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Pipeline para a investigacao de Target Mimics em regioes
intergénicas em plantas

Pipeline to investigate Target Mimics in intergenic
regions in plants

RESUMO

Os MicroRNAs ou miRNAs comp&em o tipo de pequeno RNA (small RNAs - sSRNA) mais
estudados. O miRNA maduro interage com o RNA mensageiro (mMRNA) desempenhando
um papel regulatdrio essencial na expressdao de genes nas plantas e animais. Os RNAs
competidores enddégenos (ceRNAs) sdo transcrigdes que possuem uma regido similar ou
igual aos de ligacdo do miRNAs:mRNA, também conhecida como MRE. Deste modo, os
ceRNAs podem regular os miRNA em nivel de pds-transcricdo ao competir pelo mesmo,
liberando os mRNAs para traducdo. Em 2014, Ye e co-autores identificaram 42.965
ceRNAs ou Target Mimics (TM em plantas) para o genoma de soja, a partir de predi¢do
computacional. Entretanto, existe uma caréncia de informacgdo funcional documentada
para estes transcritos. Neste trabalho, nds expandimos essa analise para 28 genomas
disponiveis no Ensembl Plants. Para isso, desenvolvemos um pipeline para realizar a
andlise em larga escala dos TMs. Em seguida, usamos os potenciais Target Mimics
encontrados e os comparamos com anotacdes de ncRNA do Ensembl Plants. Nossos
resultados mostram que uma grande quantidade de potenciais Target Mimics pode ser
encontrada em regides intergenicas e alguns deles sdo relacionados a ncRNAs
conhecidos. Os resultados irdo contribuir para a pesquisa de TMs em plantas

PALAVRAS-CHAVE: Non-coding RNA, pipeline, bioinformatica, ceRNA, miRNA, Target
Mimics.

ABSTRACT

The MicroRNAs (miRNAs) are the most studied non-coding RNA (ncRNA). miRNAs
interaction with Messenger RNAs (mRNAs) can regulate its expression by translational
repression or degradation. However, miRNAs can interact with other RNA type and
increase the complex gene regulation network. Competing Endogenous RNAs (ceRNAs),
also kown as Target Mimics (TMs), are transcrips which have a simililar or same miRNA
binding site. In this case, the TM regulate the miRNAs in a post-transcriptional level,
leaving these mRNAs free to be translated. Ye and co-authors identified 42,965
potential Target Mimics in intergenic regions in Glycine max, by in silico analysis.
However, there is a lack of functional information for these transcripts. In this work, we
expanded their analysis to 26 genomes available at Ensembl Plants. For that, we first
developed a pipeline to perform the large-scale TM analysis. Secondly, we used the
potential Target Mimics found and compared it to the ncRNA anotation from Ensembl
Plants. Our results show that a considerable amount of potential Target Mimics can be
found in intergenic regions and some of them related to knonw ncRNAs. The results will
contribute to the TM research in plants.
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INTRODUCAO

A bioinformatica é um campo de estudo interdisciplinar que envolve,
principalmente, biologia molecular e genética, ciéncia da computacdo,
matematica e estatistica (CAN et al., 2014). Nela, problemas bioldgicos com
dados de larga escala sdo resolvidos com abordagem computacional. Dentre
diversas dreas de estudo na bioinformatica, existem ramos de pesquisa sobre os
RNAs ndo-codificantes (ncRNAs). Os ncRNAs sdo acidos ribonucleicos (RNAs) que
sdo transcritos, mas ndo sdo traduzidos. De todos ncRNAs, os miRNAs, que
compdem um tipo de RNA pequeno (smRNA), é o mais estudado. O miRNA
maduro é capaz de interagir com o RNA mensageiro (mRNA) e desempenha um
papel regulatério importante na expressdao de genes de plantas e animais
(CHITWOOD et al., 2007). Os RNAs competidores enddgenos (ceRNAs), também
conhecidos como Target Mimics (TMs) em plantas, sdo transcricdes que possuem
uma regido similar ou igual aos de ligagdo do miRNAs:mRNA, também conhecida
como MRE. Deste modo, os ceRNAs podem regular os miRNAs em nivel de pds-
transcricdo ao competir pelo mesmo, liberando os mRNAs para traducdo
(PASCHOAL et al., 2017).

Considerando este cendrio, este projeto foi desenvolvido baseado nas
pesquisas realizadas por Ye e coautores (2014), que analisaram as regides
intergénicas do genoma da soja e encontraram 42.965 Target Mimics em
potenciais. Entretanto, os autores nao analisaram que tipo de transcritos eram
esses TMs. Com a mesma ideia, foi desenvolvido um pipeline de modo a expandir
as abordagens usadas por Ye e coautores. Nesse sentido, 26 genomas de plantas,
disponiveis no site Ensembl Plants (BOLSER et al., 2016), foram analisados. Em
um segundo momento, os TMs potenciais foram classificados funcionalmente,
através de comparagdo com anotacGes de RNAs ndo codificantes (ncRNAs),
também disponiveis no Ensembl Plants.

Espera-se com esse trabalho contribuir para a informacao funcional de RNAs
reguladores enddgenos de miRNA em planta, o que pode ajudar em potenciais
terapias génicas na manipulacdo bioldgica de plantas.

