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MICRORNAS DE SEMENTES DE SOJA MADURA E EM GERMINAÇÃO E TRANSFER RNA-

DERIVED FRAGMENTS (TRFS)  ASSOCIADOS A PROTEÍNAS ARGONAUTAS DE 

ARABIDOPSIS

Autor: Guilherme Loss de Morais

Orientador: Rogerio Margis

Resumo

O advento de técnicas de sequenciamento de alta eficiência possibilitou o estudo mais aprofundado 
de pequenos RNAs, como os microRNAs (miRNAs), a classe melhor caracterizada, e a identificação 
de novas classes como a dos transfer RNA-derived Fragments (tRFs). Os pequenos RNAs podem atuar 
como reguladores negativos da expressão gênica do seu transcrito alvo. Este mecanismo, denominado 
Silenciamento Gênico Pós-Transcricional (PTGS) ou RNA interferência  (RNAi),  pode ocorrer  pela 
indução da clivagem do transcrito alvo, ou pela repressão da tradução do mesmo. Em soja, ainda não 
foram descritos miRNAs atuantes na germinação da semente, os quais foram abordados no primeiro 
capítulo desta tese. Utilizando duas bibliotecas de sequenciamento de alta eficiência, uma relativa a 
sementes maduras e outra composta de uma combinação de sementes em germinação (3, 5 e 7 dias),  
foram identificados um total de 178 microRNAs, sendo 36 inéditos. Dos 178, 8 miRNAs com alvos 
potencialmente relacionados à germinação da semente,  às rotas de auxina,  giberelina,  metabolismo 
lipídico, de nitrogênio e homeostase de potencial redox, foram validados por análise de degradoma. O 
segundo capítulo aborda a caracterização de tRFs em Arabidopsis associados com proteínas Argonauta 
(AGO),  as  quais  são  essenciais  ao  RNAi.  Foram utilizadas  26  bibliotecas  de  sequenciamento  de 
argonautas imunoprecipitadas (AGO-IP), relativas às AGOs 1, 2, 4, 5, 7 e 9, além de 3 bibliotecas de 
degradoma. O mapeamento destas sequências nos tRNAs de Arabidopsis revelou que estes pequenos 
RNAs  são  majoritariamente  associados  a  AGO1  e  2,  sendo  a  classe  5'  de  19  nucleotídeos  de 
comprimento a mais comum. Contudo, estes não obedecem aos critérios de direcionamento a proteínas 
AGO  relativos  ao  primeiro  nucleotídeo  do  pequeno  RNA,  como  ocorre  com  miRNAs.  Foram 
identificados quatro  transcritos  alvos,  validados  por  análise  do degradoma,  os  quais  possivelmente 
sofrem  PTGS  via  tRFs.  Ambos  os  capítulos  apresentam  uma  robusta  caracterização  in  silico de 
pequenos RNAs em plantas inferindo suas possíveis funções. Contudo, mais experimentos devem ser 
efetuados para confirmação de seus papeis em soja e Arabidopsis.
___________________________________________________________________________________

Tese  de  Doutorado,  Programa  de  Pós-graduação  em  Biologia  Celular  e  Molecular,  Centro  de 

Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (142 p.) Março, 

2013.
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MICRORNAS FROM MATURE AND GERMINATING SOYBEAN SEEDS AND TRANSFER  
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Author: Guilherme Loss de Morais

