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RESUMEN PALABRAS
CLAVE/os microRNAs (miRNAs) son RNAs pequexos no codificantes de 20-24 nucleótidos que 

reJulan la e[presión Jpnica mediante silenciamiento� /a identificación de novo de miRNAs 
se basa en las particularidades de su biogénesis. A grandes rasgos, los criterios conside-
rados son: la identificación de un transcrito que se plieJa en una estructura secundaria de 
tallo-asa, así como las secuencias del miRNA \ del miRNA
 encontradas en los resultados 
de secuenciación de RNAs pequeños. Estas secuencias deben ser casi perfectamente com-
plementarias, mapearse sobre el tallo de dicha estructura secundaria con un desfase de 2 
nucleótidos \ representar la ma\oría de las lecturas que se mapean soEre la estructura de 
tallo-asa� Este artículo presenta inIormación soEre la Ease de datos de miRNAs, miRBase, 
miRNAs conservados \ linaMe-específicos, Kaciendo Kincapip en los miRNAs de plantas� 
6e descriEen los procedimientos de identificación de novo de miRNAs por predicción de 
la estructura de tallo-asa� 3ara esto se utili]an datos de secuenciación masiva de RNAs 
pequexos \ de Jenoma o transcriptoma� 6e descriEen tamEipn los mptodos de predicción 
\ validación de transcritos-Elancos de miRNA�
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0icroRNAs (miRNAs) are small non-codinJ RNAs 20 to 24 nucleotides lonJ tKat silence 
Jene e[pression post-transcriptionall\� De novo identification oI miRNAs is Eased on 
Ieatures oI its EioJenesis� ,n Jeneral, tKe criteria considered are tKe identification oI 
a transcript tKat Iolds into a stem-loop secondar\ structure, as Zell as tKe miRNA and 
miRNA
 sequences resultinJ Irom small RNA-sequencinJ� 7Kese sequences sKould possess 
nearl\ perIect complementarit\, map onto tKe stem part oI tKe secondar\ structure ZitK 
a displacement oI 2 nucleotides and represent most oI tKe reads mapped onto tKe stem-
loop structure� ,n tKis article, tKe miRBase dataEase, tKe conserved and lineaJe-specific 
miRNA ZitK an empKasis on plant miRNAs, and tKe procedures oI de novo identification oI 
miRNAs Eased on prediction oI tKe stem-loop structure are descriEed� 7Kese EioinIormatic 
metKods emplo\ data oEtained E\ ne[t Jeneration sequencinJ tecKniques, tKat is, small 
RNA-seq, coupled ZitK RNA-seq Ior de novo transcriptome assemEl\, or availaEle Jenome 
sequences� 7Ke metKods oI EioinIormatic prediction and e[perimental validation oI miRNA 
targets are also described. 

KEY WORDS
miRNA, 
small RNAs, 
stem-loop 
secondar\ 
structure, 
plants, 
next 
generation 
sequencing

ABSTRACT


ReciEido: 6 Mulio de 2020    Aceptado: 12 de octuEre de 2020

INTRODUCCIÓN 

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de 
cadena sencilla de RNA entre 20 \ 24 nucleóti-
dos (nt) de longitud, frecuentemente de 21 nt, 
las cuales mediante silenciamiento modulan la 
expresión génica a nivel postranscripcional o 
traduccional. Estas moléculas están presentes 
en todos los órJanos \ teMidos de plantas \ 
animales� /os miRNA son reJuladores mu\ 
importantes del desarrollo de organismos mul-
ticelulares; en plantas su función también es 

necesaria para la regulación de la plasticidad 
fenotípica, la interacción con organismos sim-
Eióticos \ la respuesta a diIerentes tipos de 
estrps Eiótico \ aEiótico (1, 2, 3)�
 Existen varios tipos de RNAs pequeños de 
entre 20 \ 30 nt de lonJitud que participan 
en la regulación de la expresión génica. Entre 
los más abundantes se encuentran los miRNAs 
\ siRNAs (del inJlps ³small interIerinJ RNA´: 
RNAs pequeños de interferencia). Podemos 
distinguir estos dos grupos de acuerdo con un 
detalle particular de su biogénesis: mientras 
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que un miRNA deriva de una molécula de RNA 
de una sola cadena con una estructura secun-
daria particular, un siRNA deriva de molécula 
de RNA de doEle cadena (4)� 
 En este artículo se describirán los proce-
dimientos que se tienen que utili]ar para la 
adecuada identificación de miRNAs, utili]ando 
datos de secuenciación de RNAs pequexos \ 
genoma o transcriptoma ensamblado de novo. 
Dichos procedimientos se basan en la forma-
ción de una estructura secundaria de tallo-asa 
por la molécula de RNA que originará a un 
miRNA. Esta metodología puede aplicarse a 
especies vegetales no modelo, que no cuentan 
con genoma secuenciado.

Biogénesis y modo de acción de los miRNAs
Un miRNA se origina a partir de un gen MIR que 
se transcribe por la RNA polimerasa II, dando 
luJar a un transcrito primario (pri-miRNA)� 
Generalmente, los genes MIR de plantas se 
encuentran entre otros genes (a veces se dice 
que se encuentran en regiones intergénicas), 
pero también pueden ser parte de intrones 
e incluso exones de otros genes (5), en este 
caso se les denomina como intragénicos. A su 
ve], los transcritos primarios pueden tener 
intrones, los cuales se eliminan por el proceso 
de ³splicinJ ,́ o empalme� Ademis, de manera 
similar a otros transcritos de RNA polimerasa 
,,, se modifican por adición del cap \ la cola 
de poliadenina� Como \a se mencionó, los pri-
miRNAs son transcritos de cadena sencilla, 
pero adquieren una estructura secundaria de 
tallo-asa, tamEipn llamada tallo-Eucle ()iJ� 
1a). Estas secuencias forman doble cadena 
correspondiente al tallo de dicha estructura. 
Este seJmento de doEle cadena inclu\e tanto 
la secuencia del miRNA maduro como una 
secuencia cuasi complementaria denominada 
miRNA estrella (miRNA
), representadas en 
a]ul \ verde, respectivamente, en la fiJura 1a� 
'e manera canónica, el pri-miRNA se procesa 
(es decir, es cortado) en dos pasos. En plantas, a 
diIerencia de animales, amEos pasos se reali]an 
en el n~cleo por una sola en]ima RNAsa tipo  ,,, 
de la Iamilia ',CER-/,.E ('C/), Jeneralmente 
DCL1, según la nomenclatura para Arabidopsis 
thaliana� 3rimero el pri-miRNA se procesa, 
convirtipndose en un precursor del miRNA (pre-
miRNA, )iJ� 1E) \ lueJo en un d~ple[ miRNA�
miRNA
 ()iJ�1c) Jeneralmente con KeEras de 
20 a 22 nt, aunque se Kan reportado alJunos 