METODOLOGIA

EXTRACAO DE REGIOES INTERGENICAS

Para extracao das regides intergénicas, foram utilizados o software Bedtools
(QUINLAN et al., 2010) e comandos Unix. Primeiramente, no arquivo de
indexacdo do genoma (GFF3), sdo selecionadas todas as tuplas cuja terceira
coluna diz “gene”, o que significa que esta representa a coordenada de uma
regidao génica. Em seguida, o arquivo extraido do primeiro passo é ordenado de
acordo com o tamanho do cromossomo, retirado do arquivo de anota¢do do
genoma (FASTA). Por ultimo, através do comando complement do software
Bedtools, é retirado o complemento da regido génica, que é a regido intergénica.
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IDENTIFICAGAO DE TARGET MIMICS EM POTENCIAL

A busca por TMs em potencial foi realizada através de scripts em linguagem
de programacdo Perl, disponibilizados por Ye e coautores (2014). A busca
compara miRNAs ja documentados de cada planta, disponiveis no site miRBase
(GRIFFITHS-JONES et al., 2006), com as sequencias de nucleotideos das regides
intergénicas extraidas. As regras para identificacdo de Target Mimics, de acordo
com o trabalho publicado por Franco Zorilla (2007), sdo mostradas na figura 1.

Figura 1 — Regras para identificagcdao de Target Mimics
Target mimics rules
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Fonte: PASCHOAL et .al., 2017. As regras dizem que (i) deve existir uma
protuberancia central de 3 nucleotideos no TM e entre as posi¢ées 10 e 11 do miRNA,
representado em verde (ii) pares Guanina/Uracila (G/U) s6 podem aparecer apds a
posi¢do 10 do miRNA e no final da interagdo, representado em amarelo (iii) um ou dois
mismatches (nucleotideos diferentes) sdo tolerados apds a posicdo 11 do miRNA, em
vermelho.

CLASSIFICAGAO FUNCIONAL

A classificagdo funcional dos TMs em potencial foi feita através de
comparacdo de ncRNAs. Para realiza-la, foram comparadas as regiées do TM




XX
SICITE

Semindrio de Iniciacto Cientifica e Tecnolégica

UTrer

Apucarana - PR
05, 06 ¢ 07 de Novembro de 2018

encontrado e do ncRNA, e verificada a existéncia de sobreposicio de
coordenadas de localizagdo no genoma.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As plantas analisadas, quantidade de Target Mimics em potencial
encontrados e a quantidade de TMs classificados por tipo estdo registrados na
Tabela 1.

Tabela 1 — Plantas, TMs potenciais e TMs classificados por tipo

snRN  pre_miRN

w O O o

[EnY

=, O O O O o o o oo

Plantas TMs tRNA snoRNA rRNA A A

Aegilops Tauschii 16989 0 0 1 0

Amborella Trichopoda 3777 0 0 0 0

Arabidopsis lyrata 2468 0 0 0 0

Arabidopsis thaliana 2753 1 0 0 0

Zi's ‘12’;’,’1’; ZZ’ um 2859 0 0 1 0

Brassica Napus 608 0 0 0 0

Brassica olaracea 75 0 0 1 0

Brassica rapa 1086 1 0 0 0
oo =0 o o

Glycine max 53909 0 0 0 0

Gossypium raimondii 5017 1 0 0 0

Helianthus Annuus 410 0 0 0 0

Hordeum vulgare 22992 0 0 0 0

Manihot esculenta 1028 0 0 0 0

Medicago truncatula 6223 0 0 1 0

Oryza sativa japonica 9599

Phaseolus Vulgaris 95 0 0 0 0 0
Populus trichocarpa 3204 0 2

Prunus persica 1321 0 0 0 0 0
Selaginella 361

moellendorffii 0 0 0 0 0
Solanum lycopersicum 2384 0 0 0 0 0
Solanum tuberosum 5312 0 0 1 0
Sorghum bicholor 8155 0 0 14 0 1
Theobroma cacao 316 0 0 1 0 0
Vitis vinifera 1257 0 0 0 0 0
Zea mays 17019 0 0 0 0 0

Fonte: Autor

Na tabela 1, é possivel observar que um grande numero de Target Mimics
em potencial foi encontrado. Ja a classificagdo funcional mostra que apenas um
pequeno percentual desse niumero possui evidéncia de ncRNAs documentados.
Isso se deve ao fato que existe uma caréncia de anotagao de ncRNAs, sobretudo
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em regides intergénicas. Existem outras abordagens capazes de buscar novos
ncRNAs, bem como suas fungdes, em anotacdes de transcritos disponiveis em
bancos de dados publicos, que poderdao ser utilizadas em trabalhos futuros.
Pagina | 5 A principal contribuicdo desse trabalho, entretanto, é a automatizagdo
do processo de busca de TMs em regides intergénicas, estabelecida pelo pipeline.
O processo de busca pode ser expandido para toda planta com anotacdo genética
disponivel e possibilita a criacdo de bancos de dados especificos para TMs e
outros transcritos.

CONCLUSOES

O projeto de pesquisa foi executado conforme a proposta estabelecida.
Foram analisadas 26 plantas com anotacdo gendmica disponivel no site Ensembl
Plants e seus respectivos miRNAs anotados no site miRBase. Os resultados
mostram que uma grande quantidade de Target Mimics em potencial pode ser
encontrada nas regides intergénicas dessas plantas. Entretanto, ao realizar a
classificagdo funcional, é notavel que apenas uma pequena quantidade é
encontrada, que sdo 30 classificagcdes ao todo. Isso pode ser atribuido ao fato que
existe uma caréncia de anotacao de ncRNAs dos genomas.
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