Advisor: Rogerio Margis

Abstract

The advent of the deep sequencing approach enabled a better characterization of small RNAs, such 
as microRNAs (miRNAs), the well-known small RNA class, and the identification of new classes like 
the transfer RNA-derived Fragments (tRFs). The small RNAs can act as negative regulators of gene 
expression of their target transcript. This mechanism, known as Post Transcriptional Gene Silencing 
(PTGS), involves dicing of the target transcript, or translational repression. In soybean, the microRNAs 
acting on seed germination are unknown. These miRNAs were described in the first chapter of this 
thesis.  Using  two  deep  sequencing  libraries,  relative  to  the  mature  seeds  and  a  combination  of 
germinating seeds (3, 5 and 7 days). A total of 178 miRNAs were identified, including 36 new ones. 
Eight miRNAs had targets potentially related to seed germination including some acting on auxin and 
gibberellin pathways, lipid and nitrogen metabolism and redox homeostasis, and were validated by 
degradome analysis. The second chapter showed the characterization of Argonaut (AGO) associated 
tRFs in Arabidopsis. AGO is an essential protein for PTGS. A total of 26 deep sequencing libraries 
from immunoprecipitated Argonauts (AGO-IP), relative to the AGO 1, 2, 4, 7, and 9, plus 3 degradome 
libraries  were  used.  The  tRFs  were  mainly  associated  with  AGO1 and  2,  and  the  5'  class  of  19 
nucleotides in length was the most common one. However the tRFs did not follow the rule for AGO 
loading, were the first nucleotide lead the microRNA to a specific AGO. We identified four tRF target  
transcripts validated by degradome analysis, which possibly undergo the PTGS pathway. Both chapters 
present a robust  in silico characterization of small RNAs in plants, inferring their possible functions. 
However, more experiments should be performed to confirm their roles in soybean and Arabidopsis 
___________________________________________________________________________________

Ph.D. Thesis, Graduate Program in Cell and Molecular Biology, Federal University of Rio Grande do 

Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (142 p.) March, 2013.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AGO – enzima Argonauta

Ala – Alanina

Arg – Arginina

Gly - Glicina

BLAST  –  Basic  Local  Alignment  Sequence  Tool (ferramenta  básica  de  alinhamento  local  de 

sequências)

bp – base pair (pares de bases)

cDNA – complementary DNA (DNA complementar)

CDS – Coding Sequence (sequência codificadora)

DCL –Enzima Dicer-Like

DNA – Desoxirribonucleic acid (ácido desoxirribonucleico)

hcRNAs –Heterocromatic RNAs (RNAs heterocromáticos)

MFEI – Minimum Free Energy Index (índice de Energia mínima livre)

mRNA – messenger RNA (RNA mensageiro)

miRNA – microRNA

natsiRNAs –natural anti sence small RNAs (pequenos RNAs anti senso naturais)

nt – nucleotídeo

pre-miRNA – precursor of microRNA (precursor de microRNA)

PTGS – Post Transcriptional Gene Silecing (silenciamento gênico pós transcricional)

pri-miRNA – primary microRNA (microRNA primário)

RDR – RNA Polimerase dependente de RNA
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RNA – Ribonucleic acid (ácido ribonucléico)

rRNA – RNA ribossomal

SILAC – Stable Isotope Labelling with Amino acids in Cell culture (rotulação de isótopos estáveis em 

aminoácidos em cultura celular)

siRNA – small interfering RNAs (pequenos RNAs de interferência)

SNP - Single Nucleotide Polymorfism (Polimorfismo de nucleotídeo Único)

SVM – Support Vector Machines (Máquinas de Suporte Vetorial)

TasiRNAs - Trans Acting small interfering RNAs (pequenos RNA de interferência atuantes em trans)

tRNA – RNA transportador

tRFs – transfer RNA-derived Fragments (fragmentos derivados de tRNA)
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1. INTRODUÇÃO

O  presente  trabalho  aborda  os  pequenos  RNAs  de  duas  plantas  modelo,  focando-se  na 

caracterização de microRNAs em soja (Glycine max), planta modelo para oleaginosas e na descrição de 

uma classe recente de pequenos RNAs, denominada de transfer RNA-derived Fragmets (tRFs) em 

Arabidopsis  thaliana.  Ambos  os  tipos  de  pequenos  RNAs  foram  analisados  por  ferramentas  de 

bioinformática,  em  bibliotecas  de  sequenciamento  de  alta  eficiência  (Deep  Sequencing ou  High 

Throughput  Sequencing),  desenvolvidas  pelo nosso grupo ou disponibilizadas em bancos de dados 

públicos.