miRNA Iuncionales de 23 o 24 nt (revisado en 
3, �)�  /as RNA-endonucleasas 'C/ cortan el 
RNA de doEle cadena, deMando dos nucleótidos 
sobresalientes en los extremos 3’, por lo que 
este dúplex presenta extremos colgantes, 
también llamados cohesivos, de dos nt. 
 El miRNA maduro se separa del miRNA
 
\ se asocia a una proteína de la Iamilia AR-
*2NA87A (A*2), Jeneralmente A*21, para 
Iormar parte del compleMo de silenciamien-
to inducido por RNA (RISC, por sus siglas en 
inJlps: RNA-induced silencinJ comple[) ()iJ� 
1d). Aunque anteriormente se pensaba que la 
Iormación del compleMo R,6C de plantas ocurre 
en el citoplasma, publicaciones recientes su-
gieren que este proceso podría llevarse a cabo 
en el núcleo (revisado en 3). El miRNA dirige al 
compleMo R,6C Kacia el transcrito Elanco ()iJ� 
1e). Los miRNAs de plantas, a diferencia de lo 
que pasa en animales, poseen generalmente 
una alta complementariedad de bases con sus 
RNA Elancos \ por eso a menudo pueden tener 
como blanco un transcrito único, mientras que 
los miRNAs de animales bilaterales pueden 
tener numerosos blancos. 
 Generalmente, los miRNAs de plantas regulan 
la e[presión de transcritos que codifican para 
proteínas, aunque también pueden actuar sobre 
transcritos de RNAs larJos no codificantes� 8n 
caso específico es de los Jenes TAS que no 
codifican para proteínas: los transcritos TAS 
son reconocidos por miRNAs \ cortados por 
el compleMo R,6C� 'espups de ser cortados se 
convierten a moléculas de doble cadena por 
la actividad de una en]ima RNA polimerasa 
dependiente de RNA� \ lueJo se cortan en 
varias moléculas de 21 nt para generar un tipo 
de siRNAs denominadas tasiRNAs (del inglés 
³trans-actinJ´ siRNA) (�)� /os tasi son un Jrupo 
particular de pKasiRNAs (del inJlps ³pKased 
siRNAs´) que son reclutados a un compleMo R,6C 
\ diriJen el silenciamiento postranscripcional 
de otros transcritos no relacionados con los 
genes TAS. Los phasiRNAs, pueden originarse 
de Jenes que codifican o no para proteínas por 
el mecanismo arriba descrito para tasiRNAs 
(9). 
 Los miRNAs pueden desencadenar 
diferentes mecanismos de silenciamiento. En 
plantas, el silenciamiento génico mediante 
el corte del transcrito Elanco ()iJ� 1I) \ su 
posterior degradación por la exorribonucleasa 
;RN4 es el que se Ka reportado con ma\or 
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frecuencia. Sin embargo, cada día se acumulan 
más evidencias de inhibición de la traducción 
por miRNAs en plantas, como sucede, por 
eMemplo, con miR1�2, miR1�1, miR3�� \ 
miR1�6 que tienen como Elancos a APETALA 2, 
SCARECROW-LIKE PROTEIN 4, COPPER/ZINC 
SUPEROXIDE DISMUTASE 2 \ SQUAMOSA 
PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 3, 
respectivamente, así como sus parálogos. 
Los miRNA mencionados pueden regular a 
sus blancos por ambos mecanismos arriba 

descritos (revisado en 6)� Ademis, e[isten 
pocos reportes recientes de silenciamiento 
transcripcional mediante el mecanismo de 
metilación de DNA dependiente de miRNA. En 
un artículo se reporta en arro] la reJulación 
de metilación de 'NA mediante miRNAs de 24 
nt, los cuales son Jenerados por 'C/3 \ que 
se asocian a un compleMo de silenciamiento 
que contiene a la proteína A*24� En otro 
artículo se encontró que en Arabidopsis la 
complementariedad entre miR16��166 \ sus 

Figura 1. Biogénesis de miRNAs en plantas. (a) El gen MIR se transcribe generando un transcrito primario, o pri-miRNA, 
el cuál es procesado por la enzima DICER LIKE 1 (DCL1) en dos pasos; primero a precursor de miRNA, o pre-miRNA (b), 
y posteriormente a dúplex miRNA/miRNA* (c). Las hebras del miRNA y miRNA* tienen dos nucleótidos desapareados 
en su extremo 3’. (d) El miRNA maduro se asocia con la proteína ARGONAUTA (AGO), generalmente AGO1, como parte 
del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC, por sus siglas en inglés: RNA-induced silencing complex). (e) 
El miRNA maduro dirige al complejo RISC hasta su transcrito blanco. (f) El modo más común de silenciamiento por 
miRNAs en plantas, el cual se indica en la figura, es el corte endonucleolítico del transcrito blanco por la proteína AGO. 
Para hacer esta imagen se utilizaron como referencia las revisiones 3, 6 y 7.
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transcritos blanco PHABULOSA \ PHAVOLUTA 
es necesaria para la metilación de estos dos 
genes (revisado en 3).

