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RESUMO: Pequenos RNAs induzem a expressdo génica em nivel pos-transcricional pela conducdo do mRNA a
clivagem, represséo da traducdo ou modificagdo da cromatina. microRNAs (miRNA) possuem ~20-24 nucleotideos e
coordenam a expressao génica pela regulacdo negativa da expressdo de seus genes alvo, através da degradacdo
sequéncia-especifica ou atravées da repressdo da traducdo. Além de plantas modelo como Arabidopsis e Microtom, 0s
miRNAs tém sido estudados em diferentes espécies de interesse agrondmico, objetivando compreender suas fungdes
regulatérias no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, resposta a estresses, dentre outros. Neste trabalho um
pipeline especifico para a busca de miRNAs homdlogos as plantas modelos, foi aplicado em sequéncias advindas de
bibliotecas de RNA-seq obtidas de frutos verdesde Coffea arabica. Como resultado 7 familias de miRNAs foram
identificadas em frutos verdes. Os resultados permitem vislumbrar estudos futuros que visem a compreensdo da
maturacdo de frutos de café e a importancia dos miRNAs no processo, visando o desenvolvimento de ferramentas
biotecnoldgicas para o melhoramento do café.

PALAVRAS-CHAVE: miRNA, Coffea arabica, maturacéo.

CHARACTERIZATION OF THE MICRORNA MIR393 IN RNA-SEQ LIBRARIES OF
Coffea arabica GREEN FRUITS

ABSTRACT: Small RNAs induce gene expression in post-transcriptional level by driving the mRNA cleavage,
translational repression chromatin modification. microRNAs (miRNA) have ~ 20-24 nucleotides and coordinate gene
expression by down-regulation of the expression of their target genes through sequence-specific degradation or through
the translation repression. Besides model plants like Arabidopsis and Microtom, miRNAs have been studied in different
species of agronomic interest in order to understand its regulatory functions in vegetative and reproductive
development, stress response, and others. In this work a specific pipeline to search for miRNAs counterparts in coffee
was applied to sequences from RNA-seq libraries obtained from green fruits of Coffea arabica. As a result 7 family of
miRNAs have been identified in green fruits. The results can adress future studies aimed at understanding the coffee
fruit ripening and the importance of miRNASs in this process, for the development of biotechnological tools for coffee
breeding

KEYWORDS: miRNA, Coffea arabica, maturation
INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de café, a segunda maior commodity mundial, ficando atras apenas do petréleo. A
producdo de café brasileira em 2014 chegou a aproximadamente 45 mi sacas, de um total mundial de 141mi (ICO,
2015a). A espécie C. arabica € responsavel por quase a totalidade do café exportado pelo Brasil com aproximadamente
29.3 mi de sacas (ICO, 2015b). Diversos organismos produzem pequenos RNAs, entre eles os microRNAS, que
possuem ~20-24 nucleotideos e controlam a expressdo génica pela regulacdo negativa da expressao de seus genes alvo,
através da degradacdo sequéncia-especifica ou repressao da traducdo (YAMAGUCHI; ABE, 2012). Estes participam de
importantes processos regulatorios (ELDEM et al., 2012). Os transcritos primarios (pri-miRNA) possuem tamanho
semelhante aos transcritos que codificam proteinas (TANG, 2010), e possuem estrutura em formato de grampo,
denominada hairpin, Estas moléculas sdo processadas em precursores (pre-miRNAs). Em seguida, os pre-miRNAs sdo
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processados pelo complexo DCL, formando uma estrutura de duplex formada pelo miRNAs maduro e 0 miRNA
complementar (MiRNA*), o duplex miRNA/MIRNA* (MARGIS et al., 2006), o qual é transportado ao citoplasma. Ja
no citoplasma, 0 miRNA guia é separado do miRNA™* e incorporado a uma proteina da familia ARGONAUTA (AGO)
formando o sistema RISC (RNA Induced Silencing Complex), que reconhece 0 mRNA alvo e guia seu silenciamento. O
estudo de miRNAs em espécies cultivadas pode proporcionar a compreensdo de processos regulatorios como o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo e resposta a estresse. Ao identificar e caracterizar precursores de miRNAs
encontrados em bibliotecas de RNA-seq obtidas a partir de frutos verdes e maduros de café, foi selecionado
aleatoriamente dentre os furtos verdes o car-miR393a e car-miR393b.

