesis horizontal a 60 V, empleando buffer
MOPS 1X como solucion de corrida (Apéndice A). La electroforesis se detuvo al
momento en que el colorante azul contenido en el buffer de carga habia alcanzado
¥, partes de la longitud del gel. La imagen del gel se adquiri6 en el
fotodocumentador (Ingenius LHR Syngene) mediante el programa GeneSnap. La
calidad del ARN se verificé mediante la comprobacién de la presencia, integridad e
intensidad de las bandas ribosomales mayores, y la ausencia de signos visibles de

degradacion o barridos en el gel.

6.8 Ensayos de expresion mediante gPCR

Previamente a la validacion de la expresion de microRNAs mediante gPCR, se
disefiaron oligonucleétidos especificos para la amplificacion de microRNAs
seleccionados. Estos oligonucledtidos, llamados directo, se enlistan en el

Apéndice B, y corresponden a la secuencia exacta de los microRNAs a cuantificar.
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Cada oligonucledtido directo presenta temperatura de alineamiento teorica distinta,
por lo que se realizaron reacciones de PCR de temperatura en gradiente en un
termociclador Axygen MaxyGeneGradient, a tres temperaturas de prueba: 57 °C,
60 °C y 63 °C. La amplificacion se realiz6 empleando la polimerasa DreamTaq

Green PCR (Thermo Scientific) descrito en la tabla 6.

Tabla 6: Preparacion de reacciones para PCR de

temperatura en gradiente.

Componente Volumen (uL)
DreamTaq Green Master Mix (2X) 10
Oligonucledtido directo 0.4
Oligonucleétido SBS3 0.4
ADNCc (obtenido por ligacién de adaptador) 1
Agua 8.2

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo bajo el programa descrito en la tabla 7.

Tabla 7: Programa de ciclado de temperatura en gradiente.

Etapa T (°C) Tiempo (min) No. de ciclos
Desnaturalizacion 95 3 1
Desnaturalizacion 95 0.5

Alineamiento Ta* 0.5 30
Extension 72 0.5
Extension final 72 10 1

Ta*: temperatura de alineamiento especifico del oligonucledtido.

Al término, las reacciones se corrieron en geles de agarosa al 2% y de acrilamida
nativa al 6% con la finalidad de analizar la presencia de productos y asi determinar

la temperatura 6ptima de alineamiento para cada primer.
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Una vez que se obtuvieron las temperaturas mas adecuadas para la amplificacion,
se procedio a realizar los ensayos de qPCR mediante dos métodos: el método del

kit comercial N-Code y el método de ligacidn de un adaptador en el extremo 3.

6.8.1 Método N-Code

Para este procedimiento se empled el kit comercial N-CODE (Invitrogen), que esta
basado en la adicién de una cola poli(A) al ARN total mediante la enzima poliA
polimerasa para posteriormente, con el empleo de un oligonucleétido dT (primer
Universal), y la enzima retrotranscriptasa (SuperScript Ill), realizar la sintesis del
ADNCc. ElI ADNc obtenido se emplea como molde para la amplificacion mediante
gPCR con el agente SYBRGreen como agente fluorescente. En la figura 10 se

describe a detalle los pasos de este método.

Figura 10: Método N-CODE. a) Los microRNAs son extendidos a partir de su
extremo 3’ con una cola de poliA, mediante una reaccién de poliadenilacion. b) un
oligonucledtido universal d(T) es empleado para complementar al poliA e iniciar la
reaccion de sintesis de ADN complementario, mediante la actividad de una
retrotranscriptasa, ¢) un oligonucleétido con la secuencia especifica del microRNA
en estudio y un oligonucleétido universal de gPCR son empleados para realizar
una reaccion de amplificacion cuantitava mediante PCR.
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a) Poliadenilacion.

A partir de ARN integro obtenido de cada una de las muestras: sorgo, maiz,
arroz y Brachypodium (control y sequia), se prepararon reacciones de
poliadenilacién, como se describe en la tabla 8.

Tabla 8. Preparacién de ARN poliadenilado mediante el
método N-Code.

Componente Cantidad
ARN total 2.5 ug
Buffer de reaccién 5X microRNA 5uL
MnCI2 25 Mm 2.5 L
ATP 1 uL
Poli(A) polimerasa 0.5 uL
Agua DEPC hasta 25 pL

Las reacciones se incubaron a 37 °C por 15 min y se procedié inmediatamente a
la sintesis de ADNc

b) Sintesis de DNA complementario.
Como resultado de las reacciones anteriores, se obtuvo ARN poliadenilado.
Enseguida se procedi6 a la preparacion de reacciones para la sintesis de la
primera cadena de DNA en tubos de 0.1 mL, como se indica en la tabla 9.
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Tabla 9. Preparaciéon de ADNc mediante N-Code.

Componente Cantidad
ARN poliadenilado (del paso a) 5uL
Buffer de alineamiento 1uL
Oligonucledtido Universal (25 uM) 3uL

Las reacciones se incubaron a 65 °C por 5 min en un termociclador.
Inmediatamente de la incubacion, los tubos se colocaron en hielo por 1 min y

se adicionaron los componentes indicados en la tabla 10.

Tabla 10. Continuacion de la preparacién de ADNc
mediante N-Code.

Componente Cantidad
Mezcla de reaccion de primera
cadena, 2X 10 uL
Retrotranscriptasa SuperScript Il / 2 L

RNase OUT

Los tubos se centrifugaron brevemente para colectar liquido de las paredes y
se regresaron al termociclador a 50 °C durante 50 min. Al término, se
incubaron a 85 °C por 5 min para inactivar a la retrotranscriptasa.

Las muestras se diluyeron 1:10 y se almacenaron a -20 °C para su posterior

uso en reacciones de PCR.

c) qPCR

Los ADNCcs obtenidos en la reaccion anterior se emplearon como molde para la
amplificacion de microRNAs seleccionados. Para esto se disefiaron
oligonucleotidos especificos, que corresponden a la secuencia exacta de cada
microRNA (Apéndice B) (oligonucledtido directo). Como primer reverso se

empled el oligonuclétido dT etiquetado como Universal gPCR primer, provisto
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por el fabricante del kit. Las reacciones se realizaron con la enzima Platinum
SYBR Green qPCR Super Mix provista por el fabricante, y se prepararon para
cada ADNc en microplacas de 96 pozos, incluyendo siempre las reacciones
correspondientes al control constitutivo miR166 en cada corrida de gPCR, con
fines de comparacion. Las reacciones se prepararon como se indica en la tabla
11.

Tabla 11. Preparacion de reacciones de gPCR con
Platinum SYBRGreen

Componente Cantidad
glua;lenrul\r;lliXSYBR Green gPCR 10 L
Primer directo (10 uM) 0.5 uL
Primer Universal gPCR (10 uM) 0.5 uL
ADNc molde (diluido 1:10) 2 uL
Agua DEPC 7 uL

Las reacciones se prepararon por triplicado para cada ADNc. El primer directo
es especifico para cada microRNA. Para cada primer directo se incluyeron tres
reacciones sin ADNc molde como control negativo. Una vez preparadas las
reacciones se colocaron en una placa de 96 pozos y se procedio a realizar el
programa indicado en la tabla 12, empleando un termociclador de gPCR Piko
Real (Thermo Scientific):
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Tabla 12. Condiciones de ciclado empleadas en la gPCR con
Platinum SYBR Green qPCR Super Mix (Invitrogen)

Etapa T (°C) Tiempo (min) No. de ciclos
Desnaturalizacion 95 3 1
Desnaturalizacion 95 0.5

Alineamiento 60 0.5 40
Extension 72 0.5
Extension final 72 10 1

Al término del programa de ciclado, se realiz6 una curva de disociacion para

verificar la obtencién de un producto Unico en cada reaccion.

6.8.2 Método de ligacién de un adaptador en el extremo 3”

Para la sintesis de ADNc se emple6 un método alternativo que consistié en la

ligacién de un adaptador preadenilado (IDT linker 1) que no requiere ATP para la

reaccion a los extremos 3"del ARN total, para sustituir el poli(A), y el uso de una

T4 ARN ligasa truncada (T4 Rnl2tr, NewEngland Biolabs). Los productos ligados

fueron después retrotranscritos empleando un primer complementario al adaptador

3" y con el uso de la enzima SuperScript Il (Invitrogen). En la figura 11

continuacion se describe a detalle los pasos de este método.
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Figura 11. Método de ligacion de adaptador al extremo 3’. a) Un adaptador
preadenilado es ligado al extremo 3’ de los microRNAs, mediante la actividad de
una la T4 RNA ligasa 2. b) Sintesis de ADN complementario con
retrotranscriptasa. Un oligonucledtido complementario a la secuencia del
adaptador 3’ es empleado para iniciar la reaccién. c) La reaccion de qPCR se lleva
a cabo con un oligonucleétido especifico del microRNA en estudio y un
oligonucledtido reverso largo que reconoce a la secuencia del extremo 3’ del
ADNC.

a) A partir de ARN integro obtenido de las 4 plantas (control y sequia), se
prepararon las siguientes reacciones para la ligacion del adaptador 3" como se

muestra en la tabla 13:
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Tabla 13. Ligacién del adaptador al extremo 3

Componente Cantidad
ARN total 1.25 ug
Inhibidor de RNasas (RNaseOUT) 0.5 uL
DMSO 1l
Adaptador 3’ 0.5 uL
ﬁ_rpsrtiguador de ligacion 10X (sin 1l
)

ARN ligasa 2 1uL
Agua DEPC Hasta 10uL

Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente (25-26 °C) durante 1 h. Al
término se procedi6 a la sintesis de ADNCc.

b) Sintesis de DNA complementario (ADNCc).

Las reacciones anteriores dieron como resultado la adicion del adaptador al
extremo 3" de los ARNs pequefios. Enseguida se procedio a la preparacion de
reacciones para la sintesis de la primera cadena de DNA en tubos de 0.1 mL,
como se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Preparacion de ADNc mediante el método de
ligacion de adaptador.

Componente Cantidad
ARN _Iigado (de la reaccion 2 L
anterior)
Amortiguador de alineamiento 0.5 uL
Oligonucleétido Reverso (10 uM) 1.5puL
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Las reacciones se incubaron a 65 °C por 5 min en un termociclador y luego en
hielo por 2 min. Los tubos se centrifugaron para colectar liquido de las paredes y
se adicionaron los siguientes reactivos como se describe en la tabla 15:

Tabla 15. Continuacion de la preparacion de ADNc
mediante ligacion de adaptador.

Componente Cantidad
Mezcla de reaccion de primera 5 L
cadena 2X H
Enzima SuperScrip Ill RT/RNase 10l
ouT H

Los tubos se incubaron a 50 °C por 1 h. Concluido el tiempo, las reacciones se
inactivaron a 70 °C por 15 min, los ADNcs se diluyeron 1:10 y se almacenaron a -

20 °C para ser empleadas en reacciones de PCR.

c) gPCR

En este paso, los ADNcs obtenidos se emplearon como molde para preparar
reacciones de gPCR para la deteccion de microRNAs especificos. Previamente
se disefiaron oligonucledtidos correspondientes a la secuencia exacta de cada
microRNA (Apéndice B) que sirven como oligonucledtidos directo. EI primer
reverso es SBS3, que consta de 37 bases y que posee una region idéntica a la

secuencia del adaptador 3" empleado en el paso a) de este método.

A diferencia del método NCode, para el método de ligacion de adaptador se
empled el kit Maxima SYBRGreen (Thermo Scientific). Las reacciones se
prepararon de acuerdo a las especificaciones del fabricante, en microplacas de

96 pozos, como se presenta en la tabla 16:
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Tabla 16. Preparacion de reacciones de gPCR con
Maxima SYBRGreen.

Componente Cantidad
gl\?é%?;de reaccion Maxima 10 L
reen gPCR (2X)
Oligonucledtido directo 0.5 uL
Oligonucledtido SBS3 0.5 uL
ADNc molde (diluido 1:10) 2 uL
Agua DEPC 7 uL

De la misma forma que con el método N-Code, las reacciones se prepararon
por triplicado, incluyendo tres reacciones sin ADNc molde como control
negativo, para cada primer directo. El programa para la amplificacion de
microRNAs en el termociclador de gPCR Piko Real (Thermo Scientific) se

indica en la tabla 17:

Tabla 17. Condiciones de ciclado empleadas en la qPCR con

Maxima SYBR Green qPCR master mix.

Etapa T (°C) Tiempo No. de ciclos
Pre-tratamiento 50 2 min 1
Desnaturalizacion 95 10 min 1
Desnaturalizaciéon 95 15s
Alineamiento 60 30s 40
Extension 72 30s

Para verificar la amplificacion de un producto Unico, se realiz6 una curva de

disociacion al término del programa de PCR.

Los resultados obtenidos utilizando ambas estrategias se analizaron mediante el

método AACt, expresado en la ecuacion 4.
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ER = 27(44¢) [Ec. 4]

donde, AACt = (CtmicroRNA - CtmiRlGG)Sequia - (CtmicroRNA - CtmiRlGG)ControI

El microRNA 166 (miR166) se utiliz6 como control de referencia constitutivo en
todos los ensayos.

6.9 Prueba del método de ligacion de adaptador al extremo 3" por SPIKE-IN

El método disefiado para cuantificar la expresion de microRNAs mediante ligacion
de un adaptador al extremo 5" fue validado de la siguiente manera:

A 2.0 ug de ARN total de B. distachyon se agreg6 1 uL del adaptador lllumina 5
ARN (Apéndice B) diluido como spike. La concentracion final del spike en el ARN
es de 1 nM. En otro tubo, a 2 ug de ARN total se agregé 1 uL del mismo
adaptador, pero en diluciéon 10 veces mayor, para hacer una concentracion inicial
de spike de 0.1 nM.

Estos ARNSs enriquecidos con el spike fueron procesados de la misma forma que
cualquier otro ARN, siguiendo los pasos del método 6.8.2. En el paso final de
PCR, se empledé como oligonucleétido directo al oligonucleétido lllumina 5"PCR
primer (Apéndice B). Al finalizar el gPCR se verifico la obtencion de un producto
Gnico mediante una curva de disociacién y se observé que el desplazamiento en el
namero de ciclos necesarios para alcanzar el umbral correspondiera con la

concentracion relativa de spike presente en cada muestra.
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7. RESULTADOS
7.1 indice de microRNAs no redundantes

A partir de la base de datos de microRNAs reportados, miRBASE (version 19) se
logr6 extraer un total de 1910 secuencias maduras, correspondientes a 12
especies monocotiledéneas (Tabla 18). De estas secuencias, 218 se encuentran
repetidas de forma intraespecifica (en la misma especie), 571 estan repetidas de
forma interespecifica (entre dos o mas especies), y 1121 son Unicas de especie.
La especie en que se encontré la mayor especificidad de secuencias, es decir, el
menor porcentaje de redundancia con otras monocotiledoneas fue B. distachyon
(7.32%), seguida por O. sativa (10%). Ambas especies tienen el mayor nimero de
secuencias maduras reportadas en la miRBASE. Una excepcién es Aegilops
tauschii, que presenta un 0% de redundancia, aunque sélo tiene 2 secuencias
reportadas (Tabla 18). Por otra parte, se cuantificé la auto-redundancia como el
porcentaje de secuencias que se repiten de forma intraespecifica (en la misma
especie) y que provienen de precursores diferentes, pero resultan en la misma
secuencia madura. No se observo ninguna relacién entre el patron de auto-

redundancia y el nUmero de secuencias reportadas para cada especie (Tabla 18).

Después de eliminar secuencias repetidas, se obtuvieron 1165 secuencias unicas.
Todas las secuencias fueron etiquetadas con el nombre de la especie en que
fueron reportadas; asi, algunas secuencias estan etiquetadas con el nombre de
mas de una especie, mientras que otras pertenecen a una sola especie, tal como
se han reportado en la base de datos publica. El indice de secuencias Unicas se
presenta en el Apéndice C.
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Tabla 18. MicroRNAs reportados en la miRBASE en especies
monocotiledéneas.

Especie Numero de Redundancia con otras Auto-
secuencias de monocotiledoneas redundancia
en MiRBASE (%) (%)
Aegilops tauschii 2 0 0
B. distachyon 464 7.32 4.7
Elaeis guineensis 6 100 100
Festuca 15 33.3 6.6
arundinacea
H. vulgare 69 11.59 4.3
O. sativa 713 10 10.65
S. bicolor 241 215 11.6
S. officinarum 16 31.25 12.5
S. spp. 20 55 10
T. aestivum 42 21.42 4.76
T. turgidum 1 100 0
Z. mays 321 19.9 18.69
Total 1910

7.2 Analisis digital de la expresion

La cuantificacion de las secuencias del indice en las bibliotecas de microRNAs,
permiti6 obtener datos de la abundancia de cada microRNA en las 4 especies
monocotileddéneas bajo estudio, en las bibliotecas construidas. De acuerdo a los
datos obtenidos, se encontré que varias de las secuencias, si bien se encuentran
en el indice, no habian sido asociadas a algunas de las plantas bajo estudio. Asi,

se encontré un total de 147 microRNAs adicionales en S. bicolor, 156 en B.
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distachyon, 70 en Z. mays y 60 en O. sativa. La adicion de nuevas secuencias de
microRNAs maduros en estas plantas indica que la identificacion y el
descubrimiento de nuevos microRNAs de plantas se encuentran aln en proceso y

estan lejos de saturarse.

De acuerdo a los resultados, se lograron observar diferentes patrones de
acumulacion de microRNAs y se identificaron los 10 microRNAs mas abundantes,
asi como los 10 menos abundantes en las plantas bajo estudio. Como se muestra
en la figura 9, el microRNA mas abundante en Brachypodium es miR396d,
alcanzando un nivel de 250000 veces por millén (vpm). Esto indica que la cuarta
parte de la poblacion de ARNs pequefios en Brachypodium corresponde a osa-
miR396d. Verificando en el indice (Apéndice C) se observa que osa-miR396d es

equivalente a bdi-miR396a en Brachypodium.

El segundo microRNA mas abundante en Brachypodium es osa-miR159a.1 con un
méaximo de 84,000 vpm, un nivel de expresion menor a la mitad de lo que presenté
miR396a (Fig. 12).

Figura 12. Los 10 microRNAs mas abundantes en las bibliotecas de ARNs pequefios de
B. distachyon, expresados en “veces por millon”, vpm.
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A partir del andlisis de la biblioteca de estrés de Brachypodium, se puede notar
que los 10 microRNAs méas abundantes son los mismos que en la biblioteca
control (Fig. 12). La poblacion de microRNAs abundantes no sufre cambios; el
nivel de expresion elevado de estos microRNAs persiste aun cuando

Brachypodium se encuentra bajo estrés.

En la figura 10 se muestran los resultados del andlisis de los 10 microRNAs mas
abundantes en Z. mays. Se observa que el microRNA mas abundante en la
condicion control, al igual que en Brachypodium, es osa-miR396d. Sin embargo,
su nivel de expresion es apenas poco mas de una décima parte (28,055 vpm) de

lo observado en Brachypodium.

Adicionalmente, se observa que a diferencia de Brachypodium, en Z. mays los
microRNAs mas abundantes si experimentan alteraciones en el patron de
acumulacion cuando se encuentra bajo estrés por sequia, llegando incluso a ser
desplazados de la posicion, como en el caso de miR169b. Aunque en general,
s6lo con excepcion de miR169b, los microRNAs mas abundantes son los mismos
en ambas condiciones, se observan movimientos de lugar y alteraciones en la
expresion en respuesta al estimulo de la sequia. Por ejemplo, miR396d disminuye
su expresion por el estrés, mientras miR159a.1 la aumenta (Fig. 13).

Figura 13. Los 10 microRNAs mas abundantes en las bibliotecas de ARNs pequefios de Z.
mays, expresados como “veces por millon”, vom. ®MicroRNAs que fueron desplazados en
alguno de los tratamientos.
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En S. bicolor, el microRNA mas abundante en la condicion control es miR396d,
seguido por miR167d-5p (Fig. 14). En esta especie, el patron de acumulacion de
microRNAs abundantes es mas dindmico en respuesta al estrés por sequia.
MiR396d es desplazado de su lugar como microRNA mas abundante y colocado
en la cuarta posicion cuando la planta estd en sequia. Su lugar es tomado por
miR167d-5p, que se ubica como el microRNA mas abundante en la condicion de
estrés. La expresion de otra secuencia madura, miR396c-5p, también es reducida

en la biblioteca de estrés (Fig. 14).

Figura 14. Los 10 microRNAs mas abundantes en las bibliotecas de ARNs pequefios de
S. bicolor, expresados como “veces por millén”, vpm. ®MicroRNAs que fueron
desplazados.

Al analizar las bibliotecas de O. sativa se observa que se mantiene la identidad de
los 10 microRNAs mas abundantes (Fig. 15), con algunos cambios de posicion
minimos. EI microRNA mas abundante es miR396d en la condicion control,
seguido por miR159a.1. Si bien, la gran mayoria de los microRNAs mas
abundantes son los mismos en ambas condiciones, se observa una tendencia a
aumentar los niveles de acumulacion en respuesta al estrés. Como ejemplo de
esto, miR396d muestra un aumento mayor al 100% cuando pasa a la condicion de
sequia (Fig. 15).
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Figura 15. Los 10 microRNAs mas abundantes en las bibliotecas de ARNs pequefios de
O. sativa, expresados como “veces por millén”, vpm.

