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RESUMO: microRNAs constituem uma classe de pequenos RNAs (20-24 nucleotideos) enddgenos ndo codantes
envolvidos na regulacdo pos-transcricional da expressdo génica em eucariotos. Em plantas, mais especificamente, os
miRNAs sdo resultados do processamento dos longos transcritos primarios pelas enzimas Dicer-like e atuam
predominantemente degradando mRNAs complementares. Além de plantas modelo como Arabidopsis e Microtom, os
miRNAs tém sido estudados em diferentes espécies de interesse agrondmico, visando compreender suas funces
regulatérias no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, resposta a estresses, dentre outros. Neste trabalho um
pipeline especifico para a busca de miRNAs homdlogos em café foi aplicado em sequéncias advindas de bibliotecas de
RNA-seq obtidas de frutos maduros de café. Como resultado 8 familias de miRNAs foram identificadas em frutos
maduros destacando-se 0 miIRNA156 especifico para a fase de maturacdo. Os resultados fornecem informacdes
importantes para a compreensdo do envolvimento miRNA no processo de maturagdo do café visando o
desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas para o melhoramento do café.

PALAVRA-CHAVE: microRNAs; café; maturacdo.

Characterization of micro RNA miR156 found in RNA -seq libraries of ripe fruits of Coffea
arabica

ABSTRACT: microRNAs are a class of small RNAs (20-24 nucleotides) endogenous non-coding involved in post-
transcriptional regulation of gene expression in eukaryotes. In plants, specifically, miRNA are the result of processing
the primary transcripts processed by Dicer-like enzymes and act predominantly degrading complementary mRNAS.
Besides in model plants like Arabidopsis and Microtom, miRNAs have been studied in different species of agronomic
interest, to understand its regulatory functions in vegetative and reproductive development, stress response, among
others. In this work a specific pipeline to search for miRNAs counterparts in coffee was applied to sequences resulting
from RNA-seq obtained from ripe coffee fruit libraries. As a result, eight families of miRNAs have been identified in
mature fruits highlighting section miRNA156 specific for maturation. The results provide important information for
understanding the miRNA involvement in the coffee ripening process for the development of biotechnological tools for
coffee improvement.
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INTRODUCAO

O café ¢ a “commodity” mais comercializada no mundo depois do petrdleo (CONAB 2013) e segundo a Organizagéo
Internacional do Café (OIC) o setor cafeeiro brasileiro em 2014 contribuiu com 45 milhdes de sacas de 60 kg (ICO,
2015a) despontando entre os paises exportadores. Quase todo café exportado pelo Brasil corresponde a espécie C.
arabica com aproximadamente 29.3 milhdes de sacas (ICO, 2015b).Diversos organismos produzem pequenos RNAS
destacando-se os microRNAs (miRNAs), os quais constituem uma classe de pequenos RNAs endogenos (~ 22
nucleotideos) envolvidos na regulacdo pds-transcricional da expressdo génica em eucariotos. Em plantas, resultam dos
longos transcritos primarios contendo imperfeitos hairpins que sofrem processamento pelas enzimas Rnase Il tipo
Dicer, produzindo miRNAs maduros (HUTVAGNER et al., 2001; BARTEL E BARTEL, 2003; LAI, 2003; BARTEL,
2004; GRISHOK et al., 2001; KETTING et al., 2001, LEE et al., 2003). Cada miRNA maduro deriva de por¢des dupla-
fita do hairpin apresentando inicialmente um duplex contendo dois RNAs com aproximadamente 22 nt, onde um é o
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miRNA maduro e o outro é conhecido como miRNA* (inseridos em bragos opostos e complementares do grampo)
(LAU et al., 2001; REINHART et al., 2002; SCHWARZ et al., 2003). O miRNA maduro é carregado para 0 complexo
RISC (RNA-induced silencing complex, HAMMOND et al., 2000) onde funciona como um RNA guia orientando a
repressdo de mRNA alvos, enquanto a miRNA* é degradado (Figura 1) (SCHWARZ et al., 2003). miRNAs foram
identificados em espécies de culturas cultivadas para alimentacdo (KULCHESKI et al . 2011), téxtil (ZHANG et al.,
2007) e biocombustiveis ( ZANCA et al. 2010).0 estudo de miRNAs em espécies cultivadas pode contribuir para a
compreensdo de processos regulatérios associados com eventos morfofisiolgicos, uma vez que estes pequenos RNAS
regulam um grande ndmero de genes relacionados a processos do desenvolvimento vegetal tais como controle da
diferenciagdo dos tecidos, alternancia entre fases vegetativa e reprodutiva e resposta a diferentes biotico e abiotico(XIE
et al., 2007; ELDEM et al., 2012). As diversas familias de miRNAs descritas para o cafeeiro também estéo
correlacionadas a diferentes processos biologicos que incluem, padrdes de crescimento vegetal, processos metabolicos,
respostas hormonais, respostas a estresses e rotas de sinalizagdo celular (CHAVES, 2012). Este trabalho teve como
objetivo identificar e caracterizar miRNAs encontrados em bibliotecas de RNA-seq obtidas a partir de frutos maduros
de café, destacando-se 0 miRNAs156.