MATERIAL E METODOS

Bibliotecas de RNA-seq obtidas a partir de frutos verdes de C. arabica cultivar Acaud foram utilizadas como base de
dados para este estudo. O software Trinity (GRABHERR et al., 2011) (Broad Institute e Hebrew University of
Jerusalem) foi usado como ferramenta para a reconstrucdo dos transcriptomas das bibliotecas de RNA-seq. Foi aplicado
0 método utilizado em S. mansoni (DE SOUZA GOMES et al., 2011) e adaptado para espécies Coffea em Chaves et al.
(ndo publicado) em que as sequéncias que potencialmente formam estruturas em hairpin foram obtidas utilizando as
ferramentas Einverted (EMBOSS) e BLASTn (NCBI). Os parametros para o programa Einverted foram maximo repeat
de 336 nucleotideos e valor treshold 25 (THAKUR, 2011). Foi realizada uma busca por BLASTn para encontrar
sequéncias que potencialmente formam hairpin usando todos as sequéncias de pre-miRNAs depositadas ho miRBase
versdo 20.0 como query. O valor limite de e-value utilizado foi 0.001, comprimento minimo de similaridade de 25
nucleotideos e 80% de identidade. Foram coletadas sequéncias entre 60 e ~400 nt. Para obter miRNAs verdadeiros, as
sequéncias que potencialmente formam hairpin foram submetidas a diferentes filtros, tais como: MFE (Minimal free
energy), contetdo de GC, homologia de sequéncia madura, filtro de genes que codificam proteinas, filtro de RNAs ndo
codantes, e filtro de sequéncias repetitivas. As possiveis sequéncias haripin obtidas no EMBOSS e por BLASTn foram
filtradas usando seus MFE determinados via RNAfold (Vienna RNA Package) com os seguintes parametros: energia de
dobramento secundario de RNA -20 kcal/mol e opgdes "-p -d2 -noLP" (HOFACKER, 2009). Em seguida, as estruturas
foram filtradas para o contelldo de GC variando entre 20% a 65%. Adicionalmente, miRNAs maduros de plantas
depositados no miRBase (Versdo 20.0) foram alinhados as sequéncias e foram aceitos no maximo 4 mismatches na
estrutura madura. Outras classes de RNA ndo codantes (rRNA, snRNA, SL RNA, SRP, tRNAs, e RNase P) foram
eliminados usando Rfam microRNA Registry (versdo 11.0)(GARDNER et al., 2009). Finalmente, sequéncias
repetitivas  foram  eliminadas por um banco de dados que omite sequéncias  repetitivas
(http://www.repeatmasker.org/)(RepeatMasker 4.0.2), e sequéncias positivas para possiveis precursores de miRNAs
reais foram separadas. Nas sequéncias identificadas de pre-miRNAs de C. arabica foram realizadas anélises de
caracteristicas estruturais e pardmetros termodinamicas: Energia Minima Livre (MFE), Energia Minima Livre Ajustada
(AMFE), indice de Energia Minima Livre (MFEI), tamanho, contetido de A, contetido de U, contetdo de C, contetido
de G, de GC e AU, razdo de GC, razdo de AU, Energia Minima Livre do Conjunto (MFEE), Diversidade do Conjunto
(Diversidade), e Frequéncia da estrutura do MFE no Conjunto (Frequéncia). O parametro de MFE ajustado (AMFE) foi
definido como o MFE de 100 nucleotideos de comprimento de sequéncia e o indice de energia minima de dobramento
(MFEI), calculado pela equacdo: MFEI = [(AMFE) x 100] / (G% + C%)] (ZHANG, B. et al., 2006). A diversidade,
MFE e frequéncia do ensemble foi calculada usando RNAfold assim como o MFE das estruturas secundarias
(HOFACKER, 2009). O contetdo de GC e outras caracteristicas estruturais foram calculadas usando scripts Perl.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os miRNA em vegetais desempenham um papel fundamental em diversos processos biolégicos incluindo
embriogénese, floracdo, desenvolvimento de folhas e raizes e respostas das plantas em estresses bidticos e abidticos
(LLAVE 2004; SUNKAR AND ZHU 2004). Os miRNA sdo pequenos RNAs ndo codificadores, de 21 a 25
nucleotideos, que conduzem a expressdo génica de modo especifico(HE L, HANNON GJ, 2004). Para a identificagdo
via analises computacionais aspectos termodinamicos que podem ser levados em consideracdo para a determinacdo de
miRNAs, como: Energia Minima Livre (MFE), Energia Minima Livre Ajustada (AMFE), indice de Energia Minima
Livre (MFEI), Energia Minima Livre do Conjunto (MFEE), Diversidade do Conjunto (Diversidade), e Frequéncia da
estrutura do MFE no Conjunto (Frequéncia) pois sdo critérios Uteis para diferenciar miRNAs de outros tipos de RNAs.
Tem sido visto que precursores de miRNAs frequentemente possuem maiores MFEI que outros RNAs. Quando
apresenta valores de MFEI maiores que 0,85 uma sequencia de RNA tem a predisposicdo de ser uma molécula
silenciadora. (ZHANG, B. H.; PAN, X. P.; WANG, Q. L.; et al., 2006). Foram identificadas 7 familias de miRNAs em
frutos verdes. No presente estudo apresenta-se os resultados para a familia MIR393. O miR393 encontrado em fruto
verde apresentou caracteristicas consistentes para classifica-lo como miRNA, pois seus pré-miRNAs caracterizados
obtiveram alto MFEI (Tabela 1). Os valores encontrados sdo significativamente mais alto que os relatados para tRNAs
(0,64) , rRNAs (0,59), e mRNAs (0,62-0,66) (XIE, F. L. etal., 2007; ZHANG, B. H. et al., 2006).
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Tabela 1. Caracteristicas termodinamicas do miRNA393