1.1 DO SEQUENCIAMENTO DE ALTA EFICIÊNCIA À BIOINFORMÁTICA

Antes  de  abordar  as  classes  de  pequenos  RNAs  é  interessante  introduzir  as  tecnologias  de 

sequenciamento de alta eficiência, suas aplicações na caracterização de pequenos RNAs, bem como as 

análises de bioinformática necessárias. Nos últimos anos, houve um grande avanço na maneira em que 

os dados oriundos de sequenciamento são produzidos, seja por diminuição de custos (Muers, 2011), ou 

pela grande quantidade de dados que estas tecnologias produzem, oscilando na casa de centenas de 

milhares de sequências (reads) por sequenciamento (Paszkiewicz & Studholme, 2010).

O  sequenciamento  de  alta  eficiência  está  revolucionando  a  biologia  molecular  (Bräutigam & 

Gowik, 2010), sendo aplicado com sucesso no sequenciamento de genomas de plantas (Imelfort & 

Edwards, 2009), estudos de metagenômica (Coetzee et al., 2010) e metatranscriptômica (Molina et al., 

2012), sequenciamento de RNA (RNA seq), de cromatina imunoprecipitada (ChIP seq) (Imelfort & 
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Edwards, 2009), detecção de padrões de metilação no genoma (Dowen et al., 2012), na descoberta de 

pequenos RNAs (Zhou et al., 2010) e no sequenciamento de degradoma, o qual se baseia na técnica de 

5'-Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) com finalidade de caracterizar padrões de degradação 

em  transcritos  (German  et  al.,  2008),  sendo  bastante  utilizada  para  confirmação  de  alvos  de 

microRNAs (Eshoo et al., 2011).

Uma das  primeiras  tecnologias  de sequenciamento de alta  eficiência  foi  o  pirosequenciamento 

(Ronaghi, 1998), a qual utiliza a metodologia de sequenciamento por síntese, na qual, conforme ocorre 

a polimerização da cadeia complementar de DNA, há emissão de luz captada por um receptor. Está 

técnica foi a primeira a ser incorporada em uma plataforma comercial, chamada de pirosequenciador 

454. Nessa plataforma, cada fragmento é ligado a um adaptador que, por sua vez, é ligado a esferas 

(beads) de 28 micrômetros de diâmetro. Os adaptadores são utilizados como região de hibridização de 

oligonucleotídeos iniciadores (primers), necessários para início da polimerização da cadeia de DNA 

por PCR. A técnica se baseia na utilização das enzimas ATP sulfurilase, luciferase, apirase e na emissão 

luz originada por atividade enzimática (Ronaghi, 1998).

Cada ciclo de pirosequenciamento inicia com a adição de um único tipo de nucleotídeo na cadeia 

por uma DNA polimerase, resultando na liberação uma molécula de pirofosfato (PPi), o qual, junto 

com persulfato de amônio é convertido em ATP pela enzima ATP sulfurilase. O ATP é então utilizado 

juntamente com a luciferina pela enzima luciferase. O resultado dessa última reação é oxi-luciferina e 

emissão  de  luz,  a  qual  é  captada  por  uma  câmera  CCD.  Após  cada  ciclo,  os  nucleotídeos  não 

polimerizados na cadeia são degradados pela enzima apirase. Em seguida repete-se o processo, mas 

com um tipo de nucleotídeo distinto do anterior (Ronaghi, 1998).

Outra  tecnologia  bastante  popular  é  a  utilizada  em  plataformas  Illumina  (Solexa,  Genome 
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Analyzer, HiSeq200, MiSeq), as quais foram utilizadas no presente trabalho. Esta tecnologia se baseia 

na  utilização de adaptadores,  ancorados  em uma placa,  que são utilizados como oligonucleotídeos 

iniciadores para uma PCR dos amplicons a serem sequenciados. Ao fim da reação, cada fragmento será 

representado inúmeras vezes, formando "colônias" de DNA. Este fato é importante, pois cada produto 

de PCR é sequenciado inúmeras vezes, diminuindo a taxa de erro de sequenciamento. As reações de 

