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RESUMO

A semente € Orgdo responsavel pela perpetuacao e dispersédo de espécies de
espermatofitas. Além disso, sao ricas fontes de nutrientes e constituem a base
da alimentacdo em diversos paises. A agricultura depende em grande parte da
viabilidade das sementes e, por isso, é fundamental que o desenvolvimento
das mesmas ocorra corretamente. Muitos mecanismos moleculares regulam a
embriogénese de sementes, sendo que os mais conhecidos sdo guiados por
hormoénios. Entretanto, estudos mostram que RNAs né&o codificadores
(ncRNAs), como microRNAs (miRNAs), podem modular o processo de
embriogénese, e que a inibicdo dessas moléculas regulatérias pode ser letal
para o embrido e comprometer a formacdo da semente. Os miRNAs podem
regular a expressdo génica tanto em nivel transcricional, quanto poés-
transcricional. Em plantas, ja foi demonstrada a acdo desses ncRNAs nos mais
variados processos biolégicos, como na formacdo de meristemas, separacéo
de o6rgéos e transicdo da fase vegetativa para a fase de floracdo. Neste
trabalho, buscamos identificar miRNAs conhecidos e novos envolvidos com o
desenvolvimento de sementes de soja (Glycine max), uma leguminosa de
grande importancia nutricional e econémica. A metodologia envolveu o uso de
diferentes ferramentas de bioinformatica para filtragem das bibliotecas de
pequenos RNAs, identificacdo de miRNAs conhecidos e novos, analise do perfil
de expressdo, analise de phasiRNAs gerados por miRNAs conhecidos, e
predicdo dos possiveis alvos dos miRNAs. Também foi testada a viabilidade de
utilizacdo da técnica FASTmIR para detectar os niveis de miRNAs
experimentalmente. Os resultados mostraram 66 mMIRNAs conhecidos
expressos durante os diferentes estadios da embriogénese de sementes de
soja. Desses miRNAs, 39 foram comuns a todos os estadios. A andlise dos
perfis de expressdo dos miRNAs mostrou miRNAs altamente expressos em
todos os estadios, como miR482, miR1507, miR1510, miR166, miR398,
miR390, MiR159 e miR2118. A busca por phasiRNAs desencadeados por
mMiRNAs revelou que o0 miR2118 de 22 nt de comprimento € um precursor de
phasiRNAs. Foram identificados 228 potenciais miRNAs novos, sendo que a
maior parte desses MIRNAs apresentou expressdo estadio-especifica. A

predicdo de possiveis alvos dos miRNAs exibiu genes que desempenham
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papeis importantes durante a formagdo de sementes. Os mMiRNAs novos
apresentaram maior propor¢cdo de miRNAs de 22 nt, com maior porcentagem
de sequéncias iniciando com uracila na extremidade 5’. A técnica FASTmIR
demonstrou-se uma potencial alternativa para a identificacdo de miRNAs
experimentalmente. Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para um
maior entendimento de como os mMiIRNAs modulam a embriogénese em
sementes de soja, e colaboram para uma visdo mais ampla de como ocorre a

rede de regulacéo de um processo tdo importante no ciclo de vida das plantas.

Palavras-chave: microRNAs; embriogénese de sementes; perfil de expressao;
soja.
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ABSTRACT

The seed is responsible for the perpetuation and dispersion of spermatophyte
species. In addition, they are rich sources of nutrients and form the basis of
food in several countries. Agriculture depends on the viability of seeds and,
therefore, it is essential that their development occurs correctly. Many molecular
mechanisms regulate the embryogenesis of seeds, the most well-known of
them being those mediated by hormones. However, studies show that non-
coding RNAs (ncRNAs), such as microRNAs (miRNAs), can modulate the
process of embryogenesis, and that inhibition can be lethal to the embryo and
compromise seed formation. miRNAs can regulate gene expression at both the
transcriptional and post-transcriptional levels. In plants, the action of these
NcRNAs in various biological processes has already been demonstrated, such
as in the formation of meristems, organ separation and transition from the
vegetative phase to the flowering phase. In this work, we seek to identify known
and new miRNAs involved in the development of soybean seeds (Glycine max),
a legume of great nutritional and economic importance. The methodology used
different bioinformatic tools for filtering the libraries of small RNAs, identification
of known and new miRNAs, analysis of the expression profile, analysis of
phasiRNAs generated by known miRNAs, and prediction of putative miRNA
targets. The feasibility of using the FASTmIR technique to detect miRNA levels
was also tested experimentally. The results showed 66 known mMiRNAs
expressed during the different stages of soybean embryogenesis. Of these
miRNAs, 39 were common to all stages. Analysis of the expression profiles of
miRNAs showed miRNAs with high expression in all stages, such as miR482,
miR1507, miR1510, miR166, mMiR398, MiR390, miR159 and miR2118. The
search for phasiRNAs triggered by miRNAs revealed that the 22 nt long
miR2118 is a precursor to phasiRNAs. A number of 228 potential new miRNAs
were identified, and most of these miRNAs showed stage-specific expression.
Prediction of putative miRNA targets exhibited genes that play important roles
during seed formation. The new miRNAs showed a higher proportion of 22 nt
MiRNAs, with a higher percentage of sequences starting with uracil at the 5
‘end. The FASTmIR technique demonstrated a potential alternative for the

identification of miIRNAs experimentally. The results obtained in this work
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contribute to a better understanding of how miRNAs modulate embryogenesis
In soybean seeds, and contribute to a broader view of how the regulation

network of such an important process in the life cycle of plants occurs.

Keywords: microRNAs; seed embryogenesis; expression profile; soybean.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais sobre a cultura de soja

A espécie Glycine max (L.) Merrill, conhecida popularmente como soja, €
uma eudicotiledbnea pertencente a familia Fabaceae e subfamilia
Papilionoideae. Historicamente, essa leguminosa é reconhecida como um dos
alimentos mais importantes para os seres humanos (HYMOWITZ, 2008). O
local de origem da soja ainda ndo é completamente elucidado. No entanto, os
indicios demonstram que essa espécie foi originada na Asia, mais
precisamente, na China Antiga (HYMOWITZ; NEWELL, 1981). Considerada
uma das maiores fontes alimentares por quase 5.000 anos, a soja €
classificada como um dos cinco grdos sagrados da civilizacdo chinesa,
juntamente com o arroz, o trigo, a cevada e o milheto (CAMARA, 1998; RIAZ,
2005).

A domesticacdo da soja se iniciou no século Xl a.C. na China, a partir da
espécie selvagem Glycine soja (HYMOWITZ, 1970). Devido a pouca
disponibilidade de dados moleculares e arqueoldgicos, a origem do processo
de domesticacdo permanece obscura ao longo dos anos. Entretanto, o
sequenciamento do genoma de plantas selvagens e cultivadas de soja, além
dos novos achados arqueoldgicos, permitiu uma visdo mais clara desse
processo. Diante disso, estudos recentes tém evidenciado que o local mais
provavel de domesticacdo da soja € o Vale Huang-Huai, na China Central
(HAN et al., 2016; SEDIVY; WU; HANZAWA, 2017). Ademais, tem sido
corroborada a hipdtese de que, entre a transicdo de G. soja para G. max,
houve a espécie intermediaria G. gracilis, indicando que a especiacado para a
soja ocorreu como um processo gradual (KIM et al., 2010; SEDIVY; WU,
HANZAWA, 2017).

Diante da dificuldade de intercambio com os paises ocidentais, a soja se
manteve restrita ao Oriente por muitos anos. Somente no final do século XV e
inicio do século XVI, a partir da chegada dos primeiros navios europeus, houve
a disseminacédo para o Ocidente. Na América, foi relatada pela primeira vez no
ano de 1804, no estado da Pensilvania — EUA, onde foi destacada sua

importancia como planta forrageira e produtora de graos (PEIXOTO et al.,



2006). No Brasil, a introdugao da soja ocorreu no ano de 1882, no estado da
Bahia, por Gustavo D’utra. Tentativas e estudos foram feitos em outros estados
€, aos poucos, a espécie se estabeleceu no pais. Uma expansao significativa
da cultura ocorreu na década de 1970, e a produtividade média aumentou
através dos anos (BONATO; BONATO, 1987). Atualmente, o Brasil é
considerado o segundo maior produtor de soja no mundo, estando atras
apenas dos Estados Unidos (Figura 1). A soja também é a segunda maior
commodity produzida no Brasil, depois da cana-de-acucar (FAOSTAT, 2017).

Principais produtores mundiais de soja em 2017

Toneladas
o

Figura 1: Ranking dos paises produtores de soja no ano de 2017 (Adaptado de
FAOSTAT, 2017).

Contendo cerca de 38—-44% de proteina e 18-23% de Oleo, além de
carboidratos, fibras, vitaminas e minerais, a soja possui grande importancia
nutricional, tanto para humanos, quanto para animais (HYMOWITZ; NEWELL,
1981; RIAZ, 2005). Vale ainda ressaltar a relevancia dessa leguminosa para a
agricultura. Em razdo da capacidade de formar ndédulos radiculares através da
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio, a soja é utilizada na adubacé&o
verde e na rotacdo de culturas, fornecendo nitrogénio para outros cultivos e
reduzindo a necessidade da aplicacdo de fertilizantes (ESPINDOLA; GUERRA;
ALMEIDA, 2005).

A soja foi a primeira espécie da familia Fabaceae a ter o genoma
sequenciado, possuindo um total de 20 cromossomos e cerca de 1115
megabases (Mb) (SCHMUTZ et al., 2010). A publicagdo do genoma em 2010



forneceu um conhecimento valioso, que contribuiu para o desenvolvimento de
novas técnicas visando o incremento desta cultura. Ademais, a soja também é
considerada uma espécie modelo para estudos em leguminosas, 0 que a torna
um bom alvo para investigacdes em areas como genética e biologia molecular
(FERGUSON; GRESSHOFF, 2009).

1.2. Desenvolvimento de sementes

Dentre mais de 370 mil espécies descritas no reino vegetal,
aproximadamente, 290 mil possuem sementes como propagulos
(CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016). E através das sementes que as
espermatofitas, isto €, plantas com sementes (Gimnospermas e
Angiospermas), sdo dispersas, contribuindo com o sucesso reprodutivo das
plantas e garantindo a perpetuacédo das espécies (BEWLEY et al., 2013; TAIZ
et al., 2015).

A formacdo da semente envolve diversos estadios e é influenciada por
diferentes fatores, dentre eles, a fertiidade da planta. O processo de
reproducdo tem inicio com a transicdo da fase vegetativa para a reprodutiva,
guando ha alteracdo na atividade das células do meristema apical caulinar.
Apoés o desenvolvimento floral, com a formacédo do grao de pdlen e do saco
embrionario, as plantas estdo aptas a polinizacdo (MARCOS-FILHO, 2005).
Esse processo se inicia com a liberacdo do grao de polen pela antera, o qual
entra em contato com o estigma. O gréo de pdlen absorve o liquido exsudado
pelo estigma e germina, formando o tubo polinico, que cresce no interior do
estilete até alcancar o saco embrionario. O tubo polinico entdo penetra o saco
embrionario por meio da micrépila, liberando duas células esperméaticas. Uma
das células espermaticas se funde a oosfera, dando origem ao zigoto. A
segunda célula espermatica se une a célula central, formando uma célula
triploide, que origina o endosperma primario. O zigoto diploide passa por
sucessivas divisfes celulares, dando inicio a embriogénese, processo pelo qual
uma célula Unica da origem a uma entidade multicelular com uma organizacao
caracteristica (Figura 2). A partir do zigoto, ocorrem divisées celulares, levando
a formacé&o do suspensor e o embrido. O suspensor tem a funcédo de empurrar

o0 embrido em desenvolvimento para o centro do 6vulo maduro, auxiliando na



transferéncia de nutrientes. O embrido propriamente dito passa por uma seérie
bem coordenada de divisdes, a fim de formar o embrido globular, o qual passa
a estabelecer o plano corporal embrionario. Na semente contendo o embrido
no estadio globular, 0 endosperma se encontra em divisdo e o sistema vascular
iniciando o seu desenvolvimento. No estadio de coracdo, o endosperma da
semente € total ou parcialmente consumido para nutrir o embrido, e 0s
cotilédones comecam a se diferenciar, ocorrendo o estabelecimento da simetria
bilateral, no caso das eudicotiledoneas. Na fase chamada torpedo, o eixo
embrionério se alonga e os cotilédones estdo em desenvolvimento. O embrido
maduro € caracterizado pela presenca dos cotilédones ja desenvolvidos e do
eixo embrionéario, e a semente se encontra envolta por um fino revestimento,
chamado de testa ou tegumento. Em espécies de eudicotiledbneas, como a
soja, o embrido é formado por dois cotilédones e um eixo embrionario,
enquanto as monocotiledéneas possuem um cotilédone e um eixo embrionario
(POPINIGIS, 1985; BEWLEY et al., 2013; VENGLAT et al., 2014; TAIZ et al.,
2015).

O eixo, também chamado de regido hipocdétilo-radicular do embrido, €
constituido pelos meristemas da parte aérea e da raiz, e é responsavel por
originar a planta madura (GOLDBERG; DE PAIVA; YADEGARI, 1994). Ao fim
da maturacao da semente, o metabolismo €é reduzido drasticamente, o embrido
e a semente perdem agua, e o crescimento € interrompido. Tal repouso
fisiologico pode variar conforme a espécie e condicbes ambientais, e é
encerrado pelo processo germinativo (MARCOS-FILHO, 2005; TAIZ et al.,
2015). A germinacéo se inicia a partir da embebicdo de agua, e é caracterizada
pela retomada do metabolismo e do crescimento, assim como pelo recomeco
da transcricdo do genoma. O fim da germinacdo € marcado pela emergéncia
da radicula e rompimento do tegumento (JANN; AMEN, 1980; BEWLEY et al.,
2013; TAIZ et al., 2015).



Ovulo Emhrido
Fertilizado Pre-Globular

Glohular Coragdo Torpedo Embrido Maduro

Figura 2: Estadios da embriogénese da semente da eudicotiledbnea Brassica napus.
Sao demonstrados os estadios: 6vulo fertilizado, embrido pré-globular, embriéo globular,
embrido na fase de coracdo, torpedo e embrido maduro no interior da semente,
respectivamente. Barra = 10 um para embrido pré-globular; 100 um para os outros
estadios embrionarios (Adaptado de VENGLAT et al., 2014).

O processo de embriogénese de sementes possui diferentes
mecanismos de regulacdo. Entre os mais conhecidos estdo 0s processos
mediados por auxinas, hormonio essencial para a evolugcdo do embrido. A
auxina atua principalmente na iniciacdo dos cotilédones, propiciando a
formacdo do embrido com simetria bilateral durante a fase de transicéo
globular-coracdo (GOLDBERG; DE PAIVA; YADEGARI, 1994). Porém, além
dos mecanismos mais conhecidos, existem outras moléculas capazes de atuar
em diversos estadios do desenvolvimento de sementes, desde a fertilizacao até
a pos-germinacdo. Dentre essas moléculas, os RNAs néo codificadores, como
os microRNAs, desempenham papel crucial, por serem capazes de regular
genes-alvo fundamentais para o desenvolvimento da semente (MARTIN;
MARTINEZ-ANDUJAR; NONOGAKI, 2012).

1.3. Histérico e caracteristicas dos RNAs néo codificadores

No ano de 1970, o cientista Francis Crick enunciou o Dogma Central da
Biologia Molecular, descrito sumariamente como: “O DNA sofre replicagao
dando origem a novas moléculas de DNA, depois é transcrito em RNA, e este
por sua vez, traduz o codigo genético em proteinas” (CRICK, 1970). Por muitos
anos, os RNAs foram considerados meros coadjuvantes do fluxo da informacéao
génica. Os avancos cientificos ao longo das décadas contribuiram para o

aperfeicoamento do dogma, além de revelarem outros importantes



mecanismos envolvidos na sintese de proteinas, como, por exemplo,
modificagdes pos-replicacionais, transcricionais e traducionais, bem como o0s
processos de regulacdo mediados por RNAs. Atualmente, como parte da
extensdo do dogma central, considera-se que os RNAs sdo moléculas
fundamentais para diversos eventos celulares, nos mais variados organismos,
fato esse esclarecido por Walter Gilbert, em 1986, na hipétese do mundo de
RNA, como sendo a primeira forma de vida na Terra e agente de
armazenamento e de catélise (GILBERT, 1986; MOREIRA, 2015).

Os RNAs podem ser divididos em: RNAs mensageiros (MRNAs), os
guais sao traduzidos em proteinas, e RNAs ndo codificadores ou nao
codificantes (non-coding RNAs — ncRNAs). Os ncRNAs correspondem a uma
classe de RNAs que nao codificam proteinas, mas regulam uma miriade de
processos biolégicos em animais e plantas. Os mais conhecidos sdo 0 RNA
ribossomal (rRNA) e transportador (tRNA), descobertos na década de 1950,
que atuam durante a traducdo do RNA mensageiro (HUTTENHOFER;
SCHATTNER; POLACEK, 2005; CECH; STEITZ, 2014). E importante notar
gue, conforme aumenta a complexidade dos organismos, maior a quantidade
de sequéncias nao codificadoras (TAFT; PHEASANT; MATTICK, 2007). A
partir do sequenciamento dos genomas de diferentes eucariotos superiores, foi
visto que a quantidade de genes codificadores de proteinas foi menor do que o
previsto. Por exemplo, levando em consideracdo apenas as sequéncias
génicas codificadoras, os humanos seriam menos complexos que Oryza sativa
(arroz). Isso sugere que a regulacdo feita pelos ncRNAs foi crucial para o
aumento da complexidade de organismos superiores ao longo do processo
evolutivo (MATTICK, 2001; TAFT; MATTICK, 2003).

Os avancos das técnicas de sequenciamento e das ferramentas de
bioinforméatica propiciaram a descoberta de novos tipos de ncRNAs de grande
relevancia, tanto em nivel transcricional, quanto pés-transcricional. Os ncRNAs
podem ser subdivididos em grupos (Figura 3), conforme as funcdes que
desempenham, local de origem no genoma ou quantidade de nucleotideos. Por
exemplo, quanto ao tamanho, podem ser classificados em: RNAs longos ndo
codificadores (long non-coding RNAs — IncRNAS), cujo tamanho é superior a

200 nucleotideos (nt) de comprimento; e pequenos RNAs (small RNAs —



SRNAs), que possuem cerca de 20 a 30 nt (GRORHANS; FILIPOWICZ, 2008;
QU; ADELSON, 2012; RAMIREZ-PRADO et al., 2017).

ncRNAs
‘ - I 1
RNAs SRNAs IncRNASs
relacionados |
com a tradugdo I o
. | . . | \ \
( VT ) miRNAs SiRNAs piRNAs tyRNAs snRNAs snoRNAs
rRNAs ‘ tRNAs ‘ — ‘. ) | ) ) )
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nat-
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phasiRNAs

Figura 3: Classificagdo sumarizada dos RNAs n&o codificadores.

Apos a identificagdo dos rRNAs e tRNAs, em 1968 foram descobertas
novas classes de pequenos RNAs, que variavam de 100 a 180 nt, no
nucleoplasma e nucléolo de células HeLa (WEINBERG; PENMAN, 1968). Mais
adiante, estudos mais profundos demonstraram que esses RNAs,
anteriormente isolados juntos, se situavam em regides celulares diferentes,
sendo os pequenos RNAs nucleares (small nuclear RNAs — snRNAS)
localizados no nucleo, e os pequenos RNAs nucleolares (small nucleolar RNAs
— snoRNASs) localizados no nucléolo (ZIEVE; PENMAN, 1976). Os snRNAs sao
considerados elementos chave no processo de splicing. Tais RNAs se
associam a proteinas, formando as particulas ribonucleoproteicas,
denominadas snRNPs (small nuclear ribonucleoprotein). Os snRNPs, por sua
vez, sdo componentes do espliceossomo, complexo que realiza o splicing em
pré-mRNAs (DREYFUSS; PHILIPSON; MATTAJ, 1988). Ja os snoRNAs atuam
principalmente na maturacdo de rRNAs, que inclui os processos de metilacéo e
pseudouridilacdo. Os snoRNAs sdo capazes de se associar a proteinas
conservadas, originando o0s complexos snoRNPs (small nucleolar
ribonucleoprotein), os quais medeiam a modificacdo de nucleotideos em
rRNAs, propiciando a clivagem dos precursores de rRNAs (MAXWELL,
FOURNIER, 1995; BERTRAND; FOURNIER, 2013). Além disso, estudos mais

recentes demostraram que snoRNAs podem ter outros tipos de RNAs alvos,



como snRNAs, tRNAs e até mRNAs (BACHELLERIE; CAVAILLE;
HUTTENHOFER, 2002).