Se realizé un analisis similar para identificar a los microRNAs de menor
abundancia en las bibliotecas. Como resultado se observo que los microRNAs
poco abundantes fueron mas diversos que los abundantes. En las 8 bibliotecas se
encontraron diferentes microRNAs de baja abundancia en las plantas. No se
identific6 un microRNA particular que mostrara un patrén de acumulacién

consistente en las 4 plantas.

En cuanto se refiere al estrés, no se observaron cambios importantes en la
expresion de los microRNAs de baja abundancia en el tratamiento de sequia. El
Unico efecto que se observé fue que varios de los microRNAs que se expresaron
en baja abundancia en la condicién control, fueron desplazados por otros en la

condicion de sequia.

Los resultados del andlisis de las bibliotecas de Brachypodium muestran como
menos abundantes a los microRNAs miR172b y estos microRNAs se mantienen

aun en estrés por sequia solo moviéndose de posicion (Fig. 16)
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Figura 16. Los 10 microRNAs de menor abundancia en las bibliotecas de ARNs
pequefios de B. distachyon, expresados en “veces por millén”, vpm.

En el caso de Z. mays, se puede apreciar que la mayoria de los microRNAs de
baja abundancia corresponden a miembros de familias conservadas, como
miR167, miR166, y miR159 (Fig. 17). Esto no representa la abundancia de la

familia completa, sino sélo la de los miembros especificos.

Figura 17. Los 10 microRNAs de menor abundancia en las bibliotecas de ARNs
pequefios de Z. mays, expresados en “veces por milléon”, vpm.

En la figura 18 se presentan los microRNAs de menor abundancia en las
bibliotecas de sorgo. En esta planta se obtuvieron los niveles mas bajos de

abundancia, de hasta 5 vpm para miR162-3p, miR162a, miR169c y miR396g.
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Figura 18. Los 10 microRNAs de menor abundancia en las bibliotecas de ARNs
pequefios de S. bicolor, expresados en “veces por millon”, vpm.

En O. sativa los microRNAs menos abundantes se mantienen en su mayoria
invariables en las condiciones control y de sequia (Fig. 19). Entre éstos se

encuentran diversos miembros de familias conservadas.

Figura 19. Los 10 microRNAs de menor abundancia en las bibliotecas de ARNs pequefios
de O. sativa, expresados en “veces por millén”, vpm.

7.2.1 Andlisis digital de la expresion diferencial

Para realizar un analisis digital de expresion diferencial e identificar microRNAs
cuya acumulacion aumenta o disminuye en respuesta al estrés por sequia se
calculo el valor de la relacion de expresion (RE), los datos de frecuencia de cada
secuencia del indice. Los resultados del analisis de microRNAs inducidos son

mostrados en la figura 20. Se observa que el mayor nimero de microRNAs
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inducidos (54) se encuentra en una sola especie y que no existen microRNAs

inducidos presentes en las 4 plantas bajo estudio.

Figura 20. Diagrama de microRNAs inducidos por sequia en 4 especies
monocotiledoneas.

Al realizar el analisis de microRNAs reprimidos por el estrés se observa un patrén
similar al de los microRNAs inducidos (Fig. 21). La gran mayoria de los
microRNAs reprimidos se encuentran en una sola especie (75), mientras que no

se encuentran microRNAs comunes reprimidos en las 4 especies.

Figura 21. Diagrama de microRNAs reprimidos por sequia en 4 especies
monocotiledéneas.
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7.3 Seleccion de MicroRNAs para su validacion experimental.

A partir de los resultados obtenidos del analisis de expresion diferencial mediante
el célculo de la relacién de expresion en las bibliotecas de tratamiento control y de
sequia, se seleccionaron los siguientes microRNAs para su validaciéon

experimental mediante gPCR como se muestra en la tabla 19.

Tabla 19. MicroRNAs seleccionados para andlisis por gPCR y sus
valores de expresion.

Id Osa Bdi Zma Shi
miR166a-3p 1.01 1.01 1.08 1.02
miR168a-5p 1.58 1.85 1.83 1.09

miR396d 2.33 1.09 0.56 0.45
miR444b.2 2.62 1.22 1.87 3.54
miR444f 1.20 1.22 1.73 3.10
miR528-5p 0.66 0.94 0.34 0.28

En la Tabla 19 se incluye el microRNA miR166a-3p, que muestra niveles de
expresion similares en los tratamientos control y sequia, equivalentes a relaciones
de expresion cercanas a 1.0. Este microRNA tiene un perfil de expresion estable
en las cuatro plantas en estudio, y no se altera por el estrés, es decir, tiene
expresion constitutiva, por lo que se empleé como control en los ensayos de
validacion de la expresion. En la figura 22 se muestran las relaciones de expresion

de dos miembros de la familia miR166.
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Figura 22. Relacion de expresion (RE) de miR166b-3p y miR166a-3p en las
especies bajo estudio.

7.4 Establecimiento del cultivo de 4 especies monocotiledoneas

Para realizar los objetivos de este trabajo, se implementaron sistemas para cultivar
las especies monocotiledoneas de interés. Debido a que cada planta presentd sus
propias preferencias para el cultivo, se probaron diferentes condiciones de
crecimiento, diferentes sustratos y fertilizantes. Al final se lograron las mejores
condiciones para el crecimiento de cada especie. En la figura 23 se muestran los

espacios acondicionados para el cultivo de las plantas.

Figura 23. Izquierda: Cuarto de crecimiento acondicionado para el cultivo de B.
distachyon. Derecha: Mini-invernadero movil para el cultivo de sorgo, arroz y
maiz.
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7.5 Induccidn del estrés y registro de parametros fisiol6gicos

Una vez que se establecieron los cultivos de las monocotiledoneas, se indujo la
sequia y se observo la aparicion de sintomas de estrés. El enrollamiento de las
hojas y la intensificacion del color verde en las muestras bajo estrés fueron las

primeras sefales evidentes (Fig. 24).

A medida que avanzé el tiempo de tratamiento, se observo que 12 dias de
suspension de riego fueron suficientes para notar los sintomas. Aunque al
momento de la colecta, las sefiales de estrés eran inequivocas, se tomaron

muestras para determinar el contenido relativo de agua en las hojas.

La técnica para medir el contenido relativo de agua en hojas es muy sencilla 'y es
de gran utilidad para conocer el estado de hidratacion del tejido vegetal. Esta
basada en la capacidad del tejido de recuperar el agua perdida cuando se le
sumerge en agua desionizada durante 24 h. Sin embargo, la prueba no dio
resultados concluyentes en el caso del arroz y Brachypodium, probablemente
porque las hojas de estas plantas estdn densamente cubiertas de ceras y
vellosidades que impiden que las células ingresen el agua de forma eficiente. En
cambio, en el caso de maiz y sorgo, si fue posible obtener registro del contenido
relativo de agua en hojas (Fig. 25). De acuerdo a estos resultados, las plantas en
tratamiento de estrés presentaban déficit hidrico con respecto a los controles.

Figura 24. Derecha: Plantas de Brachypodium en condiciones normales
(control) de humedad en suelo y en sequia. Izquierda: Plantas de maiz en
condiciones normales y en sequia.
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Figura 25. Contenido relativo de agua en hojas de sorgo (Shi) y maiz (Zma)
en condiciones control (Ctrl) y de sequia (Seq).

Como parametro adicional para medir el estrés por sequia en las plantas, se
determiné la fluorescencia de clorofila. Sin embargo, a través de mediciones
repetitivas y con diferentes muestras, éste método no detecté diferencias en la
fluorescencia de clorofila de las plantas estudiadas. En la figura 26 se muestran

los datos obtenidos para las monocotiledéneas.
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Figura 26. Fluorescencia de clorofila de las cuatro especies y sus
tratamientos de control y sequia.

7.6 Extraccion de ARN total

En la figura 27 se muestran imagenes de electroforesis en gel desnaturalizantes

de agarosa que se realizaron para verificar la integridad de los ARNs purificados.

A partir de la imagen del gel se observa que los ARNs no muestran sefiales de
degradacion aparente y que por lo tanto pueden ser empleados para los ensayos
posteriores de gPCR. Adicionalmente a la electroforesis, se midid la concentracion
y la pureza de los ARNs extraidos en un nanodrop. Las muestras obtenidas

presentan una concentracion de al menos 1 ug/ulL y de hasta 4 ug/uL.
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante de los ARNs
extraidos de las plantas colectadas. Bdi: Brachypodium, Osa: Arroz, Shi: Sorgo,
Zma: Maiz. C1, C2, C3: Muestras control 1 al 3. S1, S2 y S3: Muestras de estrés
1 al 3. El apéstrofe (7) indica una repeticidén de la extraccion.

7.7 Analisis de expresion por gPCR.

7.7.1 Determinacién de la temperatura de alineamiento de los oligonucledtidos.

La temperatura de alineamiento 6ptima de todos los oligonucleétidos disefiados
fue de 60 °C. En la figura 28 se muestran la electroforesis en gel desnaturalizantes

de agarosa los productos de amplificacién de tres microRNAs.
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Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos con
los primers disefiados para amplificar el microRNA 168a-5p, 166a-3p y
529-3p en las pruebas de gPCR. En la parte superior de la imagen se
especifican las temperaturas de alineamiento empleadas.

7.7.2 Disefio de un método para analizar la expresion de microRNAs mediante
gPCR.

Los ensayos de expresion usados del kit comercial N-Code no dio resultados
detectables por gPCR ni por electroforesis de agarosa. Se verificaron todos los
componentes del kit y se encontré que la poliA polimerasa no realizaba la
poliadenilacién de forma eficiente. El resto del kit funcionaba bien, pero al no
ocurrir la poliadenilacién, no era posible generar el sitio para el primer dT. Por lo

tanto, no ocurria la sintesis de ADNc.

A partir de esto se procedio de inmediato a disefiar un método distinto basado en
la union de un fragmento de DNA de secuencia conocida (adaptador) a la
poblacion total de ARNs en las muestras. El adaptador ocuparia el lugar del poli(A)
del kit N-Code. El adaptador empleado es el linker 1 (Integrated DNA
Technologies) que se usa para la construccion de bibliotecas de ARNs pequefios
para secuenciacion de lllumina. Con este método de ligacién de un adaptador al
extremo 3" de los ARNs pequefios pudo resolverse el problema y fue posible
obtener productos de amplificacion detectables mediante gqPCR. ElI método

disefiado en este trabajo se esquematiza en la figura 29.
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Figura 29. Procedimiento propuesto para la cuantificacion de microRNAs,
basado en el método de ligacion 3'.

Aunque el fundamento del método que se propone ya se emplea de forma
comercial en un kit (miQPCR, AMBION) con algunas variaciones, fue necesario
tomar en cuenta que se emplearia un adaptador distinto al que usa el Kit
comercial, y que debian realizarse pruebas para verificar que el método funciona

con las particularidades propias de los materiales disponibles.

Para esto se disefiaron los ensayos spike-in cuyos resultados de la amplificacion
se presentan en la figura 30. En lineas de color rojo y naranja se observa que la
amplificacion de la concentracion de spike 1nM. En lineas verdes y azules se
presenta la cinética de amplificacion de spike 0.1 nM. Esto resulté en un Ct de
amplificacion promedio de 14.7 ciclos para 1 nM y 17.21 ciclos para 0.1 nM. El
requerimiento de ~3 ciclos para alcanzar el nivel de fluorescencia de la muestra
mas concentrada indica que la prueba tiene la sensibilidad para detectar las

diferencias.
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b)

Figura 30. Andlisis del ensayo del método propuesto con un spike de ARN.
a) Cinética de amplificacion; b) Curva de disociacion que muestra la
formacion de un producto Unico.

7.7.3. Andlisis de expresion de microRNAs selectos mediante qPCR.

Se seleccionaron cinco microRNAs para cuantificar su expresion en reacciones de
gPCR. Los resultados crudos de la corrida de gqPCR se emplearon para aplicar la
ecuacion AACt [Ec. 1] empleando al microRNA166a-3p como gen de referencia
(constitutivo). En la figura 31 se muestran los resultados de expresion de los

microRNASs en respuesta al estrés por sequia.

77



Como se puede observar en la figura 31, los resultados obtenidos por qPCR
indican que, en general, los microRNAs probados muestran patrones de expresion
distintos a los que se obtuvieron en el andlisis digital de expresion (Tabla 19). En
la mayoria de los casos, los microRNAs no mostraron regulacion en respuesta al
estrés (AACt cercano a 1.0), o bien, mostraron regulacion contraria a lo esperado
(induccidn vs. represion, y viceversa). Un ejemplo claro de esto es miR396d, que
de acuerdo a los datos digitales de expresion, se induciria en arroz y se reprimiria
en maiz y sorgo (Tabla 19). En la PCR resulté lo contrario. No se observo algun
caso en que un microRNA mostrara un patron de expresion diferencial similar en

mas de una especie.

Las curvas de disociacion de las reacciones cuantitativas (Fig. 32) muestran que
son altamente especificas, puesto que se detecta un producto Unico para cada
microRNA. Con esto queda establecida la eficiencia del método para realizar
ensayos posteriores de cuantificacion de los microRNAs bajo estudio.
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Figura 31. Resultados cuantitativos de expresion relativa obtenidos por gPCR
para los microRNAs que se indican en el titulo de cada grafico. MiR166a-3p se
empled como control de expresion constitutiva.
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Figura 32. Curvas de disociacion de los productos obtenidos en el gPCR.
a) miR168a-5P; b) miR396d; c) miR444b.2; d) miR444f, e) miR528-5P;
f) miR166a-3P

En el analisis de expresion de microRNAs se incluyeron dos miembros de la
familia 444: miR444b.2 y mir444f. Ambos resultaron inducidos en arroz, donde

probablemente actten regulando la expresiéon de genes similares.

MiR444b.2 y miR444f poseen secuencias idénticas excepto por una base, por lo
gue se sospecho6 que podria estarse detectando una sola de las dos secuencias.
Para eliminar esa sospecha, se analizaron las curvas de resolucion de la PCR,
encontrandose dos especies perfectamente definidas, tal como se muestra en la
figura 33. Esto comprueba que los datos son especificos y que la técnica es

sensible para detectar diferencias tan pequefas como el cambio de una base.
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Figura 33. Curvas de disociaciéon de los productos de miR444 en gPCR. La
definicion de dos picos muestra que la técnica detecta de forma especifica a cada
miembro de la familia de lado derecho. De lado derecho la temperatura de
disociacion es de 75.73+0.04 y de lado izquierdo la temperatura es de 76.44+0.05
(t<2.97E-08).
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8. DISCUSION
8.1 Identificacién de nuevos microRNAs

A lo largo del tiempo se han empleado diferentes estrategias para determinar la
existencia de nuevos microRNAs en plantas, como la predicciéon de precursores a
partir de secuencias genomicas o0 ARNs expresados. Sin embargo, la prueba final
de que un microRNA existe es la demostracién de que su secuencia madura, y su
secuencia complementaria o microRNA*, existen también (Meyers et al., 2008). La
secuenciacion masiva es una técnica valiosa para el descubrimiento de
microRNAs en plantas y otros organismos (McGinn y Czech, 2014). En este
trabajo fue posible identificar nuevas secuencias de microRNAs que no han sido
aun reportadas para algunas especies. Su identificacion dependié directamente de

su deteccioén en las bibliotecas.

Las nuevas secuencias identificadas probablemente no fueron encontradas
previamente porque los métodos que se emplearon para secuenciar no tenian la
profundidad suficiente. Esto es posible ya que afio con afio se mejoran los
métodos de secuenciacion, aumentando la profundidad y obteniendo como
resultado un nimero cada vez mayor de secuencias. Otra razén podria ser que las
bibliotecas que constituyen la base publica de datos de microRNAs han sido
construidas principalmente a partir de plantas en condiciones normales, no bajo
estrés. El estrés pudo haber revelado la presencia de microRNAs que se
acumulan en respuesta al tratamiento, que no eran detectados en plantas bajo
condiciones control. Independientemente del caso de que se trate, es importante
sefialar que la identificacion de nuevos microRNAs es una aportacion directa del

analisis realizado en este trabajo.
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8.2 indice de microRNAs y cuantificacién en bibliotecas de ARNs pequefios

La construccion de un indice de secuencias no redundantes resultdé ser de gran
utilidad en la busqueda y cuantificacion de microRNAs en bibliotecas. En este
trabajo se puso énfasis en la recopilacion de microRNAs de monocotiledoneas
para contar con una base de secuencias que sera util en trabajos posteriores y se
irA enrigueciendo a medida que mas microRNAs sean reportados en estas
plantas. El uso del indice en la cuantificacion de microRNAs de las bibliotecas
permitié analizar el nivel de redundancia de secuencias reportadas en cada planta.
El hecho que las especies con la mayor especificidad de secuencias 0 menor
porcentaje de redundancia sean aquellas que tienen mas secuencias reportadas
sugiere que los nuevos microRNAs que se identifiguen a futuro tenderan a ser
especificos de especie. Esto sugiere que a mayor profundidad de secuenciacion,
mayor la probabilidad de encontrar microRNAs especificos, que en la mayoria de

los casos, son ademas de mediana a baja abundancia.

Los microRNAs especificos, asi como los conservados, tienen importancia desde
el punto de vista funcional. Se espera que los conservados regulen procesos
bésicos para la supervivencia de las plantas, mientras que los especificos podrian
también participar en ese tipo de procesos, pero adicionalmente en procesos
especificos de especie o de grupo (Cuperus et al., 2011).

El andlisis de la abundancia de microRNAs en las bibliotecas revel6 dinamicas de
acumulacion interesantes. Por ejemplo, la observacion de que la poblacién de
microRNAs méas abundantes en las plantas bajo estudio no sufrid6 variaciones
cualitativas en respuesta al estrés (Figs. 12 a 15). En general, los microRNAs mas
abundantes en las plantas bajo estudio fueron miR396d, miR159a.1 y miR167d-
5p. En contraste, en un estudio realizado en O. sativa, los microRNAs mas
abundantes fueron miR156 y miR168 (Yi et al.,, 2013), mientras que en B.
distachyon fue miR159 (Bertolini et al., 2013). Estas variaciones podrian
corresponder a los diferentes tipos de tejidos que se emplean para construir las

bibliotecas.
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En lo que respecta a los resultados de este trabajo, salvo raras excepciones, algun
microRNA de la lista de los 10 més abundantes fue desplazado por otro en la
condicién de estrés. En otros casos, aunque la composicion de microRNAs de alta
abundancia no se alter6 en respuesta al estrés, se observaron alteraciones
cualitativas. Un ejemplo de esto es el de O. sativa, cuyo microRNA mas
abundante, miR396d se acumuld en niveles elevados en respuesta a la sequia
(Fig. 15). En otro caso, el de B. distachyon, llama la atencién que una cuarta parte
de las secuencias de las bibliotecas son del microRNA396 (Apéndice C). Este

nivel de acumulacién es ademas independiente del estrés.

La funcién de la familia microRNA396 en plantas es el control de la expresion de
proteinas involucradas en la regulacion del crecimiento (Li et al., 2010). Aunque,
en general, miR396 es uno de los mas abundantes en las plantas estudiadas, sélo
en B. distachyon se alcanzan niveles de acumulacion tan elevados. Aun queda por
investigar las implicaciones funcionales de su acumulacion a altos niveles en esta
planta, o si esta acumulacion responde a una situacion particular, estado

fisiolégico o de desarrollo de la planta.

En contraste con los microRNAs abundantes, la poblacion de microRNAs de baja
abundancia es diversa y cambiante en respuesta a la condicion de estrés (Figs. 16
a 19). Cabe cuestionar si la fluctuacion de la expresion de estos microRNAs a

niveles tan bajos representa alguna implicacion funcional en la respuesta al estrés.

En cuanto a los microRNAs que se acumulan en el tratamiento de estrés, fue
notable el hecho de que la gran mayoria de microRNAs inducidos (74%) o
reprimidos (69%) en estrés se expresan diferencialmente en solo alguna de las
especies (Fig. 14 y Fig. 15), mientras que solo una pequefia proporcion se expresa
en dos o tres especies, y ningin microRNA de respuesta se conserva en las
cuatro. Esto indica que aun cuando se trata de especies del mismo grupo, es
posible que respondan de forma especifica al estrés, o bien, que las diferencias
inherentes de cada especie, o la forma en que son afectadas por el estrés hayan

contribuido a que la acumulaciéon de microRNAs sea distinta.
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A juzgar por los resultados del analisis de las bibliotecas, la respuesta al estrés por
sequia es altamente especifica en cada planta. Esto puede indicar el nivel de
especializacién que cada planta ha adquirido para responder al estrés. Aunque se
trate de microRNAs conservados (que estan presentes en todas las especies), el
hecho de que cada especie esté expresando microRNAs diferentes en la
respuesta al estrés podria indicar un nivel de especializacion. Sin embargo,
también se debe considerar que probablemente cada especie, al momento de la
colecta de los tejidos para construir las bibliotecas, pudo haber estado
experimentando diferentes niveles de respuesta al estrés, a través de mecanismos
intrinsecos que no pueden controlarse facilmente de forma externa, aun aplicando

tratamientos idénticos.

Las diferencias en expresion entre especies son de esperarse; incluso, diferentes
variedades de una misma especie pueden presentar diferencias en la respuesta
molecular al estrés, tal como se ha observado en Vigna unguiculata (Barrera-

Figueroa et al., 2011).

Derivado del analisis de expresion realizado en las bibliotecas, se pudo identificar
una familia de microRNAs cuya expresion permanecio estable en los tratamientos
aplicados y en todas las plantas estudiadas. La familia miR166 presentd
caracteristicas como estabilidad en la expresién y un buen nivel de abundancia
para ser empleado como control constitutivo, o gen de referencia. Generalmente
se emplean ARNs pequefios nucleolares o0 ARNs mensajeros como referencia
para comparar la expresion de microRNAs (Xie et al., 2005). Sin embargo, es
deseable contar con un microRNA gue pueda servir como referencia para realizar

comparaciones mas exactas.