Familias de miRNAs
Los miRNAs maduros se agrupan en familias 
de acuerdo con sus secuencias. Los miembros 
de una Iamilia comparten una similitud ma\or 
al �4�, es decir, tienen al menos 1� nt en 
com~n \ no mis de 3 camEios de nucleóti-
dos. Además, los miRNAs derivados del mismo 
precursor pueden tener diferentes longitudes 
por presentar o no un nucleótido extra en uno 
o ambos extremos del miRNA maduro; esto 
por el procesamiento diferencial por DCL, por 
particularidades del precursor o, en algunos 
casos por modificación despups del procesa-
miento (10, 11)� 
 Existen familias de miRNAs presentes en 
diversas especies vegetales que comparten 
blancos de la misma familia génica. Se re-
fieren a ellas como Iamilias conservadas de 
miRNAs� 3or eMemplo, las plantas dicotiledó-
neas comparten 29 familias de miRNAs (12). 
No obstante, en las especies vegetales, son 
en realidad pocas las familias de las que se ha 
encontrado evidencia de conservación a lo lar-
go de la historia evolutiva. Existen 9 familias 
de miRNAs que se Kan identificado desde el 
ancestro com~n de todas las emEriofitas Kasta 
las plantas con Àores (10, 13)� En camEio, la 
ma\oría de los miRNAs que se Kan identifica-
do son específicos de una sola especie� 6e Ka 
reportado que aproximadamente la mitad de 
los miRNA de cada especie no se conservan 
en otras ta[a (10)� 3or ende, cada ve] que se 
caracteri]an los miRNAs de una nueva especie 
vegetal se descubren nuevos miRNAs. 

MiRBase, la principal base de datos de 
miRNAs
MiRBase (Kttp:��ZZZ�mirEase�orJ�) es la prin-
cipal base de datos de secuencias de miRNAs 
de todos los organismos en los que han sido 
identificados� Esta Ease de datos es p~Elica \ 
reúne no solo las secuencias de miRNAs ma-
duros, sino también de sus precursores, así 
como información acerca del método por el 
cual Iueron identificados \ de su acumulación 
en diIerentes órJanos, etapas de desarrollo \ 
EaMo distintos tratamientos� En mar]o del 201� 
esta Ease de datos se actuali]ó a la versión 22, 
aumentando en más de un tercio su contenido 

en comparación con la versión 21 liEerada 4 
años antes. Para la versión 22 de miRBase, se 
KomoloJaron \ curaron nomEres asiJnados a 
los miRNA de distintas especies tanto vegeta-
les, como animales. 
 La nomenclatura actual de miRBase para 
miRNAs de plantas se establece de la siguiente 
forma: las 3 primeras letras hacen referencia 
al orJanismo en el que Iueron identificados, 
la primera letra al Jpnero, seJunda \ tercera 
letras a la especie; después de un guion se 
escriEe el sufiMo miR, el n~mero de la Iami-
lia \ una letra para desiJnar cada una de las 
isoIormas, o variantes de este miRNA� )inal-
mente, con el sufiMo -�p o -3p se indica si el 
miRNA maduro proviene del Era]o �¶ o 3¶ de la 
estructura tallo-asa del precursor� 3or eMem-
plo: atK-0,R1�6c-�p se refiere a la isoIorma 
³c´ de la Iamilia 1�6 de Arabidopsis thaliana 
proveniente del Era]o �¶ del tallo-asa� Actual-
mente se Kan puElicado varios traEaMos que 
reportan que ambas cadenas del dúplex son 
Iuncionales (14)� 3or esta ra]ón, en las ~lti-
mas versiones de miRBase \a no se aplica la 
terminoloJía miRNA�miRNA
 para distinJuir 
el miRNA que se e[presa mis, sino la de �p \ 
3p, para ambas cadenas del dúplex (revisado 
en 15). Esta nomenclatura desde hace tiempo 
esti estaElecida para miRNAs de animales, \ 
se ha ido aceptando para miRNAs de plantas. 
6in emEarJo, en este traEaMo utili]amos la ter-
minoloJía anterior, miRNA�miRNA
, para fines 
prácticos.
 miRBase 22 tiene registros de miRNAs 
provenientes de solamente 82 especies 
vegetales. Cabe mencionar, que el número 
de especies de plantas es mucho más alto: 
tan solo de angiospermas se conocen más 
de 36�,400 especies (16)� Entre ellas, el 
número de especies con secuencias genómicas 
ensamEladas \ puElicadas es Eastante mis 
EaMo: para noviemEre del 201� KaEían sido 
351 especies. Muchos de estos 351 genomas 
públicamente accesibles se encuentran 
en estado de borrador todavía (Kttps:��
ZZZ�plaEipd�de). Por otro lado, datos 
transcriptómicos están disponibles para un 
ma\or n~mero de especies, por eMemplo, 
recientemente fueron publicados datos de 
transcriptoma de más de mil especies de 
emEriofitas, es decir, plantas terrestres (1�)� 
En los últimos años la cantidad de especies 
veJetales con Jenomas \ transcriptomas 
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disponibles ha aumentado drásticamente, 
lo que Ka posiEilitado la identificación por 
predicción in silico de genes MIR \ miRNAs 
de estas especies, por eMemplo, de Ipomoea 
batatas L (camote) \ Arundo donax L (caña) 
(1�, 1�)� 3ara identificar Jenes MIR \ miRNAs, 
así como comprobar la existencia de miRNAs, 
se requiere reali]ar la secuenciación de 
RNAs pequexos descrita aEaMo� A su ve], 
esta comprobación depende de las muestras 
anali]adas, \a que la presencia de diIerentes 
miRNAs puede variar entre los órganos o 
condiciones que se anali]an (20)� 