Os primeiros RNAs longos foram descritos em 1971, mas foi apenas no
inicio dos anos 1990 que o papel regulatério desses RNAs foi relatado
(BRANNAN et al., 1990). Os IncRNAs regulam a expressdo génica nos niveis:
pré-transcricional, por meio da interacdo com complexos remodeladores de
cromatina; transcricional, interferindo na organizacao espacial do genoma e na
transcricdo de genes codificadores; e pos-transcricional, regulando a
estabilidade, degradacédo e splicing de mRNAs, além de modular a traducao
(HU; ALVAREZ-DOMINGUEZ; LODISH, 2012; QUAN; CHEN; ZHANG, 2015;
SIENA; BARROS, 2017). No nivel pds-transcricional, os IncRNAs também
possuem uma importante funcdo como “esponjas” de microRNAs (miRNAs).
Esse processo ocorre quando IncRNAs possuem sitios de ligacdo a miRNAs.
Os IncRNAs que possuirem regides complementares podem sequestrar
miRNAs e impedi-los de alcancar seus genes alvos, consequentemente,
afetando a expressao dos mesmos (ANGRAND et al., 2015).

Devido ao curto tamanho, sRNAs de 20-30 nt, foram caracterizados
mais recentemente, em relacdo aos sSnRNAs, snoRNAs e IncRNAs
(GRORHANS; FILIPOWICZ, 2008; MORRIS; MATTICK, 2014). De forma geral,
as trés classes de pequenos RNAs consideradas mais importantes e melhor
elucidadas sé&o: microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs de interferéncia (small
interfering RNA — siRNAs) e RNAs de interacdo com a proteina PIWI (PIWI-
interacting RNA — piRNAs) (GRORBHANS; FILIPOWICZ, 2008; ZHANG, 2009),
descritos a seguir.

Os miRNAs constituem uma classe de sRNAs enddgenos com cerca de
21 nt de comprimento, capazes de regular negativamente a expressao génica a
nivel pos-transcricional em animais, plantas e virus. A regulacdo é feita
principalmente através da clivagem de RNAs mensageiros especificos e/ou
inibicdo da traducédo (BARTEL, 2004; ZHANG; WANG; PAN, 2007). O primeiro
mMiRNA foi descoberto em 1993, quando observado que o gene lin-4, envolvido
no controle do desenvolvimento larval em Caenorhabditis elegans, ndo era
codificador de proteinas, mas gerava pequenos RNAs (LEE; FEINBAUM;
AMBROS, 1993). Em 2001, os miRNAs foram reconhecidos como uma classe

abundante de sRNAs regulatérios, conservados evolutivamente entre



diferentes organismos (LEE; AMBROS, 2001; BARTEL, 2004). Os miRNAs sao
processados a partir de um RNA longo de fita simples, que se dobra formando
uma estrutura caracteristica em forma de hairpin. O processamento do miRNA
precursor envolve um conjunto de enzimas e outras proteinas que atuam de
forma bem coordenada para gerar o miRNA maduro (detalhado no item 1.3.1.)
(GRORHANS; FILIPOWICZ, 2008).

Os siRNAs foram observados pela primeira vez em 1999. Até entao,
somente alguns elementos envolvidos no processo de silenciamento génico
pos-transcricional eram elucidados (HAMILTON; BAULCOMBE, 1999). Os
siRNAs possuem cerca de 20—-24 nt e sdo gerados a partir de uma molécula de
RNA dupla fita (double-stranded RNA — dsRNA), geralmente originada por virus
ou elementos transponiveis (transposons). A molécula de dsRNA é processada
por uma endorribonuclease do tipo Il chamada DICER, gerando um duplex de
SiRNAs. A fita sSiRNA guia se acopla a uma proteina ARGONAUTA, formando o
complexo RISC (RNA-Induced Silencing Complex), que ira reconhecer e clivar
MRNAs-alvo complementares (ELBASHIR et al., 2001; AXTELL, 2013). Os
siRNAs se subdividem em trés principais grupos: pequenos RNAs de
interferéncia secundarios e em fase (phased, secondary, small interfering RNA
— phasiRNA), pequenos RNAs de interferéncia derivados de um transcrito
antissenso natural (natural antisense transcript-derived small interfering RNA —
nat-siRNA) e pequenos RNAs de interferéncia associados a heterocromatina
(heterochromatic siRNA — hc-siRNA) (AXTELL, 2013; BORGES;
MARTIENSSEN, 2015).

Os phasiRNAs foram relatados pela primeira vez no ano de 2004 na
planta modelo Arabidopsis thaliana (PERAGINE et al., 2004; VAZQUEZ et al.,
2004). Os siRNAs secundéarios sdo assim denominados pois a sintese €
desencadeada por outro tipo de pequeno RNA. A biossintese dos phasiRNAs
comeca com a geracdo de transcritos precursores de fita simples (single-
stranded RNA — ssRNA) pela enzima RNA polimerase Il a partir do locus
PHAS. O transcrito PHAS é clivado por um miRNA geralmente de 22 nt,
denominado miRNA desencadeador ou ativador. Em seguida, a enzima RNA
polimerase dependente de RNA (RNA-dependent RNA polymerase — RDR)
sintetiza uma cadeia complementar ao transcrito, gerando um dsRNA, o qual é

processado pela enzima DICER em phasiRNAs de 21 ou 24 nt. Uma das fitas
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dos phasiRNAs gerados se associa a proteina ARGONAUTA, e a partir de
entdo, ird atuar no silenciamento poés-transcricional do mRNA-alvo (FEI; XIA;
MEYERS, 2013; KOMIYA, 2017; MATHIONI; MEYERS, 2017). Os phasiRNAs
podem ter acdo em cis ou trans. Quando o RNA-alvo do phasiRNA é seu
préprio transcrito precursor, € chamado cis-acting siRNA (casiRNA), e quando
o alvo é diferente do seu proprio transcrito, € chamado de trans-acting siRNA
(tasiRNA). J& quando o alvo ainda é desconhecido ou ndo caracterizado, sdo
considerados genericamente phasiRNAs (ZHAI et al., 2011; MATHIONI;
MEYERS, 2017).

Em 2005, foram descritos os nat-siRNAs de 21-24 nt em Arabidopsis,
relacionados com a modulagdo da toleréncia a salinidade (BORSANI et al.,
2005). O precursor dsRNA dos nat-siRNAs é formado pela hibridizagédo de dois
transcritos  independentes, porém complementares. Dessa forma,
diferentemente das demais classes de siRNAs, demonstrou-se até entdo que
os nat-siRNAs ndo seriam dependentes de uma RDR para sintetizar o
precursor dsRNA. Entretanto, ha pesquisas que demonstram que a enzima
RDR é necesséaria para a acumulacdo de nat-siRNAs. Investigacbes mais
profundas s&o necessarias para elucidar os processos envolvidos na
biossintese dos nat-siRNAs (AXTELL, 2013; BORGES; MARTIENSSEN, 2015).

Uma terceira classe de siRNAs sdo os hc-siRNAs, com 24 nt, derivados
de elementos transponiveis e regides repetitivas. A biossintese dos hc-siRNAs
€ dependente da RNA polimerase IV para transcricdo, e da RDR2 para a
sintese do dsRNA, processado pela enzima DICER3 em hc-siRNAs. Esses
pequenos RNAs participam do silenciamento génico transcricional via um
processo conhecido como metilagdo do DNA mediada por RNA (RNA-directed
DNA Methylation — RdDM). Dessa forma, os hc-siRNAs possuem um
importante papel na mediacdo da metilacdo de sequéncias do genoma, bem
como na manutencao de regides heterocrométicas (AXTELL, 2013; BORGES;
MARTIENSSEN, 2015; WANG; AXTELL, 2017).

Outra classe de siRNAs relacionada com a regulacdo epigenética foi
descoberta mais recentemente em Arabidopsis, os chamados siRNAs ativados
epigeneticamente (epigenetically activated siRNAs — easiRNAS). A biogénese
dos easiRNAs pode ser desencadeada por miRNAs, a partir de transposons

reativados transcricionalmente, numa via semelhante a dos tasiRNAs
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(CREASEY et al.,, 2014; KOCH, 2014). O transcrito derivado do transposon
reativado é reconhecido pela RDR6, dando origem a um dsRNA, que, por sua
vez, é processado por enzimas DICER-LIKE em easiRNAs de 21 nt e 22 nt, 0s
guais atuam contra 0 RNA do préprio transposon. Os easiRNAs operam
somente quando os sistemas epigenéticos que controlam transposons sao
desativados, e funcionam como um mecanismo de backup para conter
transposons (SARAZIN; VOINNET, 2014; CREASEY et al., 2014).

Além dos miRNAs e siRNAs, h4d uma importante classe de sRNAs
denominada piRNAs. Essa classe de pequenos RNAs de 26 a 30 nt foi descrita
em 2005, e é caracterizada pela interacdo com proteinas PIWI (P-element-
induced wimpy testis), uma subclasse de proteinas ARGONAUTA, requerida
para o desenvolvimento de células germinativas em animais (MORRIS;
MATTICK, 2014; IWASAKI; SIOMI; SIOMI, 2015). Os piRNAs formam um
complexo de silenciamento induzido por RNA (piRISC) e reprimem transposons
a nivel transcricional ou pos-transcricional (IWASAKI; SIOMI; SIOMI, 2015;
BORGES; MARTIENSSEN, 2015). Até o momento, ndo ha relatos de piRNAs
em plantas (AXTELL, 2013).

Uma nova classe de pequenos RNAs, até entdo ndo explorada em
plantas, foi relatada em Arabidopsis por Baldrich e colaboradores, no ano de
2019: os tiny RNAs (tyRNAs). Essa classe de sRNAs possuide 10 al7 nte é
encontrada em vesiculas extracelulares. O mapeamento dos tyRNAs no
genoma de Arabidopsis mostrou que possuem uma origem gendmica ampla,
podendo ser derivados de mMRNA, rRNA e precursores de miRNAs. A funcao
biolégica dos tyRNAs ainda ndo € compreendida, e podem corresponder a
residuos ou subprodutos de degradacédo (BALDRICH et al., 2019).

1.3.1. MicroRNAs em plantas

Nos vegetais, os miRNAs estdo relacionados a diversos estadios de
desenvolvimento, como: transicédo da fase juvenil para a fase adulta (HUIJSER;
SCHMID, 2011), desenvolvimento foliar (YANG et al., 2018), iniciacdo e
desenvolvimento de 6rgéos reprodutivos (LI; ZHANG; CHEN, 2015), formacao
de frutos (RIPOLL et al., 2015) e crescimento do sistema radicular (KHAN et
al.,, 2011), além de atuarem na regulacdo hormonal (CURABA; SINGH;
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BHALLA, 2014), resposta a estresses ambientais (SUNKAR; LI
JAGADEESWARAN, 2012) e interacdo com patégenos (ISLAM et al., 2018).
Apesar de o primeiro miRNA ter sido descoberto em 1993 no nematédeo C.
elegans (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993), o primeiro relato dessa classe de
sRNAs em plantas ocorreu somente em 2002, na espécie A. thaliana
(REINHART et al., 2002; PARK et al., 2002).

A biogénese dos miRNAs em plantas se inicia a partir da transcricdo do
miRNA primério (pri-miRNA) por genes MIR, promovida pela enzima RNA
polimerase Il (Pol 1l) (Figura 4). O transcrito primario, possuindo um cap 7-
metil-guanosina em sua extremidade 5’ e uma cauda poli-A na extremidade 3’,
€ entdo convertido em um precursor, o pré-miRNA, através da enzima DICER-
LIKE 1 (DCL1). Nesse passo, ha a interagdo da DCL1 com a proteina nuclear
HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1), que, por sua vez, interage com a proteina
SERRATA (SE). Em seguida, o0 miRNA precursor é clivado pela DCL1 em um
duplex de RNA, formado pela fita guia ou mIRNA maduro e pela fita
complementar, denominada miRNA* ou miRNA star. O duplex miRNA/miRNA*
€ metilado pela enzima metiltransferase nuclear HUA1 (HUA-ENHANCER 1) e
transportado para o citoplasma pela proteina de membrana HASTY. Assim, o
mMiRNA maduro € incorporado ao complexo RISC, contendo a proteina
ARGONAUTA 1 (AGO1l), enquanto a fita miRNA* é direcionada para a
degradacédo. Por fim, o miRNA acoplado ao complexo RISC ir4 atuar na
regulacdo da expressao génica, podendo clivar RNAs mensageiros, inibir a
traducdo e, em alguns casos, induzir a metilacdo do DNA (YU; JIA; CHEN,
2017; ARMENTA-MEDINA; GILLMOR, 2019).
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Figura 4: Biogénese dos microRNAs em plantas (Adaptado de ARMENTA-
MEDINA; GILLMOR, 2019).

Nos ultimos anos, investigacdes experimentais e computacionais
permitiram um grande avanco no estudo dos miRNAs em plantas. O uso de
novas tecnologias de sequenciamento (Next-generation sequencing — NGS),
como 0 RNA-seq, permite ndo somente analisar a expressdo de pequenos
RNAs, como também fornece a regido de origem no genoma (BEREZIKOV,
CUPPEN; PLASTERK, 2006). Nesse sentido, o emprego de ferramentas de
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bioinformatica é crucial para a interpretacdo dos dados gerados por NGS,
principalmente no intuito de detectar novos miRNAs. Para a identificagdo de
mMiRNAs por meio de abordagens computacionais, sao utilizados algoritmos
para predizer miRNAs candidatos, considerando, por exemplo, caracteristicas
estruturais das sequéncias e comprimento dos precursores e miRNAs maduros
(BEREZIKOV; CUPPEN; PLASTERK, 2006; HERTEL; LANGENBERGER,;
STADLER, 2014; AXTELL; MEYERS, 2018).

Com o aumento dos miRNAs identificados nas mais variadas espécies,
foram criados bancos de dados de dominio publico, que disponibilizam suas
sequéncias e anotacdo online. O principal e mais abrangente repositorio é o
miRBase (http://www.mirbase.org), que armazena, em sua versao mais recente
(verséo 22.1, de outubro de 2018), 38.589 precursores de miRNAs e 48.860
mMiRNAs maduros em 271 espécies. Na familia Fabaceae estdo disponiveis
1.960 sequéncias de miRNAs maduros, das quais 756 ocorrem em G. max
(GRIFFITHS-JONES, 2004; KOZOMARA; BIRGAOANU; GRIFFITHS-JONES,
2019).

1.3.1.1. Regulacdo da embriogénese de sementes mediada por miRNAs

Antes mesmo da formacdo da semente, os miRNAs atuam durante a
fertilizacdo da planta, mediando diferentes processos no desenvolvimento
reprodutivo masculino e feminino (LI; ZHANG; CHEN, 2015). Por exemplo, em
Arabidopsis foi visto que o0 miR167 tem como alvos os fatores de resposta a
auxina ARF6 e ARF8, os quais regulam o desenvolvimento do gineceu e
estame. Em mutantes, a perda da regulacdo do miR167 resultou em 6vulos
ndo desenvolvidos, e a antera cresceu de forma anormal, impedindo a
liberacdo do grao de polen (WU; TIAN; REED, 2006).

Pesquisas evidenciaram que a perda de funcdo em miRNAs durante a
formacao de sementes resulta em letalidade embrionaria, defeitos embrionéarios
graves ou formacao anormal de plantulas ap6s a germinacao (LIU et al., 2007).
Diferentes estudos feitos em Arabidopsis mostraram que os miRNAs atuam em
todos os estadios da embriogénese da semente (MARTIN; MARTINEZ-
ANDUJAR; NONOGAKI, 2012). Durante o estadio globular, 0 miR156 promove

a repressao dos fatores de transcricdo SPL10 (Squamosa Promoter-Binding
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Protein-Like 10) e SPL11, impedindo que genes expressos no estadio maduro
sejam precocemente expressos em estadios iniciais da embriogénese. Dessa
forma, os mMiRNAs contribuem para a formacdo do padrdo embrionéario
adequado (NODINE; BARTEL, 2010). No estadio de coracdo, o miR160 tem
um papel fundamental na regulacdo dos niveis de auxina, determinante para
formacdo da similaridade bilateral. Plantas com uma versédo resistente do
ARF17 ao miR160 exibiram simetria tri e quadrilateral, resultando em um ou
dois cotilédones a mais (MALLORY; BARTEL; BARTEL, 2005). Durante o
estadio torpedo-cotiledonar, a familia miR164 regula a formacdo dos
cotilédones, direcionando a regulacao de fatores de transcricdo CUC1 (Cup-
Shaped Cotyledonl) e CUC2. Plantas expressando CUC1 resistente ao
miR164 apresentaram cotilédones com defeitos de orientagdo, além de
alteracdoes durante o desenvolvimento vegetativo e floral (MALLORY et al.,
2004). O miR159 atua durante o estadio maduro do embrido, regulando os
fatores de transcricdo MYB33 e MYB65. Plantas mutantes que tiveram a
regulacdo do miR159 afetada exibiram sementes com tamanho reduzido e
formato irregular (ALLEN et al., 2007; MARTIN; MARTINEZ-ANDUJAR;
NONOGAKI, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo principal identificar microRNAs
conhecidos e novos que regulam a expressao génica durante a embriogénese

e maturacao de sementes de soja [Glycine max (L.) Merrill].

2.2. Objetivos especificos

A — Analisar o perfil de expressdo de miRNAs conservados tecido a tecido de

sementes de soja durante os estadios globular, coracéo, cotiledonar e maduro.

B — Identificar novos miRNAs a partir das bibliotecas de pequenos RNAs

utilizadas, bem como seus perfis de expressao e potenciais alvos;
C — Identificar phasiRNAs gerados pelos miRNAs conhecidos;

D — Testar a viabilidade de utilizacdo da técnica FASTmIR na identificacao

experimental de miRNAs.
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtencédo das bibliotecas de pequenos RNAs e filtragem dos
arquivos

A identificacdo de miRNAs conhecidos e novos relacionados com a
embriogénese e maturacdo de sementes de soja envolveu diferentes
ferramentas de bioinforméatica e o uso de banco de dados (Figura 5).
Inicialmente, foram obtidas as bibliotecas de pequenos RNAs, geradas a partir
do sequenciamento realizado pela plataforma Illumina Hiseq 2000, e
disponiveis no banco de dados Gene Networks in Seed Development
(http://seedgenenetwork.net). Foram analisadas bibliotecas dos diferentes
tecidos da semente de soja, em cada estadio da embriogénese, sendo seis
compartimentos do estadio globular, sete compartimentos do estadio de
coracao, oito compartimentos do estadio cotiledonar e 17 compartimentos do
estadio maduro, considerando as réplicas biologicas de cada sub-regido,
perfazendo 107 arquivos. Os numeros de acesso das bibliotecas de cada
estadio no Gene Expression Omnibus (GEO/NCBI) sédo, respectivamente:
GSE57845, GSE57874, GSE57883 e GSE57906. Os arquivos foram baixados
no formato Sequence Read Archive (SRA) e convertidos no formato FASTQ
utilizando o SRA Toolkit do NCBI (http://ncbi.github.io/sra-tools). Os arquivos
em FASTQ passaram pelo processo de filtragem dos reads (leituras curtas
provenientes do sequenciamento lllumina), utilizando o pipeline para filtragem
de sRNAs da University of East Anglia (UEA) (http://srna-
workbench.cmp.uea.ac.uk/) (STOCKS et al., 2012). Para isto, primeiramente foi
realizada a “trimagem” das sequéncias de adaptadores na extremidade 3’ das
sequéncias. Em seguida, os arquivos foram filtrados quanto aos seguintes
parametros: tamanho (de 18 a 28 nt); baixa complexidade, em que sequéncias
contendo menos de trés nucleotideos distintos foram removidas; sequéncias
invalidas, em que as sequéncias que ndo continham nucleotideos conhecidos
foram descartadas; sequéncias de tRNAs, rRNA, snRNAs, snoRNAs e
precursores, provenientes dos bancos de dados RFAM (GRIFFITHS-JONES et
al., 2003), Genomic tRNA Database (CHAN; LOWE, 2009) e EMBL
(STOESSER et al., 1999), as quais também foram removidas.
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Figura 5: Esquema demonstrando as etapas metodolégicas empregadas para a andlise de miRNAs conhecidos (I) e
novos (II) envolvidos na regulagdo da embriogénese e maturacdo de sementes de soja.
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3.2. Identificacdo de miRNAs candlnicos e avaliacdo dos niveis de
expressdo em cada estadio de desenvolvimento

ApoOs os processos de “trimagem” e filtragem, os arquivos foram
submetidos ao software miRProf (http://srna-
workbench.cmp.uea.ac.uk/mirprof/), também utilizando o pipeline da UEA, a fim
de identificar os miRNAs conhecidos nas bibliotecas de sRNAs utilizadas. O
miRProf foi executado com sRNAs de tamanho minimo de 18 nt e maximo de
28 nt, ndo permitindo nenhum mismatch (pareamento imperfeito). As
bibliotecas de sRNAs foram mapeadas contra as sequéncias de miRNAs
canodnicos maduros de plantas depositadas no banco de dados miRBase,
versao 21 (http://www.mirbase.org/) (KOZOMARA; GRIFFITHS-JONES, 2014).
Os sRNAs foram alinhados com o genoma de soja, versdo 2.0, Gmax 275
Wm82.a2.vl, obtido no banco de dados Phytozome v. 12.15
(http://lwww.phytozome.net) (GOODSTEIN et al., 2012). Para permitir a
comparacao entre as bibliotecas, os valores totais das expressbes de cada
miRNA foram normalizados em reads per million (RPM). Os miRNAs com
expressdo acima de 15 RPM foram selecionados para a construcdo de
heatmaps de cada estadio da embriogénese e maturacdo, através da
ferramenta Heatmapper (http://www.heatmapper.ca/expression/) (BABICKI et
al.,, 2016). A fim de diminuir a discrepancia entre os valores, os dados
normalizados em RPM foram convertidos em log2 anteriormente a construcao

dos heatmaps.