En este trabajo se empleé al miR166a-3p con ese fin, aunque adn se requiere
realizar mas pruebas para asegurar que miR166a-3p es un buen microRNA
constitutivo de referencia para ensayos de estrés por sequia. Para esto sera
necesario realizar cinéticas de expresion a lo largo de la duracion del estrés y a lo
largo de distintas etapas de desarrollo de la planta; ademas, serd necesario

compararlo con algunos de los controles constitutivos que se utilizan
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rutinariamente en estos ensayos, como el ARN pequeio nucleolar U6 (Xie et al.,
2005).

8.3 Cuantificacion de la expresion de microRNAs por gPCR

De acuerdo al analisis digital de la expresion en las bibliotecas, se seleccionaron 5
microRNAs para su validacion experimental (Tabla 19). Estos microRNAs se
seleccionaron debido a que:

a) Se inducen (miR168-5p, mMiR396d, miR444b.2 y miR444f) o se reprimen

(miR528-5p) en mas de una especie.
b) Son microRNAs conservados en plantas (miR168-5p y miR396d).
c) Son especificos de monocotiledoneas (miR444b.2, miR444f y miR528-5p).

Después de que se eligieron los microRNAs con base en el andlisis de su
expresion relativa en las bibliotecas, fue necesario realizar la validacion
experimental de su expresion. Aungue la secuenciacion de bibliotecas de ARNs
pequefios y su andlisis es suficiente para identificar microRNAs de respuesta a
estrés, es recomendable realizar la verificacion de la expresion por otros métodos.
Para esto se establecié el cultivo de cada una de las especies monocotiledéneas
bajo estudio, toda vez que se determinaron las condiciones Optimas para su
crecimiento, asi como los parametros necesarios, como el tiempo necesario para

inducir el estrés y determinar su intensidad y efectos.

A pesar de que los métodos empleados para estudiar la fisiologia del estrés por
sequia en las plantas en este trabajo (fluorescencia de clorofila y contenido
relativo de agua en hojas) son técnicas estandar, no fue posible obtener
resultados concluyentes a partir de éstas en todas las plantas. Por ejemplo, la
fluorescencia de clorofila no mostro cambios cuando se compararon plantas en
tratamiento control con plantas en tratamiento de estrés. El nivel de estrés que

alcanzaban las plantas tratadas para los ensayos de expresion no era suficiente
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para inducir cambios. Solo niveles de estrés muy severos lograron cambios en la
fluorescencia de clorofila. Sin embargo, tales niveles de estrés de deshidratacion
severa estan fuera del limite de estrés fisiologico deseable para estudiar la
respuesta molecular mediada por microRNAs en este trabajo. A diferencia, en el
trabajo publicado por Luo et al., (2011) si se obtuvieron datos de fluorescencia de
clorofila en B. distachyon que permitieron comparar el nivel de tolerancia a la

sequia entre variantes naturales.

Por otra parte, la medicion del contenido relativo de agua en hojas es también una
técnica estandar. Sin embargo, las plantas cuya superficie foliar presenta
abundancia de vellosidades, como es el caso de O. sativa y B. distachyon,

dificultaron las determinaciones de este parametro.

Una vez que se establecieron los sistemas biologicos de estudio y se aplicaron los
tratamientos, se procedio al andlisis molecular de la expresion de microRNAs
seleccionados mediante dos estrategias: una comercial y otra de disefio. La
estrategia comercial no rindié resultados. La enzima poli(A) polimerasa tenia
escasa 0 nula actividad, por lo que no se formaba la cola de poliA necesaria para
iniciar la sintesis del ADN complementario y la reaccién de qPCR. Por tal razén, se
disefid la estrategia alternativa de ligacion de un adaptador en el extremo 3"de los
microRNAs. La estrategia de disefio fue validada y mediante su aplicacion se
observé que, en general, los microRNAs probados no reflejan los patrones de

expresion que se obtuvieron en el analisis digital de expresion de las bibliotecas.

Si bien, este discordancia no valida los resultados del andlisis digital de expresion,
tampoco los invalida. Ambos resultados son validos. Las diferencias se pueden

explicar analizando los siguientes puntos:

a) Regularmente, el grupo de investigacion que construye las bibliotecas realiza
también la confirmacion experimental de los resultados, ya sea por Northern blot o
gPCR (Ferreira et al., 2012; Yi et al., 2013). Esto aumenta las posibilidades de

exito para validar la informacion ya que se han estandarizado los métodos para la
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preparacion de los materiales vegetales, para inducir el estrés y para colectar las

muestras en el momento adecuado.

En el presente trabajo se anticipaba que al tomar bibliotecas construidas de tejidos
diversos, bajo condiciones de estrés ligeramente distintas, se podrian tener
variaciones en los resultados. Sin embargo, se asumio el hecho de utilizar los
resultados del analisis digital de la expresion en bibliotecas como una referencia

para seleccionar microRNAs potenciales de ser validados mediante qPCR.

b) Para los casos en que no fue posible validar mediante gPCR los resultados del
andlisis de las bibliotecas, especificamente cuando se esperaba que un microRNA
se expresara en respuesta a sequia en mas de una variedad, es probable que en
los experimentos realizados para la validacion no se haya capturado la expresion
en el tiempo en que todas las especies estaban acumulando a un microRNA

especifico.

c) Es posible que plantas de diferentes especies posean mecanismos de
tolerancia constitutivos, que explicarian las diferencias en tamano, ciclo de vida,
grosor de las hojas, longitud de las raices, entre otras adaptaciones. Estas
diferencias constitutivas podrian producir diferencias en el nivel de estrés que
experimenta cada especie. Alun cuando el estrés se lleve a cabo en experimentos
lado a lado, y que cada especie sea expuesta al mismo nimero de dias sin agua,
es muy probable que en cada especie se lleven a cabo mecanismos del tipo
constitutivo que resulten en diferentes capacidades para tolerar el estrés, de tal
forma que al colectar, las plantas se encuentren experimentando diferentes fases
de la respuesta al estrés, y por lo tanto, sean diferentes microRNAs lo que en ese
momento se encuentran acumulados. Esto no significa que los microRNAs
comunes no se acumulen en respuesta al estrés, sino que tal vez ya se
acumularon y volvieron a niveles normales, o bien, que aun no se alcanza el nivel

de la ruta de respuesta para inducirlos.
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8.4 Importancia biolégica de microRNAs de respuesta a sequia

La expresion de miR396d, miR444b.2, miR444f y miR528-5p en respuesta a
sequia fue validada en el andlisis de bibliotecas y en los ensayos de gPCR.
MiR396 regula a una familia de 11 factores reguladores del crecimiento en arroz
(Li et al., 2010; Zhou et al., 2010). Su acumulacién en condiciones de estrés
sugiere la represion de factores de crecimiento, probablemente para redirigir los
recursos energéticos hacia otros aspectos del metabolismo, en donde se
requieren para responder al estrés. Esto confirma que los procesos de crecimiento
son altamente sensibles al estimulo de sequia y que los microRNAs patrticipan en

su regulacion bajo condiciones de estrés.

MiR444b.2 y miR444f pertenecen a una familia de microRNAs de multiples
miembros que ha sido considerada como especifica de monocotiledoneas (Sunkar
y Jagadeeswaran, 2008), lo que hace interesante su estudio. La familia miR444
tiene por blanco a multiples genes que codifican proteinas con caja MADS (MADS
Box Factors), los cuales son factores de transcripcidon involucrados en una amplia
gama de procesos (Li et al., 2010). Aiun no se han investigado las implicaciones
adaptativas que tiene la conservacion de la familia miR444 en monocotiledéneas y
la regulacién de sus blancos, por lo que se espera que en trabajos futuros pueda

ampliarse su estudio, especialmente en lo que respecta a la respuesta a la sequia.

Por otra parte, miR528-5p es un microRNA conservado en monocotiledéneas que
tiene como blancos a varios genes de funciones no relacionadas (Li et al., 2010).
Su expresion y su actividad sobre genes blanco ha sido estudiada principalmente
en embriones de arroz (Xue et al., 2009), por lo que adn esta pendiente explorar

sus implicaciones funcionales en monocotiledéneas en respuesta a la sequia.
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8.5 Consideraciones finales

El presente trabajo permitio la identificacion de 4 microRNAs de respuesta a
sequia; uno de ellos perteneciente a la familia miR396, ampliamente conservada
en plantas, y tres conservados Unicamente en monocotiledéneas. Adicionalmente,
ha evidenciado la dificultad de establecer un sistema de estudio que permita la
comparacion entre especies en la respuesta molecular a un estimulo,
especialmente si el muestreo se realiza en un punto estatico de la progresion del
estrés. De cualquier forma, aquellos microRNAs que han sido identificados por su
respuesta diferencial al estrés en diferentes especies en el analisis de las
bibliotecas son fidedignos, propiamente verdaderos positivos. Sin embargo,
aquellos que se acumulan en una sola especie, podrian ser falsos negativos, pues
es probable que en otro punto de la dinamica del estrés puedan alterar su nivel de
expresion en las otras especies. Por su parte, los microRNAs que alteraron sus
niveles en respuesta al estrés por sequia en las pruebas de gPCR, como es el

caso de miR444b.2 y miR444f, también son fidedignos.

Por lo que respecta a la duracién del estrés, es importante sefialar que la mayor
parte de los trabajos en los que se han identificado microRNAs de expresion en
estrés, se basan en tratamientos del tipo choque, es decir, tratamientos cortos,
progresivos y severos, como sacar las plantas de su maceta y dejarlas secar
sobre un papel filtro, o bien, cultivarlas en sustratos o soportes con muy baja

retencion de agua, en los que bastan unos cuantos dias para inducir el estrés.

Cabe sefialar que en este trabajo se ha empleado un estrés prolongado que
progresa lentamente, no un tratamiento de choque. El emplear un tratamiento de
choque tiene la ventaja de acortar los tiempos y detectar en forma muy
reproducible un tipo de respuesta inmediata al estrés. Sin embargo, esta
respuesta es muy rapida y se aleja de lo que ocurre en condiciones naturales. No
podria interpretarse como una respuesta adaptativa natural, sino de emergencia.
En cambio, un tratamiento de estrés mas prolongado, con disminucion gradual de
la humedad en el suelo se asemeja mas a lo que ocurre con las plantas en el

campo. No obstante, por otra parte, al ampliar la ventana de tiempo del estrés,
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también se corre el riesgo de encontrarse en etapas diferentes de la respuesta,

complicando la comparacion entre especies y experimentos.

Debido a la naturaleza y a las perspectivas de investigacion a futuro, se optd por
un estrés mas similar al que ocurre en el ambiente natural, por lo que se asumen
las dificultades provocadas por este disefio experimental al momento de
interpretar los resultados.
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9. CONCLUSIONES

= En monocotiledoneas se identific6 a miR444a, miR444f y miR528-5p como
microRNAs especificos cuyo patron de expresion diferencial se encuentra
conservado en respuesta al déficit hidrico. Por lo tanto, se acepta la

hipotesis.

= El andlisis de bibliotecas de ARNs pequefios de plantas monocotiledoneas
permitié la identificacion de microRNAs en especies en las que no se habian

reportado.

= Los microRNAs 396d, 159a.1 y 167d-5p son los mas abundantes en las

plantas estudiadas, independientemente del tratamiento de estres.

* MiR166a-3p se propone como gen de referencia modelo, ya que muestra

expresion estable entre tratamientos y especies.

» El método de ligacion de adaptador propuesto en este trabajo es adecuado
para analizar la expresion de microRNAs por gPCR.

» El andlisis de expresion de un microRNA en un punto estético de la
progresion del estrés, ya sea por construccion de bibliotecas o gPCR, no es
prueba suficiente para descartar que el microRNA altere su expresion en

respuesta al estrés.
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10. PERSPECTIVAS
= |dentificar microRNAs adicionales que participen en la respuesta al estrés,

por ejemplo, miR164a, miR159a.1, miR396¢c-5p y miR408-3p.

= Analizar la expresion de microRNAs en varios puntos de una cinética de
estrés para concluir sobre la conservacion de la respuesta en

monocotiledéneas.

» Caracterizar funcionalmente a la familia miR444, sus genes blanco y su

papel en la respuesta y la tolerancia al estrés por sequia
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12. APENDICES
APENDICE A: Formulacion de soluciones empleadas

e Amortiguador TBE 10X

Componente Volumen (1000 mL)
TRIS base 108 g
Acido bérico 559
EDTA (0.5 M) 40 mL
Agua desionizada Aforar a 1000 mL

Para prepara un litro de amortiguador, diluir TRIS base en 100 mL de agua
desionizada, después agregar el &cido borico y mezclar hasta disolver
completamente. Agregar EDTA y aforar a 200 mL. Almacenar a temperatura
ambiente. Para preparar TBE 5X agregar 50 mL de TBE 10X en 50 mL de agua
desionizada.

e Gel acrilamida 6% nativo

Componente Volumen (10 mL)
Agua desionizada 6.4 mL

5X TBE 2 mL

Acrilamida 40 % (bis) 1.5mL

APS 10 % * 100 pL

TEMED 10 pL

*Afadir 100 mg de persulfato de amonio en un microtubo de 1.5 mL,
posteriormente agregar 1 mL de agua desonizada agitar, hasta disolver la sal.
Almacenar a 4 °C.

Agregar los primeros cuatro componentes a un tubo conico de 15 mL y agitar
suavemente mediante inclinacion del tubo durante 5-10 s. Agregar el TEMED al
tubo y agitar de la misma forma durante 5 s. Se debe tener preparada la camara
de electroforesis donde se va a vaciar la solucién ya que la adicion del TEMED
produce la polimerizacion casi inmediata. La agitacion mediante inclinacion se usa
para evitar la formacién de burbujas en el gel.
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e EDTA0.5MpH8.0

Componente Volumen (50 mL)
EDTA 9.305 ¢
NaOH Suficiente para pH 8.0
Agua desionizada Aforar a 50 mL

Agregar el EDTA a 40 mL de agua desionizada. Ajustar a pH 8.0 con NaOH
mientras se agita hasta disolver el EDTA. Aforar a 50 mL. Si es para muestras de
ARN usar agua DEPC. Almacenar cerrado a temperatura ambiente.

e TAE 10X
Componente Volumen (1000 mL)
TRIS base 485¢
Acido acético glacial 11.4 mL
EDTA (0.5 M) 20 mL
Agua desionizada Aforar a 1000 mL

Disolver el TRIS, acido acético y EDTA en 800 mL de agua. Aforar a 1000 mL.
Almacenar a temperatura ambiente. Para preparar 1 litro de TAE 1X agregar 100
mL de TAE 10X y 900 mL de agua desionizada.

e Agarosal %

Componente Volumen (100 mL)
Agarosa 1lg
TAE 1X 100 mL

En un frasco con tapa de 250 mL afiadir 100 mL de TAE 1X y 1g de agarosa.
Calentar y agitar la soluciébn en microondas o una parrilla hasta disolver la
agarosa, evitar la ebullicion.

103



Agregar el volumen de DEPC al agua desionizada y mantener en agitacion de 12
a 24 h. Esterilizar a 15 Ib/pulg? por 15 min. Mantener a temperatura ambiente.

Agregar 8 g de NaOH a 100 mL de agua desionizada en un frasco y mezclar hasta

Agua DEPC

Componente Volumen (1000 mL)
Dietil pirocarbonato 1mL
Agua desionizada 1000 mL

NaOH 2 N
Componente Volumen (100 mL)
NaOH 849
Agua desionizada 100 mL

disolver. Almacenar a temperatura ambiente.

MOPS 10X pH 7.0

Componente Volumen (500 mL)
MOPS 20.927 g
Acetato de sodio 5.44 g
EDTA (0.5 M) 10 mL
NaOH (2 N) Suficiente para pH 7.0
Agua DEPC Aforar a 500 mL

Disolver el acetato de sodio en 370 mL de agua DEPC. Adicionar al MOPS y
disolver. Agregar el EDTA. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 2 N. Aforar a 500 mL con
agua DEPC. Almacenar a temperatura ambiente. Para prepara MOPS 5X agregar
50 mL de MOPS 10X en 50 mL de agua desionizada.
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e Buffer de carga para RNA 5X

Componente Volumen (10 mL)
Formamida 3084 pL
Formaldehido 720 pL

MOPS 10X 4 mL

EDTA (0.5 M) 80 pL
Azul de bromofenol 16 pL
Bromuro de etidio 10 mg
Glicerol 2 mL

Agua DEPC Aforar a 10 mL

Agregar en un tubo cénico con tapa cada uno de los componentes y mezclar

suavemente para evitar la formacion de burbujas. Almacenar a 4 °C.
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APENDICE B: Oligonucleétidos empleados

Oligonucleétido Secuencia (5’2>3’) Ta (°C)
mirl66a-3p TCG GAC CAG GCT TCATTC CCC 61.7
mirl68a-5p TCG CTT GGT GCA GAT CGG GAC 62.1
mir396d TCCACAGGCTTTCTT GAACTG 55.2
mir444b.2 TGC AGT TGT TGT CTC AAG CTT 55.1
mir444f TGC AGT TGT TGC CTC AAG CTT 57.9
mir528-5p TGG AAG GGG CAT GCA GAG GAG 61.8
ILLUM ADAPTER | GUU CAG AGU UCU ACA GUC 52.5
ILLUMINA PCR AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAG 68
5" PRIMER AGTTCTACAGTCCGA
SBS3 CAA GCA GAA GAC GGC ATACGATTG AT 62.1

Ta: temperatura de alineamiento
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APENDICE C: indice y abundancia de microRNAs

Veces por millén

Identificacion Secuencia madura Bdi-Ctrl Bdi-Seq Osa-Ctrl |Osa-Seq |Sbi-Ctrl [Sbi-Seq [Zma-Ctrl |Zma-Seq
ata-miR169 TAGCCAAGGATGAATTGCCAG 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
ata-miR172 TGAGAATCTTGATGATGCTGCAT 0.05 0.06 0.00 0.00 0.18 0.44 2.94 3.22
bdi-miR1122 TAGATACATCCGTATTTGGA 1.96 1.43 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR1127 AACTACTCCCTCCGTCCGATA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR1135 TTTCGACAAGTAATTCCGACCGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR1139 GAGTAACATACACTAGTAACA 0.22 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR159 CTTGGATTGAAGGGAGCTCT 147.39 300.27 26.80 33.60 13.37 66.44 11.10 17.33
bdi-miR162 TCGATAAACCTCTGCATCCGG 0.16 0.06 0.10 0.00 0.00 0.00 0.07 0.00
bdi-miR164f TGGAGAAGAAGGGCACATGCA 1.58 1.78 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07
bdi-miR166e CTCGGACCAGGCTTCATTCCC 73.75 100.74 6.39 7.54 17.37 17.93 15.60 16.19
bdi-miR166f TCTCGGACCAGGCTTCATTCC 65.27 89.85 5.82 7.28 11.17 9.31 11.81 13.11
bdi-miR166g TGTGGTGATCTCGGACCAGGC 35.54 58.39 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR167¢, bdi-miR167d TGAAGCTGCCAGCATGATCTGA 27896.41| 30766.43| 2467.63| 3416.00f 36921.23| 51919.37| 3340.82| 8093.32
bdi-miR169i CCAGCCAAGAATGGCTTGCCTA 3.97 6.88 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00
bdi-miR169j TAGCCAGGAATGGCTTGCCTA 0.05 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR169k TAGCCAAGGATGATTTGCCTGT 115.92 111.51 5.82 8.69 11.21 2.28 0.00 0.00
bdi-miR172d AGAATCCTGATGATGCTGCAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR1878 ATTTGTAGTGTTCAGATTGAGTTT 72.39 45.50 44.63 31.94 0.69 0.13 0.00 0.00
bdi-miR319a TGAGGGAGCTTTCTTCTGTCC 0.33 0.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR319b TTGGACTGAAGGGTGCTCCCT 3107.23 4060.74] 169.26 187.30 41.55 113.32 22.13 14.61
bdi-miR395a, bdi-miR395b, bdi-miR3{TGAAGTGTTTGGGGGAACTC 101.47 208.53 2.67 3.58 17.92 158.97 22.84 13.97
bdi-miR395d AAGTGTTTGGGGAACTCTAGG 50.05 74.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR398b CAGGAGTGTCACTGAGAACACA 0.38 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR399a TGCCAAAGGAGAATTACCCTG 0.11 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR408 CAGGGATGGAGCAGAGCATGG 16.79 31.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR437 GAACTTAGAGAAGTTTGACTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5054 TCCCCACGGTCGGCGCCA 3.10 5.21 9.25 13.67 4.37 6.24 1.50 1.43
bdi-miR5055 TCTCGCTGCTGAGCTCGGCGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5056 AGGAAGAACCGGTAATAAGCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00
bdi-miR5057 AAATTTCAAATCATTTTGACA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5058 AACAGTTGAGGGATGAAAAACA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5059 CGGCCTGGGCAGCACCACCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5060 CGGCTAGCTAGAGACCGCCAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5061 TCTGTTCTGTCCTGCTCGGTA 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5062a TGAACCTTGGGGAAAAGCCGCCT 0.22 0.34 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Veces por millén