sequenciamento se baseiam na utilização de nucleotídeos terminadores de cadeia reversíveis ligados a 

fluoróforos  distintos  (um diferente  para  cada  nucleotídeo).  Conforme a  reação de PCR inicia,  são 

adicionados os terminadores de cadeia reversíveis,  que interrompem a PCR, permitindo o sinal de 

fluorescência  a  ser  captado por  uma câmera  CCD. Em seguida,  os  nucleotídeos  terminadores  não 

ligados são retirados da reação e aqueles ligados ao fragmento são desbloqueados, com a retirada do 

fluoróforo, permitindo a PCR continuar. Este processo se repete inúmeras vezes, fazendo com que cada 

nucleotídeo do fragmento a ser sequenciado seja resolvido um a um (Bentley et al.,  2012; Mardis, 

2008).

Desde  a  introdução  das  técnicas  de  sequenciamento  de  alta  eficiência,  independentemente  da 

tecnologia utilizada, as análises de bioinformática tem sido um desafio (Edwards et al., 2013). Devido 

ao grande número de resultados, há necessidade de robusta estrutura de hardware e softwares eficientes 

para estocar, processar, analisar e interpretar esses dados (Koboldt et al., 2010). Contudo, já existem 

algumas  ferramentas  que  permitem  a  caracterização  destas  bibliotecas  de  sequenciamento.  Por 

exemplo, a ferramenta FASTX (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html), a qual é utilizada 

para processamento dos  reads, tais como retirada de adaptadores e sequências de baixa qualidade; o 

software Velvet  (Zerbino  &  Birney,  2008),  que  é  utilizado  para  montagem  de  contigs;  Bowtie 

(Langmead et  al.,  2009),  ferramenta  usada para mapear  reads em um genoma ou transcriptoma e 
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Samtools (Heng Li et  al.,  2009), ferramenta utilizada para manipular arquivos de mapeamentos de 

reads e análises de SNP call. Para análise de pequenos RNAs existe o UEsmall RNA toolkit (Moxon et 

al.,  2008),  o  qual  pode  ser  utilizado na  identificação destes,  predição  de  microRNAs,  análises  de 

enovelamento de RNAs, entre outras. A disponibilidade de sequências em bancos de dados como o 

miRBase (Kozomara & Griffiths-Jones, 2011) e de sequenciamento de alta eficiência como o  Gene 

expression  Omnibus (GEO)  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/)  favorecem  a  caracterização  de 

pequenos RNAs.

1.2 OS MICRORNAS

Os pequenos RNAs são uma classe de RNA não codificantes, tendo nos microRNAs ou miRNAs 

seus  representantes  melhor  caracterizados  (Meyers  et  al.,  2008).  Os  microRNAs  são  produtos  de 

transcritos  (pré-miRNAs)  de  aproximadamente  200  nt  de  comprimento.  Estes,  por  sua  vez,  são 

resultantes do processamento de pri-miRNAs, os quais são transcritos por uma RNA Polimerase II, a 

partir de um MIR gene localizado em regiões intergênicas, éxons, ou íntrons (MIRtrons) (Axtell et al., 

2011; Voinnet, 2009).

Os pré-miRNAs formam estruturas em forma de grampo, devido a possuírem sequências repetidas 

invertidas, as quais são clivadas pelo complexo D-body, formado por RNAses do tipo III, denominadas 

Dicer-Like (DCL), e outras proteínas acessórias (Voinnet, 2009). Este processamento produz pequenos 

RNAs entre 21 e 24 nt, posteriormente metilados na terminação 3'-OH pela enzima HEN1, protegendo 

os mesmos da degradação por nucleases degradadoras de pequenos RNAs (SDN) (Yu et al., 2005). 