3.3. Identificacdo de miRNAs novos e andlise dos niveis de expresséao

Os miRNAs nao-canbnicos (novos) foram identificados por meio da
ferramenta miRCat2 (http://srna-workbench.cmp.uea.ac.uk/mircat2/) (PAICU et
al., 2017), tendo como base o pipeline da UEA. Utilizando as bibliotecas de
sRNAs filtradas, os reads foram mapeados no genoma de referéncia (Gmax
275 Wm82.a2.v1). As regides gendmicas que possuissem abundancia de pelo
menos cinco reads mapeados foram consideradas mMIRNAs candidatos,
conforme os parametros preestabelecidos. Foram buscados miRNAs maduros

com tamanho minimo de 20 nt e maximo de 23 nt, e precursores com



20

comprimento minimo de 45 nt e maximo de 250 nt. Apenas candidatos a
miRNA que possuiam um miRNA* correspondente foram analisados. O
miRCat2 analisa a estrutura secundaria resultante para verificar se esta forma
um hairpin de miRNA caracteristico. O hairpin valido mais estavel € entdo
escolhido como o candidato a precursor de miRNA, sendo testado pelo
Randfold. Com o] software BioEdit
(http://lwww.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), os candidatos a miRNAs foram
alinhados contra o banco de dados miRBase v.21, utilizando o BLASTn (Basic
Local Alignment Search Tool — Nucleotide) (ALTSCHUL et al., 1997) com
parametros padrao para remover sequéncias de miRNAs conhecidos. Foi feito
um filtro manual para selecionar os miRNAs de 21 e 22 nt. As sequéncias que
ndo obtiveram hit no miRBase, foram selecionadas como potenciais miRNAs
novos. Também foi calculada a porcentagem de bases A, U, C e G nas
sequéncias dos candidatos a miRNAs. Para avaliar o perfil de expressao, o
valor de abundéncia de cada miRNA obtido no miRCat2, e o numero total de
reads que mapearam no genoma em cada biblioteca (obtido no miRProf),
foram utilizados para calcular os valores normalizados em RPM. Os miRNAs
com expressdo acima de 15 RPM tiveram os valores convertidos para log2 e
foram utilizados na construcdo dos heatmaps, por meio da ferramenta

Heatmapper.

3.4. Diagramas de Venn

Os diagramas de Venn foram construidos para avaliar a quantidade de
mMiRNAs comuns e especificos em cada estadio da embriogénese, tanto para
0s miRNAs candnicos, quanto para 0os novos. Para tal, foi utilizado o software

Venn Diagrams (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn).

3.5. Identificacdo de alvos dos miRNAs

Os alvos dos miRNAs foram preditos no programa psRNATarget, com
parametros padrdao e utilizando os transcritos de soja obtidos no Phytozome
v.11 (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) (DAI; ZHAO, 2011). Essa

ferramenta permite identificar os possiveis alvos de miRNAs, a partir da
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complementaridade de bases do miRNA com o transcrito alvo. Além disso, a
ferramenta estima a forma de regulacdo do miRNA sobre o alvo (clivagem ou
inibicdo da traducdo). As anotagdes dos genes alvos foram buscadas no banco
de dados SoyBase (https://soybase.org/genomeannotation/).

3.6. Anédlise de phasiRNAs gerados por miRNAs conhecidos

Para a busca de phasiRNAs, foi construido um banco de dados (Figura
6) no servidor web MPSS (NAKANO et al., 2020), em colaboragdo com o Dr.
Blake Meyers e sua equipe, do Donald Danforth Plant Science Center (USA).
Inicialmente, foi feito o upload de todos os arquivos anteriormente filtrados e
convertidos em TagCount. O banco de dados construido com as bibliotecas de
SRNAs permite a busca de phasiRNAs a partir de uma sequéncia de miRNA.
As buscas foram feitas com miRNAs ja descritos na literatura como
desencadeadores de phasiRNAs em leguminosas: miR390, miR172, miR2109,
miR2118, miR1507, miR1509 e miR1515 (ZHAI et al., 2011). Foram usadas as
sequéncias dos miRNAs identificadas pelo miRProf.
%‘ legume
N et bl

Home | Basic Queries Other Queries Library Information Analysis Apps Resources About Us

About This Database .-

Annotated species Glycine max Annotation built on JGI 2.0 ? Total number of genes 57,190
Library type Small RNA Total bp in genome 978,647,490 Protein coding 57,190
Total number of libraries 76 Total chrs or contigs 1,191 Transposon related 0
Genome DB S0Y_JGIZ_genome Last updated: 2019-10-07 05:47:44
Expression DB SOY_clicia_sRNA Last updated: 2019-06-08 04:05:06

Access o this web site and the data contained herein are provided for research purposes onby. Mo commercial rights of amy nature are granted.
Basic Queries

Please enter specific information to retrieve data.
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Figura 6: Imagem ilustrativa da pagina correspondente ao banco de dados
construido para a andlise de phasiRNAs. Em vermelho, é destacado o campo em
gue as sequéncias de miRNAs foram inseridas para a busca de phasiRNAs.
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3.7. Aplicacéo datécnica FASTmIR

Foi testada a viabilidade de aplicacdo da técnica FASTmIR para
posterior validagdo experimental dos niveis de expressdo dos miRNAs durante
o desenvolvimento de sementes de soja. Essa técnica é baseada em um
sensor fluorescente que permite detectar e quantificar os niveis miRNAS in vivo
ou in vitro (HUANG et al.,, 2017). Os miRNAs-alvo se ligam a uma sonda
complementar previamente desenhada, que exibe fluorescéncia ao se ligar ao
fluoréforo  3,5-difluoro-4-hidroxibenzilideno imidazolinona (DFHBI). Neste
experimento, foi avaliada a emissédo de fluorescéncia do DFHBI ao se ligar a
sonda FASTmIR especifica para 0 miRNA de interesse. Foram utilizadas trés
amostras: 1) 10 pl de agua ultrapura + 10 ul de DFHBI; II) 10 pl da sonda
FASTmIR + 10 pl de agua ultrapura; 111) 10 pl da sonda FASTmIR + 10 pl de
DFHBI, incubados por 30 minutos em temperatura ambiente. As imagens de
fluorescéncia foram obtidas com o microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio
Imager A.2, com 458 nm de excitacdo e 500-550 nm de emissdo. Para
construir o grafico de intensidade média de fluorescéncia, foi utilizado o

software AxioVision 3.8.
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4. RESULTADOS

4.1. Anédlise das bibliotecas de pequenos RNAs

Apo6s os procedimentos de filtragem dos arquivos, foi possivel obter a
distribuicdo dos sRNAs quanto ao tamanho, de 18 nt a 28 nt, em relagdo aos
reads redundantes (totais) e ndo redundantes (Unicos). A Figura 7A representa
a soma dos reads de todas as bibliotecas de sRNAs, considerando todos os
estadios da embriogénese e maturacdo. Os sRNAs que apresentaram maior
abundancia em relacdo aos reads totais foram os sSRNAs de 21 nt e 24 nt. No
entanto, apés a remoc¢do das redundéancias, os sRNAs de 21 nt tiveram a
proporcao reduzida, permanecendo semelhantes aos demais comprimentos de
SRNAs. Observou-se novamente um pico de SRNAs com 24 nt nos reads nao
redundantes (Figura 7A), e esse padrdo se manteve quando a distribuicao de
tamanho dos sRNAs foi analisada por estadio, como mostrado na Figura 7B—E,
referentes aos estadios globular, coracdo, cotiledonar e maduro,
respectivamente. No estadio globular, foram obtidos aproximadamente 379
milhGes de reads totais e 94 milhdes de reads ndo redundantes, distribuidos
em seis compartimentos/tecidos da semente, como listado na Tabela 1. A
guantidade de reads mostrada em cada compartimento € referente a soma dos
reads das réplicas biologicas de cada biblioteca de sRNA. No estadio de
coracao, aproximadamente 482 milhdes de reads redundantes e 105 milhdes
de reads nado redundantes foram obtidos, distribuidos em sete compartimentos
da semente. J& no estadio cotiledonar, séo exibidos cerca de 520 milhdes de
reads totais e 177 milhdes de sequéncias Unicas, em oito compartimentos da
semente. E no estadio maduro, foram obtidos aproximadamente um bilh&do de
reads redundantes e 349 milhdes de reads ndo redundantes, distribuidos em

17 tecidos da semente (Tabela 1).
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Figura 7: Distribuicdo de tamanho das sequéncias de sRNAs apds a filtragem dos reads
guanto ao comprimento (18-28 nt), considerando o0s reads totais e reads néao
redundantes, nos quatro estadios da embriogénese (A), e separadamente nos estadios
globular (B), coracéo (C), cotiledonar (D) e maduro (E).
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Tabela 1: Numero de reads antes e ap0s a filtragem das bibliotecas de sRNAs de
sementes com embrides nos estadios globular, coragéo, cotiledonar e maduro em
soja.

Estadio Compartimentos Reads totais reR;::c?ar:w?zs
Integumento interno 78272235 8743245
Endosperma 57267345 13102128
Epiderme 53304092 15055053
Globular
Embri&o propriamente dito 59543641 17969687
Integumento externo 57904961 21201917
Hilo 73100040 18684677
Suspensor 82732343 16078937
Integumento interno 63225502 13316993
Epiderme 71706331 13470157
Coracédo Endotélio 98391893 19313199
Integumento externo 63324485 15424854
Endosperma 51982827 11771714
Embrido propriamente dito 51400881 15727263
Integumento interno 80155797 16272601
Endosperma 107990432 20219744
Eixo do embrido 27273804 13099658
Embrido propriamente dito 43302406 21879959
Cotiledonar
Integumento externo 94511813 29570209
Hilo 44082598 15705773
Epiderme 83672795 46155470
Regido cotiledonar do embrido 39682989 14958038
Epiderme do eixo 35582190 14933224
Maduro Plamula 52029583 25129081
Parénquima do eixo 35842988 10900921



Meristema apical da raiz 82339433 33784342
Meristema apical da parte aérea 73370248 25439350
Estelo 43392383 20154029
Feixe vascular do eixo 73881391 20752592
Epiderme abaxial do cotilédone 59357470 16382350
Parénquima abaxial do cotilédone 54628458 15228447
Maduro Epiderme adaxial do cotilédone 59576927 16416676
Parénquima adaxial do cotilédone 53452976 18154370
Feixe vascular do cotilédone 80288870 20793164
Endosperma 114398792 23585906
Hourglass 60105871 14244554
Hilo 89119963 35798743
Camada palicadica do tegumento 58255303 24766572
Parénquima do tegumento 36200631 13506364
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4.2. ldentificacdo de miRNAs conhecidos e analise do perfil de
expresséao

A partir das analises realizadas no programa miRProf, foi possivel
identificar os mMIRNAs conhecidos presentes nas bibliotecas de sRNAs
utilizadas. Nas bibliotecas de sRNAs referentes ao estadio globular, foram
mapeados 171 miRNAs no genoma de soja. Destes, foram selecionados
apenas os miRNAs que apresentaram expressdo acima de 15 RPM, em pelo
menos um compartimento da semente, perfazendo 49 miRNAs. Nas sementes
com embrides no estadio de coracdo, foram mapeados 176 miRNAs, dos quais
50 exibiram expresséo acima de 15 RPM. No estadio cotiledonar, 204 miRNAs
mapearam no genoma. Apds desconsiderar os miRNAs com expressao abaixo
de 15 RPM, foram selecionados 61 miRNAs. J4 no estadio maduro, foram
identificados 216 miRNAs, dos quais 56 apresentaram expressao acima de 15

RPM. Os miRNAs selecionados em todos os estadios foram utilizados na
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construcdo do diagrama de Venn, para avaliar quais familias de miRNAs sé&o
expressas entre os estadios (Figura 8). Do total, 39 miRNAs foram comuns
entre as bibliotecas de todos os estadios — globular, coracdo, cotiledonar e
maduro. O estadio globular ndo apresentou nenhum miRNA especifico. O
estadio de coracdo mostrou um mMIRNA exclusivo, 0 miR9753. No estadio
cotiledonar, foram encontrados trés miRNAs especificos: miR395, miR397 e
miR4996. E no estddio maduro, os miRNAs miR5374 e miR5072 foram
especificos. No total, foram identificados 66 miRNAs conhecidos entre todas as
bibliotecas, considerando os miRNAs que se repetem entre os estadios e 0s
gue sao exclusivos. Na tabela 2, estdo listados os 39 miRNAs comuns em
todos os estadios, e suas respectivas sequéncias, considerando as isoformas
gue apresentaram maior abundancia.

Figura 8: Diagrama de Venn demonstrando a distribuicio dos 66 miRNAs
conhecidos, expressos nos estadios globular (GL), coracdo (CR), cotiledonar
(CT) e maduro (MT).



Tabela 2: Listagem dos 39 miRNAs conhecidos comuns a todos os estadios.

miRNAs

Sequéncias

miR1507

TCTCATTCCATACATCGTCTGA

miR1508

TAGAAAGGGAAATAGCAGTTG

miR1509

TTAATCAAGGAAATCACGGTCG

miR1510

AGGGATAGGTAAAACAATGAC

miR1511

AACCAGGCTCTGATACCA

miR1512

TAACTGAACATTCTTAGAGCAT

miR1520

ATTGTCACGTGTCATGTTCTGATT

miR1531

ATATGGACGAAGAGATAGGTAA

miR156

TGACAGAAGAGAGTGAGCAC

miR159

TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA

miR160

TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA

miR162

GGAGGCAGCGGTTCATCGATC

miR164

AGAAGCAGGGCACGTGCA

miR166

CGGACCAGGCTTCATTCCCC

miR167

TGAAGCTGCCAGCATGATCTT

miR168

TCGCTTGGTGCAGGTCGGGA

miR170

TATTGGCCTGGTTCACTCAGA

miR171

TATTGGCCTGGTTCACTCAGA

miR2109

GGAGGCGTAGATACTCACACC

miR2118

TTGCCGATTCCACCCATTCCTA

miR2119

TCAAAGGGAGTTGTAGGGGAA

miR2218

TTGCCGATTCCACCCATTCCTA

miR319

AGAGCTTCCTTCAGTCCACTC

miR3522

TGAGACCAAATGAGCAGCTGA

miR384

TTGGCATTCTGTCCACCTCC

miR390

AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC

miR394

TTGGCATTCTGTCCACCTCC

miR396

TTCCACAGCTTTCTTGAAC

miR398

GTGTTCTCAGGTCGCCCCTG

miR399

TGCCAAAGGAGATTTGCCCAG

miR408

ATGCACTGCCTCTTCCCTGGC

miR4379

TAGAGTGTATACTGTGAGAGGCCT

miR482

TCTTCCCTACACCTCCCATACC

miR5037

CCTCAAAGGCTTCCACTACTG

miR5043

TGTCCCCTTCTCTGCACCACC

miR5671

TACCCGAATTTGCTTCCATGAT

miR5770

TTAGGACTATGGTTTGGACGA

miR8175

TCCCCGGCAACGGCGCCA

miR9749

TTAGCTTCTTTCACCTTTCCC

29
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A partir dos valores de expressdo normalizados obtidos no miRProf,
foram construidos heatmaps para avaliar o perfil de expressdo dos miRNAs
conhecidos identificados nos quatro estadios da embriogénese (Figuras 9, 10,
11 e 12). Cada linha representa uma familia de miRNA, enquanto as colunas
correspondem a um compartimento da semente em um determinado estéadio da
embriogénese. Na figura 9, estédo representados os niveis de expressao dos 49
mMIiRNAs expressos em seis tecidos da semente no estédio globular. Os
principais miRNAs que se destacaram por possuirem altos niveis de expresséo
foram: miR482, miR1507, miR166, miR159, miR408, miR390, miR1510,
miR2118, miR2218. Com maior destaque, os miRNAs miR482, miR1507 e
mMiR166 mantiveram um alto perfil de expressao em relacdo as outras familias
de miRNAs, em todos os compartimentos da semente contendo o embrido no
estadio globular. Os tecidos que apresentaram miRNAs com niveis mais altos
de expressao foram o integumento externo e o hilo. No estadio de coracéo
(Figura 10), o miR166 novamente exibiu alta expressdo em todos os tecidos. O
miR482 e o miR1507 também mantiveram alta expressdo, havendo uma
pequena reducdo principalmente no tecido do suspensor. Os compartimentos
endosperma, embrido propriamente dito e integumento externo exibiram
maiores niveis de expressdo de miRNAs. A alta expressdo do miR166 também
pode ser observada em todos os tecidos dos estadios cotiledonar (Figura 11) e
maduro (Figura 12). No estadio cotiledonar, os miRNAs miR1510, miR398 e
mMiR319 mostraram-se mais expressos do que nos estadios anteriores. Os
tecidos que exibiram niveis mais altos de miRNAs expressos foram o hilo, o
integumento externo e a epiderme. Os MIRNAs miR1510, miR1507, miR482,
mMiR167 e mMiR166 apresentaram perfis de expressdo muito semelhantes
nesses trés tecidos (Figura 11). Na semente contendo embrido no estadio
maduro, o hilo foi o compartimento que mostrou miRNAs com niveis mais altos
de expressdo. Tanto no estadio maduro, quanto nos demais estadios, o

miR3522 possuiu um perfil de expressdo semelhante ao miR398 (Figura 12).



31

-15 0 10 ]
Value ‘ | ‘

mir2218
mir2118
mir1510
mir390
mir159
mir398
mir168
mird08
mir8175
mir1511
mir3522
mir167

mir396

mir1512
mir156

mir482
mir1507
mir166
mir172
mir170
mir5770
mir1531
mir394
mir384
mir5043
mir1508
mird412
mir164
mir171
mir162
mir2109
mir1509
mir2119
mir5044
mir2111
mir862
mir8749
mir1515

mir5671
mir9735
mird407
mir403
mir4379
mir1520
mir399
mir5037
mir393

D mir39
mir160

| e 1ﬁﬁhh

oi hi ep ii es epd

Figura 9: Heatmap gerado a partir dos valores de expressao normalizados dos 49
miRNAs identificados no estadio globular (linhas). Cada coluna corresponde a um
compartimento da semente (oi: integumento externo; hi: hilo; ep: embrido
propriamente dito; ii; integumento interno; es: endosperma; epd: epiderme). Os
niveis de expressdo dos miRNAs convertidos em log2 estdo representados nas
cores branco, amarelo ou azul, que correspondem a baixa, moderada ou alta
expressao, respectivamente. Os miRNAs ausentes estéo representados em preto.
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Figura 10: Heatmap gerado a partir dos valores de expressao normalizados dos 50
miRNAs identificados no estadio de coragéo (linhas). Cada coluna corresponde a um
compartimento da semente (es: endosperma; ep: embrido propriamente dito; oi
integumento externo; ii: integumento interno; en: endotélio; s: suspensor; epd:
epiderme). Os niveis de expressdo dos miRNAs convertidos em log2 estao
representados nas cores branco, amarelo ou azul, que correspondem a baixa.
moderada ou alta expressdo, respectivamente. Os mMIRNAs ausentes estdo
representados em preto.
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Figura 11: Heatmap gerado a partir dos valores de expressao normalizados dos 61
miRNAs identificados no estadio cotiledonar (linhas). Cada coluna corresponde a um
compartimento da semente (hi: hilo; oi: integumento externo; epd: epiderme; epa: eixo
do embrido; ep: embrido propriamente dito; epc: regido cotiledonar do embrido; ii:
integumento interno; es: endosperma). Os niveis de expressdo dos mMIRNAs
convertidos em log2 estdo representados nas cores branco, amarelo ou azul, que
correspondem a baixa, moderada ou alta expressédo, respectivamente. Os miRNAs
ausentes estao representados em preto.
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Figura 12: Heatmap gerado a partir dos valores de expressédo normalizados dos 56
miRNAs identificados no estadio maduro (linhas). Cada coluna corresponde a um
compartimento da semente (hi: hilo; py: parénquima do tegumento; hg: hourglass; pa:
camada palicadica do tegumento; es: endosperma; as: estelo do eixo; pm: plumula;
AB-epd: epiderme abaxial do cotilédone; cv: feixe vascular do cotilédone; AB-py:
parénquima abaxial do cotilédone; AD-epd: epiderme adaxial do cotilédone; AD-py:
parénquima adaxial do cotilédone; sm: meristema apical da parte aérea; A-epd:
epiderme do eixo; art: meristema apical da raiz; A-py: parénquima do eixo; av: feixe
vascular do eixo). Os niveis de expressdo dos miRNAs convertidos em log2 estéo
representados nas cores branco, amarelo ou azul, que correspondem a baixa,
moderada ou alta expressdo, respectivamente. Os miRNAs ausentes estdo
representados em preto.
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A Figura 13 destaca os principais miRNAs conhecidos que apresentaram
altos niveis de expressdo em todos os estadios da embriogénese, e seus
respectivos alvos, ja relatados pela literatura. O miR398 tem como alvo os
genes Copper/Zinc Superoxide Dismutase (CSD), envolvidos com o estresse
oxidativo em plantas (GUAN et al., 2013). O miR390 regula transcritos TAS3
(TRANS-ACTING SIRNAS3), desencadeando a producédo de tasiRNAs (XIA; XU;
MEYERS, 2017). JA& o miR166 tem como alvo a classe de genes
Homeodomain-Leucine Zipper 1l (HD-ZIP |IlI), envolvida em diferentes
processos bioldgicos, como no desenvolvimento do meristema apical da raiz
(SINGH et al., 2014). O miR159, muito conservado em plantas terrestres,
regula genes MYB, os quais participam de uma gama de eventos bioldgicos,
como a formacdo de flores, e também respondem a estresses ambientais
(MILLAR; LOHE; WONG, 2019). Os miRNAs miR482, miR1507, miR1510 e
miR2118 regulam genes de defesa Nucleotide Binding Site—Leucine-Rich
Repeat (NBS-LRR), os quais atuam em interacdes com patdégenos (ZHAI et al.,
2011; ZHU et al., 2013).