Identificacion Secuencia madura Bdi-Ctrl Bdi-Seq Osa-Ctrl |Osa-Seq |Sbi-Ctrl [Sbi-Seq [Zma-Ctrl |Zma-Seq
bdi-miR5063 TCCACTGGAAAAGGCTTTTGCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5064 CGAATTTGTCCATAGCATCAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5065 TAGGCAATTCACTTATACACT 0.00 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5066 AAGTGTATAAGTGGAGTGCCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5067 TCAGCGACAACTAATATGGAT 0.05 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5068 ATCGGGTAGAGCGGGTATGGGTAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5069 TAGGTTATTGATTTGACCAAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5070 AACTAAGTAGGGTCAGAGGGT 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5163 TTAGGTATTTCAGGTTAGGTG 2085.92 2113.86 0.00 0.00 0.05 0.13 0.00 0.00
bdi-miR5164 CGCAACTTTGTCTAGATACGC 1.03 2.52 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5165 ATCTTGGGCTCTAGGTAGGTT 1.79 1.78 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5166 TGCCCACCAGGGTTCGATCCA 0.98 4.47 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5167 CCACTTTGGGTGTCATTGGTA 0.82 2.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5169 TTTGACCAAGTTTGTAGAACA 4.46 7.91 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5170 TCATCAAGTTGAGTGACCGTA 0.22 2.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5171 ACTTAATATGGGACGGAAGAA 0.33 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5172 TGATCTACTAGCTCCTCGGCA 3.32 4.58 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5173 TCTCGTATATGCGGATGTACC 1.20 2.41 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5174 CTCCGTTCCATAAAGATTGGC 7.12 11.35 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5175a AAGAATTTAGGAACGGAGGGA 22.83 19.66 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5175b CCTCTGTTCCTAAATTCTTGT 0.05 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5176-3p TGTGATGATGTGGCATAGAAT 51.63 74.84 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5176-5p TATGCCATGTCGTCACATATC 2.34 3.84 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5177 TGAGGTTGTAAAACAGACAGT 9.78 19.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5178 TCTGACCGGTGGGCCTGAGCG 1.09 2.52 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5180a, bdi-miR5180b TAAGTGTCTCAGTTTTGAACT 0.33 1.26 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5181a TGATCCATAATAAGTGTCAGG 43.53 66.13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5181b TCCGATCCATAATAAGTGTCG 1.79 1.95 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5182 TGATGATCTTGGAACACGTGC 7.28 9.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5183 TATTTGGACAAATTTGAGTCA 3.91 1.49 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5184 TTCTAACATTATGCACATCTA 0.82 1.38 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5185a, bdi-miR5185b TTCTAGTTCATTTTTCAAATC 2.39 1.66 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5198 GGGGAAAAGAGATTGAGGGAG 0.27 0.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5199 TGTTCATACGGTTGATAGCAC 0.87 1.89 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5200 TGTAGATACTCTCTAAGGCTT 0.38 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5201 AGGGCGAGGCAAATGATCAAA 5.65 10.54 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR5202 TTACGTGAGTTAAATCGTCGA 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Veces por millén