Uma das fitas do miRNA é direcionada ao seu transcrito alvo por proteínas Argonautas (AGO) no 
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complexo RISC, formando o complexo miRNA-induced silencing complex (miRISC) e posteriormente 

agindo no silenciamento gênico (L. Ding & Han, 2007). A fita complementar é geralmente degradada 

por uma nuclease SDN (Axtell et al., 2011) (Figura 1). Porém, recentemente foi visto que esta fita 

complementar,  também denominada de miRNA*, também pode ser  carregada em enzimas AGO e 

regular a expressão de transcritos, como o MIR393*, que regulou o gene MEMB12 durante um ensaio 

de infecção de Pseudomonas syringae em Arabidopsis thaliana (Xiaoming Zhang et al., 2011).

Figura 1:  Biogênese de microRNAs. Os pri-miRNAs transcritos  por uma RNA Polimerase II  são 
estabilizados pela proteína Dawdle (DDL), até o processamento do pré-miRNA no D-body, composto 
pelas  proteínas:  Serrate (SE),  Hyponastic  Leaves  1 (HYL1),  Dicer-like1 (DCL1),  e  nuclear  cap-
binding complex (CBC). O pré-miRNA resultante é novamente clivado por uma DCL1, gerando o 
miRNA maduro, que será exportado para o citoplasma pela proteína de membrana HASTY, metilado 
pela HEN1. Uma das fitas do miRNA é carregada pela AGO ao seu transcrito alvo, enquanto que a  
outra é degradada (adaptado de Voinnet, 2009).
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Ao ser direcionado pela AGO ao transcrito alvo, o microRNA pode induzir o silenciamento do 

transcrito alvo através de Post Transcriptional Gene Silecing (PTGS) (Voinnet, 2009) por duas formas: 

i) clivagem do transcrito alvo, entre a 10-11 base no miRNA ligado ao transcrito alvo (Figura 2A); ii)  

repressão da maquinaria de tradução, induzida pela ligação do miRNA com o transcrito alvo (Addo-

Quaye et al., 2008; Voinnet, 2009) (Figura 2B).

Figura 2: Mecanismos de regulação gênica por microRNAs em plantas por PTGS. A) regulação por 
clivagem (slicing), na qual ocorre diminuição dos níveis de transcritos no tipo selvagem (WT), mas não 
no mutante dcl1(knockout DCL). B) Inibição da tradução do transcrito alvo induzida pelo microRNA. 
Neste caso não ocorre diminuição no sinal da sonda no Northern blot referente ao WT (Adaptado de 
Voinet, 2009).

Os fragmentos dos transcritos alvo clivados são degradados de maneiras distintas. O fragmento 

referente à terminação 5' é direcionado a um complexo multiprotéico que possui atividade exonuclease 

3'→ 5', denominado exossoma, e o fragmento do transcrito relativo à terminação 3' é degradado pela 

exonuclease XRN4, a qual possui atividade nucleolítica 5'→ 3' (Huntzinger & Izaurralde, 2011).

Das formas de regulação gênica via miRNAs, a repressão da tradução é pouco caracterizada, sendo 

que nos primeiros estudos acreditava-se que microRNAs de plantas regulavam majoritariamente seus 

transcritos alvos por clivagem de transcritos (Huntzinger & Izaurralde, 2011). Porém, a repressão da 

tradução foi caracterizada em Arabidopsis thaliana,  na qual o transcrito de APETALA2 foi reprimido 

pelo  MIR172  (X.  Chen,  2004)  e  o  transcrito  do  gene  SBP-box  foi  reprimido  pelo  MIR156/157 
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(Gandikota et al., 2007).

1.3 OUTRAS CLASSES DE PEQUENOS RNAS

De todo os RNAs em uma célula eucariótica, somente 1% é relativo aos pequenos RNAs (Zhuang, 

Fuchs, & Robb, 2012), sendo os microRNAs geralmente a classe mais abundante. A distinção entre as 

diferentes  classes  é  feita  pela  caracterização  da  biogênese,  processamento,  padrão  de  expressão  e 

função destes  na célula  (Farazi  et  al.,  2008).  Entre  as classes de pequenos RNAs encontradas em 

plantas,  se  destacam  os  small  interfering  RNAs (siRNAs),  Trans  Acting  small  interfering  RNAs 

(TasiRNAs), natural anti sense small RNAs (natsiRNAs), Heterocromatic RNAs (hcRNAs) (Farazi et 

al., 2008) e transfer RNA-derived Fragmets (tRFs) (Hsieh et al., 2009).