CSD

miR398

miR482

miRNAs
e seus
alvos

HD-ZIP NBS-LRR

NBS-LRR

Figura 13: miRNAs conhecidos mais expressos durante os quatro estadios
da embriogénese em G. max e seus respectivos alvos.
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4.3. Anédlise de phasiRNAs

Levando em consideracdo os miRNAs miR390, miR172, miR2109,
miR2118, miR1507, miR1509 e miR1515 que desencadeiam a producdo de
phasiRNAs, foi feita a busca no banco de dados construido no servidor MPSS,
utilizando as sequéncias dos miRNAs obtidas no miRProf. Apenas no miR2118
foi detectada a presenca de phasiRNAs, relacionados ao gene
Glyma.20G121900 (Figura 14). A sequéncia da isoforma do miR2118 utilizada
para a busca foi a “TTGCCGATTCCACCCATTCCTA”, de 22 nt. O miR2118 foi
um dos miRNAs que apresentou alta expressdo em todos os estadios da
embriogénese avaliados nas figuras 9, 10, 11 e 12, sugerindo ser um
importante regulador da expressao génica durante a formacdo da semente de

soja.
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Figura 14: Resultado da busca por phasiRNAs gerados pelo miR2118. Cada ponto
colorido representa um pequeno RNA, com a abundancia indicada no eixo Y. Os pontos
azul-claros representam sRNAs de 21 nt, verdes sdo sRNAs de 22 nt, laranja indicam
sRNAs de 24 nt e cinza sdo sRNAs menores que 20 nt ou maiores que 25 nt. A faixa
vermelha representa o éxon do gene Glyma.20G121900. A seta vermelha indica a fita
na diregcdo 5’ — 3’, e a seta azul indica a fita complementar 3’ — 5’. Os pontos vermelhos
possuem os scores mais altos dos sRNAs em fase encontrados (score igual a 32,4 na
fita 5’ — 3’; e score igual a 27,3 na fita 3’ — 5).
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4.4. ldentificacdo de miRNAs novos e andlise do perfil de expresséo

As bibliotecas de pequenos RNAs inicialmente filtradas, foram
submetidas ao programa miRCat2 a fim de identificar novos mMiRNAs
envolvidos na embriogénese e maturacdo da semente de soja. Foram
identificados 228 candidatos a novos miRNAs, listados na Tabela Suplementar
S1. Apé6s a identificacdo das sequéncias dos miRNAs novos, foi calculada a
porcentagem de miRNAs com tamanho de 21 nt e 22 nt especificos de cada
estadio da embriogénese (Figura 15). Em todos os estadios, ocorreu um
padrdao semelhante, sendo que os mMIRNAs de 22 nt apresentaram uma
proporcao maior do que os de miRNAs de 21 nt.

iRNA de 21-22 nt
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B 22 nt
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Figura 15: Propor¢cdo de miRNAs novos de 21 e 22 nt especificos dos estadios
globular (GL), coragéo (CR), cotiledonar (CT) e maduro (MT).

Também foi calculada a proporcdo de sequéncias que se iniciam com A
(adenina), U (uracila), C (citosina) ou G (guanina) em cada um dos estadios
(Figura 16). Em todos os estadios a base nitrogenada que apresentou maior
propor¢cdo no inicio das sequéncias foi a uracila, como ja& demonstrado em
estudos anteriores (GOETTEL et al., 2014).
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Figura 16: Porcentagem de A, U, C e G na primeira posi¢cdo das sequéncias de candidatos a
miRNAs especificos dos estadios globular (GL), coracao (CR), cotiledonar (CT) e maduro (MT).

Foi realizada a constru¢cdo de um diagrama de Venn, para avaliar quais
MiRNAs candidatos sdo expressos entre os diferentes estadios da semente
(Figura 17). Do total de 228 miRNAs, apenas 11 foram comuns entre os
estadios globular, coracdo, cotiledonar e maduro. O estadio globular
apresentou 13 miRNAs especificos. Ja o estaddio de coracdo, possui 32
MiRNAs exclusivos. O estadio cotiledonar foi 0 que exibiu maior quantidade de
MiRNAs especificos, com 60 miRNAs. E o estadio maduro apresentou 47
mMiRNAs Unicos. Os estadios cotiledonar e maduro, com 27 miRNAs em
comum, foram os que mais compartiiharam mMiRNAs. Enquanto entre os

estadios globular e coragéo, ndo houve nenhum miRNA em comum.
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Figura 17: Diagrama de Venn demonstrando a distribuicao dos 228
miRNAs novos presentes nos estadios globular (GL), coracdo (CR),
cotiledonar (CT) e maduro (MT).

Apbés os valores de expressdo dos candidatos a miRNAs serem
normalizados em RPM, foram selecionadas as sequéncias com expressao
acima de 15 RPM para a construcdo do heatmap. Os valores de expressao
entdo convertidos em log2 sdo representados na Figura 18. Nove miRNAs
foram expressos nos estadios globular, coracdo, cotiledonar e maduro. Os
demais miRNAs exibiram expressdo em estadios especificos, sendo dois
mMiRNAs no estadio globular; dez miRNAs no estadio de coragéo; seis miRNAs
no estadio cotiledonar; e dois mMIRNAs no estadio maduro. O miRNA
denominado miRseql foi 0 que apresentou mais alta expressao em todos 0s
estadios, seguido pelo miRseq3, miRseqg5 e miRseq64. O estadio globular foi o
que apresentou maior expressdo do miRseq1.



40

8 12
Value

miRseq25

miRseq21

miRseq31
I I iRseql
miRseq5
miRseq64
miRseq3
miRseq20
miRseql6
miRseq222
miRseq217
miRseq212
miRseql96
miRseq202
miRseq204
miRseq206
miRseq208
miRseq200
miRseq215
miRseql199
miRseq201
miRseql45
miRseql38
miRseql50
miRseql22
miRseq136
miRseql4l
miRseq58
miRseq79

=
L

—J = —
G T O

Figura 18: Heatmap gerado a partir dos valores de expressao normalizados dos
mMiRNAs novos com expressdao acima de 15 RPM. GL: estadio globular; HT:
estadio de coracdo; CT: estadio cotiledonar; EM: estadio maduro. Os niveis de
expressao dos miRNAs convertidos em log2 estdo representados nas cores
branco, amarelo ou azul, que correspondem a baixa, moderada ou alta
expressdo, respectivamente. Os miRNAs ausentes estdo representados em
preto.
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4.5. ldentificag&o dos alvos dos miRNAs novos

A analise realizada no psRNAtarget permitiu identificar os potenciais
alvos dos miRNAs candidatos, bem como predizer a forma de regulacdo do
alvo, através da clivagem ou inibicdo da traducao (Tabela Suplementar S2).
Dos 325 genes alvo listados, apenas oito tiveram a inibicdo da tradugdo como
forma de regulagcédo. O psRNAtarget fornece o valor esperado que indica o grau
de similaridade entre o miIRNA maduro e a sequéncia alvo. Quanto maior o
valor esperado, menor a similaridade entre 0 miRNA e o alvo, pois representa
0s mismatches que ocorreram entre as duas sequéncias (DAI; ZHAO, 2011). O
valor de corte maximo recomendado € de 3.0 a 5.0. Na Tabela Suplementar
S2, sdo mostrados os potenciais alvos com valor esperado de até 2.0.

A partir do banco de dados Soybase, foi possivel obter o nome e a
anotacdo dos genes alvos. Um dos principais alvos listados é a familia de
fatores de transcricdo ULTRAPETALA (ULT2), que atua durante a acumulacéo
de células meristematicas no meristema floral e da parte aérea (FLETCHER,
2001). Outros importantes possiveis alvos identificados foram os fatores de
transcricdio MYB, que atuam em diferentes processos bioldgicos, desde
resposta a estresses bioticos e abioticos, a diferenciacéo e proliferacdo celular
(AMBAWAT et al., 2013). Também foi identificada a familia de genes NBS-
LRR, importante para a resisténcia a doencas em plantas (MCHALE et al.,
2016).

46. Testedatécnica FASTmiR

Foi feito um experimento para avaliar a viabilidade de utilizacdo da
técnica FASTmIR na identificacdo de mMIRNAs. Nesse experimento, foi
analisada a intensidade de fluorescéncia gerada quando o fluoréforo DFHBI se
ligou a sonda FASTmIR especifica para o0 miRNA de interesse. A partir das
imagens de fluorescéncia obtidas pelo microscépio de fluorescéncia, foi
possivel calcular e comparar a intensidade de fluorescéncia das trés amostras.
Como se pode observar na Figura 19, a intensidade de fluorescéncia na
amostra DFHBI + Sonda foi maior do que nas amostras DFHBI + Agua e Sonda

+ Agua.
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Figura 19: Grafico gerado a partir dos valores de intensidade média de fluorescéncia das
amostras DFHBI + Sonda; DFHBI + Agua; e Sonda + Agua (A). Representacio da sonda
FASTmIR (modSpinach) ativada, ao se ligar ao fluoréforo DFHBI, representado em verde
(B) (Adaptado de HUANG et al. (2017)).
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5. DISCUSSAO

Desde o primeiro relato dos miRNAs em Arabidopsis, no ano de 2002,
milhares de familias miRNAs foram identificadas em plantas no decorrer dos
anos, conforme os registros disponiveis no banco de dados miRBase
(KOZOMARA,; BIRGAOANU; GRIFFITHS-JONES, 2019). Esses pequenos
RNAs estdo envolvidos em diversas vias de sinalizagdo, regulando proteinas e
fatores de transcricdo, como os ARFs, cruciais para a manutencéo do sinal de
auxina durante o desenvolvimento da semente (DAS et al., 2015). Diferentes
investigacBes relataram que miRNAs desempenham papel critico durante o
desenvolvimento de sementes, podendo atuar em tecidos e estadios
especificos. Tanto em mutantes exibindo fatores de transcricao resistentes aos
miRNAs, quanto em mutantes defectivos para enzimas envolvidas na
biogénese dos miRNAs, como a DCL1, houve anormalidade embrionaria e
formacao de tegumentos defeituosos (WILLMANN et al., 2011; BEWLEY et al.,
2013; ARMENTA-MEDINA et al., 2017). Considerando que o desenvolvimento
correto da semente € determinante para a viabilidade dos grdos, compreender
as redes regulatérias embriogénicas que os miRNAs participam pode auxiliar
na investigacdo de estratégias biotecnoldgicas para incrementar a
produtividade e qualidade de sementes de grande valor agronémico, como a
soja (DJAMI-TCHATCHOU et al.,, 2017; SORKHEH; RAJABPOOR, 2017).
Apesar do importante papel dos miRNAs na formacdo de sementes, os dados
disponiveis na literatura sobre os perfis de expressdo de miRNAs durante o
desenvolvimento de sementes de soja ainda S0 escassos.

Os avancos na area de bioinformatica permitiram o desenvolvimento de
técnicas cada vez mais eficazes para a identificacdo de miRNAs e predicédo de
seus alvos (CHEN et al., 2019). Neste trabalho, analisamos o perfil de
expressdo de miRNAs candnicos e candidatos a novos miRNAs durante os
estadios da embriogénese de sementes de soja, e também realizamos a
predicdo dos potenciais genes alvos, por meio de abordagens computacionais.

A partir dos valores dos reads totais e filtrados de cada estadio da
embriogénese, listados nas Tabelas 1, foi possivel observar picos de sRNAs
com 21 nt e 24 nt nos reads nao redundantes, tanto quando avaliados em

todos os estadios (Figura 7A), como quando analisados separadamente por
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estadio (Figuras 7B-E). Esse padrdo de enriqguecimento de SRNAs com 21 nte
24 nt ja foi observado em um estudo feito para a caracterizagdo de sRNAs em
cotilédones de soja, sendo que a propor¢cao dos sSRNAs com 24 nt também se
apresentou maior em relacdo aos sRNAs de 21 nt (GOETTEL et al., 2014).
Assim como observado nos graficos referentes aos reads ndo redundantes,
Joshi e colaboradores (2010) demonstraram que a abundancia de sequéncias
de 24 nt é muito superior as sequéncias de 18 a 30 nt, em raizes, nodulos,
flores e sementes de soja, sendo que o maior pico de sRNAs com 24 nt
ocorreu nas bibliotecas de sementes com 20 dias poés-floragdo (JOSHI et al.,
2010). Em diversas espécies de angiospermas, 0os sRNAs de 24 nt se
apresentam como os mais abundantes em bibliotecas de sRNAs obtidas por
sequenciamento. Isso possivelmente se deve a presenca de siRNAs de 24 nt
como hc-siRNAs, nat-siRNAs e/ou phasiRNAs (AXTELL, 2013).

A identificacdo de miRNAs conhecidos nas bibliotecas de sRNAs exibiu
66 mMIRNAs com expressdo acima de 15 RPM nos quatro estadios da
embriogénese (Figura 8), sendo que 39 miRNAs foram comuns a todos os
estadios (Tabela 2). A presenca de multiplos miRNAs nos quatro estadios da
embriogénese, e nos diferentes tecidos da semente, demonstra que 0s
processos que ocorrem durante a formacédo da semente requerem a regulacao
de miRNAs candbnicos em diferentes niveis. Os miRNAs Unicos encontrados
nos estadios coracéo, cotiledonar e maduro sugerem a acao estadio-especifica
desses miRNAs. No estadio de coracdo, o miRNA miR9753 identificado n&o
possui dados conclusivos na literatura cientifica sobre os genes-alvo e funcéo
biolégica. Foram encontrados trés miRNAs especificos no estadio cotiledonar:
mMiR395, MiR397 e MiR4996. O MiR395 esta envolvido com a regulacdo da
germinacao sob estresse hidrico e salino, regulando a expresséo da proteina
ATP sulfurilase (APS) e do transportador de sulfato SULTR2 em Arabidopsis
(KIM et al., 2010). O miR397 esta relacionado com a regulacdo da enzima
lacase, a qual age na lignificacdo da parede celular (DE LUIS et al., 2012). A
modulacdo da lacase pelo miR397 € importante para o controle do tamanho e
namero de sementes geradas em Arabidopsis (WANG et al.,, 2014). J4 o
miR4996 participa da formacdo do meristema apical da parte aérea e da
formacdo de folhas em soja (WONG et al.,, 2011). No estadio maduro, o

mMiR5374 tem como alvos os genes de defesa NBS-LRR em soja (YIN et al.,
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2013). E 0 miR5072 tem um importante papel na resposta ao estresse térmico
em O. sativa (MANGRAUTHIA et al., 2017).

Nas Figuras 9 — 12 foi possivel analisar os diferentes perfis de
expressdo dos miRNAs canbnicos ao longo dos estadios da embriogénese.
Algumas familias de miRNAs como miR482, miR1507, miR1510, miR166,
miR398, miR390, miR159, miR2118 apresentaram altos niveis de expressao ao
longo dos estadios da embriogénese (Figura 13). No entanto, outras familias de
mMIiRNAs exibiram expresséo caracteristica em tecidos e estadios especificos.
Por exemplo, o miR156 € mais expresso no tecido correspondente ao embrido
propriamente dito (ep) no estadio globular (Figura 9), o que condiz com seu
papel desempenhado durante a formacdo do padrdo embrionério correto, a
partir do embrido com oito células (NODINE; BARTEL, 2010; ARMENTA-
MEDINA et al., 2017). O miR156 também € importante para a maturacdo do
embrido, e permanece expresso no compartimento do embrido propriamente
dito (ep) também nos estadios do coracgéo (Figura 10) e cotiledonar (Figura 11).
Um outro padrdo de expressao interessante foi apresentado pelos miR159 e
miR319. Essas duas familias compartilham genes-alvo em comum, como 0s
fatores de transcricio MYB33 e MYB65 (GOETTEL et al., 2014). Esse fato
pode estar relacionado com os niveis de expressdo semelhantes apresentados
pelos miR159 e miR319 durante os estadios: no estadio globular, ambos
mMiRNAs exibiram maior expressdo nos compartimentos integumento externo
(oi), hilo (hi) e embrido propriamente dito (ep) (Figura 9); no estadio de coracéo,
foram mais expressos no tecido do embrido propriamente dito (ep) (Figura 10);
no estadio cotiledonar, apresentaram expressdo mais alta nos compartimentos
eixo do embrido (epa), embrido propriamente dito (ep) e regiao cotiledonar do
embrido (epc) (Figura 11); e no estadio maduro, foram mais expressos nos
compartimentos estelo do eixo (as), plumula (pm) e epiderme do eixo (A-epd)
(Figura 12). Assim como as familias miR159 e miR319, os miRNAs miR398 e
mMiR3522 mostraram padrbes de expressao muito similares entre si em todos
os estadios (Figuras 9 — 12). O miR398 é um importante regulador da
homeostase de cobre, auxiliando a planta durante o estresse oxidativo (NAYA
et al.,, 2014). O miR3522 j4 foi relatado como abundante em tecidos da
semente de soja (ARIKIT et al., 2014), e esta envolvido na sinalizacdo de
fosfato (XU et al.,, 2013). Tanto o miR398, quanto o mMIiR3522 estao
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relacionados com respostas a estresses ambientais em soja, como déficit
hidrico (ZHENG et al., 2016). Os perfis de expressdo semelhantes desses
mMiRNAs sugere que ambos participam de redes regulatérias semelhantes
durante o desenvolvimento de sementes de soja. Um outro miRNA que
também demonstrou expressdo nos estadios globular e de coragcdo foi o
miR167 (Figuras 9 e 10), que regula os fatores de resposta a auxina ARF6 e
ARF8. Considerando que a auxina € responsavel pela formacao da bilateridade
do embrido durante a transicdo do estaddio globular para o coracao
(GOLDBERG; DE PAIVA; YADEGARI, 1994), o miR167 pode ser fundamental
para regular os niveis de auxina durante esse processo.

Visivelmente, o0 miR166 foi o0 miRNA que mais se destacou, mantendo
alta expressdo em todos os compartimentos da semente, durante todos os
estadios (Figuras 9 — 12). O miR166 € uma das familias de miRNAs mais
antigas, e esta presente em quase todos os grupos das embridfitas (plantas
terrestres) (GOETTEL et al., 2014). A modulac&o de fatores de transcricdo HD-
ZIP 11l pelo miR166 é crucial para a formacédo dos meristemas apical da raiz e
da parte aérea na embriogénese, sendo determinante para a formacao da
polaridade adequada (MIYASHIMA et al.,, 2013). Além disso, participa do
desenvolvimento dos cotilédones e da maturacdo do embrido (ARMENTA-
MEDINA et al., 2017). A atuacado do miR166 em diferentes redes de regulacdo
durante a formacdo da semente pode explicar sua alta expressao constante
durante os quatro estadios. Na figura 13, também é possivel observar que, dos
oito miRNAs mais expressos entre os estadios, quatro regulam os genes de
resisténcia a doencas NBS-LRR. Isso indica que os miRNAs participam da
regulacdo de genes chave envolvidos com a resposta a patdgenos durante a
embriogénese. Além disso, Zhai e colaboradores (2011) demonstraram que
mMiRNAs que possuem como alvos os genes NBS-LRR podem desencadear a
producédo de phasiRNAs (ZHAI et al., 2011). Outro dado importante € que todas
as familias de miRNAs representadas na figura 13 foram relatadas em
cotilédones de soja por GOETTEL et al. (2014). A alta expressdao dessas
familias de miRNAs no estadio cotiledonar também pode ser observada na
Figura 11.

A Figura 14 revelou sRNAs em fase produzidos pelo miR2118 de 22 nt.

As caracteristicas do miR2118 condizem com o descrito por Zhai e
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colaboradores (2011), de que miRNAs que desencadeiam a producéo de
phasiRNAs em leguminosas também regulam genes de defesa NBS-LRR.
Além disso, os miRNAs que produzem phasiRNAs possuem o tamanho
caracteristico de 22 nt (ZHAI et al., 2011), como o miRNA2118 utilizado na
busca.