Identificacion Secuencia madura Bdi-Ctrl Bdi-Seq Osa-Ctrl |Osa-Seq |Sbi-Ctrl [Sbi-Seq [Zma-Ctrl |Zma-Seq
bdi-miR5203 ACTTATTATGGACCGGAGGGA 0.87 1.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7707-3p TTTGATCGATGTATGGCTGAACGG 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7707-5p GTTCAGCCATACATCGATCGAAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7708a-3p TGTAATGGTACTGAACAAAGACGC 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7708a-5p GTTTTTCCTCAGTACCGTTACAAT 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7708b-3p AAATGGCCCGAGAATTGTAATGGT 0.49 0.57 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7708b-5p CATTACAATTCTTGGGACATTTGC 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7709-3p TGTGCCTAGTCGTACTTTGAT 1.85 3.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7709-5p TAAAGTATGACTAGGCACACG 1.36 2.87 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7710-3p ATTGATGTCACAAACTATAGTAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7710-5p TACTACAGATCGTGATGTCAACTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7711-3p.1 AGATTGTTAAAGAGGCCAAGTATT 12.50 8.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7711-3p.3 TATGAGTCGATTTCTCTTATGGCT 67.66 44.07 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7711-3p.4 TATCCTAGCCATAAAATTCAGTAT 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7711-5p.1 TACTTAGCCTCTTTGACAATCTTG 6.52 4.41 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7711-5p.2 ATGATAGAATTTCTAAATTAGAAG 1.90 0.69 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7711-5p.3 CCATAAGTGAAATCAACTCATTCT 1.47 0.52 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7711-5p.4 TCTGAATTTTATGACCAAGATAAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7712-3p TTATTGTGGTAACTTTAAGATGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7712-5p TAGAGCTCTGAAGTTACCACCCAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7713-3p TTGAGACTGGCAGCATTAGCAAGC 0.11 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7713-5p TAGGAATTGATGGAACAGCTCACA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7714-3p CTAATATGTATCGAAGGGAGTAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7714-5p TATTTTCTCGGATCAATATTACTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7715-3p TAAGAAAACCCACCTTTGATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7715-5p TCAAAGATGGGATTTCTGAAC 0.49 0.92 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7716-3p TTCGTTCTTCTCCAGTAATTGACC 0.16 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7716-5p TCAGTTGCTAGAGAAGAACGAAAC 2.23 1.55 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7717a-3p GATGGATACGATTGTCGACTGAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7717a-5p TCATTGAGATTCGTGTAAATTAA 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7717b-3p AACTATTTTTAAGTTGACCGAGAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7717b-5p TCTAAGACGACTGAGAAATAACTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7717c-3p TTAGTTGACTGAGAAATAGACGGT 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7717c-5p TTGCTATTTCTTGGGCGACTGAGA 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7718-3p ATCGCCTTAGACGAATAAATGAGG 56.25 49.17 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7718-5p TCATTTATTCGTCCATGGCGATGG 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7719-3p TAGAAGCATATATGGCGAAGA 3.32 3.67 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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bdi-miR7719-5p TCCGCCATACATGTTTCTATC 4.13 5.73 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7720-3p TTTTACACATGATTTGGGTTGGAC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7720-5p TCGAAATTGATCGTGCGGAGAAGC 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7721-3p AAAGTTTGGCATAGAATTCAATGC 0.05 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7721-5p ACGGGATTTTATAACGGACTTTGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7722-3p GAAGGGTATCGGGATGAGAGG 2.83 3.95 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7722-5p TCTCCTCCCGGTACCCTTCTT 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7723a-3p GAGGGCCAAGGTAGTTGTTTCACA 1.03 0.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7723a-5p TGAAACAACTATCTTGGCCTTCTC 5.65 4.58 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7723b-3p ATGAAGGTAGTAGTTTCAAAATGG 8.70 6.99 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7723b-5p ATTTTGATACTACTACCTTCATCA 0.27 0.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7724a-3p, bdi-miR7724b-3p |TTGGCCCACATTGACATGTTCACC 0.00 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7724a-5p, bdi-miR7724b-5p [TGAACATGTACATGCTGGCCAACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7725a-3p TGCAAACAATGTGATTTCGTCAAG 0.49 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7725a-5p TGACGAGATCACATCGTTTGCACA 0.05 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7725b-3p.1 TGAAAACCATATTCCTAGCTC 0.05 0.52 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7725b-3p.2 CAAATAAGAGGAGACGAGACATAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7725b-5p.1 ACTAGGGAGATGGTTTTCGCT 0.33 0.63 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7725b-5p.2 ATGCTCCACCTCATATTTGAC 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7726a-3p TGCGAATCTGTCACCGTTGTCCCC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7726a-5p TGATGATGGTACGGACGTCGCGGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7726b-3p TGCGATACGTCACTTCACCGAAAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7726b-5p TTTGATGACATGACGTACGGCGGC 0.27 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7727-3p CCAAGTCGATTGGAACTAATGAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7727-5p TGATTAGTTTCAGTTGGTCTGGGC 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7728-3p AAATACACTCAATTCAAGCAG 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7728-5p TGCTCGGATTGAGTGTATTTT 4.73 9.34 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7729a-3p, bdi-miR7729b-3p |AGCAATGGTGGTGGTTTGGAGGAG 0.38 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7729a-5p, bdi-miR7729b-5p [TGTTTTCATAGGCCATGTAGAGC 0.11 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7730-3p AACTTTCTCCCGCAGCTGTTCTGT 2.07 3.32 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7730-5p AGAACAGCCACGGTTGAAAGTTAT 4.02 4.47 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7731-3p AGGTTTGCTCTGGACTTTGGAATC 97.01 51.97 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7731-5p TTCCAAATTCCTGAGCAAACATAT 13.86 14.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7732-3p GATCGAGATCGTGGAGGAACC 4.62 3.78 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7732-5p TTCCTCCAAGATCTCGGAGACTC 0.49 1.55 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7733-3p CCTGCGTTGGCGAAGGCGAGAAGC 0.11 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7733-5p TTCTCGCCATTGCCAAACCAGGGC 0.11 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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bdi-miR7734-3p TTAACCTAGTCACATTCAACG 0.33 0.57 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7734-5p TTGAACGTGACTGGGTTAACG 4.35 7.91 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7735-3p CCGGTCGGAGCCAAGAGACGCGGC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7735-5p TTGTTTTCCTTCTGCACTCCCGGC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7736-3p TGACATATCTGATGGTAAAGG 0.60 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7736-5p TTTACTATCTGGGATGTCACA 0.22 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7737-3p ACTTGAGACGGACTGTATTAAAAA 0.00 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7737-5p TTTCGGTCAATGTATTTCAAGCAG 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7738-3p GTGCTTGACAGACGACTCTGG 79.95 69.62 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7738-5p AGAGTCGTTTGTCAAGCTCGG 9.51 7.97 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7739-3p TTGAGTCTGAGAAGTATTTCTG 0.22 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7739-5p AGATGCGTCGAAGCGGACTGGATC 0.33 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7740-3p GAGACAGAGGTTGTTCGGATG 0.38 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7740-5p TTTGAACAACCTCGGTCTCAT 0.16 0.34 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7741-3p.1 AGATCTTCCATGAGTAAAAAT 0.05 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7741-3p.2 TGCATGTGGAACTTCCAGATC 10.49 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7741-5p.1 TTTTAATTGTGGAAGCTCTTG 818.15 609.76 0.00 0.00 0.09 0.04 0.00 0.00
bdi-miR7741-5p.2 TCTTGAAGTTTCGCATGCAGT 6.85 17.88 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7742-3p TGTGTGTTCGAGTGAATGAGT 3.64 6.48 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7742-5p TCATTCGCTCATTCACACAGT 0.71 2.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7743-3p TTTGAACTTTTGTATTGGATCTTT 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7743-5p AGCATCTACTGATAGTTTGACTGC 0.16 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7744-3p CATCGACAACTTTTGCCATCCTTA 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7744-5p AGGATGGCAAGATTTATCGATGGG 8.04 5.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7745-3p TTGTTGTTACTTAAGTCTTGGTAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7745-5p AGTAAGGCTTTAGTAACAAGAGAT 0.33 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7746-3p TTCTATTGGAACTCTTAATCTATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7746-5p ATAGACTAAGAGTTCCAACAGAAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7747-3p ATCCTATAACAAAACAAACTGATC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7747-5p ATCAGATTGTTTTGTTGTAGGATG 0.33 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7748a-3p AATATGTTTTCTATTGTTGGACGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7748a-5p ATCCAACAACAAGGGACGTGTTAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7748b-3p TTGGTCAAAGAAAATCTAATACGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7748b-5p ATGTTAGGATTCGGTTGACCAAGC 0.43 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7749-3p TGGAATGGGCGCTCTCAGGGAAGC 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7749-5p ATCGTCGAGGGCGGAGATTGCGGC 0.11 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7750-3p CATGGTCGGCAATGATACAGACGA 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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bdi-miR7750-5p ATCTGAATCATTGCCGACCATGCA 0.16 0.34 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7751-3p TTTGGTGCACCCGGCTGGAGATGG 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7751-5p ATCTTCCTCGTGGACAAGCGGTAG 0.00 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7752-3p AAAATGATAGGTTGGAAGAACACGC 0.38 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7752-5p ATGCTCTTCCCACTGTCATTTTCC 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7753-3p TGAGCAAGGGAGAAGACATGG 1.20 1.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7753-5p ATGTCTTCTTCCTTGCTCATC 0.00 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7754-3p TTCTCTCGGCTAAGGAACTGC 39.95 50.94 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7754-5p ATGTTCTCTCGGCTGAGGAAC 0.00 0.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7755-3p TCAATTTACGGTGTAGAATTG 0.49 1.95 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7755-5p ATTCCACACTGTAAATTGAAT 0.27 0.63 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7756-3p TGGAGATGTTGGCATTGAATTGGC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7756-5p CAATGCAATGCCAAGTCTTTCGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7757-3p.1 GGTAGTTGAATGTTTTGTTTA 159.62 73.35 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7757-3p.2 AGATAACTTGATATGTAAGTG 26.58 20.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7757-5p.1 CACAAAACCTTCAGCTACCCA 340.60 765.46 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00
bdi-miR7757-5p.2 CTTCCATATCAAATCATCTCT 42.34 48.94 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7758-3p TAGCGGTCAACTAACTGTAGTGGC 0.49 0.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7758-5p CACTACCGTTAGTTGACCGTTAAG 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7759-3p GGCTTATGCCGACGTGGCTAC 1.90 1.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7759-5p CAGCCACGTCGGCATAAGCGAG 0.87 1.55 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7760-3p GGCTTTGCTCGGAGTGCTGTGGC 0.00 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7760-5p CAGCGGACAGAATGGAGCAAGCAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7761-3p TCTTGATCAAGAGACGGCTCTGGC 0.11 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7761-5p CAGTGCCGTCTCTTCCTCAAGTTC 0.05 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7762-3p CTCGGAATTTGGTCATCAACTGGC 0.43 0.57 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7762-5p CAGTTGATGACCAAGTTCTCGAGA 1.52 1.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7763-3p ATTCCCGTACGTCAAGATTGC 8.10 5.84 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7763-5p AATCTTGATGTGCGGGGATAG 18.48 14.44 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7764-3p AAATAGATCTTGGCGTTATGGG 0.43 0.74 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7764-5p CATAACCTAGATCTGTATCA 0.16 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7765-3p TTACAAGAAGTTGGACTAAAATGC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7765-5p CATTTTAGTCCAACAAGTTGCAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7766-3p CGAGGCTGACTGGGACTAAGCGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7766-5p CCAACTGGGCCAGTCGGCCTGGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7767-3p AGGAGCAAGCAGCTTGAAGGT 0.98 0.34 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7767-5p CCCCAAGCTGAGAGCTCTCCC 0.33 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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bdi-miR7768a-3p, bdi-miR7768b-3p [CGGCGCCGTCCTCGACCGGGAG 0.65 0.74 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7768a-5p, bdi-miR7768b-5p [CCCGGTCGAGGACGGCCCCGC 1.79 2.92 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7769-3p TGTCATGTTGGCACTGATGGG 1.09 0.92 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7769-5p CCGTCAGTGCCAACATGCCAG 0.16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7770-3p TCTAGACGGGCCTTCAAAGAG 1.74 1.78 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7770-5p CCTTGAAAGCCTGTCTAGACA 0.38 0.74 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7771-3p ATGTGTACTATAGAAGTCAAGGGT 4.67 2.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7771-5p CCTTGACTCCTATAGTACACATTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7772-3p AGATCTCCATGAACTGAGAAACGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7772-5p CGCTTTTCGGTCCGTGGAGACGCA 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7773-3p TTTTTCCTTCGGCTGACACGT 85.16 114.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7773-5p CGGGTCAACGAAGGAAAAATT 27.28 18.91 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7774-3p GAGCGAACGTTAAATTCCGTGGGG 0.11 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7774-5p ACTATGGTCTGTGAGGATGGCAAC 0.16 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7775-3p CTAGTGCTTAGACAAAACCCGGTT 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7775-5p ACCGGTTTATTCTGAAGCACCAGT 0.43 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7776-3p.1 AAAGATATCAGAGGGCAACG 0.54 0.69 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7776-3p.2 TTGATAATGGGTTGAATGCGC 26.09 26.76 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7776-5p.1 CTTGCCCTCTGATATCTTGG 0.49 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7776-5p.2 ACATTCAACTCATTATTAATG 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7777-3p.1 TTGTTCCACCCAACAGAAGAT 0.33 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7777-3p.2 TGAGATGGTGTCTGTTGAAGG 0.38 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7777-5p.1 CTTTGGTTGGGTAGAACTACC 0.76 0.92 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7777-5p.2 TCTGACAAACACCATCGCAAC 2.61 4.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7778-3p CTGCGCCGCGACTTTCGGACGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7778-5p GAGCATCGTGTCGGCGTGCGCGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7779-3p TTCTCGATCTGTAGACCGATCTAG 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7779-5p GAGGTCATTGTCAGACATGGGAAG 3.21 1.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7780-3p GTAGGGACCTTGCTGAAGACGTTT 0.87 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7780-5p GATAATTTAGTGGCCTTCCTACTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7781-3p CATGTCTGTAGTCAGAAAAATCAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7781-5p GATTTTTCTGACGACGGACATGGC 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7782-3p ACCTGCTCTGATACCATGTTGTGA 1500.54 1505.47 0.00 0.00 0.09 0.04 0.00 0.00
bdi-miR7782-5p GCGGCATGGTATTAGAGCAAGTTG 38.53 22.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7783-3p AGCTCTGATACCATGTGGATGAGA 49.57 4441 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7783-5p GCGTCTACTTGGTATCCAAGCTTA 0.60 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7784a-3p, bdi-miR7784b-3p |[CATAGACTTATGAGACGAGTACAT 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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bdi-miR7784a-5p, bdi-miR7784b-5p [GTACATGAACTTATAAGACGAGTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7785-3p TTTCTTCTGTGAGCCTGACTGAGC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7785-5p GTAGAATGGGTGATGGGAGAAGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7786-3p TGCACAAACTGTGGAGTAGTCGGC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7786-5p GTCTATGTCTATGTCTGTGCACGC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7787-3p TGCTTCGGTCTGTGCTTGGGCACG 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bdi-miR7787-5p GTGCTCGTCCACAAGAGAAGCAGG 0.11 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
far-miR1119 TGGCACGGCGTGATGCTTAGTCAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
far-miR1134 CGACAACAACAACAAGAAGAAGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
far-miR156b TTGACAGAAGAGAGAGAGCAC 39.29 74.27 0.57 1.28 0.46 1.14 0.39 1.93
far-miR164a, far-miR164b TGGAGAAGCAGGGCACTTGCT 0.00 0.00 0.10 0.13 0.05 0.22 0.00 0.72
far-miR166 CCGGACCAGGCTTCATCCCAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
far-miR437 AAACATAGAGAAGTTTGACTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
far-miR529 AGAAGAGAGAGAGCACAGCTT 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR1120 ACATTCTTATATTATGGGACGGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR1130 TCTGTAACTTAATATAAGACG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR156, tae-miR156, ssp-miR15{ TGACAGAAGAGAGTGAGCACA 35.65 98.33 6.29 7.54 24.36 18.89 12.14 32.30
hvu-miR169 AAGCCAAGGATGAGTTGCCTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR171-5p TGTTGGCTCGACTCACTCAGA 59.08 28.14 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00
hvu-miR397 CCGTTGAGTGCAGCGTTGATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR399 TGCCAAAGGAGATTTGCCCCG 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR444b TGCAGTTGCTGTCTCAAGCTT 10.60 6.59 0.48 0.38 2.02 7.29 0.52 0.93
hvu-miR5048a, hvu-miR5048b TATTTGCAGGTTTTAGGTCTAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5049a TCCTAAATACTTGTTGTTGGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5049b AGTATTTAGGTACAGAGGGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5049c AGACAATTATTTTGGGACGGAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5049d TACAATTATTTAGGAACGGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5049e AATTATTTAGGTACAGAGGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5049f AATTAATATGGATCGGAGGGA 3.70 2.98 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5050 TTGAGGTCGTTCAACCAGCAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5051 TTTGGCACCTTGAAACTGGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5052 ACCGGCTGGACGGTAGGCATA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR5053 CGCAGCTGTAGTCGCCGGCGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6176 GAAGCTGTAGTGCAGCCGGCGTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6177 TACCATGGACAGAAGGCACTTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6178 CACGGAACTGGGCGGTTGCACT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6179 AACCAGTCGAGGCCAGGGGGTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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hvu-miR6180 AGGGTGGAAGAAAGAGGGCG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6181 TGCTCTTCATGGACTGCGGCGCC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6182 TGAGTGTGTGATGGATGGCTTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6183 TGAGCGAGTTGGCTGCAAGTTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6184 CGGCGTCGGATCTGGCCGGCCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6185 TCTGGCAGCGACGGGAACATA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6186 CGAGGAAGGCGCTGAGAGAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6187 TGAACAGGTTCGGCGACCTCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6188 GGTGGATCGATGAACCCGGCGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6189 AGGTGATGCTGTGGTGATCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6190 CGAGGAAAGGAAGAAGCCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6191 TAGATTTGTCTAGATATGAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6192 TAGGAGAGGGGGGAAGGGATCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6193 CTCTGCCACCGGTCCATGACGAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6194 TATGGGGATCTGACAGACGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6195 TGAGTACGTAGTAGGGATGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6196 AGGACGAGGAGATGGAGAGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6197 TCTGTTCCTAAATGTAAGACG 0.05 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6198 GCTCTGTCTTGGATGGTCATTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6199 CCACAGAATTCTCACAGTGATGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6200 TTTGGCCAACTAGATCTATGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6201 TGACCCTGAGGCACTCATACCG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6202 TGAAGATTTTAAGCATTGAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6203 AGACGATTAAGAAGACCTGCAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6204 AGGAGAATAATTAGAGCTGTGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6205 AGGATGTTTGGATACGTTTTAGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6206 GGCACACGGGCTGCAGGCATAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6207 TGGACGACCTGGGCGCCGACG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6208 GTGCATCAAGATCGGCTCATCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6209 TGAGATCAGAAAGATGTGCG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6210 ACTCCTTGGTTATCAACTTCGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6211 CAGATCAAGACGCTCCGGCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6212 ATACAGTTTACAATGCACGAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6213 ACAGATTGCTACAGACTGGTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
hvu-miR6214 CGACGACGACGAGCACGACA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1317-3p GAAATGATCTTGGACGTAATCTAG 0.00 0.00 26.32 21.85 0.00 0.04 0.00 0.00
0sa-miR1317-5p TAGGGAACCCCATTCCCATAAA 0.00 0.00 2.10 3.07 0.00 0.00 0.00 0.00
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0sa-miR1318-3p CAGGTGTCATCTCCCCTGAAC 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1318-5p TCAGGAGAGATGACACCGAC 197.61 203.20 23.74 23.64 259.52 81.02 34.46 14.47
osa-miR1319a AACCGGCATCTGTAATATATTATA 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1319b CCTTTAATATATTATAGGTGTCGG 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1320-3p TGTAAAATTCATTCGTTCCAA 0.00 0.00 0.48 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1320-5p TGGAACGGAGGAATTTTATAG 0.00 0.00 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR1423a-3p AGCGCCCAAGCGGTAGTTGTC 0.00 0.00 14.40 11.88 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR1423a-5p AGGCAACTACACGTTGGGCGCTCG 0.00 0.00 1.91 1.02 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1423b CAACTACACGTTGGGCGCTCGA 0.00 0.00 6.01 3.96 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1424 ATGCACACTGATGCTGATTGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1425-3p CAGCAAGAACTGGATCTTAAT 0.00 0.00 3.91 3.07 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1425-5p TAGGATTCAATCCTTGCTGCT 0.00 0.11f 127.01 203.65 0.05 0.04 0.00 0.07
0sa-miR1426 AGAATCTTGATGATGATTAAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1427 TGCGGAACCGTGCGGTGGCGC 0.00 0.00 5.34 5.62 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR1428a-3p TAAGATAAAGCCGTGAATTTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1428a-5p CGTTTTGCAAATTCGCAGGCC 0.00 0.00 0.29 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1428b, osa-miR1428c, 0sa-n| TAAGATAATGCCATGAATTCG 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1428e-3p TAAGATAATGCCATGAATTTG 0.00 0.00 33.37 5.11 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR1428e-5p, osa-miR1428f-5p,|AATTCACAGGCCCTATCTTGTG 0.00 0.00 49.59 8.56 0.00 0.04 0.00 0.00
0sa-miR1429-3p GTTGCACGGGTTTGTATGTTG 0.00 0.00 8.01 6.52 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1429-5p GTAATATACTAATCCGTGCAT 0.00 0.00 30.23 29.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1430 TGGTGAGCCTTCCTGGCTAAG 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1431 TTTGCGAGTTGGCCCGCTTGC 0.00 0.00 1.53 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1432 ATCAGGAGAGATGACACCGAC 0.05 0.29 21.36 22.10 0.14 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1433 TGGCAAGTCTCCTCGGCTACC 0.00 0.00 0.76 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1435 TTTCTTAAGTCAAACTTTTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1436, hvu-miR1436 ACATTATGGGACGGAGGGAGT 0.00 0.00 0.57 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1437 TCCGGCGCCGCACTAGGCACTG 0.00 0.00 0.19 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1438 AGGGTAATTTTATCATTTTTAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1439 TTTTGGAACGGAGTGAGTATT 0.05 0.06 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR1440a TGCTCAAATACCACTCTCCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1440b TTTAGGAGAGTGGTATTTGAG 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR1441 ACCGGATGTCGGAAAAGGTTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1442 ATTCATAGTACTAGATGTGT 0.00 0.00 1.33 1.15 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR156a, osa-miR156b-5p, osa-| TGACAGAAGAGAGCGAGCAC 225.87 342.62 1.43 2.56 386.09 548.79 74.08 135.64
0sa-miR156b-3p GCTCACTCTCTATCTGTCAGC 0.00 0.06 8.96 3.07 65.44 53.56 0.00 0.00
osa-miR156¢-3p, osa-miR156g-3p |GCTCACTTCTCTCTCTGTCAGC 78.86 75.01 49.87 26.83 73.21 38.14 65.40 62.02
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0sa-miR156f-3p, osa-miR1561-3p, zmGCTCACTTCTCTTTCTGTCAGC 131.52 141.31 68.75 137.47| 4094.54| 1845.12f 6549.86] 9497.60
0sa-miR156h-3p, osa-miR156j-3p |GCTCGCTCCTCTTTCTGTCAGC 1.74 1.95 22.98 26.45 0.92 0.35 1.24 1.79
0sa-miR156k, zma-miR156j-5p, sbi-mM TGACAGAAGAGAGAGAGCACA 2.28 3.32 0.00 0.51 0.14 0.22 0.20 0.36
0sa-miR156I-5p CGACAGAAGAGAGTGAGCATA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR159a.1, osa-miR159b, zma-n| TTTGGATTGAAGGGAGCTCTG 49760.76] 84101.31| 3851.91| 5197.90| 9613.45| 52733.73| 12297.02| 17275.37
0sa-miR159a.2 TTGCATGCCCCAGGAGCTGCA 0.00 0.00 0.48 0.77 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR159c¢ ATTGGATTGAAGGGAGCTCCA 0.11 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR159d ATTGGATTGAAGGGAGCTCCG 1.36 1.72 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.14
osa-miR159e ATTGGATTGAAGGGAGCTCCT 0.27 0.23 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR159f CTTGGATTGAAGGGAGCTCTA 0.43 0.23 0.10 0.13 0.00 0.00 0.07 0.21
o0sa-miR160a-3p, osa-miR160b-3p, Z| GCGTGCAAGGAGCCAAGCATG 1.58 1.09 2.86 1.02 3.68 3.52 5.68 4.58
0sa-miR160a-5p, osa-miR160b-5p, o TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 121.41 515.33 32.04 41.52 355.58 344.00 151.68 160.28
0sa-miR160c-3p GCGTGCACGGAGCCAAGCATA 2.45 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR160d-3p GCGTGCGAGGAGCCAAGCATG 15.22 1.03 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07
0sa-miR160e-3p GCGTGCGAGGTGCCAAGCATG 0.00 0.00 0.10 0.00 3.08 5.05 0.00 0.64
0sa-miR160e-5p, zma-miR160f-5p |[TGCCTGGCTCCCTGTATGCCG 0.05 0.17 28.89 43.18 0.18 0.13 0.20 0.29
0sa-miR160f-3p GCATTGAGGGAGTCATGCAGG 73.15 65.55 0.38 1.15 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR160f-5p, shi-miR160f, bdi-mif TGCCTGGCTCCCTGAATGCCA 1087.83 2632.97 23.08 62.99 22.89 43.85 0.07 0.50
0sa-miR162a, sbi-miR162 TCGATAAACCTCTGCATCCAG 0.16 0.40 67.89 95.44 4.73 6.28 111.15 148.25
0sa-miR162b TCGATAAGCCTCTGCATCCAG 0.00 0.00 20.02 27.85 0.05 0.00 0.20 0.36
osa-miR164a, osa-miR164b, osa-miTGGAGAAGCAGGGCACGTGCA 1295.76 2707.12 86.77 148.84 426.81 783.47 882.72| 1223.30
0sa-miR164c TGGAGAAGCAGGGTACGTGCA 3.59 8.14 2.48 5.37 0.87 1.36 0.00 2.65
o0sa-miR164d, zma-miR164f-5p, sbi-n TGGAGAAGCAGGGCACGTGCT 37.39 66.53 18.21 29.51 201.99 554.46 11.16 11.60
0sa-miR164e TGGAGAAGCAGGGCACGTGAG 0.00 0.00 6.87 1.53 0.00 0.00 0.33 0.50
osa-miR166a-3p, osa-miR166b-3p, 0JTCGGACCAGGCTTCATTCCCC 23138.70] 23301.53| 640.60 646.74| 7027.57| 7180.41| 2323.65| 2517.15
0sa-miR166a-5p, osa-miR166e-5p, Z| GGAATGTTGTCTGGTTCAAGG 160.00 20.51 11.54 2.81 111.45 149.39 71.99 17.19
0sa-miR166b-5p, zma-miR166a-5p |GGAATGTTGTCTGGCTCGGGG 28.15 25.84 9.92 3.19 11.90 35.15 10.96 11.67
0sa-miR166¢-5p GGAATGTTGTCTGGTCCGAG 0.00 0.00 17.74 2.81 0.00 0.00 0.07 0.00
0sa-miR166d-5p, zma-miR166c-5p |GGAATGTTGTCTGGCTCGAGG 14.13 84.18 4.39 2.68 12.13 87.09 38.96 45.98
0sa-miR166e-3p TCGAACCAGGCTTCATTCCCC 13.70 10.77 4.00 4.73 4.92 3.69 2.22 3.72
0sa-miR166g-3p, osa-miR166h-3p, ZI TCGGACCAGGCTTCATTCCTC 223.75 213.86| 192.14 215.41 488.99 349.09 313.60 263.41
0sa-miR166g-5p AATGGAGGCTGATCCAAGATC 1.09 0.34 0.00 0.13 0.51 2.11 0.00 0.00
0sa-miR166h-5p, zma-miR166m-5p |GGAATGTTGGCTGGCTCGAGG 0.11 0.80 8.11 0.77 1.15 1.49 1.89 0.36
0sa-miR166i-3p, osa-miR166j-3p TCGGATCAGGCTTCATTCCTC 0.98 0.63 0.48 0.51 0.83 0.70 0.72 1.00
0sa-miR166i-5p, osa-miR166j-5p AATGCAGTTTGATCCAAGATC 0.00 0.00 0.38 1.53 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR166k-3p, osa-miR166I-3p, zn TCGGACCAGGCTTCAATCCCT 531.79 640.82| 141.03 151.53 136.08 129.84 228.82 183.84
0sa-miR166k-5p GGTTTGTTGTCTGGCTCGAGG 0.00 0.00 0.67 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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0sa-miR166I-5p GGATTGTTGTCTGGTTCAAGG 0.00 0.06 4.00 0.51 0.05 0.00 0.00 0.07
0sa-miR166m TCGGACCAGGCTTCATTCCCT 211.03 244.40 13.25 12.90 94.63 151.46 34.59 37.24
0sa-miR166n-5p GAATGACGTCCGGTCTGAAGA 0.00 0.00 1.81 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR167a-3p ATCATGCATGACAGCCTCATTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR167a-5p, osa-miR167b, 0sa- TGAAGCTGCCAGCATGATCTA 2986.79 3368.12] 600.55[ 1256.29| 1458.94 837.38| 1968.41| 2135.64
0sa-miR167c-3p GGTCATGCTGCGGCAGCCTCACT 2.77 1.03 0.10 0.00 0.18 0.00 0.00 0.00
0sa-miR167d-3p, zma-miR167e-3p |GATCATGCTGTGCAGTTTCATC 1.36 0.29 0.00 0.13 2.25 0.97 1.31 0.57
0sa-miR167d-5p, osa-miR167e-5p, o TGAAGCTGCCAGCATGATCTG 29797.72] 32980.98| 2829.31| 4058.13| 48904.04| 75632.54| 7736.20| 13535.92
0sa-miR167e-3p, 0sa-miR167i-3p  |AGATCATGTTGCAGCTTCACT 4.24 3.95 1.72 1.15 78.82 37.26 30.48 48.20
0sa-miR167h-3p AGGTCATGCTGTAGTTTCATC 0.22 0.11 30.42 15.08 125.88 81.59 4.89 1.00
0sa-miR168a-3p, hvu-miR168-3p GATCCCGCCTTGCACCAAGTGAAT 7.12 4.47 13.54 17.38 20.50 29.35 11.42 19.19
0sa-miR168a-5p, zma-miR168a-5p, ZTCGCTTGGTGCAGATCGGGAC 15030.05] 27819.55( 1366.26| 2163.54| 27953.12| 30423.09f 4919.33| 9015.54
0sa-miR168b AGGCTTGGTGCAGCTCGGGAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR169a, zma-miR169a-5p, zmal CAGCCAAGGATGACTTGCCGA 161.14 277.18 37.76 85.35 384.16 291.23 72.44 28.58
0sa-miR169b, osa-miR169c, zma-mifCAGCCAAGGATGACTTGCCGG 1816.41 2211.68| 408.70 838.64| 7232.13| 5425.50| 2628.25 834.85
0sa-miR169d TAGCCAAGGATGAATTGCCGG 1.68 0.69 0.38 1.15 0.09 0.22 0.07 0.07
0sa-miR169e, zma-miR169p-5p, bdi- TAGCCAAGGATGACTTGCCGG 150.00 150.71 10.11 28.36 6.39 4.70 4.89 3.08
0sa-miR169f.1, osa-miR169g, zma-m TAGCCAAGGATGACTTGCCTA 14.73 32.83 4.00 10.60 197.99 53.61 80.80 34.95
0sa-miR169f.2 TGAGGACAAGAGCTGATTCGG 0.00 0.00 1.53 1.92 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR169h, osa-miR169i-5p.1, 0sa] TAGCCAAGGATGACTTGCCTG 19.62 33.92 1.81 3.71 71.79 43.10 26.95 12.75
0sa-miR169i-3p TGAGTCGCTCTTATCACTCATG 0.00 0.00 1.53 3.58 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR169i-5p.2 TGGTGATAAGGGTGTAGCTCTG 0.00 0.00 1.24 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR169n, osa-miR1690, zma-mif TAGCCAAGAATGACTTGCCTA 6.74 18.62 2.19 6.26 14.16 6.68 0.00 0.07
0sa-miR169p TAGCCAAGGACAAACTTGCCGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR169q TAGCCAAGGAGACTGCCCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR171a, zma-miR171n-3p, shi-| TGATTGAGCCGCGCCAATATC 7.99 5.56 0.10 0.00 3.31 4.48 2.35 3.15
osa-miR171b, osa-miR171c-3p, 0sa-|TGATTGAGCCGTGCCAATATC 176.47 122.34 20.31 33.73 222.48 301.46 222.23 227.89
0sa-miR171c-5p GGATATTGGTGCGGTTCAATC 0.00 0.00 0.19 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR171d-5p TGTTGGCCCGGCTCACTCAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.04 0.13 0.07
0sa-miR171e-5p, zma-miR171d-5p, TGTTGGCTCGGCTCACTCAGA 0.16 0.23 1.62 0.89 32.35 88.98 44.38 19.34
0sa-miR171f-5p TGTTGGCATGGTTCAATCAAA 0.00 0.00 10.11 7.28 2.39 14.85 0.00 0.00
0sa-miR171g, zma-miR171g-3p, sbi-| GAGGTGAGCCGAGCCAATATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR171h, zma-miR171h-3p, zmal GTTGAGCCGAACCAATATCACT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.13 0.36
0sa-miR171i-3p, zma-miR171l-3p, zn| GGATTGAGCCGCGTCAATATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 0.00 0.00 0.00
osa-miR171i-5p AGGTATTGGCGTGCCTCAATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.14
osa-miR172a, osa-miR172d-3p, bdi-nAGAATCTTGATGATGCTGCAT 267.28 440.83 0.86 2.17 256.86 532.32 127.59 132.21
0sa-miR172b, zma-miR172e, bdi-miGGAATCTTGATGATGCTGCAT 5.49 9.05 0.95 0.89 0.18 0.09 0.07 0.00
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0sa-miR172c, shi-miR172e, egu-miR]TGAATCTTGATGATGCTGCAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR172d-5p GCAGCACCATCAAGATTCAC 1.03 0.46 0.57 0.00 4.27 0.35 1.57 1.15
0sa-miR1846a-3p, 0sa-miR1846b-3p| TGACCCCGTTCTCCTCGCCGG 0.00 0.00 2.10 1.28 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1846a-5p, 0sa-miR1846b-5p|AGTGAGGAGGCCGGGGCCGCT 0.00 0.00 0.19 1.02 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1846¢-3p TGACCCCGGTCTGCTCGCTGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1846d-3p TATCCGGCGCCGCAGGGAGG 0.00 0.00 0.38 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1846d-5p TCCCACCGAGCAGCCGGATCTC 0.00 0.00 3.53 1.53 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1846e CAACGAGGAGGCCGGGACCA 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1847.1 TGCAGTTTGCAGTTGTGGCAC 0.00 0.00 0.76 2.17 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1847.2 TGGCCCACATGTTAGTGCCACAAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1848 CCTCGCCGGCGCGCGCGTGCA 0.00 0.00 0.76 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1849 TATCGTATCCTAGGTTGGTTT 0.00 0.00 0.95 2.94 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1850.1 TGGAAAGTTGGGAGATTGGGG 0.05 0.00 52.92 7.79 0.00 0.00 0.00 0.07
0sa-miR1850.2 TTGTGTGTGAACTAAACGTGG 0.00 0.00 11.06 5.75 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1850.3 CTGTTTAGTTCACATCAATCTT 0.00 0.00 2.29 1.15 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1851 CGTCTGGGATGGCATTTTGGC 0.00 0.00 0.00 1.02 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1852 ATATGGATTCAGAATGCAGGT 0.00 0.00 0.48 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1853-3p TAATTGGGGATGTTCGGTTGCT 0.00 0.00 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1853-5p AGCATTCAAACATTCCCAATTACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1854-3p TCCAATTTGGGGATTTGCTGAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1854-5p TGGTGAAATTTGTAGATTGGA 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1855 AGCACTGGAGTAGCCAAGAGA 0.00 0.00 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1856 TATGCGTAAGACGGATTCGTA 0.00 0.00 11.16 20.95 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1857-3p TCATGCTCCAAGAAAACCAGG 0.00 0.00 2.10 4.98 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1857-5p TGGTTTTTTTGGAGCATGAGG 0.00 0.00 0.95 0.77 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1858a, osa-miR1858b GAGAGGAGGACGGAGTGGGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1859 TTTCCTATGACGTCCATTCCAA 0.00 0.00 5.53 8.05 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1860-3p ATCTGGAAGCTAGGTTTTCTCT 0.00 0.00 1.72 3.19 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1860-5p AGAAAACCAGCTTCCAGATCT 0.00 0.00 1.43 2.04 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1861a TGATCTTGAGGCAGAAACTGAG 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1861b, osa-miR1861f, 0sa-mCGATCTTGAGGCAGGAACTGAG 0.00 0.00 2.10 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1861c CGATCTTGTAGCAAGAACTGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR1861d TGGTCTTGAGGCAGGAACTGAG 0.00 0.00 0.57 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1861e, osa-miR1861k, 0sa-N|CGGTCTTGTGGCAAGAACTGAG 0.00 0.00 3.81 3.96 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1861g CAGTCTTGTGGCAAGAACTGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1861h, osa-miR1861j CGGTCTTGAGGCAGGAACTGAG 0.00 0.00 39.95 34.75 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1861n CGATCTTGTGGCAGGAGCTGAG 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