(/G-Ena de miRNA _ ™ -\
|
Pri-miRNA Cap |[ (Aln
|
Pré-miRNA ]i Nicleo
{=70 nt)
_ Y,
|
* Cltoplasma
Pré-miRMNA ii
‘!, Dicer
miRNA fita dupla {r
(~22 nt)

miRNA maduro no

\_ e J

Adapatado de Kim, Trends Genet, 22(3):165-73, 2006

Figura 1. Via de biogénese dos miRNAs. O gene de miRNA é transcrito pela RNA polimerase Il. O transcrito primério
(pri-miRNA) apresenta uma estrutura hairpin, que é processanda pela enzima RNase 111, Drosha, formando o0 miRNA
precursor (prée-miRNA) de ~70 nucleotideos. A proteina exportina-5 leva esse produto ao citoplasma para ser
processado pela RNase Il1, Dicer, gerando um miRNA fita dupla de ~22 nucleotideos. Uma das fitas do duplex de
miRNA é degradada enquanto a outra permanece no complexo RISC para controlar a expressdo pds-transcricional de
genes alvo.

MATERIAL E METODOS

Bibliotecas de RNA-seq obtidas a partir frutos maduros 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 no miRBase
versao 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), contetido de GC, homologia de sequéncia madura, filtro de genes que codificam proteinas, filtro de RNAs nédo
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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 opcdes "-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 analises de
caracteristicas estruturais e parametros 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 contetido de GC e outras caracteristicas estruturais foram calculadas usando scripts Perl.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os miRNAs modelam a expressdo génica por meio do pareamento de bases especificas a um mRNA alvo, induzindo a
clivagem ou o impedimento de traducdo deste mRNA. Muitas das vias reguladas sdo fundamentais para o
desenvolvimento do organismo e para a manutencdo da integridade do genoma. Processos fundamentais do
desenvolvimento vegetal como a determinacdo da identidade de células meristematicas, da polaridade dos érgéaos
foliares e da transicdo entre os estagios vegetativo e reprodutivo, sdo dependentes dos mecanismos de silenciamento
promovidos pelos miRNAs (CHAVES, 2012).Foram identificadas oito familias de miRNAs em frutos maduros de café
sendo analisadas as caracteristicas estruturais dos seus precursores (Tabela 1). A estrutura do precursor de miR156
apresentou 102 bases em sua composi¢do. De modo geral, a maioria das plantas (73,5%) possuem de 80 a 160 nt
(ZHANG et al, 2006). Em relagdo a composi¢do, o pre-miR156 apresentou contetdo de AU (Adenina+Uracila) de
50,98% e contelido de GC de 49,02%. A relacdo GC e AU influencia diretamente o processamento destes pré-miRNAs
j& que maior porcentagem de AU torna-o mais instdvel em funcdo das duas ligacBes com o hidrogénio, enquanto que
miRNAs com alta porcentagem de GC apresentam maior estabilidade j& que formam trés ligacBes de hidrogénio. Logo,
0 MiR156 pode ser processado mais facilmente em um miRNA maduro pelo complexo RISC (Ml et al., 2008).

Tabelal. Caracteristicas estruturais de precursores conservados de miRNAs em frutos maduros de C. arabica.