Neste trabalho, também foram identificados 228 candidatos a novos
mMiRNAs (Tabela Suplementar S1). A porcentagem de miRNAs candidatos de
21 e 22 nt demonstrada na Figura 15 revelou que os miRNAs de 22 nt sédo os
mais proeminentes em todos os estadios da embriogénese, com uma média de
67,5% em relagdo aos miRNAs de 21 nt, com 32,5%. Essa observagéo é
condizente com o observado por Zhai e colaboradores (2011), de que os
MiRNAs de 22 nt Sd40 0S mais numerosos e expressos em espécies de
leguminosas (ZHAI et al., 2011). Também foi calculada a porcentagem de A, U,
C e G nas extremidades 5 das sequéncias dos potenciais miRNAs novos
especificos de cada estadio (Figura 16). Houve uma maior proporgao de bases
U em relacdo a A, C e G, com excecao do estadio globular, onde a
porcentagem de U foi a mesma observada para C. A maior propor¢cao de bases
U na extremidade 5 €& considerada uma caracteristica crucial para a
identificacdo de miRNAs (LAU et al.,, 2001). Em Arabidopsis, foi visto que a
AGO1 tem maior afinidade por miRNAs que se iniciam com U (Ml et al., 2008).
Além disso, em soja ja foi observada anteriormente a maior abundancia de
miRNAs identificados contendo uracila na primeira posicdo (GOETTEL et al.,
2014).

Ao comparar o diagrama de Venn que demonstra a distribuicdo dos
mMiRNAS novos entre os estadios da embriogénese (Figura 17), com o diagrama
de Venn referente aos miRNAs conhecidos (Figura 8), € possivel perceber que
0s MiRNAs novos apresentam poucos miRNAs comuns entre estadios, e maior
guantidade de miRNAs especificos por estadio do que os miRNAs conhecidos.
Esse padrao também foi observado por Bai et al. (2017) em sRNAs conhecidos
e novos expressos em embrides de Hordeum vulgare L. (cevada) durante a
maturacdo e germinacdo da semente (BAIl et al., 2017). Isso indica que 0s
mMiRNAs novos possuem maior atuagdo tecido e/ou estadio-especifica do que
0os mMiRNAs canbnicos e conservados. Dos 29 miRNAs candidatos com

expressdo acima de 15 RPM representados no heatmap da Figura 18, apenas
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nove apresentaram expressdo em todos os estadios. Isso reforca a possivel
especificidade na regulacdo feita pelos miRNAs nao-canonicos durante as
fases de formacao da semente.

Dos alvos dos miRNAs novos preditos (Tabela Suplementar S2), a
grande parte apresentou a clivagem como forma de regulagéo, o que corrobora
com o fato de que a clivagem do alvo é a principal forma de regulacdo
realizada por miRNAs em plantas (KIDNER; MARTIENSSEN, 2005). A partir
dos genes alvos identificados, foram observados possiveis alvos comuns de
regulacdo por miRNAs, como MYB, NBS-LRR, SPL e fatores de transcricdo
com dominio NAC, os quais sdo fundamentais para o desenvolvimento do
correto do embrido (MALLORY et al., 2004).

O experimento realizado para testar a viabilidade de aplicagcdo da
técnica FASTmIR na identificagcdo de miRNAs mostrou que o fluoréforo DFHBI
exibe maior intensidade de fluorescéncia ao se ligar a sonda FASTmIR
especifica para o0 miRNA (Figura 19), como demonstrado por Huang e
colaboradores (2017). A técnica FASTmIR, que pode ser adaptada para
qgualquer pequeno RNA, se apresentou como um potencial método para a
guantificacdo dos niveis de miRNASs in vitro ou in vivo.

Diante do exposto, os resultados apresentados podem ampliar o
conhecimento sobre a atuacdo dos miRNAs na formacéo de sementes de soja,
e podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas,

visando incrementar a qualidade de sementes de soja.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que:

» Na andlise das bibliotecas de pequenos RNAs geradas por sequenciamento
de nova geracdo, os sRNAs com comprimento de 24 nt sdo 0s mais
abundantes, e possivelmente sao correspondentes a classes de siRNAs.

= Dos 66 miRNAs conhecidos envolvidos com a regulacdo da embriogénese,
39 foram comuns a todos os estadios. As familias de miRNAs que
apresentaram niveis mais altos de expressao ocorreram em todas as fases
da embriogénese. Isso demonstra que miRNAs canlnicos participam de
vias regulatérias importantes em todos os estadios da embriogénese da
semente de soja.

= PhasiRNAs foram gerados pelo miR2118, um miRNA de 22 nt, que regula
genes de defesa NBS-LRR, e que exibiu alta expressao nos quatro estadios
da embriogénese.

= Dos 228 candidatos a novos miRNAs identificados, apenas 11 ocorreram
em todos os estadios da embriogénese, e a maior parte desses miRNAs foi
exclusiva dos estadios globular, coracéo, cotiledonar ou maduro, indicando
gue os miRNAs novos possuem regulacao especifica por estadio.

= A maioria dos candidatos a miRNAs apresentou 22 nt de comprimento e a
uracila na primeira posi¢cao das sequéncias, na extremidade 5’.

= Os possiveis alvos identificados mostraram genes comumente regulados
por miRNAs conhecidos na embriogénese, como fatores de transcricao
MYB, SPL e genes NBS-LRR. A maior parte dos alvos identificados
apresentou a clivagem como mecanismo de acado dos miRNAs.

= Atécnica FASTmIR representa uma potencial estratégia para a identificacao

experimental de miRNAs.
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Tabela Suplementar S1: Sequéncias dos 228 potenciais miRNAs novos identificados
nas bibliotecas de pequenos RNAs envolvidos com a embriogénese de sementes de

soja.

miRNA Sequéncia

miRseq1 CATGTGCCCCCCTTCCCCATC
miRseq2 CATGTTGTTGTGAAGGGGTCAT
miRseq3 TCCAACGCCGGCGTCAACACC
miRseq4 ATCAATCGGAGATATGTGCATC
miRseq5 GTTGATTGAAAGATGGAGGCCC
miRseq6 TATTTATAGGTCGCGTCGGGGG
miRseq7 AGATGAGCCTCAGCCTGTAGAG
miRseq8 AATGGCTATCTTCTGAAGAGGA
miRseq9 CGTTGATTGAAAGATGGAGGCC
miRseql10 TAGGGAAACTTTGCTGCTGCTT
miRseqll CGAGGACTAAAATTTGAATTTT
miRseq12 GCCCTCTCTTCCTCTGTCATC
miRseq13 GAACGATGCACGACCTTGGCTC
miRseql4 CGATGTATAACTTTGGCTCCA
miRseql15 AGAGATGTATGGAGTGAGAGA
miRseql6 GTGGTATCAGGTCCTGCTTCA
miRseql7 TAGGTATACTGTTGGCAGCATC
miRseql8 TACACGGACGATAAAATGAAAT
miRseql19 ATGAGAAGCAAAGTTATGGGTG
miRseq20 ACTGTGTTTCCTTGGTTAAAG
miRseq21 TAAGTCGGACCGAGCATTTTCT
miRseq22 CAAATTCAAGACCGCCTTGCC
miRseq23 TAGGACGAGAAAAGAGCACACT
miRseq24 ACTTGAGATGCGGAGAGACTAC
miRseq25 TATTGGCTCGGTTCATTCAGA
miRseq26 CGTTTTGACATATTATGGGCCT
miRseq27 CCCTATCCCGCCATTGTCACTG
miRseq28 AGGGAATTCTGATGTGTATGGA
miRseq29 CGGACTATGCGGGTTTGGCCT
miRseq30 TTAGGGTTGCCAAGGTGAGGA
miRseq31 TTAGGCTAGAGAAGACTCCACC
miRseq32 TTGACGGCACTGAAGTAGAGGC
miRseq33 CACCCAAGAACCGTCGTAGATG
miRseq34 ATAAGGGGAAGATTGAGGCGCT
miRseq35 CTTAGGCAAACAGATATCGGTC
miRseq36 TGAATGGACTGTGGCTCGAGGC
miRseq37 CACGTGCTCTCCTTTTCCAGC
miRseq38 CCACCCCTGTCCCATCGTCCTG
miRseq39 TATGAGTGACTTATTAGGTGTT




miRseq40 CACCCCCCGACCTGCCAACACA
miRseq41 CCTCCACAAGCTCCACCACCT
miRseq42 ATTGTCCACTGCTTTGCCTGAG
miRseq43 GGTTGTGTTGGCAGGTCGGGGG
miRseq44 CAAACATGAGAAATAGCGGCC
miRseq45 AAGTAGGGTCAGAGGGGAAGCT
miRseq46 CCTCTTTGAATTGCATGCGCCT
miRseq47 TCAGTCAATGTGTTGTCGCGCT
miRseq48 AGAGGTGTATGGAGTGAGAGA
miRseq49 TAGGCTAGAGAAGACTCCACC
miRseq50 TAGGACGAGAAAAGAGCACAC
miRseq51 AAGGGTTGCTAACAGAGTTTA
miRseq52 ATTCCGAGCTGTAATGATGAC
miRseq53 CTGAGAAAAAACGCGAGCTGTT
miRseq54 ATTTTCACACATCCCCACCGT
miRseq55 CCGTGATCGCGTCGTGATGAAG
miRseq56 ATGGACTGTATGTCATGGGGGG
miRseq57 TTTGGGGGAGGATGGTGCGTGG
miRseq58 TTGGATTTTTGATTCTGGTGCC
miRseq59 TTGATTGTTCTATCTGCACTTC
miRseq60 TTCTGTGAATTCCTTGGACAAA
miRseq61 TGTTTCTATCTCGGCCCGGATT
miRseq62 TCATCGAGATGGGAGCATGGCT
miRseq63 CTCCCACTGTGGTCGCTGTACT
miRseq64 GAATTGCATTCTCTCAAAGGGC
miRseq65 AGGATGATCCTTGTTGGCTGAG
miRseq66 TTCCTATTGGTCCGTGATCGTA
miRseq67 TGTCCAAGGAAGTAGCTCATCT
miRseq68 AGGACTAAAAGTAAAAAGCACT
miRseq69 CAAAACTTGAACTGGAGGCACC
miRseq70 TATGGATCCTGCAAACTTGGTA
miRseq71 TGCTGCTAGTTCATGGATACC
miRseq72 CCGGAATTGAGCTTAGTAACTT
miRseq73 AAGGGAAACGAACTATGTCTT
miRseq74 TAATGGAAAAAAGTTGAGGGAC
miRseq75 GGAGGAAGAATCTGGAAGGCCT
miRseq76 TTCCTGGGATTTGCTGACGTAC
miRseq77 AGGACGAAAAACAAAACAAACA
miRseq78 AGTTCCTCTGAATGCTTCATA
miRseq79 TTTGGCTTGGAGGATGAACCCT
miRseq80 TCATGTGCCCCCCTTCCCCATC
miRseq81 TCCATGCCTCTTGAAGACCTAG
miRseq82 AGGAGGGATAGTCACTGTGAC
miRseq83 TTAACATTGAGGACCACATAAG
miRseq84 GACTGATGATAGTAGAGACCT

miRseq85

GCCCTCTCTTCCTCTGTCATCA
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miRseq86 CTGGGTGAGAGGATTTTGTAG
miRseq87 CCTGGGCTGGAGATTTGGTCG
miRseq88 ATACAGGACTGTTGCTGGGCC
miRseq89 TCTCTCTGAAATCTTCGACCT
miRseq90 TCCCGTCAGTGTCAAAGATGTG
miRseq91 AAAGAAGAAAAAAACTGGACCT
miRseq92 CTATGTGAGCCGTCAAGACCC
miRseq93 AACGATGCACGACCTTGGCTCC
miRseq94 TCATGTGCCCCTCTTCCCCAT
miRseq95 ATACTGGTGGCTATAGGATTGC
miRseq96 TTTTGGCCCTGGACTCACTGT
miRseq97 ATACAGGACTATTGCCGGGCC
miRseq98 CAAAATTGTTACCTCGTCGCGT
miRseq99 TACAGGACTGTTGCTGGGCCA
miRseq100 AGTTCTGTTGTCTGCTCTTTG
miRseq101 TCCCTTTGGATGTCCTCTTGC
miRseq102 ACTGATCATTGGGGCCAACAGC
miRseq103 CGAGAATTTCTGGAAGGGCTC
miRseq104 TCTTCGTCACTTTCAAATTCCT
miRseq105 CTTCGTCATGATTGTTTTGCCT
miRseq106 TCCCTCAAAGGCTTCCAGTAT
miRseq107 CCCGAATTTGGATGTTGACTGT
miRseq108 ACGAAAGATCCCTGTGACGCCT
miRseq109 TTGAATGAAGAATCCCTTGGCA
miRseq110 CGGATTGAGCATTATAGGGGA
miRseql111 GGAGAAGAAATTGCGAAGCTG
miRseq112 ACTCGTTGTCACTTTAGTCCT
miRseq113 AATTGGAAAAAGTGAGGCACG
miRseql14 ATATTTCTTGGTAGCTGGGCC
miRseq115 TCCTAGGTCGGTTTCACATATG
miRseql116 TGAAGAACGAGAACAGCCCCT
miRseql117 AGAGGACCGATGTAGAATGAT
miRseq118 TTTTTGACCACTTCTTGGACGG
miRseq119 ATTCCATCTGAGTAGATCTGC
miRseq120 TCGATACGGGTCGCTCTCACC
miRseq121 CCGGATGAACTAGTGAAGTAGC
miRseq122 ACGATGTATAACTTTGGCTCC
miRseq123 CGCTTCAACAACCTCCATTCGT
miRseql24 GAATGATCGTCAATTAGAGCCT
miRseq125 GGCAAGTTGTGTTTGGCTATG
miRseq126 TCCAAATCCATGATTACCGCCT
miRseql127 ACGGATTGAGGCGAGAAATGGC
miRseq128 ACTGAGACTGCATCTGGCTGA
miRseq129 TAGAGGATCTAATTGGAGTGTT
miRseq130 CCGAAGGCTGTTCCCATCCCT
miRseq131 ATTTGGACAAGTGAGAGATTGT
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miRseq132

AAGATGGAGAAGCAGGGCACG

miRseq133 ATTCCATCGGAAGCGAGACCAA
miRseql134 TGGGGACTGTCGGCCTTGCCGG
miRseq135 TCCCTCAAAGGCTTCCAGTATT
miRseq136 TTTTTATACACTGTTGATGGCT
miRseq137 TATGTTGGTAGGAAAAACTCTG
miRseq138 AAGGGTTGCTTACAGAGTTTC
miRseq139 CCTGAGATGACTGCGGACGTA
miRseq140 TAACCGTTGGATCGTCTCGAAA
miRseq141 TTGGCTGAGAACAACAAGGGT
miRseq142 CGGAGACCGGCTTACAAAACCC
miRseq143 CAAATTCAAGACCGCTTTGCC
miRseql144 ATCCCCTCTGTTCAATCGGTGG
miRseq145 CAATAGAAAATGGACTTGGCAC
miRseq146 TTTACGGAAAGTATACTGGCAC
miRseq147 CATAAAGGTCCCACATACATTG
miRseq148 AGGTATTGGCGCGCCTCAATT
miRseq149 CTTCCGGATGAACAATTTGTTC
miRseq150 GTTCCCAGGACTGTGGTCGCTG
miRseq151 TTTGACTTGTAGCTCATCGGGA
miRseq152 AGTGATGGCCACGCGGGCTCTC
miRseq153 TGACTCAACGGACATAAGCACC
miRseq154 CGAGATCCGCGAGGCTGTTGC
miRseq155 GAGGACGAGGAGATGACTGATT
miRseq156 GCTGGAGATCAGGGACTGCCC
miRseq157 TGTTCCCAGGACTGTGGTCGCT
miRseq158 CGTTCAGTTGAGCTTCAATCCT
miRseq159 CAATACTTTGGATCAGCTTCAC
miRseq160 ATGATGCCCGCCGAATGGTCTG
miRseq161 CCATGAATTCCCAAACCACTG
miRseq162 TGACATTTCCTCCACAATCTCT
miRseq163 TCACAAGGACTTGCACTACCT
miRseql164 TCAAATCTGGGCTTGGGGACC
miRseq165 CACCCCTGTCCCATCGTCCTGT
miRseq166 CTGGGGAAGCAAGTAGATTAC
miRseq167 AGGCACGACGATGGATTGTAGC
miRseq168 TAACCGTTGGATCGCCTTGAAT
miRseq169 CGAGGAGGACTTGATTTTGATG
miRseq170 AGACAGGATGTTGAGGTGGCCT
miRseql171 TTGAGAGAACCTGGCGCAGCA
miRseql172 CAATCGGAGATATGTGCATCTT
miRseql173 CTAGTTTTCTTGGTGCGGGCC
miRseql74 ACACGACTAGGGTGCTCTGGT
miRseq175 AGGAGGTGTTCTATTTGTTGAC
miRseq176 GATGAGAGATTAGTCTGATGGC

miRseql77

TGGACTGTATGTCATGGGGGGT
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miRseq178 TAACCTACTCCCCTACTTGCCT
miRseq179 CGGAGGATTTGTTGGTTGATGC
miRseq180 GGTCAAAGGAGATTTGTTGGGC
miRseq181 AAAGCCATGACTTACACACGC
miRseq182 GTACGAAGACCTAATAAAACTG
miRseq183 TGTAATTTTCTGTCTGGTTCCC
miRseq184 TTCCGGAAGAACAATTTGTGCT
miRseq185 TATTTGGATTGTGGAGTGGGTG
miRseq186 AACTTTGAGAGCATGGGTAACT
miRseq187 TGCGGTACCAGAGGCTGAGCCT
miRseq188 TCTGATCTCCTACCCCTGGCCT
miRseq189 CTCACTTCCGTCATCGACGAG
miRseq190 ATCATGTTGTTGTGAAGGGGTC
miRseq191 ACCCCAACCGGACATGAGGCCC
miRseq192 TATTTCTTGGTAGCTGGGCCT
miRseq193 TCCCACCTCTACTACGCCCTC
miRseq194 TAGGGCAGCTAGGAATTGGGAC
miRseq195 GCTGGAATAGCTCAGTTGGCTA
miRseq196 CCGAGGTTGAATGTGGAGATC
miRseq197 TTGGGCTGTAGAGGATCGTTCT
miRseq198 TATTTTAGTCTCTAACCCCGAG
miRseq199 TTGCTTGGTGTAGTTCGGGTAC
miRseq200 TGTGCTTGGACTGAAGGGAGC
miRseq201 ATTCGAGAGTTGGATGGACCC
miRseq202 AGAACATAAACCCTAACCCGG
miRseq203 TTTCGGTACGGTTCTCTAATC
miRseq204 CTCATGAGAACCGTAGGGCCTT
miRseq205 ATTTTGCGAATTTGAGGGACT
miRseq206 GCATACAGGGAGTCAAGCAGA
miRseq207 AATGGTGAGGATGAAGAGTAAC
miRseq208 GCATACAGGGAGTCAAGCGGG
miRseq209 TCCTGGGATTTGCTGACGTACC
miRseq210 TGGCGGAAGAAGAATCTGGACT
miRseq211 GGACGGAAAAAAGTGCAGGGAC
miRseq212 TAGAGGATCAAAAGGTTTGGCT
miRseq213 CCCGTCTTAGTATAGTTCACT
miRseq214 AGACTTGGAGGACTACAATGCC
miRseq215 GCTACATCTGGACTCCACATCG
miRseq216 CCCGCGAAACCTGTAGATAGA
miRseq217 CTCCGTTTGTCCGTCAGTCTGT
miRseq218 CTCCCCCAAGACCGTCTAACCC
miRseq219 AAAGTCTGAAAGGCCTGCAAAC
miRseq220 TTTGTTCTGGATCCCTGTCGTC
miRseq221 CTGGCGGTTCCCCATGCATGGC
miRseq222 CCTGAGATGCGTGCGGACGTA

miRseq223

GTTCCCCTTAATGCTTCATTG
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miRseq224 AAAGACGACAGTATTGAACAGC
miRseq225 TATCAGGGACTTGGAACAATGA
miRseq226 TAGGGAAACTTTGCTGCTGCT
miRseq227 TACCATATCCTCCGGCCCAGGG

miRseq228

TAATTGGAGCAGGTCGGGGATC
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Tabela Suplementar S2: Potenciais alvos dos miRNAs canditados identificados.