Amostra miRNA 1D MFE MFEE Frequéncia  Diversidade AMFE MFEI
(kcal/mol) (kcal/mol) (%)

Fruto Verde ca-miR393a -71,90 -70,90 0,0196 12,57 -39,08 -0,98

Fruto Verde ca-miR393b -63,70 -58,70 0,0055 24,01 -34,62 -0,87

Além disso, a estrutura do precursor de miR393 apresentou 184 bases em sua composi¢cdo (Tabela 2). Os miRNAs de
plantas apresentam grande variacdo em relagdo ao seu tamanho (60-509), porém a grande maioria (75%) encontram-se
entre 80 — 160. (Zhang et al, 2006). Em relacdo a composicdo, 0 pre-miR393 apresentou conteido de AU
(Adenina+Uracila) de 60,33% e contetido de GC de 39,67% (Tabela 2). J& que A-U fazem duas ligacdes de hidrogénio
e G-C formam trés ligagdes, um maior conteldo de A-U conferem menor estabilidade e portanto facilitam o
processamento do precursor em miRNAS maduros pelo complexo RISC (Zhang et al, 2006). Além disso, o conteido de
AU, especialmente U podem servir como sinal para a biogénese de miRNAs (Zhang et al, 2006).

Tabela 2. Caracteristicas estruturais de precursores conservados de miRNA393 em frutos verdes em C. ardbica
Amostra miRNA ID  Tamanho G A C 0] GC AU UA- GC-
(%) (%) (%) (%) Content Conten ratio ratio
(%) t (%)
Fruto verde  ca-miR393a 184 1957 28,26 20,11 32,07 39,67 60,33 1,13 0,97
Fruto verde  ca-miR393b 184 20,11 32,07 19,57 28,26 39,67 60,33 0,88 1,03

As sequéncias maduras podem ser encontradas nos dois sentidos do precursor, tanto 5’ como 3°. Os miR393a-3p,
miR393a-5p, MiR393b-3p e MiR393b-5p encontrados apresentaram mesmo tamanho de sequéncias maduras que 0s
ortélogos (22nt) e alta similaridade com a sequéncia dos ortélogos (Tabela 3). A figura 1 mostra o alinhamento dos
precursores de miR393 em Coffea arabica com seus ortdlogos em outras espécies, destacando-se a regido madura, que é
a regido que se liga ao gene alvo promovendo sua clivagem ou repressao.