Os siRNAs são a segunda maior classe de pequenos RNAs, tendo tamanho entre 21 a 24 pares de 

bases  (Zhuang  et  al.,  2012).  Estes  podem  ser  originados  tanto  a  partir  de  regiões  de  transcritos 

sobrepostos (Ghildiyal & Zamore, 2009), quanto pela ação da enzima RNA Polimerase dependente de 

RNA (RDR) (Garcia-Ruiz  et  al.,  2010)  Os siRNAs tem sua  biogênese  tanto  dependente  de  DCL, 

quanto  independente,  sendo  que,  na  primeira,  estes  são  monofosfatados  na  extremidade  5', 

diferentemente dos independentes de DCL, que são polifosfatados (Sijen et al., 2007). Os siRNAs estão 

envolvidos na degradação de transcritos alvos (PTGS) e controle transcricional pela metilação de DNA 

e realocação de histonas (Carthew & Sontheimer, 2009).

Os Trans Acting small interfering RNAs (TasiRNAs) são pequenos RNAs de 21-22 nt (Farazi et al., 

2008)  transcritos  pela  RNA Polimerase  II  em  um  precursor  TAS,  o  qual  é  reconhecido  por  um 

microRNA associado a uma proteína AGO. Esta proteína cliva o precursor em pequenos RNAs, os 

16



quais servem de molde para uma RDR, resultando em pequenos RNAs fita dupla processados por uma 

DCL,  liberando  pequenos  RNAs de  21  nt  (Lima  et  al.,  2012)  direcionados  ao  RISC,  atuando  na 

regulação  gênica,  similarmente  aos  miRNAs e  siRNAs.  A nomenclatura  “Trans”  é  devido  a  estes 

regularem genes com baixa semelhança de sequência ao precursor TAS que lhes originou (Vazquez et 

al., 2004).

Os natural anti sense small RNAs (natsiRNAs) são pequenos RNAs de 21-24 nt de comprimento 

gerados de transcritos sobrepostos, atuando no controle da expressão de forma semelhante aos siRNAs 

(Lima et al., 2012). Os Heterocromatic RNAs (hcRNAs) são pequenos RNAs de 24 nt de comprimento 

(Farazi et al., 2008). Os precursores dos hcRNAs são originados de regiões repetitivas, transcritos pela 

RNA Polimerase IV, convertidos em RNA de fita dupla por uma RDR e processados em pequenos 

RNAs de fita dupla por uma DCL (Blevins et al., 2009). Uma das fitas é carregada por uma proteína 

AGO, atuando na metilação de DNA direcionada por RNA (RNA-directed DNA methylation -RdDM) 

(Pontes et al., 2006), alterando a expressão gênica durante a transcrição.

Recentemente,  foi  caracterizado  uma  nova  classe  de  pequenos  RNAs,  originadas  de  RNAs 

transportadores, denominadas de  transfer RNA-derived Fragmets  (tRFs) (Lee et al., 2009). Os tRFs 

foram primeiramente identificados em culturas celulares humanas, e, mais recentemente caracterizados 

em plantas (Chen et al., 2011; Hsieh et al., 2009). Sua biogênese é associada a diferentes RNAses, 

incluindo as  Dicers, as quais resultam em três classes de tRFs distintas, relativas à sua posição no 

tRNA. O pré-tRNA gera tRFs 3' U a partir da extremidade 3' poli-uridilada, enquanto o tRNA maduro 

resulta em tRFs 5' e 3' CCA, relativos às extremidades deste (Sobala & Hutvagner, 2011) (Figura 3).

Além disso,  uma característica  importante  é  que  os  tRFs  também foram caracterizados  como 

atuantes no PTGS em humanos (Haussecker et al., 2010) (Tabela 1). Porém, é desconhecida a possível 
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ação de tRFs no silenciamento gênico em plantas. 