miRNA Target Gene Annotation Expectation miRNA length miRNA aligned fragment Target aligned fragment Inhibition
miRseql116 |Glyma.06G251800.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA [Cleavage
miRseq116 |Glyma.U042700.1 ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA [Cleavage
miRseql116 |Glyma.06G252200.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA [Cleavage
miRseql116 |Glyma.06G252500.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA [Cleavage
miRseq116 |Glyma.U041900.1 ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA [Cleavage
miRseql116 |Glyma.06G252000.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA [Cleavage
miRseql116 |Glyma.06G252100.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA [Cleavage
miRseql16 |Glyma.06G251300.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA |Cleavage
miRseql16 |Glyma.06G250900.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA |Cleavage
miRseql16 |Glyma.06G251600.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA |Cleavage
miRseql16 |Glyma.06G251700.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA |Cleavage
miRseql16 |Glyma.06G250400.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA |Cleavage
miRseql16 |Glyma.06G250500.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA |Cleavage
miRseql16 |Glyma.06G250300.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUCA |Cleavage
miRseql31 |Glyma.14G043100.1 |AtRLP6,RLP6 receptor like protein 6 0.0 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |ACAAUCUCUCACUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseql131 |Glyma.14G019400.1 |[AGL5,SHP2 K-box region and MADS-box transcription factor family protein 0.0 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |ACAAUCUCUCACUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseq131 |Glyma.14G043300.1 |AtRLP33,RLP33 receptor like protein 33 0.0 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |ACAAUCUCUCACUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseq131 |Glyma.14G042900.1 |AtRLP33,RLP33 receptor like protein 33 0.0 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |ACAAUCUCUCACUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseq131 |Glyma.14G042300.1 |AtRLP35,RLP35 receptor like protein 35 0.0 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |ACAAUCUCUCACUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseq131 |Glyma.14G042100.1 |AtRLP7,RLP7 receptor like protein 7 0.0 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |ACAAUCUCUCACUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseql131 |Glyma.14G044400.1 |AtRLP6,RLP6 receptor like protein 6 0.0 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |ACAAUCUCUCACUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseq131 |Glyma.14G042400.1 |AtRLP52,RLP52 receptor like protein 52 0.0 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |AUAAUCUCUCACUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseq139 |Glyma.07G147700.1 |AtTLP1,TLP1 tubby like protein 1 0.0 21 CCUGAGAUGACUGCGGACGUA UACGUCCGCAGUCAUCUCAGG Cleavage
miRseq154 |Glyma.11G216500.1 |RGL2 RGA-like 2 0.0 21 CGAGAUCCGCGAGGCUGUUGC GCAACAGCCUCGCGGAUCUCG Cleavage
miRseq154 |Glyma.18G040000.1 |RGL2 RGA-like 2 0.0 21 CGAGAUCCGCGAGGCUGUUGC GCAACAGCCUCGCGGAUCUCG Cleavage
miRseql61 |Glyma.12G218100.5 |EMB2763 ribonuclease Il family protein 0.0 21 CCAUGAAUUCCCAAACCACUG CAGUGGUUUGGGAAUUCAUGG |Cleavage
miRseql61 |Glyma.12G218100.3 |EMB2763 ribonuclease Il family protein 0.0 21 CCAUGAAUUCCCAAACCACUG CAGUGGUUUGGGAAUUCAUGG |Cleavage
miRseql61 |Glyma.12G218100.4 |EMB2763 ribonuclease Il family protein 0.0 21 CCAUGAAUUCCCAAACCACUG CAGUGGUUUGGGAAUUCAUGG |Cleavage
miRseql61 |Glyma.12G218100.2 |EMB2763 ribonuclease Il family protein 0.0 21 CCAUGAAUUCCCAAACCACUG CAGUGGUUUGGGAAUUCAUGG |Cleavage
miRseq36 |Glyma.15G220600.1 |CPR30 F-box and associated interaction domains-containing protein 0.0 22 UGAAUGGACUGUGGCUCGAGGC |UCCUCGAGCCACAGUCCAUUCA |[Cleavage
miRseq52 |Glyma.15G232600.2 |RLM1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family 0.0 21 AUUCCGAGCUGUAAUGAUGAC GUCAUCAUUACAGCUCGGAAU Cleavage
miRseq52 |Glyma.15G232600.3 |RLM1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family 0.0 21 AUUCCGAGCUGUAAUGAUGAC GUCAUCAUUACAGCUCGGAAU Cleavage
miRseq52 |Glyma.15G232600.1 |RLM1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family 0.0 21 AUUCCGAGCUGUAAUGAUGAC GUCAUCAUUACAGCUCGGAAU Cleavage
miRseq52 |Glyma.15G232600.5 |RLM1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family 0.0 21 AUUCCGAGCUGUAAUGAUGAC GUCAUCAUUACAGCUCGGAAU Cleavage
miRseq52 |Glyma.15G232600.6 |RLM1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family 0.0 21 AUUCCGAGCUGUAAUGAUGAC GUCAUCAUUACAGCUCGGAAU Cleavage
miRseq52 |Glyma.15G232600.4 |RLM1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family 0.0 21 AUUCCGAGCUGUAAUGAUGAC GUCAUCAUUACAGCUCGGAAU Cleavage
miRseq53 |Glyma.15G268500.1 |ATCS,CSY4 Citrate synthase family protein 0.0 22 CUGAGAAAAAACGCGAGCUGUU AACAGCUCGCGUUUUUUCUCAG |Cleavage
miRseq86 |Glyma.20G184200.1 |(ATMYB5,MYB5 myb domain protein 5 0.0 21 CUGGGUGAGAGGAUUUUGUAG CUACAAAAUCCUCUCACCCAG Cleavage
miRseql106 |Glyma.12G228800.1 |TTL1 tetratricopetide-repeat thioredoxin-like 1 0.5 21 UCCCUCAAAGGCUUCCAGUAU ACACUGGAAGCCUUUGAGGGG |[Cleavage
miRseqll |Glyma.06G233300.6 |EBS PHD finger family protein / bromo-adjacent homology (BAH) domain-containing protein |0.5 22 CGAGGACUAAAAUUUGAAUUUU |AAAAUUCAAAUUUUAGUUCUCG |Cleavage
miRseqll |Glyma.06G233300.7 |EBS PHD finger family protein / bromo-adjacent homology (BAH) domain-containing protein |0.5 22 CGAGGACUAAAAUUUGAAUUUU |AAAAUUCAAAUUUUAGUUCUCG |Cleavage
miRseq116 |Glyma.U005900.1 ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.5 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUCGUUCUUUA |[Cleavage
miRseql116 |Glyma.06G253500.1 |ULT,ULT1 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.5 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGUUGUUCUCGUUCUUCA [Cleavage
miRseql116 |Glyma.06G251000.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.5 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUUGUUCUUCA [Cleavage
miRseql116 |Glyma.06G253100.1 |ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 0.5 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUUGUUCUUCA [Cleavage
miRseq124 |Glyma.05G145000.2 |ATMRP3,MRP3 multidrug resistance-associated protein 3 0.5 22 GAAUGAUCGUCAAUUAGAGCCU AGGCUCUAAUUGACGAUUAUUC [Cleavage
miRseq124 |Glyma.05G145000.1 |ATMRP3,MRP3 multidrug resistance-associated protein 3 0.5 22 GAAUGAUCGUCAAUUAGAGCCU AGGCUCUAAUUGACGAUUAUUC |Cleavage
miRseq124 |Glyma.08G101500.1 |ATMRP3,MRP3 multidrug resistance-associated protein 3 0.5 22 GAAUGAUCGUCAAUUAGAGCCU AGGCUCUAAUUGACGAUUAUUC [Cleavage
miRseq131 |Glyma.14G042700.1 |AtRLP6,RLP6 receptor like protein 6 0.5 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |ACAAUCUCUCAUUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseql31 |Glyma.14G046000.1 |AtRLP33,RLP33 receptor like protein 33 0.5 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |ACAAUCUCUCAUUUGUCCAAAU |Cleavage
miRseql32 |Glyma.08G173400.1 [anac021,ANAC022,NAC1 NAC domain containing protein 1 0.5 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG AGUGCCCUGCUUCUCCAUUUU Cleavage
miRseql132 |Glyma.15G254000.1 [anac021,ANAC022,NAC1 NAC domain containing protein 1 0.5 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG AGUGCCCUGCUUCUCCAUUUU Cleavage
miRseq135 |Glyma.12G228800.1 |TTL1 tetratricopetide-repeat thioredoxin-like 1 0.5 22 UCCCUCAAAGGCUUCCAGUAUU GACACUGGAAGCCUUUGAGGGG |Cleavage
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miRseq181 |Glyma.07G187200.1 |CPR30 F-box and associated interaction domains-containing protein 0.5 21 AAAGCCAUGACUUACACACGC GUGUGUGUAAGUCAUGGUUUU |Cleavage
miRseq183 |Glyma.13G295200.1 |SOM Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein 0.5 22 UGUAAUUUUCUGUCUGGUUCCC |GGGAACCAGAUAGAAAAUUACA |Cleavage
miRseq77 |Glyma.03G085700.1 |MHK Protein kinase superfamily protein 0.5 22 AGGACGAAAAACAAAACAAACA UGUUUGUUUUGUUUUUCGUCUU|Cleavage
miRseql115 |Glyma.16G217300.1 |37104 Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase 1.0 22 UCCUAGGUCGGUUUCACAUAUG |GAUAUGUGAGACUGACCUAGGA |Cleavage
miRseql116 |Glyma.06G251500.1 |ULT,ULT1 Developmental regulator, ULTRAPETALA 1.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGCGGCUGUUCUCGUUCUUCA |[Cleavage
miRseql117 |Glyma.15G246500.1 |(EMB3012 embryo defective 3012 1.0 21 AGAGGACCGAUGUAGAAUGAU AGCAUUCUACAUCGGUCCUCA Cleavage
miRseql117 |Glyma.15G246500.1 [EMB3012 embryo defective 3012 1.0 21 AGAGGACCGAUGUAGAAUGAU AACAUUCUACAUUGGUCCUUU Cleavage
miRseql124 |Glyma.08G101700.1 |ATMRP14,MRP14 multidrug resistance-associated protein 14 1.0 22 GAAUGAUCGUCAAUUAGAGCCU AGGCUCUAAUUGAUGAUUAUUC |Cleavage
miRseq131 |Glyma.14G106400.1 |AtRLP6,RLP6 receptor like protein 6 1.0 22 AUUUGGACAAGUGAGAGAUUGU |AUAAUCUCUUGCUUGUCCAAAU [Cleavage
miRseq132 |Glyma.20G030500.1 |(ATWRKY72,WRKY72 WRKY DNA-binding protein 72 1.0 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG GAUGCACUGCUUCUCCAUCUU Cleavage
miRseql132 |Glyma.02G020300.1 |(ATWRKY72,WRKY72 WRKY DNA-binding protein 72 1.0 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG GAUGCACUGCUUCUCCAUCUU Cleavage
miRseq132 |Glyma.02G020300.2 |(ATWRKY72,WRKY72 WRKY DNA-binding protein 72 1.0 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG GAUGCACUGCUUCUCCAUCUU Cleavage
miRseql32 |Glyma.01G043300.1 |(ATWRKY72,WRKY72 WRKY DNA-binding protein 72 1.0 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG GAUGCACUGCUUCUCCAUCUU Cleavage
miRseql132 |Glyma.02G020300.3 |[ATWRKY72,WRKY72 WRKY DNA-binding protein 72 1.0 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG GAUGCACUGCUUCUCCAUCUU Cleavage
miRseq132 |Glyma.01G043300.2 [ATWRKY72,WRKY72 WRKY DNA-binding protein 72 1.0 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG GAUGCACUGCUUCUCCAUCUU Cleavage
miRseq199 |Glyma.09G167100.1 |37104 Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase 1.0 22 UUGCUUGGUGUAGUUCGGGUAC |GCACCCGAGCUGCACCAAGCAA Cleavage
miRseq199 |Glyma.16G217300.1 (37104 Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase 1.0 22 UUGCUUGGUGUAGUUCGGGUAC |GCACCCGAGCUGCACCAAGCAA Cleavage
miRseq41l |Glyma.17G210000.1 |[AtCXE17,CXE17 carboxyesterase 17 1.0 21 CCUCCACAAGCUCCACCACCU AAGAGGUGGAGCUUGUGGAGG |Cleavage
miRseq84 |Glyma.06G176100.1 |CYP71A22 cytochrome P450, family 71, subfamily A, polypeptide 22 1.0 21 GACUGAUGAUAGUAGAGACCU AUGGCUCUACUAUCAUCAGUC Cleavage
miRseq86 |Glyma.10G206400.1 |(ATMYB5,MYB5 myb domain protein 5 1.0 21 CUGGGUGAGAGGAUUUUGUAG |[CUACAAAAUCCUCUCACCCAA Cleavage
miRseq91 |Glyma.05G228400.1 |AtSTP14,STP14 sugar transporter 14 1.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AAUUCUAGUUUUUUUUUUCUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.09G239400.1 |ATHB-3,ATHB3,HAT7,HB-3 homeobox 3 1.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UUCUUCAGUUUUUUUUUUCUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.20G185000.1 |IDL1 inflorescence deficient in abscission (IDA)-like 1 1.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UUCUCCAUUUUUUUUCUUCUUU |Cleavage
miRseq100 |Glyma.20G008700.3 |REM39,VRN1 AP2/B3-like transcriptional factor family protein 1.5 21 AGUUCUGUUGUCUGCUCUUUG AAAAAAGCAGACAACAGAAUU Cleavage
miRseq100 |Glyma.20G008700.2 |REM39,VRN1 AP2/B3-like transcriptional factor family protein 1.5 21 AGUUCUGUUGUCUGCUCUUUG AAAAAAGCAGACAACAGAAUU Cleavage
miRseq100 |Glyma.20G008700.1 |REM39,VRN1 AP2/B3-like transcriptional factor family protein 1.5 21 AGUUCUGUUGUCUGCUCUUUG AAAAAAGCAGACAACAGAAUU Cleavage
miRseql106 |Glyma.05G045300.1 |RGL,RGL1 RGA-like 1 1.5 21 UCCCUCAAAGGCUUCCAGUAU AUAUUGGAAGCCUUUGAGGGU |Cleavage
miRseql106 |Glyma.17G127500.1 |RGL,RGL1 RGA-like 1 1.5 21 UCCCUCAAAGGCUUCCAGUAU GUAUUGGAAGCCUUUGAGGGU |Cleavage
miRseq109 |Glyma.07G259500.2 |ATRBP45B,RBP45B RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein 1.5 22 UUGAAUGAAGAAUCCCUUGGCA |AUGCAAGGGGUUCUUUGUUCAA (Cleavage
miRseql109 |Glyma.07G259500.1 |ATRBP45B,RBP45B RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein 1.5 22 UUGAAUGAAGAAUCCCUUGGCA |AUGCAAGGGGUUCUUUGUUCAA (Cleavage
miRseql109 |Glyma.17G014800.1 |ATRBP45B,RBP45B RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein 1.5 22 UUGAAUGAAGAAUCCCUUGGCA |AUGCAAGGGGUUCUUUGUUCAA |Cleavage
miRseql1l |Glyma.08G284300.1 |KNAT6,KNAT6L,KNAT6S KNOTTED1-like homeobox gene 6 1.5 21 GGAGAAGAAAUUGCGAAGCUG UCGCUUUGCAAUUUUUUCUUC |Cleavage
miRseq116 |Glyma.U001400.1 ULT2 Developmental regulator, ULTRAPETALA 1.5 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU AGGGGCUGUUCUAGUUCUUCA |[Cleavage
miRseql17 |Glyma.20G074700.1 |ATZW10 centromere/kinetochore protein, putative (ZW10) 1.5 21 AGAGGACCGAUGUAGAAUGAU AACAUUCUACAUCGGUCCUUC Cleavage
miRseq118 |Glyma.14G057400.1 |MRH1 Leucine-rich repeat protein kinase family protein 15 22 UUUUUGACCACUUCUUGGACGG |UCAUCCAAGAAUUGGUCAAAAA |Translation
miRseq119 |Glyma.08G224500.1 |ATSUG1,RPT6A regulatory particle triple-A ATPase 6A 1.5 21 AUUCCAUCUGAGUAGAUCUGC UUGGAUCUGCUCGGAUGGAAU [Cleavage
miRseq119 |Glyma.07G002200.1 |ATSUG1,RPT6A regulatory particle triple-A ATPase 6A 1.5 21 AUUCCAUCUGAGUAGAUCUGC UUGGAUCUGCUCGGAUGGAAU [Cleavage
miRseq122 |Glyma.09G150500.1 |CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 1.5 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC CGACUCAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseq132 |Glyma.10G111400.1 [AtWRKY42,WRKY42 WRKY family transcription factor 1.5 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG GAUGUACUGCUUCUCCAUCUU Cleavage
miRseq132 |Glyma.18G124700.1 [ATWRKY72,WRKY72 WRKY DNA-binding protein 72 1.5 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG GAUGCACUGUUUCUCCAUCUU Cleavage
miRseq135 |Glyma.05G045300.1 |RGL,RGL1 RGA-like 1 1.5 22 UCCCUCAAAGGCUUCCAGUAUU AAUAUUGGAAGCCUUUGAGGGU |Cleavage
miRseq135 |Glyma.17G127500.1 |RGL,RGL1 RGA-like 1 1.5 22 UCCCUCAAAGGCUUCCAGUAUU AGUAUUGGAAGCCUUUGAGGGU |Cleavage
miRseq136 |Glyma.01G161800.1 |AKRP,EMB16,EMB2036 ankyrin repeat protein 1.5 22 UUUUUAUACACUGUUGAUGGCU |UUACAUCGAUAGUGUAUGAAAA [Cleavage
miRseql4 |Glyma.09G150500.1 |CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 1.5 21 CGAUGUAUAACUUUGGCUCCA UCGACUCAAAGUUAUACAUCG Cleavage
miRseq145 |Glyma.14G001900.1 |IDH-I,IDH1 isocitrate dehydrogenase 1 15 22 CAAUAGAAAAUGGACUUGGCAC AAUCAAAGUUCAUUUUCUAUUG |Cleavage
miRseql5 |Glyma.06G242100.1 |[SPA3 SPAl-related 3 1.5 21 AGAGAUGUAUGGAGUGAGAGA UUUCUCUCUCCAUAUAUCUCU Cleavage
miRseql5 |Glyma.06G242100.3 |SPA3 SPA1l-related 3 1.5 21 AGAGAUGUAUGGAGUGAGAGA UUUCUCUCUCCAUAUAUCUCU Cleavage
miRseq154 |Glyma.08G095800.1 |RGA,RGA1l GRAS family transcription factor family protein 1.5 21 CGAGAUCCGCGAGGCUGUUGC CGAACAGCCUCGCCGAUCUCG Cleavage
miRseq154 |Glyma.05G140400.1 |RGA,RGA1l GRAS family transcription factor family protein 1.5 21 CGAGAUCCGCGAGGCUGUUGC CAAACAGCCUCGCCGAUCUCG Cleavage
miRseql164 |Glyma.19G196500.1 |emb2735 embryo defective 2735 1.5 21 UCAAAUCUGGGCUUGGGGACC GGUUCCCAAGUCCAGAUUUGG Cleavage
miRseq182 |Glyma.13G295200.1 |SOM Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein 1.5 22 GUACGAAGACCUAAUAAAACUG CAAUUUUAUUAGGUCUGCGUAC |Cleavage
miRseql84 |Glyma.03G013800.1 |[DTA2 downstream target of AGL15 2 1.5 22 UUCCGGAAGAACAAUUUGUGCU |AGAACAAAUUGUUCUACCGGAA [Cleavage
miRseq195 |Glyma.19G167900.8 |SDG18,SUVR2 SET-domain containing protein lysine methyltransferase family protein 1.5 22 GCUGGAAUAGCUCAGUUGGCUA |CAGCCAAUUGAGCUGUUCCAGU |Cleavage
miRseq195 |Glyma.19G167900.3 |SDG18,SUVR2 SET-domain containing protein lysine methyltransferase family protein 1.5 22 GCUGGAAUAGCUCAGUUGGCUA |CAGCCAAUUGAGCUGUUCCAGU |Cleavage
miRseq195 |Glyma.19G167900.4 |SDG18,SUVR2 SET-domain containing protein lysine methyltransferase family protein 1.5 22 GCUGGAAUAGCUCAGUUGGCUA |CAGCCAAUUGAGCUGUUCCAGU |Cleavage
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miRseq195 |Glyma.19G167900.6 |SDG18,SUVR2 SET-domain containing protein lysine methyltransferase family protein 1.5 22 GCUGGAAUAGCUCAGUUGGCUA |CAGCCAAUUGAGCUGUUCCAGU |Cleavage
miRseq195 |Glyma.19G167900.5 |SDG18,SUVR2 SET-domain containing protein lysine methyltransferase family protein 1.5 22 GCUGGAAUAGCUCAGUUGGCUA |CAGCCAAUUGAGCUGUUCCAGU |Cleavage