Tabela 3.Caracteristicas do miRNA393 de fruto verde de Coffea arabica e seus respectivos ortdlogos.

Amostra  Precursor Maduro Sequencia Inicioe fim  Ortologo N°de N° de gaps Tamanho Tamanho
Maduro do Maduro mismatches do Ortdlogo  MiRNA Ortdlogo
precursor do Ortélogo

Fruto car- car- aucaugcuaucc  147-167 ath-miR393a- 2 0 21 21
Verde miR393a miR393a- cuuuggaua 3p

3p
Fruto car- car- uccaaagggauc  20-41 ath-miR393a- 0 0 22 22
Verde miR393a miR393a- gcauugaucc 5p

5p
Fruto car- car- aucaaugcgauc  146-167 zZma- 2 0 22 22
Verde miR393b miR393b- ccuuuggaug miR393b-3p

3p
Fruto car- car- uccaaagggaua 20-41 zZma- 7 0 22 22
Verde miR393b miR393b- gcaugauccc miR393b-5p

op
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Figura 1. Alinhamento do precursor de ca-MIR393 com seus homologos de outras espécies vegetais.

A identificacdo de alvos de miR393 preveem que este atua sinalizacdo de auxina. Os alvos identificados e validados de
miR393 sdo: TIR1(At3g62980) e outras trés proteinas F-box (AFB1- At4g03190, AFB2 — At3g26810 e AFB3 —
At1g12820) (JONES-RHOADES AND BARTEL 2004). O TIR1/AFBs, constitui um pequeno subconjunto de F-box
contendo receptores de auxina e funcionam como um componente da proteina Skp 1-Cul-LIN1-F-box (SCF) complexos
ubiquitina ligase. Eles regulam a sinalizacdo da auxina por protedlise de repressores de auxina/acido indol-3-acético
(Aux/1AA), e liberam as atividades dos fatores de resposta da auxina (ARFs) (DHARMASIRI ET AL. 2005A;
KEPINSKI AND LEYSER 2005; RUEGGER ET AL. 1998).As auxinas sdo descritas por estimularem o alongamento
de coleoptilos de segmentos de caule, divisdo celular em cultura de calos em presenca de citocininas, formacéo de
raizes adventicias em folhas ou caules excisados entre outros fendmenos de desenvolvimento (TAIZ L, ZEIGER E,
2002). A principal auxina descrita é o acido indol-3-acético (AlA), sua biossintese esta associada aos tecidos de rapida
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divisdo celular e crescimento, principalmente nas partes aéreas. Apesar de que quase todos os tecidos vegetais sejam
capazes de produzir baixos niveis de AIA, os meristemas apicais, as folhas jovens, os frutos e as sementes em
desenvolvimento sdo os principais locais de sintese deste horménio. (LJUNG, L ET. AL. 2001). Entretanto, para
afirmar se os alvos de miRNA393 em Coffea arabica também estdo relacionados & sintese de auxina sdo necessarias
analises complementares para a identificacdo de possiveis alvos através de analises computacionais. Além disso,
posteriormente, deve-se fazer estudos moleculares para validacdo dos dados encontrados. Estudos como os de expressao
génica do miR393 e dos possiveis alvos identificados auxiliardo na compreensdo da atividade do miR393 no processo
de desenvolvimento e maturagéo de frutos.

CONCLUSOES

O miR393 foi identificado em frutos verdes de Coffea arabica através da comparacdo com outras espécies, observando-
se elevada conservacdo na regido da sequéncia madura. Analises moleculares permitirdo a melhor compreensao das
funcdes do miR393 no processo de desenvolvimento e maturacdo de frutos de café. Estudos tais como o descrito no
presente trabalho podem auxiliar no desenvolvimento de ferramentas biotecnolégicas para o melhoramento do cafeeiro.
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