Amostra miRNA ID Tamanho G A(%) C(%) U (%) GC AU Content
(%) Content (%)
(%)

Fruto Maduro car-miR156f 89 23,60 22,47 26,97 26,97 50,56 49,44
Fruto Maduro car-miR828 221 22,62 27,15 22,62 27,60 45,25 54,75
Fruto Maduro car-miR156 102 25,49 19,61 23,53 31,37 49,02 50,98
Fruto Maduro car-miR172 163 23,93 27,61 15,34 33,13 39,26 60,74
Fruto Maduro car-miR167 81 22,22 22,22 24,69 30,86 46,91 53,09
Fruto Maduro car-miR167h 111 23,42 29,73 24,32 22,52 47,75 52,25
Fruto Maduro car-miR159a 188 27,66 21,28 20,21 30,85 47,87 52,13
Fruto Maduro car-miR319c 179 26,26 24,02 21,23 28,49 47,49 52,51
Fruto Maduro car-miR319 178 30,34 19,10 20,22 30,34 50,56 49,44
Fruto Maduro car-miR8130 165 25,45 25,45 18,18 30,91 43,64 56,36
Fruto Maduro car-miR5368 83 28,92 25,30 25,30 20,48 54,22 45,78

Analisando os aspectos termodinamicos do precursor miRNA156 selecionado é possivel distinguir este miRNA de
outros tipos de RNAs (Tabela 2). Através da varidvel MFEI constatou-se que os precursores identificados tendem a ser
uma molécula de RNA silenciadora por apresentarem MFEI maiores que 0,85. Ainda para os miRNAs que
apresentaram valor abaixo do referenciado, estes sdo significativamente mais altos que os descritos para tRNAs (0,64),
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rRNAs (0,59), e mRNAs (0,62-0,66) possuem relagdo positiva para as demais varidveis (XIE, F. L. et al., 2007;
ZHANG, B. H. et al., 2006).

Tabela 2. Caracteristicas termodindmicas de precursores conservados de miRNA156 em C. arabica.

Amostra miRNA ID MFE MFEE Frequéncia Diversidade AMFE MFEI
(kcal/mol) (kcal/mol) (%)
Fruto Maduro car-miR156 -55,3 -55,3 0,3051 3,68 -54,22 -1,11

O miRNAL56 foi identificado exclusivamente em frutos maduros apresentando caracteristicas muito semelhantes aos
ortélogos de outras espécies (Tabela 3), tais como a composi¢cdo e comprimento, a qual variou 19-22 nt.O miR156
apresentou mismatches iguais a zero em relacdo aos ort6logos indicando elevada similaridade. A figura 2 mostra o
alinhamento dos precursores de miR156 em Coffea arabica com seus ort6logos 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. Caracteristica do miRNA156 de frutos maduros de Coffea arabica e seus respectivos miRNAs ort6logos .

Amostr Precurso Nome Sequencia Madura Precurso Nome do N° de N° de gaps Tamanho do Tamanho
a r Maduro s inicial e ortélogo mismatches com mMiRNA do
final maduro com ortélogos ortélogo
ortdlogos
Fruto car- car- Ugcucacucucuaucugucac 79-100 mtr- 0 0 22 22
Maduro miR156 miR156- c miR156b-
3p 3p
Fruto car- car- Ugacagaagagagugagcaca 05-25 bna- 0 0 21 21
Maduro miR156 miR156- miR156a
5p

5 starn mthm milNA
mirl 56-6p
5 R

e,
- - o
car-miR156 car-miR156f bra-miR156b gma-miR156f nta-miR156b6 nta-miR156d tec-miR156b Base pak probabiibes

Figura 2. Alinhamento do precursor de car-MIR156 com seus ortélogos de outras espécies vegetais.

O miRNA156 foi identificado em Solanum lycopersicum L. estando envolvido na manutencéo do estado meristematico
dos tecidos vegetais dos ovéarios, podendo controlar etapas de desenvolvimento de frutos carnosos (FERREIRA E
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SILVA et al., 2014). No presente trabalho este miRNA foi encontrado apenas em frutos maduros, evidenciando sua
potencial atuacdo na maturacdo dos frutos de café. Portanto, este miRNA torna-se um importante candidato para
estudos visando compreender o processo de maturacdo do fruto de café.

CONCLUSOES

A partir de bibliotecas de RNA-seq foram identificadas oito familias de miRNAs em frutos maduros, estando o
miRNA156 possivelmente associado com o controle do desenvolvimento do fruto na fase de maturagdo. A identificacéo
de alvos potenciais e outras analises experimentais irdo fornecer informacdes importantes para a compreensdo do
envolvimento deste miRNA no processo de maturagdo do fruto, visando o desenvolvimento de ferramentas
biotecnolégicas para o melhoramento do café.
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