miRseq195 |Glyma.19G167900.2 |SDG18,SUVR2 SET-domain containing protein lysine methyltransferase family protein 1.5 22 GCUGGAAUAGCUCAGUUGGCUA |CAGCCAAUUGAGCUGUUCCAGU |Cleavage
miRseq195 |Glyma.19G167900.7 |SDG18,SUVR2 SET-domain containing protein lysine methyltransferase family protein 1.5 22 GCUGGAAUAGCUCAGUUGGCUA |CAGCCAAUUGAGCUGUUCCAGU |Cleavage
miRseq195 |Glyma.19G167900.1 |SDG18,SUVR2 SET-domain containing protein lysine methyltransferase family protein 1.5 22 GCUGGAAUAGCUCAGUUGGCUA |CAGCCAAUUGAGCUGUUCCAGU |Cleavage
miRseq204 |Glyma.15G247500.1 |AtRLP33,RLP33 receptor like protein 33 1.5 22 CUCAUGAGAACCGUAGGGCCUU  [AAGGCCCUAGGGUUCUCAUGAG |Cleavage
miRseq204 |Glyma.19G060900.1 |ATCLASP,CLASP CLIP-associated protein 1.5 22 CUCAUGAGAACCGUAGGGCCUU  [AAGGCCCUAAGGUUCUCAUGAG |Cleavage
miRseq209 |Glyma.08G001100.1 |TBL16 TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 16 1.5 22 UCCUGGGAUUUGCUGACGUACC |GGUACAUCAGCAAAUCCUAGGA [Cleavage
miRseq41l |Glyma.09G143200.1 |AT-HSFB2A HSFB2A heat shock transcription factor B2A 1.5 21 CCUCCACAAGCUCCACCACCU AGGUGGUGGAGAUUGUGGAGG |Translation
miRseq4l |Glyma.01G244900.1 |ATPREP2,PREP2 presequence protease 2 1.5 21 CCUCCACAAGCUCCACCACcCU UAGUGGUGGAGCUUAUGGAGG |Cleavage
miRseq42 |Glyma.07G147700.1 |AtTLP1,TLP1 tubby like protein 1 1.5 22 AUUGUCCACUGCUUUGCCUGAG |CUCAGGCAAAGCGGUGGACAAC |Cleavage
miRseq54 |Glyma.13G227700.1 |AtRLP51,RLP51 receptor like protein 51 1.5 21 AUUUUCACACAUCCCCACCGU UUGGUGGGGAUGUGUGGAAAA |Cleavage
miRseq70 |Glyma.15G031900.2 |EMB3011 RNA helicase family protein 1.5 22 UAUGGAUCCUGCAAACUUGGUA |CUGCAAGUUUGUAGGGUUCAUA |Cleavage
miRseq70 |Glyma.15G031900.1 |EMB3011 RNA helicase family protein 1.5 22 UAUGGAUCCUGCAAACUUGGUA |CUGCAAGUUUGUAGGGUUCAUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.12G006400.1 |SMC6A structural maintenance of chromosomes 6A 1.5 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |UUGCUUCAAUUUUUUUUCAUUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.12G006400.4 |SMC6A structural maintenance of chromosomes 6A 1.5 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |UUGCUUCAAUUUUUUUUCAUUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.12G006400.9 |SMC6A structural maintenance of chromosomes 6A 1.5 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |UUGCUUCAAUUUUUUUUCAUUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.12G006400.7 |SMC6A structural maintenance of chromosomes 6A 15 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |UUGCUUCAAUUUUUUUUCAUUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.12G006400.5 |SMC6A structural maintenance of chromosomes 6A 15 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |UUGCUUCAAUUUUUUUUCAUUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.12G006400.8 |SMC6A structural maintenance of chromosomes 6A 15 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |UUGCUUCAAUUUUUUUUCAUUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.12G006400.2 |SMC6A structural maintenance of chromosomes 6A 15 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |UUGCUUCAAUUUUUUUUCAUUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.12G006400.6 |SMC6A structural maintenance of chromosomes 6A 1.5 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |UUGCUUCAAUUUUUUUUCAUUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.12G006400.3 |SMC6A structural maintenance of chromosomes 6A 1.5 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |UUGCUUCAAUUUUUUUUCAUUA |Cleavage
miRseq76 |Glyma.08G001100.1 (TBL16 TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 16 15 22 UUCCUGGGAUUUGCUGACGUAC |GUACAUCAGCAAAUCCUAGGAA |[Cleavage
miRseq77 |Glyma.09G046800.1 |ATSNF4,SNF4 homolog of yeast sucrose nonfermenting 4 1.5 22 AGGACGAAAAACAAAACAAACA UAUUUCUUUUGUUUUUCGUCUU |Cleavage
miRseq77 |Glyma.09G046800.4 |ATSNF4,SNF4 homolog of yeast sucrose nonfermenting 4 1.5 22 AGGACGAAAAACAAAACAAACA UAUUUCUUUUGUUUUUCGUCUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.15G019200.1 |ABCG36,ATABCG36,ATPDR8,PDR8,PEN3 ABC-2 and Plant PDR ABC-type transporter family protein 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUGUUCAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.15G019200.5 |ABCG36,ATABCG36,ATPDR8,PDR8,PEN3 ABC-2 and Plant PDR ABC-type transporter family protein 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUGUUCAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.15G019200.2 |ABCG36,ATABCG36,ATPDR8,PDR8,PEN3 ABC-2 and Plant PDR ABC-type transporter family protein 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUGUUCAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.15G019200.4 |ABCG36,ATABCG36,ATPDR8,PDR8,PEN3 ABC-2 and Plant PDR ABC-type transporter family protein 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUGUUCAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.15G019200.3 |ABCG36,ATABCG36,ATPDR8,PDR8,PEN3 ABC-2 and Plant PDR ABC-type transporter family protein 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUGUUCAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.15G019200.6 |ABCG36,ATABCG36,ATPDR8,PDR8,PEN3 ABC-2 and Plant PDR ABC-type transporter family protein 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUGUUCAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G138300.1 |[ATGRAS2,GRAS2,5CL14 SCARECROW-like 14 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUGUUCAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G184400.1 |AXS2 UDP-D-apiose/UDP-D-xylose synthase 2 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AGAUUCAGUUUUUUUUUUUUUU [Cleavage
miRseq91 |Glyma.15G226800.1 |CRK10,RLK4 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 10 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU CUUUCCAGUUUUUUUUUUCUUC |Cleavage
miRseq91 |Glyma.14G058500.1 |ESK1,TBL29 Plant protein of unknown function (DUF828) 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UGUUUCAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.06G052000.1 |[ATIRT3,IRT3 iron regulated transporter 3 15 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UCUUUUAGUUUUUUUCUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.17G241800.1 |[AtTHO5,THO5 THO complex, subunit 5 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUAUCUAGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.17G241800.2 |[AtTHO5,THO5 THO complex, subunit 5 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUAUCUAGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.07G023500.1 |[CIPK25,5nRK3.25 CBL-interacting protein kinase 25 1.5 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU CCCUUCAUUUUUUUUCUUCUUU |Cleavage
miRseql0 |Glyma.13G295200.1 |SOM Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein 2.0 22 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCUU |AAGUAGUAGCAGAGUUUCCUUA |Cleavage
miRseql0 |Glyma.04G192000.4 |REF6 relative of early flowering 6 2.0 22 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCUU |AAGCAGCAGCAAAGAUUUCCUA |Cleavage
miRseql0 |Glyma.04G192000.3 |REF6 relative of early flowering 6 2.0 22 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCUU |AAGCAGCAGCAAAGAUUUCCUA |Cleavage
miRseql0 |Glyma.04G192000.1 |REF6 relative of early flowering 6 2.0 22 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCUU |AAGCAGCAGCAAAGAUUUCCUA |Cleavage
miRseql0 |Glyma.04G192000.2 |REF6 relative of early flowering 6 2.0 22 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCUU |AAGCAGCAGCAAAGAUUUCCUA |Cleavage
miRseq100 |Glyma.07G163700.2 |REM39,VRN1 AP2/B3-like transcriptional factor family protein 2.0 21 AGUUCUGUUGUCUGCUCUUUG AAGAAAGCAGACAACAGAAUU Cleavage
miRseq100 |Glyma.01G055700.2 |ATBOR4,BOR4 HCO3- transporter family 2.0 21 AGUUCUGUUGUCUGCUCUUUG UGAAGAUCAGACAACAGAACA Cleavage
miRseq100 |Glyma.07G163700.1 |REM39,VRN1 AP2/B3-like transcriptional factor family protein 2.0 21 AGUUCUGUUGUCUGCUCUUUG AAGAAAGCAGACAACAGAAUU Cleavage
miRseq100 |Glyma.01G055700.1 |ATBOR4,BOR4 HCO3- transporter family 2.0 21 AGUUCUGUUGUCUGCUCUUUG UGAAGAUCAGACAACAGAACA Cleavage
miRseq100 |Glyma.07G163700.3 |REM39,VRN1 AP2/B3-like transcriptional factor family protein 2.0 21 AGUUCUGUUGUCUGCUCUUUG AAGAAAGCAGACAACAGAAUU Cleavage
miRseq105 |Glyma.15G074200.2 |ATUBC24,PHO2,UBC24 phosphate 2 2.0 22 CUUCGUCAUGAUUGUUUUGCCU |UGGAAAGACAAUCAUGAUGAAG |Cleavage
miRseql105 |Glyma.15G074200.3 |ATUBC24,PHO2,UBC24 phosphate 2 2.0 22 CUUCGUCAUGAUUGUUUUGCCU |UGGAAAGACAAUCAUGAUGAAG |Cleavage
miRseql105 |Glyma.13G239100.1 |ATUBC24,PHO2,UBC24 phosphate 2 2.0 22 CUUCGUCAUGAUUGUUUUGCCU |UGGAAAGACAAUCAUGAUGAAG |Cleavage
miRseql105 |Glyma.15G074200.1 |ATUBC24,PHO2,UBC24 phosphate 2 2.0 22 CUUCGUCAUGAUUGUUUUGCCU |UGGAAAGACAAUCAUGAUGAAG |Cleavage
miRseql105 |Glyma.17G031800.1 |AAE7,ACN1 acyl-activating enzyme 7 2.0 22 CUUCGUCAUGAUUGUUUUGCCU |UAUUGAAAUGAUCAUGACGAAG |Cleavage
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miRseqll |Glyma.03G220900.3 |[FCA RNA binding;abscisic acid binding 2.0 22 CGAGGACUAAAAUUUGAAUUUU [UGAAUGCAAAUUUUGGUCCUUG |Cleavage
miRseqll |Glyma.03G220900.5 |[FCA RNA binding;abscisic acid binding 2.0 22 CGAGGACUAAAAUUUGAAUUUU [UGAAUGCAAAUUUUGGUCCUUG |Cleavage
miRseqll |Glyma.03G220900.4 |[FCA RNA binding;abscisic acid binding 2.0 22 CGAGGACUAAAAUUUGAAUUUU [UGAAUGCAAAUUUUGGUCCUUG |Cleavage
miRseqll |Glyma.03G220900.1 |[FCA RNA binding;abscisic acid binding 2.0 22 CGAGGACUAAAAUUUGAAUUUU [UGAAUGCAAAUUUUGGUCCUUG |Cleavage
miRseqll |Glyma.03G220900.2 |[FCA RNA binding;abscisic acid binding 2.0 22 CGAGGACUAAAAUUUGAAUUUU [UGAAUGCAAAUUUUGGUCCUUG |Cleavage
miRseqll |Glyma.03G220900.6 |[FCA RNA binding;abscisic acid binding 2.0 22 CGAGGACUAAAAUUUGAAUUUU [UGAAUGCAAAUUUUGGUCCUUG |Cleavage
miRseq113 |Glyma.08G065100.2 [HSC70-5,MTHSC70-2 mitochondrial HSO70 2 2.0 21 AAUUGGAAAAAGUGAGGCACG CUUGUUUCACUUUUUCCAAUC  |Cleavage
miRseq113 |Glyma.08G065100.1 [HSC70-5,MTHSC70-2 mitochondrial HSO70 2 2.0 21 AAUUGGAAAAAGUGAGGCACG CUUGUUUCACUUUUUCCAAUC  |Cleavage
miRseql114 |Glyma.19G061600.2 |(AtMYB24,MYB24 myb domain protein 24 2.0 21 AUAUUUCUUGGUAGCUGGGCC CACCCAGUUAUCAAGGAAUGU Cleavage
miRseql14 |Glyma.19G061600.1 |AtMYB24,MYB24 myb domain protein 24 2.0 21 AUAUUUCUUGGUAGCUGGGCC CACCCAGUUAUCAAGGAAUGU Cleavage
miRseql14 |Glyma.13G305000.1 |ATXR3,SDG2 SET domain protein 2 2.0 21 AUAUUUCUUGGUAGCUGGGCC CCUCCAGUUACUAGGAAAUAU Cleavage
miRseql16 |Glyma.17G022300.3 |CHR3,SYD P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein 2.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU GAGGGAUGUUCUUGUUCUUCG |Cleavage
miRseql16 |Glyma.17G022300.2 |CHR3,SYD P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein 2.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU GAGGGAUGUUCUUGUUCUUCG |Cleavage
miRseql16 |Glyma.17G022300.1 |CHR3,SYD P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein 2.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU GAGGGAUGUUCUUGUUCUUCG |Cleavage
miRseql16 |Glyma.07G252100.1 |CHR3,SYD P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein 2.0 21 UGAAGAACGAGAACAGCCCCU GAGGGAUGUUCUUGUUCUUCG |Cleavage
miRseql17 |Glyma.15G246500.1 |EMB3012 embryo defective 3012 2.0 21 AGAGGACCGAUGUAGAAUGAU UGCAUUCUACAUCGGUUCUAU Cleavage
miRseql17 |Glyma.20G074700.1 |[ATZW10 centromere/kinetochore protein, putative (ZW10) 2.0 21 AGAGGACCGAUGUAGAAUGAU AGCAUUCUACAUUGGUCGUCU Cleavage
miRseql119 |Glyma.06G213300.2 |AGO10,PNH,ZLL Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase 2.0 21 AUUCCAUCUGAGUAGAUCUGC UAAGGCCUACUCAGAUGGGAU Cleavage
miRseql119 |Glyma.06G213300.4 |AGO10,PNH,ZLL Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase 2.0 21 AUUCCAUCUGAGUAGAUCUGC UAAGGCCUACUCAGAUGGGAU Cleavage
miRseql119 |Glyma.06G213300.3 |AGO10,PNH,ZLL Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase 2.0 21 AUUCCAUCUGAGUAGAUCUGC UAAGGCCUACUCAGAUGGGAU Cleavage
miRseql119 |Glyma.04G150900.1 |AGO10,PNH,ZLL Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase 2.0 21 AUUCCAUCUGAGUAGAUCUGC UAAGGCCUACUCAGAUGGGAU Cleavage
miRseq119 |Glyma.06G213300.1 |AGO10,PNH,ZLL Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase 2.0 21 AUUCCAUCUGAGUAGAUCUGC UAAGGCCUACUCAGAUGGGAU Cleavage
miRseq122 |Glyma.18G219300.2 |CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 2.0 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC CGACUUAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseq122 |Glyma.18G219300.1 |CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 2.0 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC CGACUUAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseq122 |Glyma.18G219800.2 |CRK23 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 23 2.0 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC CGACUUAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseq122 |Glyma.18G219200.1 |CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 2.0 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC AGACUUAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseql122 |Glyma.18G219800.1 |CRK23 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 23 2.0 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC CGACUUAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseql122 |Glyma.20G137400.1 |CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 2.0 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC CGACUUAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseql122 |Glyma.18G294400.2 |CRK5,RLK6 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 5 2.0 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC ACACUUAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseql122 |Glyma.18G294400.1 |CRK5,RLK6 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 5 2.0 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC ACACUUAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseql122 |Glyma.18G294400.3 |CRK5,RLK6 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 5 2.0 21 ACGAUGUAUAACUUUGGCUCC ACACUUAAAGUUAUACAUCGU Cleavage
miRseql127 |Glyma.11G195900.1 |CH-CPN60A,CPN60A,SLP chaperonin-60alpha 2.0 22 ACGGAUUGAGGCGAGAAAUGGC |GGUAUAUCUCGCCUCAAUUUGU [Cleavage
miRseql127 |Glyma.11G195900.3 |CH-CPN60A,CPN60A,SLP chaperonin-60alpha 2.0 22 ACGGAUUGAGGCGAGAAAUGGC |GGUAUAUCUCGCCUCAAUUUGU [Cleavage
miRseql127 |Glyma.12G078100.1 |CH-CPN60A,CPN60A,SLP chaperonin-60alpha 2.0 22 ACGGAUUGAGGCGAGAAAUGGC |GGUAUAUCUCGCCUCAAUUUGU [Cleavage
miRseq127 |Glyma.11G195900.2 |CH-CPN60A,CPN60A,SLP chaperonin-60alpha 2.0 22 ACGGAUUGAGGCGAGAAAUGGC |GGUAUAUCUCGCCUCAAUUUGU [Cleavage
miRseq132 |Glyma.17G226300.1 |ATXI-1,XI-15,XI-I myosin, putative 2.0 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG GGGGCUCUGCUUCUCCAUUUU |Cleavage
miRseq132 |Glyma.11G174100.1 |FADS8 fatty acid desaturase 8 2.0 21 AAGAUGGAGAAGCAGGGCACG CUUUCUCUGCUUCUCUAUCUU  |Cleavage
miRseq136 |Glyma.16G025300.1 [ATCNGC1,CNGC1 cyclic nucleotide gated channel 1 2.0 22 UUUUUAUACACUGUUGAUGGCU |CAGCAACAGCAGUGUGUAAAAA [Cleavage
miRseq137 |Glyma.10G203500.1 |CYP76C1 cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 1 2.0 22 UAUGUUGGUAGGAAAAACUCUG |UAGAGUUGUUCCUAUUAACAUA |Cleavage
miRseq137 |Glyma.20G223800.1 [NDL1 N-MYC downregulated-like 1 2.0 22 UAUGUUGGUAGGAAAAACUCUG |GGGUGUUUUUCCUACCAAUGUA [Cleavage
miRseq137 |Glyma.20G223800.2 [NDL1 N-MYC downregulated-like 1 2.0 22 UAUGUUGGUAGGAAAAACUCUG |GGGUGUUUUUCCUACCAAUGUA [Cleavage
miRseql4 |Glyma.18G219300.2 |[CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 2.0 21 CGAUGUAUAACUUUGGCUCCA UCGACUUAAAGUUAUACAUCG Cleavage
miRseql4 |Glyma.18G219300.1 |CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 2.0 21 CGAUGUAUAACUUUGGCUCCA UCGACUUAAAGUUAUACAUCG Cleavage
miRseql4 |Glyma.18G219800.2 |CRK23 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 23 2.0 21 CGAUGUAUAACUUUGGCUCCA UCGACUUAAAGUUAUACAUCG Cleavage
miRseql4 |Glyma.18G219200.1 |CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 2.0 21 CGAUGUAUAACUUUGGCUCCA UAGACUUAAAGUUAUACAUCG Cleavage
miRseql4 |Glyma.18G219800.1 |CRK23 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 23 2.0 21 CGAUGUAUAACUUUGGCUCCA UCGACUUAAAGUUAUACAUCG Cleavage
miRseql4 |Glyma.20G137400.1 |CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 2.0 21 CGAUGUAUAACUUUGGCUCCA UCGACUUAAAGUUAUACAUCG Cleavage
miRseql5 |Glyma.16G165800.1 |LHB1B1,LHCB1.4 light-harvesting chlorophyll-protein complex Il subunit B1 2.0 21 AGAGAUGUAUGGAGUGAGAGA UGUCUCACUUCAUACAUCUAU Cleavage