Uso de microarreglos para la descripción 
de miRNAs
Los microarreglos de miRNAs, también llama-
dos cKips (³microarra\´ en inJlps), se emplean 
principalmente para anali]ar la e[presión diIe-
rencial de miRNAs (21), pero también se han 
utili]ado alJunas veces para descriEir miRNAs 
conservados en especies no modelo, como se 
Ki]o para Opuntia ficus-indica (22). Para este 
~ltimo fin se aprovecKa la KomoloJía entre los 
miRNAs conservados que \a Kan sido caracte-
ri]ados en especies modelo, para identificar a 
estos mismos en especies no modelo.
 Los microarreglos de miRNAs son una colec-
ción de sondas, es decir, de moléculas pequeñas 
de DNA de una sola cadena que representan a 
cada una de las secuencias de miRNA descritos 
\ depositados en la Ease de datos miRBase, o 
a su secuencia complementaria, dependien-
do de la tpcnica del marcaMe de muestras de 
RNA (23)� 7odas estas sondas estin fiMadas en 
una superficie sólida, por eMemplo, en vidrio 
o plistico� En los ampliamente utili]ados mi-
croarreJlos AII\metri[, actualmente vendidos 
por la compaxía 7Kermo)isKer (Kttps:��ZZZ�
tKermoIisKer�com�m[�es�Kome�liIe-science�
microarra\-anal\sis�aII\metri[�Ktml), las se-
cuencias de las molpculas-sondas son comple-
mentarias a miRNAs conocidos. Al hibridarse 
estas sondas por complementariedad de bases 
con los miRNAs de las muestras de RNA mar-
cados de algún modo, generalmente con un 
ÀuoróIoro, se pueden identificar los miRNAs 
de secuencia conocida presentes en muestras 
de distintos órganos, etapas de desarrollo o 
tratamientos� El microarreJlo de AII\metri[ 
puede ser usado para evaluar la expresión de 
miRNAs tanto veJetales, como animales, \a 
que inclu\e sondas correspondientes a todos 

los miRNA depositados a la base de datos miR-
Base. En el caso de muestras de RNA que se 
utili]an para KiEridar con los cKips de AII\me-
trix, se marcan las mismas moléculas de RNA 
por poliadenilación \ liJación de IraJmentos de 
DNA marcados con biotina. En otros tipos de 
microarreglos, cuando las muestras se marcan 
en el proceso de la transcripción reversa, las 
sondas tendrin la secuencia de los miRNAs, \ 
no su secuencia complementaria. Sin embargo, 
el uso de los microarreglos no asegura que las 
moléculas que se hibridan tengan exactamente 
la misma secuencia que la molécula de refe-
rencia utili]ada en el microarreJlo� En mucKos 
de los casos los miRNAs detectados podrían 
representar una me]cla de varias isoIormas 
que pertenecen a la familia de la secuencia 
usada como referencia, teniendo uno, dos o 
hasta tres nucleótidos distintos, por lo que no 
todas estas isoformas coinciden exactamente 
con la secuencia que se encuentra en el mi-
croarreJlo� Esta tecnoloJía siJue disponiEle \ 
puede Erindar un panorama mu\ Jeneral soEre 
las posibles familias de miRNA conservadas 
presentes \ las diIerencias en su acumulación 
en los órJanos \ condiciones estudiados� 8na 
ventaMa del uso de microarreJlos para medir 
la acumulación diferencial de miRNA es que 
no requiere de un Jran poder de cómputo \ 
análisis bioinformáticos. Actualmente, en el 
mercado se encuentran disponibles microarre-
glos no solamente de miRNAs maduros de la 
versión 20 de miRBase, (³AII\metri[® miRNA 
4�0 arra\´), sino tamEipn de secuencias de 
precursores (los cuales entre distintas especies 
pueden variar notablemente, por lo que se re-
comienda su uso para evaluar la acumulación 
diferencial en la especie, para la cual fue crea-
do el microarreglo). Por otra parte, el abara-
tamiento de las tecnologías de secuenciación 
aunado a las ventaMas que estas proveen Ka 
despla]ado el uso de microarreJlos�

Identificación de novo de miRNAs utili-
zando secuenciación masiva
Se denomina secuenciación masiva a la se-
cuenciación de moléculas de ácidos nucleicos 
en la que se determinan en paralelo miles o 
millones de secuencias nucleotídicas. En inglés 
este tipo de secuenciación se llama ³'eep 
sequencinJ´ o N*6 (³ne[t Jeneration sequen-
cinJ´: secuenciación de la siJuiente Jenera-
ción). La secuenciación masiva de RNAs pe-
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quexos (³small RNA-seq´ en inJlps, ver aEaMo) 
permite la identificación de proEaEles miRNAs 
sin conocer previamente su secuencia� 7pc-
nicamente, cuando decimos secuenciación de 
RNA, en realidad se secuencian las moléculas 
de DNA complementario a este RNA. Como 
se mencionó arriba, para varias especies ve-
Jetales \a esti disponiEle la secuencia de su 
Jenoma, \ para mucKas mis estin disponiEles 
secuencias de transcriptomas ensamblados 
de novo. Si la especie de su interés no cuen-
ta con genoma ni transcriptoma previamente 
reportado, para identificar miRNAs KaEría que 
reali]ar dos secuenciaciones distintas: una de 
RNA pequexos \ otra de transcritos poliadeni-
lados; esta última seguida por un ensamblado 
de novo. Más detalles acerca de la secuencia-
ción \ ensamElado de novo de transcriptomas 
se pueden consultar en una revisión de esta 
misma revista (24)� El procedimiento para 
identificación de novo de miRNAs se basa en 
las particularidades de su biogénesis. A gran-
des rasgos, los criterios considerados, que se 

explicarán detalladamente más adelante, son: 
las secuencias del miRNA \ del miRNA
 en-
contradas en los resultados de secuenciación 
como evidencia de su expresión, que forman 
un dúplex con un desfase de 2±1 nt, como 
evidencia de corte por una RNAsa tipo III, 
ademis de la identificación de un precursor 
que cumple con características específicas de 
estructura secundaria ()iJ� 2) (13)� 
 En los ~ltimos axos se Ka vuelto mu\ co-
mún el uso de secuenciación masiva de RNAs 
pequexos para la identificación de miRNAs� 
Se ha generado una gran cantidad de in-
formación, pero dicha información debe ser 
verificada utili]ando datos transcriptómicos 
o genómicos de la especie de interés para 
averiJuar el oriJen de los RNAs pequexos \ 
comprobar si se trata o no de miRNAs. So-
lamente despups del anilisis aEaMo descrito, 
se deben depositar las secuencias de miRNAs 
identificados en Eases de datos� 6in emEarJo, 
actualmente gran parte de la información de-
positada en miRBase no Ka sido verificada mis 