119



Veces por millén

Identificacion Secuencia madura Bdi-Ctrl Bdi-Seq Osa-Ctrl |Osa-Seq |Sbi-Ctrl [Sbi-Seq [Zma-Ctrl |Zma-Seq
0sa-miR1862a, osa-miR1862b, 0sa-|ACGAGGTTGGTTTATTTTGGGACG 0.00 0.00 6.39 4.09 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR1862d ACTAGGTTTGTTTATTTTGGGACG 0.00 0.00 79.72 67.71 0.00 0.04 0.00 0.00
0sa-miR1862e CTAGATTTGTTTATTTTGGGACGG 0.00 0.00 6.87 7.92 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1862f, osa-miR1862g ATGAGGTTGGTTTATTTTGG 0.00 0.00 0.10 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1863a AGCTCTGATACCATGTTAGATTAG 0.00 0.00 22.31 22.49 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1863b AGCTCTGATACCATGTTAACTGTT 0.00 0.00 0.29 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1863b.2 AGAGACTTGGCTGATGCATTACT 0.00 0.00 2.67 1.66 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1863c TAGAAACTTGGCTGATGCATTACT 0.00 0.00 2.57 1.28 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1864 TTGTAGTAACGTGATGGTCAATGT 0.00 0.00 1.62 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1865-3p CGAAGAATCGCAGTCACTAGTTGT 0.00 0.00 0.48 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1865-5p TGCTAGTGATGGTGATTCTTCGAC 0.00 0.00 1.14 0.77 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1866-3p TGAAATTCCTGTAAAATTCTTG 0.00 0.00 53.21 4.47 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1866-5p GAGGGATTTTGCGGGAATTTCACG 0.00 0.06f 127.21 4.85 0.00 0.04 0.07 0.07
0sa-miR1867 TTTTTTTTCTAGGACAGAGGGAGT 0.00 0.00 34.61 20.06 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1868 TCACGGAAAACGAGGGAGCAGCCA 0.00 0.00 1.62 1.02 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1869 TGAGAACAATAGGCATGGGAGGTA 0.00 0.00 0.48 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1870-3p TTTAGGGCTAATTCAGCATGAACA 0.00 0.00 3.81 1.41 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1870-5p TGCTGAATTAGACCTAGTGGGCAT 0.00 0.00 2.77 1.66 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1871 ATGGCTCTGATATCATGTTGGTTT 0.00 0.00f 109.18 84.32 0.05 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1872 GAACTGTAAGTCTGTGACGGGTAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1873 TCAACATGGTATCAGAGCTGGAAG 0.00 0.00 2.19 2.04 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1874-3p TATGGATGGAGGTGTAACCCGATG 0.00 0.00 89.16 9.71 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1874-5p TAGGGCTACTACACCATCCATAAG 0.00 0.00 6.96 1.53 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1875 ACAATGGAGTGAAGTGCAACAGAA 0.00 0.00 0.48 1.02 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1876 ATAAGTGGGTTTGTGGGCTGGCCC 0.00 0.00 12.97 9.71 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1877 AGATGACATGTGAATGATGAGGGG 0.00 0.00 51.59 4.22 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1878 ACTTAATCTGGACACTATAAAAGA 0.00 0.00 6.96 4.98 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1879 GTGTTTGGTTTAGGGATGAGGTGG 0.00 0.00 1.14 1.28 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1880 TTCCAAGCGGGCCACTTAAGCATT 0.00 0.00 0.48 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1881 AATGTTATTGTAGCGTGGTGGTGT 0.00 0.00 2.29 2.94 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1882a, osa-miR1882b, 0sa-n|AGATTGCTTTCAAGGTCATTTCTT 0.00 0.00 44.63 43.57 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR1883a, osa-miR1883b ACCTGTGACGGGCCGAGAATGGAA 0.00 0.00 1.14 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2055 TTTCCTTGGGAAGGTGGTTTC 0.00 0.00 1.62 2.68 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2090 AACTCTGATTCTAGAATTTTTG 0.00 0.00 6.67 10.35 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2091-3p CATACATTGCCTCCTAGGCTTG 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2091-5p TCAACCGAGCCGAGGAGGAGG 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2092-3p ACCAGCATTCCATTGGCAGAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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0sa-miR2092-5p CAACTGAAGTCGGTGTTTACT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2093-3p ACATCTTCCAATTAATGCAT 0.00 0.00 0.57 0.89 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2093-5p GTGCATTAATTGGAAGAACA 0.00 0.00 1.91 1.79 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2094-3p CAGAGCTGTGGCATCCACGTCG 0.00 0.00 0.67 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2094-5p TGGCTGCTAGGCTCCTGGGTG 0.00 0.00 0.19 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2095-3p CTTCCATTTATGATAAGTAT 0.00 0.00 4.39 3.71 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2095-5p CTGATAATTTTACGATGAATAG 0.00 0.00 2.10 1.15 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2096-3p CCTGAGGGGAAATCGGCGGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2096-5p TGCCGATTTCCCCCTCGGGCG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2097-3p TTCTCTTCTTCGTGTCGCATTT 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2097-5p AGAGATGGGACGGGCAGGGAAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2098-3p CGGTTTGTCAAGCGGAGTGC 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2098-5p TCCCGTGGAGGCAGCCGATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2099-3p ACAAAGCTGTAGCGTTATTC 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2099-5p TGAATATGTTTGTACAAGCTTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2100-3p AACCGCTGTTTAGGCGGAGTGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2100-5p TTCTCTCAAGTTGCCAAACAAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2101-3p ATTTAACTCAAGTGAGCATTGT 0.00 0.00 23.08 21.34 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2101-5p ACATGTTTACAAGTTAAAATGT 0.00 0.00 0.48 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2102-3p CATGGTGCCGGTTCCGGTGGCG 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2102-5p GGGCAAGCCGCCGCCGCCAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2103 TTTCCCTCTCCGTGCGCGCTCG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR2104 GCGGCGAGGGGATGCGAGCGTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2105 TTGTGATGTGAATGATTCAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2106 CCGAGGTTTTCTGGATACATT 0.00 0.00 0.86 1.28 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2118a TTCTCGATGCCTCCCATTCCTA 0.00 0.00 0.19 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2118b, osa-miR2118n, zma-|TTCCCGATGCCTCCCATTCCTA 0.00 0.00 10.87 17.50 0.00 0.00 0.52 1.07
0sa-miR2118c, osa-miR2118q TTCCCGATGCCTCCTATTCCTA 0.33 0.00 1.81 3.07 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2118d, zma-miR2118d, shi-n| TTCCTGATGCCTCCCATGCCTA 2.12 2.69 1.14 5.24 2.94 1.45 0.33 0.29
0sa-miR2118e, osa-miR2118r TTCCCAATGCCTCCCATGCCTA 0.16 0.06 1.62 3.45 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2118f, osa-miR2118j, 0sa-mi|TTCCTGATGCCTCCCATTCCTA 1.14 1.20 2.29 6.52 0.46 0.66 0.00 0.00
0sa-miR2118g, zma-miR2118c TTCCTAATGCCTCCCATTCCTA 0.05 0.00 0.57 2.30 0.00 0.00 0.00 0.07
0sa-miR2118h, osa-miR2118k, zma-fTTCCTGATGCCTCTCATTCCTA 0.43 0.11 0.38 3.71 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2118i TTCCTAGTGCCTCCCATTCCTA 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2118l TTCCTAATGCTTCCCATTCCTA 0.00 0.00 2.48 5.88 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR21180 CTCCTGATGCCTCCCAAGCCTA 0.00 0.00 6.29 7.92 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2118p TTCCCGATGCCTCCCATGCCTA 0.05 0.06 0.38 0.51 0.28 0.04 0.00 0.00
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0sa-miR2120 AAAGATCTTTAGTCCCGGTTGTTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR2121a, osa-miR2121b AAAACGGAGCGGTCCATTAGCGCG 0.00 0.00f 172.79 336.40 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2122 TTTCAAAAATAACCTTTTGTTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2275a, osa-miR2275b TTTGGTTTCCTCCAATATCTCA 2.23 8.08 0.95 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2275c AGAATTGGAGGAAAACAAACTGA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2275d CTTGTTTTTCTCCAATATCTCA 0.11 0.06 109.47 304.59 0.00 0.04 0.00 0.00
0sa-miR2863a TTGTCCCATTCTAGTTTAGCT 0.00 0.00 0.29 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2863b TTCGTTTATTTGGACTAGAGT 0.00 0.00 0.86 2.30 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2863c TTAGTAGGACTAGAATGGGCCAAA 0.00 0.00 1.24 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2864.1 TTTTGCTGCCCTTGTTTTGCA 0.00 0.00 0.57 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2864.2 TTGTTTTGCATTGTATAGGTA 0.00 0.00 0.19 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2865 CTCAGCAGTCGACTGTACCGTG 0.00 0.00 0.38 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2866 TCTAGTTTGTGTTCAGCATC 0.00 0.00 0.19 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2867-3p CCAGGACGTGTGGGATGGCA 0.00 0.00 0.57 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2867-5p TGTGCCATCCCACACATCCCGA 0.00 0.00 0.19 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2868 TTGGTTTTGTGTAGTAGAAA 0.00 0.00 0.10 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2869 TCCCGACATTAAATTCTGGGC 0.00 0.00 0.38 1.02 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2870 TAATCAGTTTGGGGAGACAAA 0.00 0.00 0.38 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR2871a-3p, osa-miR2871b  |TATTTTAGTTTCTATGGTCAC 0.00 0.00 6.10 11.12 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2871a-5p GACCGTAGAAACTAGCATAGAAAA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2872 TGGGGTTCTACAAACCGAACT 0.00 0.00 0.10 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2873a AAGTTTGGACTTAAATTTGGTAAC 0.00 0.00 2.38 2.94 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2873b TTGGACTTGAGATTTGGTATG 0.00 0.00 0.19 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2873c CAAATGAAGTTGAGTTTGGAC 0.00 0.00 0.19 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2874 ATGTGAACAGTGTCAAACAGTGTC 0.00 0.00 2.86 2.68 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2875 ATTTACAGTCATATACAGTTTATA 0.00 0.00 0.48 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2876-3p TTCCTATATGAACACTGTTGC 0.00 0.00 1.91 2.68 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2876-5p AATTGCTGGCAGCACTGTTTA 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2877 TTGCATCCTCTGCACTTTGGGCCT 0.00 0.00 1.62 1.15 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2878-3p CAGGATTTTATACATGTAAAGAAT 0.00 0.00 6.01 3.45 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2878-5p TACATGTATAAAATTCTGAGGATG 0.00 0.00 10.78 9.97 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2879 GCCAGATGTGTTAAAATAATGACC 0.00 0.00 0.29 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2880 ACGGTATCCCGTTCGGACAGGATG 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2905 TACATGTCAGTGACAAAGGCA 0.00 0.00 0.19 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2907a, osa-miR2907b, 0sa-n|GGCAGCCGAGCGAGGGCCTCGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2918 ATCCGTGTTGTCTGCGCTTTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2919 AAGGGGGGGGGGGGAAAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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0sa-miR2920 AAACAACAATATAACATTTCAAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2921 AAGAACTTAATATAACTTTAAAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2922 AATAAGTGATTACCGAAATT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2923 AGACAAAAATATAAATAACAAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2924 CTCGCTTGCTCCGGCCGCCAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2925 TGGCGGCCGCGGGCTTCGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2926 AGGTCGTCGACGTTGGTGCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2927 TGTCGTCGTCGATGGAGCCCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2928 AAGAAGACGACATTTTGTTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2929 CTCAAGGGTGTTTGTGAAATA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2930 TTCTCTTCTCTCGCGCGTGGCC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2931 CTTTATTGTTGATGTCAAAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR2932 AGTATGCCCACTACCTATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR319a-3p ACTGGATGACGCGGGAGCTAA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR319a-3p.2-3p, 0sa-miR319b,| TTGGACTGAAGGGTGCTCCC 3646.68 4679.73| 183.85 198.54 45.08 126.68 25.06 17.19
0sa-miR319a-5p AGCTGCCGAATCATCCATTCA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.07 0.07
0sa-miR390-3p CGCTATCTATCCTGAGCTCC 7.55 1.89 8.87 5.49 4.83 0.26 32.70 14.90
0sa-miR390-5p, zma-miR390a-5p, zZAAGCTCAGGAGGGATAGCGCC 97.88 62.52 12.68 18.40 92.01 94.78 341.86 221.80
0sa-miR393a, sbi-miR393a, shi-mIRITCCAAAGGGATCGCATTGATC 163.80 446.34 18.59 46.76] 1101.75| 1478.89 113.56 90.24
0sa-miR393b-3p TCAGTGCAATCCCTTTGGAAT 1052.50 1220.45( 121.87 246.33|] 2053.40| 1303.97 256.17 206.12
0sa-miR393b-5p, zma-miR393a-5p, TCCAAAGGGATCGCATTGATCT 58.70 181.54 2.57 7.67 983.18| 1332.22 78.12 60.16
0sa-miR394, zma-miR394a-5p, zma-[TTGGCATTCTGTCCACCTCC 230.98 285.66 18.40 21.98 257.59 413.16 28.06 18.19
0sa-miR395a, sbi-miR395I GTGAAGTGCTTGGGGGAACTC 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR395b, osa-miR395d, 0sa-miIGTGAAGTGTTTGGGGGAACTC 1.90 2.69 0.19 0.00 0.18 0.70 0.20 0.21
o0sa-miR395c¢, zma-miR395c-3p, zma|GTGAAGTGTTTGGAGGAACTC 0.22 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07
0sa-miR395f GTGAATTGTTTGGGGGAACTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR3950 ATGAAGTGTTTGGAGGAACTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR395t GTGAAGTGTTTGGGGAAACTC 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR395u GTGAAGCGTTTGGGGGAAATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR395v GTGAAGTATTTGGCGGAACTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR395w GTGAAGTGTTTGGGGGATTCTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR395x GTGAAGTGTTTGGAGTAGCTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR396a-3p, 0sa-miR396b-3p |GTTCAATAAAGCTGTGGGAA 11.20 11.75 2.29 0.64 0.64 0.40 36.29 53.28
0sa-miR396a-5p, osa-miR396b-5p, ZJ TTCCACAGCTTTCTTGAACTG 2057.83 1331.96] 117.38 192.79 231.12 196.98] 1331.81 818.45
0sa-miR396¢-3p, zma-miR396f-3p |GGTCAAGAAAGCTGTGGGAAG 97.99 8.37 1.62 1.15 5.33 2.02 0.07 12.53
0sa-miR396¢-5p, zma-miR396e-5p, ZTTCCACAGCTTTCTTGAACTT 29726.52| 19186.64| 393.44 834.80f 9866.31| 2404.32 973.11 499.46
0sa-miR396d, osa-miR396e-5p, bdi-f TCCACAGGCTTTCTTGAACTG 250009.51| 273318.09| 5327.93| 12399.13| 87588.12| 39507.18| 28056.13| 15750.48
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0sa-miR396e-3p ATGGTTCAAGAAAGCCCATGGAAA 2.88 0.86 4.77 2.30 9.88 11.12 24.80 16.40
0sa-miR396f-3p ATAGTTCAAGAAAGTCCTTGGAAA 0.00 0.00 7.15 5.88 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR396f-5p TCTCCACAGGCTTTCTTGAACT 90.38 70.20 0.86 5.37 4.23 1.67 4.89 3.22
0sa-miR396¢g, osa-miR396h, osa-miTCCACAGGCTTTCTTGAACGG 65.11 43.44 10.11 15.71 9.24 4.79 14.82 9.88
0sa-miR3979-3p CTTCGGGGGAGGAGAGAAGC 0.00 0.00 2.67 0.77 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR3979-5p TCTCTCTCTCCCTTGAAGGC 0.11 0.17 7.91 3.19 0.28 0.04 0.00 0.00
0sa-miR397a, sbi-miR397-5p, bdi-mif TCATTGAGTGCAGCGTTGATG 0.16 0.40 2.00 3.19 2.62 1.49 0.00 0.00
0sa-miR397b TTATTGAGTGCAGCGTTGATG 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR3980a-3p, 0sa-miR3980b-3p|CTGGCCGAGGCCGTCGATTCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR3980a-5p, 0sa-miR3980b-5p|AATCGACGGCCTCAGTCAGGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR3981-3p AGTATTAGGATACGTCTCATC 0.00 0.00 0.19 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR3981-5p TGGGACGTATCCTATTACTAT 0.00 0.00 0.19 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR3982-3p AGTTGCCTACATGGAGCGCCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR3982-5p GCGCTCCACGTAGGCAACAAT 0.00 0.00 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR398a TGTGTTCTCAGGTCACCCCTT 0.00 0.00 0.29 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR398b, bdi-miR398a TGTGTTCTCAGGTCGCCCCTG 0.98 0.80 0.10 0.13 0.00 0.00 0.13 0.00
0sa-miR399a, osa-miR399b, osa-miTGCCAAAGGAGAATTGCCCTG 36.03 16.79 0.57 0.77 0.60 0.48 0.07 0.29
0sa-miR399d, zma-miR399e-3p, zmal TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTG 20.33 12.03 9.82 13.03 16.04 22.41 7.57 4.58
0sa-miR399e, osa-miR399f, 0sa-miRJTGCCAAAGGAGATTTGCCCAG 0.05 0.06 0.19 0.77 0.09 0.04 0.00 0.00
0sa-miR399h TGCCAAAGGAGACTTGCCCAG 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR399i, zma-miR399d-3p, shi-n TGCCAAAGGAGAGCTGCCCTG 0.43 0.11 2.38 0.51 0.55 0.31 0.07 0.14
0sa-miR399j TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTA 0.05 0.00 5.34 5.24 0.05 0.00 0.00 0.07
0sa-miR399k, zma-miR399f-3p, shi-n| TGCCAAAGGAAATTTGCCCCG 0.38 0.11 0.86 0.38 0.14 0.13 0.52 0.14
0sa-miR408-3p, zma-miR408a, zma-|CTGCACTGCCTCTTCCCTGGC 19.24 72.89 11.35 9.71 329.24 173.56 26.17 13.97
0sa-miR408-5p CAGGGATGAGGCAGAGCATGG 0.00 0.00 1.24 0.26 0.00 0.04 0.00 0.00
0sa-miR413 CTAGTTTCACTTGTTCTGCAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR414 TCATCCTCATCATCATCGTCC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR415 AACAGAACAGAAGCAGAGCAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR416 TGTTCGTCCGTACACTGTTCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR417 GAATGTAGTGAATTTGTTCCA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR418 TAATGTGATGATGAAATGACG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR419 TGATGAATGCTGACGATGTTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR426 TTTTGGAAGTTTGTCCTTACG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR435 TTATCCGGTATTGGAGTTGA 0.00 0.00 10.68 11.50 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR437, shi-miR437a, shi-miR4A3AAAGTTAGAGAAGTTTGACTT 0.00 0.00 5.53 8.69 4.27 8.57 0.00 0.00
0sa-miR438 TTCCCACGCGTTATAGTGAAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR439a, osa-miR439b, 0sa-miITGTCGAACCGCGGTTGTTCGA 0.00 0.00 3.34 5.88 0.00 0.00 0.00 0.00
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0sa-miR440 AGTGTCTCCTGATGATCGGGACAA 0.00 0.00 0.67 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR443 ATCACAATACAATAAATCTGGA 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR444a-3p.1, osa-miR444d.1, HTTGCTGCCTCAAGCTTGCTGC 0.05 0.00 0.76 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR444a-3p.2, osa-miR444d.2, J TGCAGTTGCTGCCTCAAGCTT 25.16 29.97 28.80 39.48 12.32 58.48 2.15 2.44
osa-miR444a-5p GCTAGAGGTGGCAACTGCATA 0.00 0.00 1.05 1.41 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR444b.1, osa-miR444c.1 TGTTGTCTCAAGCTTGCTGCC 423.42 457.62 76.95 101.19 0.69 2.02 200.10 356.94
o0sa-miR444b.2, osa-miR444c.2, zma]TGCAGTTGTTGTCTCAAGCTT 232.88 284.45| 102.03 267.02 434.17| 1536.32 70.81 132.42
0sa-miR444d.3, ssp-miR444b.1 TTGTGGCTTTCTTGCAAGTTG 887.28 928.26 56.07 112.56 279.88 361.57 109.58 99.62
o0sa-miR444f, ssp-miR444a, ssp-mR{TGCAGTTGTTGCCTCAAGCTT 8.10 9.86 2.67 3.19 251.25 777.89 207.28 358.38
0sa-miR5071 TCAAGCATCATATCGTGGACA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5072 CGATTCCCCAGCGGAGTCGCCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5073 GTTTGGTGAATCGGAAACTATTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5074 GAAGGCCACCGTCGGGATCGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5075 TTCTCCGTCGCCGCCGTCCGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5076 GAAATGGGAGCAGAGCAGGTTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5077 GTTCGCGTCGGGTTCACCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5078 CCTCGTTCGACCGTGGCATTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5079 TTTGGATCTGTTATTTTGGTAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5080 AAAAGGATCATACCGTGACAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5081 TAATTTGTAGCAAATTGATAGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5082 TGCGATGATGGCCGCGCGGGTTCA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5083 AGACTACAATTATCTGATCA 0.71 0.80 0.95 0.89 0.78 0.04 0.91 0.43
osa-miR5143a, osa-miR5143b TGTGGTATGTTGGCAATGTAGGAA 0.00 0.00 1.24 1.41 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5144-3p TCTCCTCAGCAGCACAAGAAG 0.00 0.00 0.67 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5144-5p TTCTTGTGCTGCTGAAGAGAC 0.00 0.00 33.85 38.84 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5145 ACCTGTTTGGATTCTTGAGGGCTA 0.00 0.00 0.29 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5146 TTTAACTAATGAACCGGCACCTAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5147 ACAACTCTTGTGGATGGAGGG 0.00 0.00 2.57 5.62 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5148a, osa-miR5148b,0sa-m TGAGGGGTAGAAATGTCATATCAT 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5149 GAGGAGCTGTGACGATTTGGGA 0.00 0.00 1.33 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5150-3p AGAAGCTGCAGCTGTCAGAAGCTC 0.00 0.00 6.77 7.28 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5150-5p AGCTTCTGACAGCTGCAGTTTCTC 0.00 0.00 3.62 4.98 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5151 TAATGATGTGGGTACGAATGAA 0.00 0.00 0.38 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5152-3p AGACCATGCCTATACCTACCA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5152-5p GTAGGGATAGGCATGATCTCT 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5153 TGGATTCCACTGACACGTAGACGT 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5154 AGCACCAGTTGACGTGACGCTGAG 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