miRseq152 |Glyma.16G021200.1 |CYP78A6 cytochrome P450, family 78, subfamily A, polypeptide 6 2.0 22 AGUGAUGGCCACGCGGGCUCUC |GUGGGCCCGCUUGGCCAUCACU |Cleavage
miRseq154 |Glyma.16G033700.2 |UGT73B4 UDP-glycosyltransferase 73B4 2.0 21 CGAGAUCCGCGAGGCUGUUGC UAAACAGCUUCGCCGAUCUCG Cleavage
miRseq154 |Glyma.16G033700.1 |UGT73B4 UDP-glycosyltransferase 73B4 2.0 21 CGAGAUCCGCGAGGCUGUUGC UAAACAGCUUCGCCGAUCUCG Cleavage
miRseql69 |Glyma.19G131000.1 |(BOP2 Ankyrin repeat family protein / BTB/POZ domain-containing protein 2.0 22 CGAGGAGGACUUGAUUUUGAUG |UGGCAAAAUCAGGUCUUCCUCC |Cleavage
miRseql69 |Glyma.06G086600.1 |ATHB-8,ATHB8,HB-8 homeobox gene 8 2.0 22 CGAGGAGGACUUGAUUUUGAUG |GUCCAAAACCAAGUUCUCUUCG |Cleavage
miRseql74 |Glyma.03G007500.1 |AtMYB117,LOF1,MYB117 myb domain protein 117 2.0 21 ACACGACUAGGGUGCUCUGGU GAGGGAGCACUCUAGUCGUGU  |Cleavage
miRseql79 |Glyma.13G372700.1 |MEDS8 mediator subunit 8 2.0 22 CGGAGGAUUUGUUGGUUGAUGC |CUAUCAACCAACAAAUCCGUCG Cleavage
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miRseql179 |Glyma.07G130700.1 |ATPRK2A,PRK2A Leucine-rich repeat protein kinase family protein 2.0 22 CGGAGGAUUUGUUGGUUGAUGC |CUUUCAAACAACAAGUUCUCCG |Cleavage
miRseq180 |Glyma.11G077300.2 |CPK28 calcium-dependent protein kinase 28 2.0 22 GGUCAAAGGAGAUUUGUUGGGC |AUUCAAAAAGUCUCUUUUGACC |Cleavage
miRseq180 |Glyma.11G077300.1 |CPK28 calcium-dependent protein kinase 28 2.0 22 GGUCAAAGGAGAUUUGUUGGGC |AUUCAAAAAGUCUCUUUUGACC |Cleavage
miRseq185 |Glyma.06G044300.1 |[APUM7,PUM7 pumilio 7 2.0 22 UAUUUGGAUUGUGGAGUGGGUG |GAGUUGCUCCACAAUCCAAAUG (Cleavage
miRseql9 |Glyma.07G036200.1 [ATHAP2C,HAP2C,NF-YA3 nuclear factor Y, subunit A3 2.0 22 AUGAGAAGCAAAGUUAUGGGUG |UGCCUAUAACUUUGUUUCUUGU [Cleavage
miRseql9 |Glyma.07G036200.12 [ATHAP2C,HAP2C,NF-YA3 nuclear factor Y, subunit A3 2.0 22 AUGAGAAGCAAAGUUAUGGGUG |UGCCUAUAACUUUGUUUCUUGU [Cleavage
miRseq190 |Glyma.03G201200.1 |ATNHL10,NHL10,YLS9 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family 2.0 22 AUCAUGUUGUUGUGAAGGGGUC |ACACCCUUCACUACAACAUGGU |Translation
miRseq190 |Glyma.03G201100.1 |ATNHL10,NHL10,YLS9 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family 2.0 22 AUCAUGUUGUUGUGAAGGGGUC |ACACCCUUCACUACAACAUGGU |Translation
miRseq190 |Glyma.03G201500.1 |ATNHL10,NHL10,YLS9 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family 2.0 22 AUCAUGUUGUUGUGAAGGGGUC |ACACCCUUCACUACAACAUGGU |Translation
miRseql196 |Glyma.09G242000.1 |CAT9 cationic amino acid transporter 9 2.0 21 CCGAGGUUGAAUGUGGAGAUC GGUCUCUACGUUCAGUCUCGG Cleavage
miRseq196 |Glyma.08G178400.2 |ATMBD8,MBD8 methyl-CPG-binding domain 8 2.0 21 CCGAGGUUGAAUGUGGAGAUC UCUCUCCACAUUCGACCUCCG Cleavage
miRseql196 |Glyma.08G178400.1 |ATMBD8,MBD8 methyl-CPG-binding domain 8 2.0 21 CCGAGGUUGAAUGUGGAGAUC UCUCUCCACAUUCGACCUCCG Cleavage
miRseq2 |Glyma.15G029200.1 |[ETFQO electron-transfer flavoprotein:ubiquinone oxidoreductase 2.0 22 CAUGUUGUUGUGAAGGGGUCAU |CCAAUCCCUUCACAGCAACAUU Cleavage
miRseq2 |Glyma.03G236600.1 |(MGP C2H2 and C2HC zinc fingers superfamily protein 2.0 22 CAUGUUGUUGUGAAGGGGUCAU |AAAACCCUUUAACAACAACAUG Cleavage
miRseq205 |Glyma.02G272800.1 |(ATBPM4,BPM4 BTB-POZ and MATH domain 4 2.0 21 AUUUUGCGAAUUUGAGGGACU AAUUCCUCAGAUUCGCAAAAA Cleavage
miRseq21 |Glyma.03G066100.1 |RPL10C,SAG24 senescence associated gene 24 2.0 22 UAAGUCGGACCGAGCAUUUUCU |ACAAAAUGCUAGGUCUGACUUA [Cleavage
miRseq210 |Glyma.15G025500.1 |ATMYB26,MS35,MYB26 myb domain protein 26 2.0 22 UGGCGGAAGAAGAAUCUGGACU |AUUCCAUAUUCUUCUUCUGCUA [Cleavage
miRseq212 |Glyma.11G061300.1 |MSP-1,0E33,0EE1,0EE33,PSBO-1,PSBO1 PS Il oxygen-evolving complex 1 2.0 22 UAGAGGAUCAAAAGGUUUGGCU |AAUUAAAUUUUUUGGUCCUCUA [Cleavage
miRseq226 |Glyma.13G295200.1 [SOM Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein 2.0 21 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCU AGUAGUAGCAGAGUUUCCUUA |Cleavage
miRseq226 |Glyma.04G192000.4 |(REF6 relative of early flowering 6 2.0 21 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCU AGCAGCAGCAAAGAUUUCCUA Cleavage
miRseq226 |Glyma.04G192000.3 |REF6 relative of early flowering 6 2.0 21 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCU AGCAGCAGCAAAGAUUUCCUA Cleavage
miRseq226 |Glyma.04G192000.1 |REF6 relative of early flowering 6 2.0 21 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCU AGCAGCAGCAAAGAUUUCCUA Cleavage
miRseq226 |Glyma.04G192000.2 |REF6 relative of early flowering 6 2.0 21 UAGGGAAACUUUGCUGCUGCU AGCAGCAGCAAAGAUUUCCUA Cleavage
miRseq28 |Glyma.08G286700.1 |[BETA CA2,CA18,CA2 carbonic anhydrase 2 2.0 22 AGGGAAUUCUGAUGUGUAUGGA |AGCAAACACAUUAGAAUUCUCU |Cleavage
miRseq28 |Glyma.16G042900.1 |ANACO087 Arabidopsis NAC domain containing protein 87 2.0 22 AGGGAAUUCUGAUGUGUAUGGA |UGUAUACAAAUCAGAAUUUUCU |Cleavage
miRseq34 |Glyma.11G087200.1 |ATIRE1-2,IRE1-2,IRE1A Endoribonuclease/protein kinase IRE1-like 2.0 22 AUAAGGGGAAGAUUGAGGCGCU |CGUGUUUCAAUCUUUCUCUUAU |Cleavage
miRseq34 |Glyma.09G105000.1 |PP2A-4 protein phosphatase 2A-4 2.0 22 AUAAGGGGAAGAUUGAGGCGCU |AGGGUUUCGAUUUUCCCCUUAU [Cleavage
miRseq34 |Glyma.09G105000.2 |PP2A-4 protein phosphatase 2A-4 2.0 22 AUAAGGGGAAGAUUGAGGCGCU |AGGGUUUCGAUUUUCCCCUUAU [Cleavage
miRseq37 |Glyma.19G203700.1 |UBP13 ubiquitin-specific protease 13 2.0 21 CACGUGCUCUCCUUUUCCAGC UUUGAAAGAGGAGAGUACGUG [Cleavage
miRseg41l |Glyma.12G234200.3 |ATTPS1,TPS1 trehalose-6-phosphate synthase 2.0 21 CCUCCACAAGCUCCACCAcCCU AUGUGGUGGAGUUUGUGGAUG |Cleavage
miRseq44 |Glyma.10G210500.1 |GATA9 GATA transcription factor 9 2.0 21 CAAACAUGAGAAAUAGCGGCC UGCCAAUAUUUCUCAUGUUUG [Cleavage
miRseq47 |Glyma.07G147700.1 |AtTLP1,TLP1 tubby like protein 1 2.0 22 UCAGUCAAUGUGUUGUCGCGCU |AGCGCGACACCACAUUGAUUGA [Cleavage
miRseq48 |Glyma.06G242100.1 |SPA3 SPAl-related 3 2.0 21 AGAGGUGUAUGGAGUGAGAGA UUUCUCUCUCCAUAUAUCUCU Cleavage
miRseq48 |Glyma.06G242100.3 |SPA3 SPAl-related 3 2.0 21 AGAGGUGUAUGGAGUGAGAGA UUUCUCUCUCCAUAUAUCUCU Cleavage
miRseq51 |Glyma.03G013500.1 |ATROPGEF3,ROPGEF3 RHO guanyl-nucleotide exchange factor 3 2.0 21 AAGGGUUGCUAACAGAGUUUA AAUGCUUUGUUAGCAACCCUU Cleavage
miRseq54 |Glyma.13G110300.4 |ORG4 OBP3-responsive gene 4 2.0 21 AUUUUCACACAUCCCCACCGU GGUGUGGGGGUGUGUGGAAAU |Cleavage
miRseq54 |Glyma.13G110300.3 |ORG4 OBP3-responsive gene 4 2.0 21 AUUUUCACACAUCCCCACCGU GGUGUGGGGGUGUGUGGAAAU |Cleavage
miRseq54 |Glyma.13G110300.2 |ORG4 OBP3-responsive gene 4 2.0 21 AUUUUCACACAUCCCCACCGU GGUGUGGGGGUGUGUGGAAAU |Cleavage
miRseq54 |Glyma.13G110300.1 |ORG4 OBP3-responsive gene 4 2.0 21 AUUUUCACACAUCCCCACCGU GGUGUGGGGGUGUGUGGAAAU |Cleavage
miRseq57 |Glyma.01G068200.1 |ATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1 2.0 22 UUUGGGGGAGGAUGGUGCGUGG [GCUCUCACCAUCCUCCUCCAAG Cleavage
miRseq57 |Glyma.01G068200.2 |ATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1 2.0 22 UUUGGGGGAGGAUGGUGCGUGG [GCUCUCACCAUCCUCCUCCAAG Cleavage
miRseq58 |Glyma.13G025500.1 [ATWEE1,WEE1 WEE1 kinase homolog 2.0 22 UUGGAUUUUUGAUUCUGGUGCC |AGAACCAGAAUCAGGAAUUCAG [Cleavage
miRseq58 |Glyma.05G101700.1 |ATNRAMP3,NRAMP3 natural resistance-associated macrophage protein 3 2.0 22 UUGGAUUUUUGAUUCUGGUGCC [CCAACCAGAAUCCAGAAUCCAA Translation
miRseq59 |Glyma.05G051500.2 (SDD1 Subtilase family protein 2.0 22 UUGAUUGUUCUAUCUGCACUUC |UCAUUGCAGGUAGAACAAUUAA [Cleavage
miRseq59 |Glyma.05G051500.1 (SDD1 Subtilase family protein 2.0 22 UUGAUUGUUCUAUCUGCACUUC |UCAUUGCAGGUAGAACAAUUAA [Cleavage
miRseq60 |Glyma.08G032900.1 |[AtHsp90.2,ERD8,HSP81-2,HSP90.2 heat shock protein 81-2 2.0 22 UUCUGUGAAUUCCUUGGACAAA |UGGGACCAAGGAAUUCAUGGAA [Cleavage
miRseg60 |Glyma.08G032900.3 |AtHsp90.2,ERD8,HSP81-2,HSP90.2 heat shock protein 81-2 2.0 22 UUCUGUGAAUUCCUUGGACAAA |UGGGACCAAGGAAUUCAUGGAA |Cleavage
miRseg60 |Glyma.08G032900.4 |AtHsp90.2,ERD8,HSP81-2,HSP90.2 heat shock protein 81-2 2.0 22 UUCUGUGAAUUCCUUGGACAAA |UGGGACCAAGGAAUUCAUGGAA |Cleavage
miRseq60 |Glyma.02G302500.1 |[AtHsp90.4,Hsp81.4 HEAT SHOCK PROTEIN 81.4 2.0 22 UUCUGUGAAUUCCUUGGACAAA |UGGGACCAAGGAAUUCAUGGAA [Cleavage
miRseg60 |Glyma.08G032900.2 |AtHsp90.2,ERD8,HSP81-2,HSP90.2 heat shock protein 81-2 2.0 22 UUCUGUGAAUUCCUUGGACAAA |UGGGACCAAGGAAUUCAUGGAA |Cleavage
miRseq60 |Glyma.14G011600.1 |[AtHsp90.4,Hsp81.4 HEAT SHOCK PROTEIN 81.4 2.0 22 UUCUGUGAAUUCCUUGGACAAA |UGGGACCAAGGAAUUCAUGGAA (Cleavage
miRseq62 |Glyma.03G253300.2 |[U1A spliceosomal protein U1A 2.0 22 UCAUCGAGAUGGGAGCAUGGCU |UGUCAUGCUUUUGUCUCGAUGA |Cleavage
miRseq62 |Glyma.03G253300.1 |[U1A spliceosomal protein U1A 2.0 22 UCAUCGAGAUGGGAGCAUGGCU |UGUCAUGCUUUUGUCUCGAUGA |Cleavage
miRseq64 |Glyma.02G190600.4 |EMB2776,LIS WD-40 repeat family protein / small nuclear ribonucleoprotein Prp4p-related 2.0 22 GAAUUGCAUUCUCUCAAAGGGC UAUUUUUGAGGGGAUGCAAUUU |Cleavage
miRseq64 |Glyma.02G190600.3 |EMB2776,LIS WD-40 repeat family protein / small nuclear ribonucleoprotein Prp4p-related 2.0 22 GAAUUGCAUUCUCUCAAAGGGC UAUUUUUGAGGGGAUGCAAUUU |Cleavage
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miRseq64 |Glyma.02G190600.2 |EMB2776,LIS WD-40 repeat family protein / small nuclear ribonucleoprotein Prp4p-related 2.0 22 GAAUUGCAUUCUCUCAAAGGGC |UAUUUUUGAGGGGAUGCAAUUU |Cleavage
miRseq64 |Glyma.02G190600.1 |EMB2776,LIS WD-40 repeat family protein / small nuclear ribonucleoprotein Prp4p-related 2.0 22 GAAUUGCAUUCUCUCAAAGGGC |UAUUUUUGAGGGGAUGCAAUUU |Cleavage
miRseq68 |Glyma.19G071300.2 |GHS1 Ribosomal protein S21 family protein 2.0 22 AGGACUAAAAGUAAAAAGCACU UUUUUUUUUUAUUUUUAGUCCU |Cleavage
miRseq68 |Glyma.19G071300.1 |GHS1 Ribosomal protein S21 family protein 2.0 22 AGGACUAAAAGUAAAAAGCACU UUUUUUUUUUAUUUUUAGUCCU |Cleavage
miRseq68 |Glyma.16G204600.1 |ENO2,LOS2 Enolase 2.0 22 AGGACUAAAAGUAAAAAGCACU CUGGCUUUUUAGUUUUAGUUCU |Translation
miRseq68 |Glyma.16G204600.2 |ENO2,LOS2 Enolase 2.0 22 AGGACUAAAAGUAAAAAGCACU CUGGCUUUUUAGUUUUAGUUCU |Translation
miRseq70 |Glyma.02G240500.1 |anac028,NAC028 NAC domain containing protein 28 2.0 22 UAUGGAUCCUGCAAACUUGGUA |AUUCAGGCUUGCAGGAUUCAUA |Cleavage
miRseq74 |Glyma.10G290900.2 |[ATHEX2,HEXO1 beta-hexosaminidase 1 2.0 22 UAAUGGAAAAAAGUUGAGGGAC |AUUCCUCAAUUUUUUUCCCUUA (Cleavage
miRseq77 |Glyma.13G151900.1 |HRD Integrase-type DNA-binding superfamily protein 2.0 22 AGGACGAAAAACAAAACAAACA UUUUUGUUUUGUUUUUUGUUCC|Cleavage
miRseq77 |Glyma.14G090800.1 |emb1273 embryo defective 1273 2.0 22 AGGACGAAAAACAAAACAAACA CUCUUGUUUUGUUUUUCAUCUU |Cleavage
miRseq79 |Glyma.13G294100.1 |[HSL1 HAESA-like 1 2.0 22 UUUGGCUUGGAGGAUGAACCCU |CCUCUUCCUCCUCCAAGCCAAA Cleavage
miRseq87 |Glyma.18G195200.4 |AtRLP13,RLP13 receptor like protein 13 2.0 21 CCUGGGCUGGAGAUUUGGUCG UCACCAAAUCUCCAUCUCAGG Cleavage
miRseq87 |Glyma.18G195200.5 |AtRLP13,RLP13 receptor like protein 13 2.0 21 CCUGGGCUGGAGAUUUGGUCG UCACCAAAUCUCCAUCUCAGG Cleavage
miRseq87 |Glyma.18G195200.2 |AtRLP13,RLP13 receptor like protein 13 2.0 21 CCUGGGCUGGAGAUUUGGUCG UCACCAAAUCUCCAUCUCAGG Cleavage
miRseq87 |Glyma.18G195200.3 |AtRLP13,RLP13 receptor like protein 13 2.0 21 CCUGGGCUGGAGAUUUGGUCG UCACCAAAUCUCCAUCUCAGG Cleavage
miRseq89 |Glyma.04G087000.2 |[PTAC6 plastid transcriptionally active 6 2.0 21 UCUCUCUGAAAUCUUCGACCU AUGUCUACGAUUUCAGAGAGA |Cleavage
miRseq89 |Glyma.04G087000.1 |[PTAC6 plastid transcriptionally active 6 2.0 21 UCUCUCUGAAAUCUUCGACCU AUGUCUACGAUUUCAGAGAGA |Cleavage
miRseq91 |Glyma.03G128600.1 |BOP2 Ankyrin repeat family protein / BTB/POZ domain-containing protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU CGGUUCAAUUUUUUUUUUCUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.08G230600.1 |ATRD22,RD22 BURP domain-containing protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AUGUUUAGUUUUUUUUUUUUUUCleavage
miRseq91 |Glyma.01G157500.1 |ATMLOS8,MLO8 Seven transmembrane MLO family protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UAGUCUAGUCUUUUUCUUCUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.07G128000.1 |ACS7,ATACS7 1-amino-cyclopropane-1-carboxylate synthase 7 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GCGUUUAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.03G168800.1 |VIP5 plus-3 domain-containing protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GGCUUUGGUUUUUUUCUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.10G062600.1 |UGT73D1 UDP-glucosyl transferase 73D1 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU ACGAUUAGUUUUUUUCUUCUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.13G281700.1 (KIS, TFCA tubulin folding cofactor A (KIESEL) 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AAGUGCAGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.05G115000.2 |ATGB2,ATRAB2C,ATRABB1B,GB2 GTP-binding 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AGUGCCAGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.05G115000.1 |[ATGB2,ATRAB2C,ATRABB1B,GB2 GTP-binding 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AGUGCCAGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.13G281700.2 (KIS, TFCA tubulin folding cofactor A (KIESEL) 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU AAGUGCAGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G136700.1 [APUM2,PUM2 pumilio 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GAGGGCAGUUUUUUUCUUCUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.18G280500.1 |[LINC1 little nucleil 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UUCUCUAGUUUUUUUUUUCUUG |Cleavage
miRseq91 |Glyma.18G280500.2 |[LINC1 little nucleil 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UUCUCUAGUUUUUUUUUUCUUG |Cleavage
miRseq91 |Glyma.18G280500.3 |[LINC1 little nucleil 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UUCUCUAGUUUUUUUUUUCUUG |Cleavage
miRseq91 |Glyma.06G318400.1 |ATTPPA Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UGUUCUGGUUUUUUUUUUUUUU Cleavage
miRseq91 |Glyma.06G318400.6 |ATTPPA Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UGUUCUGGUUUUUUUUUUUUUU Cleavage
miRseq91 |Glyma.06G318400.3 |ATTPPA Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UGUUCUGGUUUUUUUUUUUUUU Cleavage
miRseq91 |Glyma.06G318400.4 |[ATTPPA Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UGUUCUGGUUUUUUUUUUUUUU Cleavage
miRseq91 |Glyma.14G210700.1 |AtUGP2,UGP2 UDP-glucose pyrophosphorylase 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU CGCGCCAGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.06G318400.2 |[ATTPPA Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UGUUCUGGUUUUUUUUUUUUUU Cleavage
miRseq91 |Glyma.06G318400.5 |[ATTPPA Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UGUUCUGGUUUUUUUUUUUUUU Cleavage
miRseq91 |Glyma.19G006400.1 |ARFAL1F,ATARFA1F ADP-ribosylation factor A1F 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UGUUCCAGUUUUUAUUUUCUUU (Cleavage
miRseq91 |Glyma.15G190200.1 |SPL12 squamosa promoter-binding protein-like 12 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU UUUUCUGGUUUUUUUUUUUUUU Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G251500.1 |SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GCCUCUGGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G251500.8 |SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GCCUCUGGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G251500.5 |SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GCCUCUGGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G251500.11 |SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GCCUCUGGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G251500.9 |SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GCCUCUGGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G251500.6 |SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GCCUCUGGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.11G251500.16 |SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GCCUCUGGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq91 |Glyma.19G196500.1 |emb2735 embryo defective 2735 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU ACCUUUAGUUUUUUUUUUUUUU [Cleavage
miRseq91 |Glyma.15G171000.1 |EDA39 calmodulin-binding family protein 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU GUCUUUAGUUUUUUUUUUUUUU|Cleavage
miRseq91 |Glyma.04G116500.4 |AKR2B ankyrin repeat-containing 2B 2.0 22 AAAGAAGAAAAAAACUGGACCU CCUUUUAGUUUUUUUUUUUUUU |Cleavage
miRseq92 |Glyma.15G025700.1 |ATPP7,PP7 serine/threonine phosphatase 7 2.0 21 CUAUGUGAGCCGUCAAGACCC AGGUCUUGAUGGCUCACAGAG |[Cleavage
miRseq92 |Glyma.18G128400.1 |ATGSTU17,ERD9,GST30,GST30B Glutathione S-transferase family protein 2.0 21 CUAUGUGAGCCGUCAAGACCC UUGUGUUGAUGGCUCGCAUAG |Cleavage
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