Figura 2. Análisis de posibles precursores de miRNAs. El miRNA primario (pri-miRNA) se representa con una línea 
negra. La estructura secundaria tallo-asa formada por el pri-miRNA y la sección que corresponde al precursor de 
miRNA (pre-miRNA) después del primer paso del procesamiento se indica con llaves. Con líneas grises se muestran las 
lecturas de la secuenciación de RNAs pequeños mapeados sobre el precursor de miRNA, la estructura tallo-asa, o el 
miRNA primario. En azul se representan las lecturas correspondientes al miRNA maduro y en verde las del miRNA*. La 
distribución de estas lecturas de RNAs pequeños es la que se espera por las características de la biogénesis de miRNAs 
(figura basada en la referencia 25).
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allá de la secuenciación de RNAs pequeños. 
Esto ha provocado la anotación equivocada de 
otro tipo de RNAs pequexos, ma\ormente de 
siRNAs, como si fuesen miRNAs. Un análisis 
de los miRNAs de plantas de la versión 20 de 
miRBase mostró que el ��� de ellos no conta-
Ean con evidencia suficiente para ser anotados 
como miRNAs (26)� /as imprecisiones en la 
identificación de miRNAs pueden resultar en 
su anotación errónea, lo que dificulta el estu-
dio del papel de los miRNAs en la regulación 
génica. 
 A continuación, se describe la secuencia-
ción de RNAs pequexos \ los pasos de su 
posterior análisis necesario para una identi-
ficación e[itosa de miRNAs�

Secuenciación masiva de RNAs pequeños
En un procedimiento de secuenciación masiva 
de RNAs pequeños se determina la secuencia 
de nucleótidos que corresponde a moléculas 
de RNA de entre 1� \ 30 nt de lonJitud, 
apro[imadamente, como su nomEre lo define� 
Para ello, primero a partir de RNA total se 
aísla la fracción de moléculas de RNA de esta 
lonJitud que es utili]ada en la construcción 
de bibliotecas para su secuenciación. En la 
purificación de RNAs pequexos, la muestra 
inclu\e molpculas cortas de RNA de varios 
tipos: además de los RNAs pequeños de 
interps, como miRNAs \ siRNAs, tamEipn 
Ka\ IraJmentos de molpculas de RNAs mis 
Jrandes, entre ellos los de RNAs mensaMeros, 
RNAs de transferencia, RNAs ribosomales, 
entre otros.
 En los extremos de estas moléculas de 
RNA se ligan fragmentos cortos de RNA de-
nominados adaptadores. El adaptador ligado 
primero al extremo 3’ de cada molécula de 
RNA contiene una secuencia conocida, \ el 
adaptador ligado al extremo 5’ tiene otra se-
cuencia. Luego sobre el templado de las mo-
lpculas de RNA con adaptadores se sinteti]a 
la primera cadena de cDNA en una reacción 
de transcripción reversa. Esta cadena de cDNA 
se utili]a para oEtener varias molpculas de 
DNA de doble cadena por el proceso de PCR 
(reacción en cadena de la polimerasa, por sus 
siglas en inglés). Uno de los adaptadores se 
usará para iniciar la secuenciación. El método 
empleado en la elaboración de las bibliotecas 
que se secuenciarán es clave en la obtención 
de resultados, pues puede generar un ses-

go debido a que la incorporación de ciertos 
adaptadores puede verse desfavorecida. Se 
ha evidenciado que el uso de adaptadores con 
secuencias degeneradas, es decir, el uso de 
un conMunto de adaptadores con secuencias 
variables en el extremo en que se ligan a los 
RNAs pequeños, permite evitar este sesgo. 
Sin embargo, para el uso de adaptadores con 
secuencias degeneradas es preferible contar 
con un genoma de referencia para poder dis-
tinguir dentro de las lecturas de secuenciación 
los nucleótidos que fueron añadidos (adapta-
dores) \ las secuencias propias de la especie 
de interps (2�, 2�)� 
 Para la anotación de miRNAs se deben in-
cluir resultados de secuenciación de al menos 
dos bibliotecas independientes. Otro de los 
oEMetivos importantes de la secuenciación de 
RNAs pequeños es el monitorear su expresión 
en diferentes órganos, etapas de desarrollo 
o condiciones� 3ara poder reali]ar el anilisis 
estadístico de la e[presión diIerencial \ resal-
tar resultados reproducibles, además de tener 
muestras de condiciones diferentes, es nece-
sario incluir dos o tres replicas biológicas, es 
decir, muestras de una misma condición pro-
venientes de experimentos independientes. 

Procesamiento de los datos crudos de la 
secuenciación
Como resultado de la secuenciación se obtie-
nen arcKivos en Iormato )ast4 de cada una 
de las bibliotecas secuenciadas. Este es un 
formato basado en texto que contiene la se-
cuencia de nucleótidos, así como valores de 
calidad de secuenciación para cada nucleótido. 
Al tratarse de secuencias cortas, los resulta-
dos de secuenciación son generalmente de 
alta calidad. Existen diversas herramientas 
que generan reportes de calidad a partir de 
este tipo de arcKivos� una de ellas es )ast4C 
(2�)� 'espups de verificar la calidad de las 
secuencias obtenidas, se procede al proce-
samiento de resultados de secuenciación, es 
decir, la remoción de los adaptadores. Existen 
varias herramientas, como Atropos, cutadapt, 
7rimmomatic o BB'uN que permiten elimi-
nar los adaptadores de secuencias conocidas 
no variaEles (Revisado en 30)� 7ras el pro-
cesamiento, se deEe anali]ar la distriEución 
de longitud de las secuencias procesadas, lo 
cual sirve tanto como control de calidad de 
la purificación del RNA, de la preparación de 
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EiEliotecas \ de la secuenciación, como para 
confirmar la ausencia de nucleótidos prove-
nientes de adaptadores. Generalmente los 
RNAs pequeños más abundantes son siRNAs 
de 24 nt de lonJitud, seJuidos por miRNAs 
de 21 nt (30)� 

Mapeo sobre genoma o transcriptoma de 
las lecturas procesadas 
La secuencia de nucleótidos de cada una de 
las moléculas obtenida como resultado de 
secuenciación masiva de RNA se denomina 
lectura� 3ara identificar Jenes MIR, las se-
cuencias exactas de las lecturas procesadas 
de secuenciación de los RNAs pequeños se 
buscan en el genoma de referencia o el trans-
criptoma ensamblado de novo. A este proceso 
se le denomina mapeo \ se Easa en alJorit-
mos de alineamiento de ácidos nucleicos. Para 
posteriores análisis, deberán considerarse úni-
camente las lecturas que pudieron mapear-
se. Con este paso, se discriminan posibles 
artefactos generados por secuenciación o por 
contaminación. La longitud de las estructuras 
tallo-asa de los pri-miRNAs de plantas varía 
de entre menos de 100 \ Kasta �00 nt (10)� 
3or esta ra]ón, en caso de no contar con un 
Jenoma de reIerencia \ mapear las lecturas de 
RNAs pequeños sobre el transcriptoma, deben 
considerarse los transcritos de este rango de 
longitud. 