125



Veces por millén

Identificacion Secuencia madura Bdi-Ctrl Bdi-Seq Osa-Ctrl |Osa-Seq |Sbi-Ctrl [Sbi-Seq [Zma-Ctrl |Zma-Seq
0sa-miR5155 ACTTTAATACCATTGGAAGATTGC 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5156 AGCCTGTAAAACTGCAAAAAGGAA 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5157a-3p, 0sa-miR5157b-3p|AGAAGTTGTGGCTATCAAAAAGTT 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5157a-5p, 0sa-miR5157b-5p| AACTTTTTAATAGCTACAACTTCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5158 TGAGCCACTGGGATGAGGATGAAT 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5159 AACTAGAGTGGGTCAACGGGTACC 0.00 0.00 2.19 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5160 CGAGATCGATGGTATATTTCTG 0.00 0.00 0.19 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5161 TCTGGATCAGAGGGAGTATA 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5162 AAATGACCAAAATACCCCTAGAAC 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5179, bdi-miR5179 TTTTGCTCAAGACCGCGCAAC 55.33 60.17 1.05 2.94 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR528-3p CCTGTGCTTGCCTCTTCCATT 0.05 0.06 0.00 0.51 0.05 0.00 0.00 0.00
0sa-miR528-5p, zma-miR528a-5p, z TGGAAGGGGCATGCAGAGGAG 2811.36 2634.06 40.24 26.57 670.48 190.25 73.36 25.28
osa-miR529a, sbi-miR529 CTGTACCCTCTCTCTTCTTC 84.35 54.84 23.27 10.48 0.55 0.00 0.00 0.00
0sa-miR529b AGAAGAGAGAGAGTACAGCTT 3.53 3.95 3.24 3.45 0.00 0.04 0.00 0.00
o0sa-miR530-3p AGGTGCAGAGGCAGATGCAAC 0.00 0.00 12.01 4.34 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR530-5p TGCATTTGCACCTGCACCTA 0.82 2.46 4.96 10.86 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR531a CTCGCCGGGGCTGCGTGCCGCCAT 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR531b CTCGCCGGGGCTGCGTGCCG 0.00 0.00 6.77 5.88 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5337a AAATTACTTGTCGTTCTAGCT 0.00 0.00 0.76 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5337b CTAGAACGGCAAGCAATTTGA 0.00 0.00 0.19 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5338 TGAAGCTTCAGTTGGTTGTAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5339 CAGATAGAGAATCTTCTCAGA 1.03 0.63 3.81 3.19 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5340 TGATGACGTGGATGAATTTCAAA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR535-3p GTGCTTTCTCCCGTTGTCACT 0.00 0.00 53.30 57.62 0.09 0.04 0.00 0.07
osa-miR535-5p TGACAACGAGAGAGAGCACGC 0.05 0.06f 211.60 253.86 0.05 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5484 AACCGAGCGCGCTGTTGATTA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5485 TGACAACTGGTAGCAGAGCAA 0.00 0.00 0.67 2.56 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5486 AGGGGCTTGCATATTCTACCA 0.00 0.00 0.19 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR5487 AAAGATGTGCATGTAGTTCCG 0.00 0.00 0.10 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5488 TGAAGGCGACTGATGATTTCA 0.00 0.00 0.19 0.89 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5489 CAGGTGTTCTCGATGGCTTCC 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5490 TTGGATTTTTATTTAGGACGG 0.00 0.00 0.19 1.02 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5491 TGAAATGGAGGCTCGTTGTAC 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5492 AGAAGGAGAATAGATATGGTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5493 AGCCGGGCTCGGTCGCGCGTG 0.00 0.00 0.19 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5494 TTATAGGAGGTATAGACGGTA 0.00 0.00 0.57 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR5495 AGAGGTCCGGATCGAACGTAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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0sa-miR5496 CCAGCCGGTGGCATAGTTCTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5497 CAGAATATCTGGGACGAGCAT 0.00 0.00 0.48 141 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5498 TGAGCTGTAACACTTGAAGAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5499 GAAGGAAGAATCGTTATGGAA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5500 ATCACTGATGAAATCTTGCGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5501 TCTTGTGGCTAGAAGGGTGAG 0.00 0.00 0.57 0.89 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5502 TACGGATACGGATACGCGATAC 0.00 0.00 0.38 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5503 TTCGGATCTTTCTAGAGGCATT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5504 AGTGACGGGAGGACTGCAAGG 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5505 GAGGATTCGGTATTGATCGCTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5506 TGGATCGCTTCGTCTGATGGT 0.00 0.00 0.86 2.30 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5507 AATGAGAATGATGACCCGGTG 0.00 0.00 0.38 141 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5508 TAGATGGCTGATCTGGTGTGG 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5509 TAGGCATTTTCTCTTGGCATG 0.00 0.00 0.57 0.77 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5510 AGGCTGATCCACTCCAGAGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5511 CATATCCCAGCTGTTTCGGCC 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5512a, osa-miR5512b TAGGATATGGTAATGCTAAAA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5513 TAACAAAGGACAACAGACTGA 0.00 0.00 0.76 1.15 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5514 TCCCAGAGCTTTGGCCGTCGC 0.00 0.00 0.76 1.28 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5515 CCGATGGTTGTTCTACAGGTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5516a, osa-miR5516b CTCATTGCTTCGGTAGGCTGG 0.00 0.00 0.10 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5517 TGCATCACGGCGCATATGTAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5518 ATACTCAAACAGGGCATTGCA 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5519 TGGCAGAAGTACTGGACTTAG 0.00 0.00 0.86 3.45 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5521 AGTGGCTGCATATCTGATGAG 0.00 0.00 0.29 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5522 AACAATAGGAATGGGAGGCAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5523 TGAGGAGGAACATATTTACTAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.07 0.00
0sa-miR5524 TGGAAAATGTGTTCATGACGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR5525 TGAACCTTGGGAGCGATCTGAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5526 AAAGGTAGAGTCAGGTATGAG 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5527 TCTCAGCCAGGGCAGTAACAG 0.00 0.00 0.38 0.77 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5528 AAGACGGTTTTAGATGTTGCC 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR5529 GTTTCATCCATGGACACCGCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5530 AGTGGTGTCGTATTACCTGCC 0.00 0.00 0.29 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR5531 ACTGACTGCCTTGAGCTCCGGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5532 ATGGAATATATGACAAAGGTGG 0.00 0.00 0.10 0.13 0.05 0.00 0.20 0.00
0sa-miR5533 CTTTGCCAGAAGCCCTCATGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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osa-miR5534a TGACGACAACAGCTAGAATGG 0.00 0.00 0.19 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR5534b CGATGACAACAGCTAGAATGG 0.00 0.00 0.29 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5535 TCTGCGTGATTGAAGTCTGCAT 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5536 AATGGTAGTGACATTATGGTAG 0.00 0.00 0.38 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5537 AATGTTTGTATGGATCGTTTGT 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5538 ACTGAACTCAATCACTTGCTGC 0.05 0.06 0.00 0.00 0.05 0.00 0.52 0.79
0sa-miR5539 AAGAAAACGGATGCGCGTGCTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5540 TTGTGCGAGATCGACGGTATA 0.00 0.00 0.29 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5541 TCAAGTGGTGTACTCTAAAGA 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5542 TTTGAGAAGGTATCATGAGAT 0.00 0.00 0.19 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5543 TATGAATGGTATATTTTCTTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5544 AGAACACGGAGTAGAAGTTGGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5788 TGGATGTGACATACTCTAGTA 0.00 0.00 25.94 44.72 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5789 TGACTGAGCTTCGTTCGGTAT 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5790 AAGACGATCCTAGCAGAGCTTCAT 0.00 0.00 1.24 1.41 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5791 TTGCAGGAGACTAGAGACCAG 0.00 0.00 2.10 4.85 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5792 GATGACAGCGGTGGTTCGGACATC 0.00 0.00 0.19 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5793 CGAGGACGAGATACAGTGCAG 0.00 0.00 0.00 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5794 TGAGGAATCACTAGTAGTCGT 0.05 0.00 45.96 120.35 0.00 0.04 0.00 0.00
0sa-miR5795 ATGTCGAGGTCGAGTTCCCGGC 0.05 0.00 11.63 10.99 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5796 TCATTCAGGATTGAAGCCGCC 0.00 0.00 0.48 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5797 TCGTGGGATTTATGCAGTTAA 0.00 0.00 0.10 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5798 CTGGACTACAAGATCCCGGAT 0.00 0.00 0.38 1.41 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5799 AAGACGAATAATCAAACGTTGGAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5800 CCCGGCTATCGGAACGGCTGC 0.00 0.00 0.48 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5801 ACCAAATCGTTTTCGATCGTTGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5802 ATGGACTGTACTTTGTAAAGCGGA 0.00 0.00 0.00 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5803 ACCACTGTAGACGCTACGTGTGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR5804 TGCGAAGTAGAGATGCCGACT 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5805 ACGAGTGATGGCGGCGTATACCTG 0.00 0.00 0.57 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5806 ACAGGCAAAGACAATGACGGC 0.00 0.00 0.57 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5807 AGGAGGTCTGGAGAGTTATGTGGC 0.00 0.00 2.29 1.15 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5808 ACTAAATCGTTTCTGATCGTTGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5809 TCGTCGCCGGCGACCACAGC 0.00 0.00 0.48 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5810 ACGGAACCCTAATGGCGATGGCAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5811 CCTAACCTAGGAGTTCGATGGGAC 0.00 0.00 0.19 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR5812 AGCAACGATTTTAAGATTGTGGCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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0sa-miR5813 AAGCAGCGACTCTGGTCATGGA 0.00 0.00 0.48 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR5814 AATCAAGTTAGGAACCATGCAAGT 0.00 0.00 2.96 2.17 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5815 AATGTTATGGACACTAGATGACAT 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5816 TAGGAGTGTTTGTAGGAGCGCCAC 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5817 ATCGAATTTGAAAGAAAAAGGTAT 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5818 TCGAACTAGAAGGGCCAGGTT 0.00 0.00 0.57 141 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5819 AGGACGAGGGGAACGGCGGCG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5820 TGGCAGAGATTGATCGAGGAA 0.00 0.00 0.19 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5821 TGGACGGAGCGATGGTGGGCG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5822 TGTCTGCTCGATGTCAGGTTG 0.00 0.00 0.48 1.02 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5823 AAGGAATTGGGTCTAATCTCTTCC 0.00 0.00 0.38 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5824 AGTCTGATAAGAAGTCAATGGCGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5825 AAAACATCTGATAACCTGAAACGG 0.00 0.00 2.96 3.45 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5826 TAGCCCAAAGTGAGAAGAGTGGGT 0.00 0.00 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5827 TTTGTTGCAATTTGGACTACC 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5828 TTACGGCATTAAAAGTAAATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5829 ATCAGGACCAGTAGGCGATGGTAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5830 ATGTAGATGAGGTGATGTTACACA 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5831 TAGTCAAACTTAGAATAGTTGGAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5832 TTGGCGGAGCGGTTGCTGTCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5833 TCCTCCTCGGGCTCATCGGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5834 ACGGATGTAGAAATTGGTGAT 0.00 0.00 0.00 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5835 ACGAAACCATAGGGATTTTGGCAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5836 TGAGCAGCCGGACCATGGGAT 0.00 0.00 0.19 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5837.1 ATGTTGGAATGACATGCAGCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR5837.2 GGTGATGTGGAGCGTTCGGCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR6245 AGTATAGGTGTCGGCTCTATT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR6246 TTGGGGATTTCCTGCCGGAGGAA 0.00 0.00 0.76 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR6247 TGGCTGATTGACCTAATGGCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR6248 TATTTGAGGATGGAGGTAGTA 0.00 0.00 0.19 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
o0sa-miR6249 CGTGAAGAGCTCGCCGGCGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR6250 GGGGATAGATCGACGCGTCAAG 0.05 0.06 0.57 1.79 0.09 0.04 0.00 0.00
osa-miR6251 TGTGTAGCCACATTGTAAGGG 0.00 0.00 8.11 9.58 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR6252 ATTCGTTGTATTAAGAGAGGGTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR6253 GAGGAAAGTGGGCAGTTGGGTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR6254 TGCTCCGGATATTATGGCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR6255 TGGGAAAAATGGGCAGTTGAGT 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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0sa-miR6256 GTAGTACTCGGTTGTAGGTGTA 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR7692-3p TGACTTGGCATGCTTACGTGGCAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR7692-5p GATCCAAAAAAGTGCCACGTGAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR7693-3p GACGTCCATCGATGAAGAGCGA 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR7693-5p GTTTCCGCTCTTCATCGATGGCTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR7694-3p CCATATTCGTAGTGCTAGGTGG 0.00 0.00 0.76 0.77 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR7694-5p AACCTAGTACTGGATTAGTCACCA 0.00 0.00 0.95 1.02 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR7695-3p ACGTGATGTGCCACGTAGGCA 0.00 0.00 1.81 3.83 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR7695-5p TGCCTATGTGGCACGCCACGTGAA 0.00 0.00 0.38 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR810a TCATAAGCCCACCACATGTGG 0.00 0.00 7.34 11.50 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR810b.1 TGAACACCGATATGCGTCATC 0.00 0.06 18.88 35.39 0.00 0.04 0.00 0.00
0sa-miR810b.2 AAGTGATTTAATTATGCCGTT 0.00 0.06 35.95 82.79 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR812a, osa-miR812b, osa-miIGACGGACGGTTAAACGTTGGAC 0.00 0.00 0.10 0.51 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR812f ACGGATGATTAAAGTTGGACACGG 0.00 0.00 0.38 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR812g, osa-miR812h, osa-miIJAAGACGGATGATTAAAGTTGGACA 0.00 0.00 3.24 2.04 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR812k, osa-miR812I, 0sa-miR{ACGAACGGTTAAAGTTGGACGCGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR812n-3p, osa-miR812t, 0sa-NACGGAAAATCATGGCTGCACTTAA 0.00 0.00 0.19 0.38 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR812n-5p AAGTGCAGCCATGAGTTTCCGTGC 0.00 0.00 3.15 3.71 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR8120-3p GAACGGTCAAATGTTAGACACGGA 0.00 0.00 0.29 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR8120-5p CGTGTTCAACGTTTGACTGTC 0.00 0.00 0.48 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR812p GACGGACGATTAAAGTTGGGCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR812q ACGTTGGGTACGAATATCTACGGC 0.00 0.00 0.48 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR812r ACGTTAGACACGAATTTCTACGGC 0.00 0.00 0.57 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR812s AAGACGGACAATCAAACGTTGGAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR812v ATGGCTGCACTTAAAATGGGACGG 0.00 0.00 0.10 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR814a, osa-miR814b, osa-miCACTTCATAGTACAACGAATCT 0.00 0.00 0.29 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR815a, osa-miR815b, 0sa-miIJAAGGGGATTGAGGAGATTGGG 0.00 0.00 1.43 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR816 GTGACATATTTTACTACAAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR817 TCCAACTTGAGGCCCGATTGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR818a, osa-miR818b, 0sa-miAATCCCTTATATTATGGGACGG 0.00 0.00 4.10 6.52 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR818f GGGAGCATGTAGGATGGCCAT 0.00 0.00 0.19 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR820a, osa-miR820b, 0sa-miTCGGCCTCGTGGATGGACCAG 0.05 0.06] 135.12 117.93 0.00 0.00 0.00 0.00
osa-miR821a, osa-miR821b, osa-miIJAAGTCATCAACAAAAAAGTTGAAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0sa-miR827a, osa-miR827b, zma-mif TTAGATGACCATCAGCAAACA 27.34 29.17 18.12 31.69 809.64 368.03 138.23 86.16
osa-miR827c TAAGATGACCATCAGCGAAAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR1435a TTTCTTAAGTCAAACTTTTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR1435b TTTCTTAAGTCAAACCTTTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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shi-miR166k TCGGACCAGGCTTCATTCCT 1042.17 1017.08] 197.86 220.26 517.67 375.94 323.91 275.66
shi-miR1690 TAGCCAAGGATGATTTGCCTG 118.48 113.63 5.91 8.69 11.31 2.46 0.13 0.00
sbhi-miR169r-3p GGGCGGTCACCTTGGCTAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 15.40 2.02 0.00 0.00
sbhi-miR169r-5p TAGCCAAGGATGACTTGCCT 36.79 75.01 6.39 15.46 288.02 107.03 112.26 49.70
sbi-miR171f ATGAGCCGAACCAATATCACT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR172b GGAATCTTGATGATGCTGCA 5.49 9.11 0.95 1.15 0.18 0.09 0.07 0.00
sbi-miR172f AGAATCCTGATGATGCTGCAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR2118-5p GGCATGGGAACATGTAGGAAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.35 0.00 0.00
shi-miR395f ATGAAGTGTTTGGGGGAACTC 0.05 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR396d CTCCACAGGCTTTCTTGAACTG 249.18 214.60 3.53 14.18 24.22 8.66 22.58 10.17
shi-miR397-3p TCACCGGCGCTGCACTCAATT 0.00 0.00 0.00 0.00 38.01 9.18 0.00 0.00
shi-miR437x-3p ATTTGACTGACACGGATTCTAGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.09 0.00 0.00
shi-miR437x-5p TAGAGTTGTCCTAAGTCAAACTTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.13 0.00 0.00
sbhi-miR5381 AAGATCTGTGGCGCCGAGC 0.00 0.06 0.00 0.00 0.41 0.75 34.59 32.37
shi-miR5382 CCAATCTAAACAGGCCCT 0.00 0.00 0.00 0.00 1.70 0.26 0.00 0.00
sbi-miR5383 ATGACAGAGCTCCGGCAGAGATAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.31 0.00 0.00
shi-miR5384 CGCGCCGCCGTCCAGCGG 0.00 0.00 0.00 0.00 10.66 9.58 0.00 0.00
sbhi-miR5385 ACCACCAACCCCACCGCTTCTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
sbhi-miR5386 CGTCGCTGTCGCGCGCGCTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5387a TAACACGAACCGGTGCTAAAGGATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00 0.00
shi-miR5387b CGTGGCTCTGACCGGTGCTAAAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
sbhi-miR5388 ATCTTTGCCGGGTGTCTCTGAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.28 0.04 0.00 0.00
shi-miR5389 GCTTGAGTTTATCAGCCGAGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5564a TGGGGAAGCAATTCGTCGAACA 0.00 0.00 0.00 0.00 936.16 409.29 0.00 0.14
shi-miR5564b GCAATTCGTCGAACAGCTTGA 0.00 0.00 0.00 0.00 37.78 42.40 0.00 0.00
shi-miR5564c-3p ACGCGAGCTGTTTGGCGAATT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00
shi-miR5564c-5p AATTCGTCGAACAGCTGCAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5565a, shi-miR5565b AACACATGTGGATTGAGGCGAATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.40 0.00 0.00
shi-miR5565¢ TACACATGTGGATTGAGGTGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
shi-miR5565d ACTTCAATCCATGTATGTTGGTGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5565e TTGTTTGGATGTTGTCGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 4.14 8.26 0.00 0.00
shi-miR5565f TAGTCGGATTTATATCAATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.00 0.00 0.00
shi-miR5565g-3p ACACATGTGGATTGAGATGAATAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00
shi-miR5565g-5p TTCACATCAATCCACATATGTTGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5566 TCAGCATCACCTCCCTGTTGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
sbhi-miR5567 TTAATGATTCATGTATGTGTCCAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5568a CAGAGCGACTTACAATTTGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.28 0.26 0.00 0.00
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shi-miR5568b-3p ACTATGTATCTAGAAAAGCTA 0.00 0.00 0.00 0.00 2.90 5.18 0.00 0.00
shi-miR5568b-5p TTTCTAGGTACATAGCTTTTG 0.00 0.00 0.00 0.00 1.24 0.40 0.20 0.36
shi-miR5568c-3p ACTTACAGTTTGGAACGGAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 1.05 0.00 0.00
shi-miR5568c-5p TCTGTTCCAAATTGTAAGTCG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.04 0.00 0.00
shi-miR5568d-3p AAAGTTGTGTATCTAGAAAAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.87 0.26 0.00 0.00
shi-miR5568d-5p TGGCTTTTCTAGATACATAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.22 0.13 0.07
shi-miR5568e-3p TATCTAGAAAAGCTAAAACGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5568e-5p GATGTTTTGGGTTTTCTAGAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5568f-3p GTCTTATAATTTGGAATGGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 0.09 0.07 0.00