Figura 3: Modelo proposto da biogênese das três classes de tRFs. Em vermelho o 5' tRFs, em azul o 3' 
CCA tRF, ambos processados do tRNA maduro. Em verde o 3' U tRF, o qual é processado do pré-tRNA 
(adaptado de (Sobala & Hutvagner, 2011))

Tabela  1:  Síntese  dos  resultados  obtidos  sobre  o  possível  papel  dos  tRFs  em  PTGS 
(adaptado de (Haussecker et al., 2010))
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1.4 BIOINFORMÁTICA DE PEQUENOS RNAS

Existem dois desafios principais para bioinformática de pequenos RNAs. O primeiro é relativo à 

identificação  das  regiões  que  originaram  o  pequeno  RNA em  estudo.  O  segundo  desafio,  mais 

complexo, refere-se à predição de transcritos alvo afetados via PTGS ou metilação de DNA.

Inicialmente uma adaptação da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul 

et al., 1990) foi feita para identificar os pequenos RNAs, como descrito em Sunkar e Zhu (2004). Na 

caracterização de pequenos RNAs, onde os precursores não formam estruturas secundárias em forma 

de grampo, como em siRNAs, TAsiRNAs, natsiRNAs, hcRNAs, essa metodologia é valida, porém, na 

caracterização de miRNAs, há necessidade de algoritmos um pouco mais sofisticados. Além do mais, 

não  há  uma  metodologia  consenso  e  vários  grupos  desenvolvem  metodologias  in  house para 

caracterização de pequenos RNAs como em Cai et al.  (2012), Guo et al. (2009), Hale et al. (2009) e 

Wei et al. (2009). Estas metodologias muitas vezes não são disponibilizadas pelos autores.

A identificação de microRNAs utilizou a característica destes formarem uma estrutura secundária 

em forma de grampo, como parâmetro na predição de pré-miRNAs (Wang et al.,  2005). Estes pré-

miRNAs também apresentam um índice de energia livre mínima (MFEI) menor que as demais classes 

de RNAs (mRNA, tRNA, rRNA) (Zhang et al., 2006), fazendo com que o MFEI fosse adotado como 

critério para classificação dos pre-microRNAs em vários trabalhos, como em cevada (Hackenberg et 

al., 2012) e milho (Kang et al., 2012).

Recentemente nosso grupo de pesquisa, em parceria com o grupo de bioinformática da Faculdade 

de Ciências da Computação da UFRGS, desenvolveu uma ferramenta de validação de pre-microRNAs 

denominada FilterPrecursors (Apêndice IX, X). 

19



Esta ferramenta processa os arquivos de mapeamentos de reads em pre-microRNAs, avaliando se o 

padrão de mapeamento confere a formação de uma ou duas colunas de reads, relativas ao microRNA e 

seu  microRNA*  (Figura  4).  A ferramenta  FilterPrecursors  foi  empregada  com  sucesso  em  dois 

trabalhos recentes de caracterização de miRNAs em canola (Körbes et al., 2012) e pitanga (Guzman et 

al., 2012).

Figura  4:  Perfil  de  mapeamentos  de  reads,  processados  pela  ferramenta  FilterPrecursors em três 
precursores  de  microRNAs  (pre-miRNAs)  disponíveis  no  banco  de  dados  miRBase 
(http://www.mirbase.org/  )   oriundos  do  trabalho  de  Subramanian  et  al.  (2008).  A)  pre-microRNAs 
verdadeiros  que  contém somente  um miRNA maduro  (GMA-1513)  ou  que  apresentam miRNA e 
miRNA* (Gma-1510a). B) Pré-miRNA falso positivo contendo mais do que duas “pilhas” de reads. No 
detalhe as estruturas secundárias de cada pré-miRNA.
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O segundo,  e  mais  complexo,  desafio de  bioinformática de pequenos RNAs é  a  predição dos 

transcritos alvos de pequenos RNAs, na qual maior atenção é direcionada aos miRNAs (Ding et al.,  