Conteo de lecturas
En el caso de los RNAs pequeños el número 
de lecturas con una misma secuencia (secuen-
cia única) que se obtiene como resultado de 
secuenciación masiva indica directamente el 
número de veces que se secuenció dicha mo-
lpcula en la EiElioteca anali]ada� 'espups de 
que se Kan contaEili]ado las lecturas, deEen 
conservarse solo las lecturas que aparecen 
en al menos dos bibliotecas: de dos mues-
tras provenientes cada una de condiciones 
distintas o de dos muestras de una condición 
provenientes de dos experimentos indepen-
dientes (replicas biológicas). Estos datos pue-
den usarse para la identificación de miRNAs 
\ el n~mero de lecturas puede normali]arse, 
como se explica más adelante, para posterior 
análisis de acumulación de miRNAs.
 Otra alternativa es agrupar las lecturas 
con sus variantes posicionales ()iJ� 3)� /os 
miRNAs pueden tener variantes posicionales 

que ocurren como resultado de corte por 
en]imas 'icer�'C/ en posiciones liJeramente 
variaEles (31), o modificaciones en el e[tremo 
3¶, como es el caso de miR1�10 de so\a que 
al monouridilarse pasa de 21 a 22 nt (11). 
Actualmente la variación de un nucleótido 
de longitud en un extremo de la molécula 
es aceptada como una variante posicional de 
un mismo miRNA, lo cual permite agrupar 5 
variantes de un mismo miRNA ()iJ� 3)� AlJunos 
algoritmos para el análisis de RNAs pequeños 
utili]an esta estrateJia� 6in emEarJo, deEe 
tenerse especial cuidado en que las secuencias 
agrupadas sean idénticas a las secuencias 
sobre las que se mapean. 
 Cuando se agrupan las variantes posicio-
nales, para validar la presencia de un miRNA, 
se suma el número total de lecturas de las 
variantes posicionales tanto para el miRNA, 
como para el miRNA
 \ se calcula el porcen-
taMe de estas lecturas respecto al n~mero total 
de lecturas mapeadas al locus o al transcrito, 
la suma de ambos o alguno de los dos debe ser 
de al menos el ���� este valor esti suJerido 
por A[tell 	 0e\ers en (13)� 

Predicción de precursores de miRNAs
En la siJuiente etapa de la identificación de 
novo de miRNAs, se anali]a la posiEilidad de 
que las secuencias del genoma o transcritos 
a los que se mapearon las lecturas obtenidas 
por la secuenciación de RNAs pequeños 
correspondan a genes MIR o a precursores 
de miRNAs, respectivamente. Para ello se 
recaEan, o minan, Kasta 1�0 nt Kacia cada 
lado, las secuencias que estin Àanqueando 
los sitios en donde se mapeó una lectura de 

Figura 3. Variantes posicionales del microRNA de 
Arabidopsis thaliana ath-MIR156c-5p de acuerdo con 
la secuencia de su precursor y de la variante más 
abundante del miRNA maduro disponible en la base de 
datos miRBase (http://www.mirbase.org/).
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la secuenciación de RNAs pequeños (13). 
Se modela la estructura secundaria de estas 
secuencias recabadas para probar si pueden 
Iormar la estructura tallo-asa característica de 
los transcritos de genes MIR. Existen varios 
programas computacionales para la predicción 
de la estructura secundaria de RNA que 
evalúan también la probabilidad de que dichas 
secuencias sean precursores de miRNAs. Entre 
ellos destacan: miR'eep-32 (32), 6Kort6tacN 
(33), miR-3RE)eR (34), 0,ReNA (3�)� Estos 
alJoritmos son de códiJo aEierto \ de liEre 
acceso. ShortStack, además, está disponible 
como una herramienta en línea que puede ser 
accedida desde Kttps:��de�c\verse�orJ�de� \ 
no requiere ma\or poder de cómputo� A~n 
al utili]ar cualquiera de estos proJramas, es 
necesario revisar que los resultados predichos 
cumplen con los parámetros establecidos para 
la identificación de novo de miRNAs.
 Como se eMemplifica en la fiJura 2, despups 
de la predicción de la estructura secundaría, 
todo el conMunto de lecturas de secuenciación 
de RNAs pequeños se mapea sobre las secuen-
cias minadas capaces de formar la estructura 
tallo-asa (mostrada en la fiJura 2 en color 
neJro)� 6e contaEili]a, cuintas lecturas se 
mapean a la secuencia exacta que correspon-
de al miRNA maduro (líneas en color a]ul), al 
miRNA
 (en verde) \ al resto de la estructura 
tallo-asa (en Jris)� 6i la proporción de lecturas 
correspondientes al posible miRNA maduro 
es ma\or a la del posiEle miRNA
 \ tamEipn 
se mapean unas pocas lecturas en otras re-
giones de la secuencia en cuestión, es alta la 
probabilidad de que la secuencia corresponda 
a un precursor de miRNA (32). Si en cambio, 
las lecturas mapeadas se traslapan entre sí 
a lo larJo de la estructura tallo-asa, es pro-
bable que las lecturas que se mapean sobre 
esta estructura secundaria sean fragmentos 
de RNA generados como productos de de-
gradación de otros tipos de RNA que pueden 
presentarla, como RNAs ribosomales, RNAs 
de transferencia, RNAs pequeños nucleares 
\ RNAs pequexos nucleolares, entre otros, \ 
no se trate de un precursor de miRNAs.
 Las características con las cuales debe 
cumplir un posible precursor de miRNA para 
la anotación de novo, propuestas en el artículo 
13, son las siguientes:
� El d~ple[ miRNA�miRNA
 deEe presentar e[-

tremos 3’ colgantes con dos nucleótidos libres

� El d~ple[ miRNA�miRNA
 puede tener Kas-
ta 5 bases no apareadas, solamente 3 de 
ellas formando protuberancias

� 0is del ��� de las lecturas mapeadas so-
bre el posible precursor deben correspon-
der al miRNA maduro o al miRNA


• La región de la estructura del tallo que 
Iorma el d~ple[ miRNA�miRNA
 no deEe 
tener tallos secundarios largos

• La longitud del precursor debe limitarse a 
300 nt 

� En Jeneral deEen anotarse miRNAs de 20 
a 22 nt

� /a anotación de miRNAs de 23 a 24 nt re-
querirá de fuerte evidencia que la respalde.