shi-miR5568f-5p TCCATTCCAAATTGTAAGATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
shi-miR5568g-3p AAAACGTCTTATAATTTGGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5568g-5p CAAATTATAAGATGTTTTGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 1.01 0.31 0.39 0.50
shi-miR5569 TATTGCATGCTTGAACTATGGTAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR5570 AAAAGACAAATCAGCATGTCA 0.00 0.00 0.00 0.00 2.99 2.64 0.00 0.00
shi-miR6217a-3p, shi-miR6217b-3p |AAAATTATCGTAAATAGAGGTGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
shi-miR6217a-5p, shi-miR6217b-5p [TAGCCACTTTGAGTTACGATAATT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6218-3p ACAAGTTTCGTGATTTTTGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.14
shi-miR6218-5p CGAAAATCACGAAACTTGTCG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
shi-miR6219-3p AGTCCCGAAACCTTAGTCCCGGCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
sbhi-miR6219-5p GAACCGGGACTAAAGGTGGGACAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.23 0.09 0.00 0.00
shi-miR6220-3p ATGCCTTATAATTTGGGATGGAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6220-5p CTCCATCCTAAATTATAAGACATT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6221-3p CCGGGGCCAGATCTCAGAAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.35 0.00 0.21
shi-miR6221-5p TTCTGACTTCTGGCCCCTGCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.26 0.07 0.07
shi-miR6222-3p CTAGCTGATCCAAACAGGCCC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6222-5p CCTGTTTGGATCAGCCAAGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6223-3p CTAGCATGTTCCTCCTAAGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 14.02 4.22 0.00 0.00
shi-miR6223-5p TTCTTGGGAGGAGCATGCTAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.64 0.62 0.00 0.00
shi-miR6224a-3p, shi-miR6224b-3p, {CTTATATACTAGGACGGAGGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.26 0.21
shi-miR6224a-5p, shi-miR6224b-5p, {CTCCGTCCTAATATATAAGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
shi-miR6225-3p GAAACGAATCTTTTAAGTCTAATT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6225-5p AACTAGACTCAAAAGATTCATCTC 0.00 0.00 0.00 0.00 1.01 0.26 0.00 0.00
shi-miR6226-3p GATTAGTCACGATTAGTCGTCCGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.32 0.09 0.00 0.00
shi-miR6226-5p AGATCGGACGACTAATCGCGATTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6227-3p CTCACAACACTTGCTATTTGGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.28 0.00 0.00 0.00
shi-miR6227-5p GGGCCCAAATAGCAAGTGTTGTGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
shi-miR6228-3p GTGGCAGTAGAATTAATGAAGGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.04 0.00 0.00
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shi-miR6228-5p TTCTATCTCTATTAATTGTGTTGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6229-3p GTTTTTCTCGCCGGGTGAGAAGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6229-5p ATTCTCACTTGGGCGACGGAAAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.23 0.22 0.00 0.00
shi-miR6230-3p TAACAAGTTTAGGGATCTAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.13 0.00 0.00
shi-miR6230-5p TTTTGGGTCCCTAAACTTGTT 0.00 0.00 0.00 0.00 1.47 1.05 0.00 0.00
shi-miR6231-3p TATTTGTGGACTCATGGACAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.23 0.09 0.00 0.00
shi-miR6231-5p GTCCGTGAGTCCACAAATAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6232a-3p TGGATGTACCAAAAAAGTCAAAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.35 0.00 0.00
shi-miR6232a-5p GTCGCTTTGACTTTTTTGGTACAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6232b-3p AATTCGATGTACCAAAAAAGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6232b-5p TTTTTGGTACATTGAATTTGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.04 0.00 0.00
shi-miR6233-3p CAAGTTTGGTTTTGGTAATTAATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6233-5p TGTTGAGGCTGGAGCGAAACTCGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.13 0.14
shi-miR6234a-3p, shi-miR6234b-3p |TTAGCGTCAAGAGACGAACACACT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.09 0.00 0.00
shi-miR6234a-5p, shi-miR6234b-5p |AAGTGTGTTCCTCTATTTGACGCT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6235-3p AACGAACAGTATTTTTCTCTTACA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR6235-5p TTGTGAGAGAAAAATACTGTTGGC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.09 0.00 0.00
shi-miR821a, shi-miR821c AAGTCATCAACATAAAAGTTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00
shi-miR821b AAGTTATGAACATAAAAGTTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
shi-miR821d AAGTCATCAACAACAAAGTTG 0.00 0.00 2.00 2.04 0.05 0.00 0.00 0.00
shi-miR821e AAGTCATCAAAATAAAAGTTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
sof-miR159e TTTGGATTGAAAGGAGCTCTT 0.60 0.63 0.00 0.38 0.00 0.09 0.33 0.50
sof-miR168b TCGCTTGGGCAGATCGGGAC 0.60 1.09 0.00 0.00 0.37 0.57 0.07 0.07
sof-miR408e CTGCACTGACTCTTCCCTGGC 0.43 0.57 0.10 0.00 0.41 0.48 0.00 0.00
ssp-miR1128 TACTACTCCCTCCGTCCCAAA 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
ssp-miR1432 CTCAGGAAAGATGACACCGAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.04 0.00 0.00
ssp-miR437b AAAGTTAGACAAGTTTGACAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
ssp-miR437c¢ AAAGTTAGAGAAGTCTGACTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00 0.00
tae-miR1117 TAGTACCGGTTCGTGGCACGAACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1118 CACTACATTATGGAATGGAGGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1119 TGGCACGGCGTGATGCTGAGTCAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1120 ACATTCTTATATTATGAGACGGAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1121 AGTAGTGATCTAAACGCTCTTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1122, far-miR1122 TAGATACATCCGTATCTAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1123 TCCGTGAGACCTGGTCTCATAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1124 GCAGGACGTGAAGAGCGAGTCC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1125 AACCAACGAGACCAACTGCGGCGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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tae-miR1127 TCCTTCCGTTCGGAATTAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1128 TACTACTCCCTCCGTCCGAAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1129 CAGCGAGCCAGCGGAGACCGGCAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1130 CCTCCGTCTCGTAATGTAAGACG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1131 TAGTACCGGTTCGTGGCTAACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1133 CATATACTCCCTCCGTCCGAAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1134 CAACAACAACAAGAAGAAGAAGAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1135 CTGCGACAAGTAATTCCGAACGGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1136 TTGTCGCAGGTATGGATGTATCTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1137 TAGTACAAAGTTGAGTCATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1138 GCTTAGATGTGACATCCTTAAAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1139 AGAGTAACATACACTAGTAACA 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR1433 GGGCAAGTCACCCTGGGCTACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR167b TGAAGCTGACAGCATGATCTA 29.73 31.34 8.68 17.89 3.49 2.42 9.59 18.76
tae-miR171b TTGAGCCGTGCCAATATCACG 19.89 27.05 12.87 19.29 31.71 16.26 3.07 2.29
tae-miR319 TTGGACTGAAGGGAGCTCCCT 57.23 53.81 0.48 0.26 0.05 0.75 0.07 0.36
tae-miR399 TGCCAAAGGAGAATTGCCC 36.47 16.90 0.57 0.77 0.60 0.48 0.07 0.29
tae-miR5084 ATACAGTACTGCAGAGGATCCTAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR5085 AAGGACATTTTTTGTGGCCTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
tae-miR5086 ACATTGGTGGAAGGCGTGGTA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR1432-3p GGGTGTCATCTCGCCTGAAGCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.51 0.04 0.26 0.07
zma-miR1432-5p, shi-miR1432 CTCAGGAGAGATGACACCGAC 0.05 0.11 0.19 0.51 210.72 67.36 0.52 0.21
zma-miR156a-3p GCTCACTTCTCTCTCTGTCAGT 0.22 0.06 0.00 0.00 0.18 0.09 4.11 3.37
zma-miR156b-3p GCTCACCCTCTATCTGTCAGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.70 3.08
zma-miR156e-3p GCTCACTGCTCTCTCTGTCATC 0.87 1.03 0.29 0.00 1.01 0.31 72.44 81.57
zma-miR156h-3p GCTCACTGCTCTTTCTGTCATC 6.09 6.70 7.25 5.49 144.08 27.37 1.37 0.79
zma-miR156i-3p GCTCACTGCTCTATCTGTCATC 0.60 0.29 0.00 0.00 17.79 5.93 3.85 13.68
zma-miR156j-3p TGCTCTCTGCTCTCACTGTCATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR156k-3p GCTCGCTTCTCTTTCTGTCAGC 0.16 1.49 0.29 0.13 413.62 442.20 783.38] 1061.59
zma-miR1561-3p GCTCACTGCTCTATCTGTCACC 1.30 1.95 0.00 0.00 0.00 0.00 3.85 6.45
zma-miR159a-5p GAGCTCCTATCATTCCAATGA 287.34 491.26 0.00 0.00 100.33 47.72 21.60 39.96
zma-miR159b-5p, zma-miR159j-5p, ZlGTGCTCCCTTCAAACCAATAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR159c¢-3p, zma-miR159d-3p, {CTTGGATTGAAGGGAGCTCCT 4.18 6.70 0.19 0.00 0.00 0.79 0.59 1.50
zma-miR159c¢-5p, zma-miR159d-5p |GAGCTCCCTTCGATCCAATCC 0.00 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07
zma-miR159e-3p ATTGGTTTGAAGGGAGCTCCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR159e-5p CAGCTCCTGCAGCATCTGTTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR159f-5p GAGCTCCTCTCATTCCAATGA 2.45 3.61 0.00 0.00 0.83 0.26 8.94 6.59
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zma-miR159g-3p TTTGGAGTGAAGGGAGTTCTG 0.82 0.74 0.19 0.13 0.05 0.18 0.00 0.07
zma-miR159g-5p, zma-miR159h-5p, |GTGCTCCCTTCACACCAATAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR159h-3p, zma-miR159i-3p |TTTGGAGTGAAGGGAGCTCTG 291.74 386.85 10.68 8.18 12.09 53.03 4.50 6.02
zma-miR160a-3p GCGTGCAAGGGGCCAAGCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 1.38 1.89 0.13 0.00
zma-miR160c-3p GCGTGCATGGTGCCAAGCATA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR160d-3p GCGTGCGTGGAGCCAAGCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR160f-3p GCGTGCGAGGTGCCAGGCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR162-3p TCGATAAACCTCTGCATCCA 0.16 0.40 68.94 96.33 4.73 6.28 112.19 149.39
zma-miR162-5p GGGCGCAGTGGTTTATCGATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00
zma-miR164a-3p CACGTGTTCTCCTTCTCCATC 0.00 0.00 0.00 0.00 1.01 0.18 0.00 0.00
zma-miR164b-3p ATGTGCCCATCTTCTCCACC 0.05 0.00 0.00 0.00 4.04 4.04 0.07 0.07
zma-miR164c-3p, zma-miR164h-3p [CATGTGCCCTTCTTCTCCATC 0.05 0.06 0.00 0.00 0.05 0.00 2.68 3.51
zma-miR164d-3p CACGTGGTCTCCTTCTCCAT 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 1.31 1.29
zma-miR164e-3p CATGTGTCCGCCCTCTCCACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR164e-5p, shi-miR164c TGGAGAAGCAGGACACGTGAG 0.00 0.17 0.00 0.00 0.14 0.48 37.27 126.05
zma-miR164f-3p CACGTGCGCTCCTTCTCCAAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.64 0.09 0.00 0.00
zma-miR164g-3p CACGTGCTCCCCTTCTCCACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR164h-5p TGGAGAAGCAGGGCACGTGTG 0.05 0.46 0.00 0.00 0.05 0.04 0.00 0.00
zma-miR166b-3p, zma-miR166¢-3p, I TCGGACCAGGCTTCATTCCC 23370.82| 23564.04 659.39 665.52| 7128.73| 7340.00] 2385.39| 2597.65
zma-miR166g-5p GGAATGTTGTCTGGTTGGAGA 55.00 27.91 0.00 0.00 0.00 0.00 20.04 15.18
zma-miR166h-5p GGAATGACGTCCGGTCCGAAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07
zma-miR166i-5p GGAATGTCGTCTGGCGCGAGA 0.00 0.06 0.00 0.00 0.32 0.35 1.70 0.29
zma-miR166j-5p GGTTTGTTTGTCTGGTTCAAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.46 2.08
zma-miR166k-5p GGATTGTTGTCTGGCTCGGGG 0.05 0.00 0.00 0.00 0.18 0.00 0.20 0.00
zma-miR166I-5p GAATGGAGGCTGGTCCAAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR166n-5p GGATTGTTGTCTGGCTCGGTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.65 0.21
zma-miR167a-3p GATCATGCATGACAGCCTCATT 0.00 0.00 0.00 0.13 0.05 0.00 0.00 0.00
zma-miR167b-3p GATCATGCTGTGACAGTTTCACT 0.92 0.06 0.00 0.38 0.00 0.09 0.00 0.00
zma-miR167c-3p GATCATGCTGTGGCAGCCTCACT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.20 0.07
zma-miR167d-3p GGTCATGCTGCTGCAGCCTCACT 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 7.18 2.29
zma-miR167f-3p GATCGTGCTGCGCAGTTTCACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.39 0.07
zma-miR167g-3p GGTCATGCTGTAGTTTCATC 0.27 0.11 31.18 16.48 129.65 82.47 5.03 1.00
zma-miR167h-3p, zma-miR167i-3p |GATCATGTTGCAGCTTCAC 4.35 4.07 1.81 1.15 82.36 37.66 30.74 49.20
zma-miR167j-3p GATCATGTGGCAGTTTCATT 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.04 0.20 1.50
zma-miR168a-3p CCCGCCTTGCACCAAGTGAA 713.59 949.17| 109.47 134.66] 1100.51| 2118.46 142.02 160.14
zma-miR168b-3p CCCGCCTTGCATCAAGTGAA 23.21 17.19 0.10 0.64 4.37 5.49 142.87 97.76
zma-miR169a-3p, zma-miR169b-3p |GGCAAGTTGTTCTTGGCTACA 0.00 0.00 0.48 0.64 3.31 0.00 0.13 0.14
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zma-miR169c-3p GGCAAGTCTGTCCTTGGCTACA 0.00 0.00 0.19 0.26 2.16 0.04 1.24 0.21
zma-miR169d TAGCCAAGGAGACTGCCTATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR169e TAGCCAAGGAGACTGCCTACG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR169f-3p GGCATGTCTTCCTTGGCTACT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.87 0.35 0.20 0.29
zma-miR169i-3p, zma-miR169j-3p, zfGGCAGTCTCCTTGGCTAG 1.20 1.20 1.53 2.17 45.64 49.43 8.94 5.08
zma-miR169I-3p GGCAAATCATCCCTGCTACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR169I-5p TAGCCAGGGATGATTTGCCTG 0.16 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.46 1.00
zma-miR169m-3p GGCATCCATTCTTGGCTAAG 0.00 0.00 0.00 0.00 346.39 30.45 1.96 1.65
zma-miR169m-5p, zma-miR169n-5p,| TAGCCAAGAATGGCTTGCCTA 0.00 0.00 0.10 0.00 4.46 1.19 0.20 0.00
zma-miR169n-3p GGCAGGCCTTCTTGGCTAAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.46 0.29
zma-miR1690-3p GGCAGGTCTTCTTGGCTAGC 0.00 0.00 0.00 0.00 1.29 0.22 0.00 0.00
zma-miR169p-3p GGCAAGTCATCTGGGGCTACG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR1699-3p GGCAGGCCTTCTGGCTAAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.23 0.09 0.00 0.00
zma-miR169r-3p GGCAAGTTGTCCTTGGCTACA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.07
zma-miR171a-3p TGATTGAGCCGCGCCAATAT 7.99 5.62 0.10 0.00 3.31 4.53 2.48 3.44
zma-miR171a-5p TATTGGCGAGGTTCAATCAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR171b-3p TTGAGCCGTGCCAATATCAC 20.11 27.33 15.54 23.00 32.81 17.09 3.20 2.29
zma-miR171b-5p GATATTGGCGCGGTTCAATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.09 0.07 0.07
zma-miR171c-3p TGACTGAGCCGTGCCAATATC 0.60 0.34 0.00 0.00 0.28 0.26 0.78 0.64
zma-miR171c-5p TATTGGTGCGGTTCAATCAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR171f-3p TTGAGCCGTGCCAATATCACA 0.00 0.06 2.29 3.45 0.05 0.00 0.00 0.00
zma-miR171f-5p CGATGTTGGCATGGCTCAATC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR171g-5p TATTGACTTGGCTCATCTCTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR171h-5p, zma-miR171k-5p |TGGTATTGTTTCGGCTCATGT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.37 0.13 2.15 3.94
zma-miR171i-5p TGTTGGCACGGTTCAATCAAA 1.25 241 0.00 0.00 0.00 0.04 0.39 2.94
zma-miR171j-5p TATTGACGCGGTTCAATTCGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR171I-5p TATTGGCGTGCCTCAATCCGA 0.00 0.00 0.10 0.13 0.00 0.00 0.07 0.00
zma-miR171m-5p TATTGGCGCGCCTCAATCCGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00
zma-miR171n-5p TATTGGTGAGGTTCAATCCGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR172a, zma-miR172b-3p, zmdAGAATCTTGATGATGCTGCA 270.38 444.50 0.86 2.17 259.07 536.62 128.18 133.21
zma-miR172b-5p, zma-miR172d-5p |CAGCACCATCAAGATTCACA 0.65 0.11 0.57 0.00 3.17 0.31 1.37 1.00
zma-miR172c-5p CAGCACCACCAAGATTCACA 44.24 25.44 0.00 0.00 0.05 0.00 4.44 3.94
zma-miR2118e TTCCTGATGTCTCCCATTCCTA 0.05 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR2118f TTCCCAATGCCTTCCATGCCTA 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR2118g TTCCTGATGCCTCCTATTCCTA 0.27 0.11 0.00 0.13 0.00 0.00 0.20 0.07
zma-miR2275a-3p TTTGTTTTCCTCCAATATCTCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.11 1.15
zma-miR2275a-5p AGAGTTGGAGGAAAGCAAACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.29
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zma-miR2275b-3p, zma-miR2275c-3 TTCAGTTTCCTCTAATATCTCA 0.00 0.00 0.48 0.38 0.00 0.00 1.63 1.22
zma-miR2275b-5p AGGATTAGAGGCAACTGAACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.85 0.86
zma-miR2275c¢-5p AGGATTAGAGGGACTTGAACC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR2275d-3p TTTGTTTTCCTCTAATATCTCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR2275d-5p AGAGTTGGAGGAAAGAAAACT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR319a-5p, zma-miR319c-5p |GAGCTCTCTTCAGTCCACTC 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR319b-5p, zma-miR319d-5p |AGAGCGTCCTTCAGTCCACTC 27.45 57.59 2.10 1.15 0.51 1.19 0.00 0.43
zma-miR390a-3p, zma-miR390b-3p |CGCTATCTATCCTGAGCTCCA 2.39 0.63 6.77 4.47 0.74 0.04 17.30 8.52
zma-miR393a-3p ATCAGTGCAATCCCTTTGGAAT 0.16 0.23 0.00 0.13 1.10 0.53 2.02 2.72
zma-miR393b-3p ATCAATGCGATCCTTTTGGAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07
zma-miR393b-5p TCCAAAGGGATCGCATTGATCC 104.46 262.74 15.26 37.95 117.24 144.95 34.53 29.22
zma-miR393c-3p GTCAGTGCAATCCCTTTGGAAT 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.72 0.43
zma-miR394a-3p, zma-miR394b-3p |AGGTGGGCATACTGCCAATG 1.09 0.29 0.19 0.00 0.64 3.34 3.65 6.37
zma-miR395a-5p GTTCTCCTCAAACCACTTCAGTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR395b-5p GTTCCCTACAAGCACTTCACAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR395c¢-5p GTTCCCTGCAAACACTTCACCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR395d-5p, zma-miR395g-5p |GTTCTATGCAAGCACTTCACGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR395e-5p, zma-miR395h-5p, J|GTTCCCTTCAAGCACTTCACAT 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07
zma-miR395f-5p GTTACCTACAAGCACGTCTCGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR395i-5p GTTCCCTACAAGCACTTCACGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.13 0.00 0.00
zma-miR395k-3p GTGAAGTGTTTGAGGAAACTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR395k-5p GTTTCCTTCAAGCACTTCACAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR395I-5p GTTCCTTCCAAACACTTCACCA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR395m-5p GTTCCTTTCAAACACTTCACAT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR395n-5p GTTCTCTACAAGCACTTCACGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.13 0.07
zma-miR3950-3p GTGAAGTGTTTGGGTGAACTC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.22 0.07 0.14
zma-miR3950-5p GTTCTCTTCAAGCACTTCACGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.00
zma-miR396a-3p, zma-miR396b-3p |GTTCAATAAAGCTGTGGGAAA 9.08 9.23 2.29 0.51 0.60 0.31 35.31 52.21
zma-miR396¢, zma-miR396d, sbi-miTTCCACAGGCTTTCTTGAACTG 174.46 141.71 0.19 1.41 490.65 446.99 54.24 40.75
zma-miR396e-3p GGTCAAGAAAGCCGTGGGAAG 0.82 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.21
zma-miR396g-3p GTTCAAGAAAGCTGTGGAAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR396g-5p, zma-miR396h TCCCACAGCTTTATTGAACTG 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR397a-3p TAGCCGTTAGCGCTCATTAACT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR397a-5p, zma-miR397b-5p |TCATTGAGCGCAGCGTTGATG 0.05 0.00 0.00 0.00 0.23 0.13 0.07 0.00
zma-miR397b-3p CCAGCGCTGCACTCAATTACG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR398a-3p, zma-miR398b-3p, {TGTGTTCTCAGGTCGCCCCCG 0.00 0.00 0.00 0.00 15.03 6.37 8.62 4.01
zma-miR398a-5p GGGGCGAACTGAGAACACATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.14
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zma-miR398b-5p GGGGCGGACTGGGAACACATG 0.00 0.06 0.00 0.00 13.10 2.99 1.57 1.43
zma-miR399a-5p GTGCGGTTCTCCTCTGGCACG 1.68 0.52 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR399b-3p TGCCAAAGGAGAGCTGTCCTG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR399b-5p GTGCAGCTCTCCTCTGGCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR399c¢-5p GGGTACGTCTCCTTTGGCACA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.00
zma-miR399d-5p GTGTGGCTCTCCTCTGGCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00
zma-miR399e-5p GGGCTTCTCTTTCTTGGCAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 2.21 1.71 1.31 0.07
zma-miR399f-5p GGGCAACTTCTCCTTTGGCAGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.04 0.85 0.79
zma-miR399g-3p, shi-miR399k TGCCAAAGGGGATTTGCCCGG 0.05 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00
zma-miR399g-5p GGGCAACCCCCCGTTGGCAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR399h-5p GTGCAGTTCTCCTCTGGCACG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR399i-5p GTGCGGCTCTCCTCTGGCATG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR399j-5p AGGCAGCTCTCCTCTGGCAGG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 1.67 0.00 0.00
zma-miR408b-5p CAGGGACGAGGCAGAGCATGG 0.00 0.00 0.00 0.00 42.05 9.45 0.20 0.50
zma-miR482-3p TCTTCCTTGTTCCTCCCATT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR482-5p TGGGAGATGAAGGAGCCTT 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
zma-miR528a-3p, zma-miR528b-3p |CCTGTGCCTGCCTCTTCCATT 4.67 4.13 0.00 0.00 20.18 1.76 0.13 0.07
zma-miR529-3p GCTGTACCCTCTCTCTTCTTC 84.13 53.98 22.98 10.35 0.55 0.00 0.00 0.00
zma-miR529-5p, bdi-miR529 AGAAGAGAGAGAGTACAGCCT 1239.13 1495.67| 128.16 371.53 1.33 141 2.61 1.29
zma-miR827-5p TTTGTTGGTGGTCATTTAACC 0.05 0.00 0.00 0.00 68.75 35.77 99.27 108.21
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