Algunas de estas características se ilustran en 
pre-miRNAs de plantas en la fiJura 4�

Anotación de miRNAs
)inalmente, entre los miRNAs predicKos de 
novo deben estar presentes miRNAs conserva-
dos en varias especies vegetales. Distinguir los 
miRNAs conservados de los nuevos, no descri-
tos anteriormente, sirve como un control del 
correcto proceso de identificación de novo. Los 
miRNAs predichos pueden compararse contra 
las bases de datos públicos de miRNAs, como 
miRBase� 3ara reali]ar estas comparaciones 
pueden usarse herramientas para mapeo como 
seqmap o EoZtie (36, 3�)� *eneralmente se 
considera un miRNA como nuevo cuando di-
fiere en mis de 4 nt de los miRNAs conocidos 
\ se consideran como isoIormas de miRNAs 
conocidos aquellos que difieran entre 1 \ 4 nt� 
Una gran parte de los miRNAs conservados ac-
t~an en procesos de desarrollo \ de respuesta 
a estrés (1, 2, 3), por lo que se esperaría en-
contrar este tipo de miRNAs. El número de fa-
milias conservadas que se esperaría encontrar 
varía de acuerdo con el clado al que pertenece 
la especie veJetal que se esti anali]ando� 3or 
eMemplo, en el caso de una planta dicotiledónea 
se esperaría encontrar varias de las 29 fami-
lias que han sido anotadas como conservadas 
entre dicotiledóneas (13). Al ser los miRNAs 
de 21 \ 22 nt los mis representados en las 
bases de datos disponibles (12), se espera que 
la ma\oría de los miRNAs conservados que se 
identifiquen tenJan esa misma lonJitud� 
 Al hacer esta anotación, es importante 
considerar que la historia evolutiva de los 
miRNAs muestra una divergencia entre 
miRNAs de plantas \ animales� +asta Ko\ 
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en día son mu\ escasos los reportes soEre 
miRNAs que comparten homología en plantas 
\ animales \ que tienen el mismo Elanco� por 

eMemplo, en un artículo se descriEe que el 
miRNA con la misma secuencia en humanos 
\ planta Atropa belladonna tiene un mismo 
blanco en humanos (39). Cuando en plantas 
se lleJan a identificar varios miRNAs animales, 
lo mis proEaEle es que la muestra se Ka\a 
contaminado en alguna etapa del proceso, por 
lo que sería recomendaEle no utili]ar muestras 
contaminadas para la identificación de los 
miRNAs.
 /os miRNAs identificados de novo en un 
procedimiento que cumple con todos los pa-
rámetros antes descritos, en el caso de tener 
menos del �4� de identidad con los miRNAs 
que pertenecen a una familia anteriormente 
reportada, se consideran como miRNAs nue-
vos, o linaMe-específicos� 

La normalización
Con el fin de poder comparar el nivel de acu-
mulación de un miRNA entre diferentes con-
diciones estudiadas, es decir, entre las biblio-
tecas (muestras) anali]adas, es necesario 
normali]ar el n~mero de lecturas, por lo que 
brevemente describimos las formas de nor-
mali]ar las lecturas \ las Kerramientas que se 
pueden utili]ar para esto� Aunque las metodo-
loJías \ parimetros para normali]ar lecturas 
procesadas de secuenciación masiva de RNAs 
poliadenilados están más establecidos, estos 
métodos no siempre son los más apropiados 
para RNAs pequeños. En particular, la acumu-
lación de distintos miRNAs sigue una distri-
Eución e[ponencial, es decir, la Jran ma\oría 
de lecturas totales provienen de unos cuantos 
miRNAs, mientras que el resto de miRNAs tie-
nen EaMo n~mero de lecturas (40)�
 Se han implementado distintos métodos 
para normali]ar los datos de secuenciación de 
RNAs pequeños. Dichos métodos pueden cla-
sificarse en dos cateJorías: de escala, es de-
cir, la aplicación de operaciones matemáticas 
lineares como en los mptodos 700 (del inJlps 
³7rimmed 0ean oI 0-values´), R370 (³Reads 
per ten million´) o /2:E66 (³locall\ ZeiJKted 
scatterplot smootKinJ´) (41) \ estadísticos, 
como cuantil, estaEili]ación de varian]a, mp-
todo invariante o el alJoritmo 'Eseq (42)� 
 8na apropiada normali]ación Iacilitari la 
identificación de miRNAs diIerencialmente 
e[presados \, ademis, permitiri distinJuir 
\ descartar los datos de secuenciación cu\a 
reproduciEilidad no es confiaEle� Es recomen-

Figura 4. Estructura secundaria predicha de algunos 
precursores de miRNAs de Arabidopsis thaliana y Oryza 
sativa. La línea azul indica los nucleótidos de los miRNAs 
maduros. Imagen creada con http://rna.tbi.univie.ac.at/
cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi, basada en la referen-
cia 36. La parte de la estructura secundaria tallo-asa de 
pri-miRNA que se cortó durante el primer paso del pro-
cesamiento no se muestra.
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daEle el uso del soItZare 8EA ZorNEencK (42), 
\a que presenta una interIase amiJaEle con el 
usuario para la aplicación de diferentes mé-
todos de normali]ación de lecturas de RNAs 
pequeños. Esto facilita la elección del método 
mis apropiado para las muestras utili]adas� 
3or otra parte, para utili]ar esta plataIorma 
se requiere de un genoma de referencia, lo 
que restringe su uso.
 La expresión diferencial de un miRNA pue-
de indicar la importancia de regulación de 
expresión génica por este miRNA durante un 
proceso en particular. Para poder descifrar el 
papel de un miRNA, es importante identificar 
los transcritos sobre los cuáles puede tener 
acción. 

Predicción y validación de blancos de 
miRNA
Existen programas bioinformáticos para predecir 
los blancos sobre los que un miRNA podría 
actuar, uno de los mis utili]ados es psRNA7arJet 
(Kttp:��plantJrn�noEle�orJ�psRNA7arJet�). Este 
tipo de programas mediante alineamientos 
identifican los sitios donde un miRNA se uniría 
a un blanco por complementariedad de bases. 
En la fiJura � se muestra un eMemplo de la 
predicción del apareamiento entre un miRNA 
\ su Elanco� 6e recomienda en el caso de 
miRNAs de plantas considerar la región semilla 
(la región que debe ser complementaria con 
el transcrito) desde el nucleótido 2 al 13 del 
miRNA, permitiendo hasta dos nucleótidos 
desapareados en esta región. 
 /a identificación de pares miRNA posiEles 
blancos que previamente han sido reporta-

dos en otras especies sirve como control del 
correcto proceso. Es importante considerar 
que estos procedimientos reali]ados in silico 
requieren de comprobación experimental. 
 Por otra parte, el efecto de un miRNA que 
regula un transcrito mediante corte puede 
observarse en la disminución de la acumu-
lación del transcrito. Por lo tanto, cuando se 
cuentan con datos de expresión de transcritos, 
pueden ser comparados cambios en acumu-
lación de un miRNA \ de su Elanco� 8na co-
rrelación inversa de la acumulación de miRNA 
\ su Elanco suJiere el papel del miRNA en la 
regulación de su blanco por corte endonucleo-
lítico \ posterior deJradación� 6in emEarJo, no 
siempre se observa esta correlación inversa 
de acumulación del miRNA \ su Elanco, \a 
que en algunos casos puede requerirse de 
un umbral de acumulación para la activación 
de la regulación por corte endonucleolítico. 
Ademis, la reJulación puede ser específica de 
algunos tipos celulares, por lo que podría no 
reÀeMarse en la acumulación de miRNA \ su 
blanco en muestras de órganos completos que 
inclu\en cplulas pertenecientes a diIerentes 
teMidos \ tipos celulares (43)� 7amEipn deEe 
considerarse que en el caso de inhibición de 
traducción mediada por miRNAs no se ob-
servará un efecto sobre la acumulación de 
transcrito.
 De manera experimental la regulación de 
un miRNA mediante corte puede ser probada 
utili]ando la tpcnica modificada de RACE (del 
inJlps ³Rapid Amplification oI c'NA Ends´: 
amplificación ripida de los e[tremos de c'NA)� 
/a modificación consiste en un paso previo de 
ligar un adaptador a la molécula de RNA, por 
lo que se denomina R/0-RACE (³RNA liJase-
mediated RACE´)� /a acción de corte de A*2 
sobre un transcrito blanco de miRNA genera 
un monofosfato 5’ en el extremo que ha sido 
cortado� /a tpcnica de R/0-RACE aprovecKa 
esta característica para ligar el adaptador 
de RNA en el extremo 5’ (entonces, en este 
caso es �¶ R/0-RACE)� /ueJo, utili]ando un 
oligonucleótido específico para el gen de 
interps \ el otro KomóloJo a la secuencia 
del adaptador, se amplifica una parte del 
transcrito cortado rio aEaMo del sitio de corte� 
6ecuenciando el IraJmento amplificado se 
evidencia el sitio exacto en donde ocurrió el 
corte (44)� Esta tpcnica Iue adaptada para 
anali]ar mediante secuenciación masiva todos 

Figura 5. Sitio de unión de un miRNA y su transcrito 
blanco. Se muestra el apareamiento casi perfecto de 
miR156c de Arabidopsis thaliana con SPL13A (del inglés 
“Squamosa Promoter-Binding Protein Like 13A”), las 
líneas verticales representan los enlaces formados entre 
ambas moléculas. Imagen generada con la herramienta 
RNAhybrid de BiBiServ2 (https://bibiserv.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnahybrid).
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los sitios de corte por AGO en los transcritos de 
una muestra biológica, a esta técnica adaptada 
se le denomina degradoma o análisis en 
paralelo de los extremos de RNA, PARE por sus 
siJlas en inJlps (4�, 46)� 3or la Jran cantidad 
de información que el análisis de predicción 
de Elancos o de su confirmación por 3ARE 
puede arroMar, es recomendaEle reali]ar una 
ontoloJía de los Jenes \ reali]ar un anilisis de 
las categorías ontológicas a las que pertenecen 
los Jenes, cu\a e[presión se reJula por 
miRNAs, \ así identificar los procesos JloEales 
en los que pueden participar. El procedimiento 
de identificación \ clasificación de miRNAs 
de plantas Ka tenido Jrandes meMoras en 
los últimos años gracias a la aplicación de 
tpcnicas de secuenciación masiva \ al arduo 
traEaMo de diIerentes Jrupos de investiJación 
para refinar los procesos mediante los cuales 
se anali]an dicKas secuencias� 3or un lado, 
se han ido refinando los parámetros de 
identificación de miRNAs, \ por el otro lado, se 
han ido desarrollado diferentes herramientas 
que hacen más accesible su aplicación al 
requerir menos poder de cómputo \ ser mis 
amigables con el usuario. Actualmente existen 
plataIormas \ proJramas Jratuitos, alJunos 
de ellos mencionados arriba, que facilitan 

el proceso descrito de identificación de 
miRNAs. La regulación genética es uno de los 
detonadores de la diversidad \ la plasticidad 
en especies veJetales� /a identificación de 
miRNAs en distintas especies vegetales ha 
permitido a su ve] identificar Jenes que son 
reJulados por miRNAs específicos en especies 
particulares� 3ero, ademis, la recopilación \ 
análisis de los datos que se van generando, 
permite visuali]ar parte del panorama de 
regulación genética que se comparte o no 
entre clados ta[onómicos, inÀu\endo en la 
diversidad de las especies vegetales. 
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