2012). Nestes casos, não há necessidade de pareamento perfeito entre o miRNA e o transcrito alvo, 

podendo haver gaps, mismatches e wobbles (pareamento guanina – uracila) (Dai et al., 2011). Além do 

mais, existe uma região do microRNA, do segundo até o oitavo nucleotídeo, denominada “seed” a qual 

exige um pareamento mais estrito entre o miRNA e seu transcrito alvo (Brennecke et al., 2005), sendo 

relacionada à especificidade do miRNA ao seu alvo (Ruby et al., 2006). Essa região foi caracterizada 

em microRNAs humanos (Lewis, Burge, & Bartel, 2005), porém em plantas a região seed não é bem 

caracterizada ainda, razão pela qual esta região somente é considerada em predições de transcritos alvo 

de miRNAs humanos.

As ferramentas de predição de alvos evoluíram desde o miRanda (Enright et al., 2003), a qual fazia 

uma simples procura por complementaridade de sequências, até ferramentas que utilizam algoritmos de 

aprendizagem de máquina, tais como Naïve Bayes (Yousef et al., 2007),  Support Vector Machines –  

SVM (Mitra  &  Bandyopadhyay,  2011)  e  Random  Forest,  como  em  uma  ferramenta  denominada 

RFmiRTarget, desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa em parceria como o grupo de bioinformática 

da Faculdade de Ciências da Computação da UFRGS (Mendoza et al., 2012).

Para  a  predição  de  alvos  que  sofreram PTGS por  clivagem,  a  utilização  de  degradoma pode 

diminuir o número de falsos positivos da análise (Yang et al., 2011), aprimorando a mesma. Já existem 

ferramentas  de  predição  que  utilizam  degradoma,  como  CleaveLand  (Addo-Quaye,  et  al.,  2009), 

starBase (Yang et al., 2011), SeqTar (Zheng et al., 2012) e PAREsnip (Folkes et al., 2012). Contudo, 

cabe ressaltar que este tipo de análise não permite diminuir o número de falsos positivos em PTGS 

induzido por repressão da maquinaria de tradução.
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A técnica  Stable Isotope Labelling with Amino acids in Cell culture (SILAC) (Oda, et al., 1999; 

Ong,  2002),  é  um método proteômico  de  alta  eficiência  baseada  na  comparação de  duas  culturas 

celulares,  uma  delas  contendo  isótopos  pesados,  não  radioativos,  nos  resíduos  de  aminoácidos, 

permitindo a diferenciação entre ambas (Ong, 2002). As proteínas totais extraídas das duas populações 

celulares  podem  ser  analisadas  simultaneamente  por  espectrometria  de  massa,  onde  os  pares  de 

peptídeos idênticos, mas de composição isotópica distinta são diferenciados pela diferença das massas 

atômicas. Desta maneira, a abundância de cada resíduo de aminoácido (peptídeo) pode ser obtida (Ong, 

2002), inferido a expressão gênica em nível da tradução (Thomson et al., 2011).

A técnica de SILAC foi empregada com sucesso na identificação de 12 alvos em células  HeLa 

contendo o MIR1 de humanos super expresso (Vinther et al., 2006) e auxiliou na identificação de 10 

genes  reprimidos pelo MIR143 humano (Yang et  al.,  2010).  Contudo,  não existem ferramentas  de 

predição  de  transcritos  alvos  utilizando  dados  de  SILAC  de  maneira  similar  à  utilização  de 

sequenciamento degradoma.

1.5 A SOJA (GLYCINE MAX) COMO MODELO DE ESTUDO DE LEGUMINOSAS

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma planta pertencente à família Fabaceae, originária da China, 

que tem sido utilizada extensivamente como fonte de óleo e proteína no grão. A cultura é considerada 

uma das mais importantes  commodities no mundo,  com produção de 264 milhões de toneladas de 

grãos, para a qual o Brasil colabora com a segunda maior produção (FAO, 2013). Além disso, é uma 

das culturas que mais cresceram em países tropicais no período de 1999 a 2008 (Phalan et al., 2013).

Os grãos de soja são fonte de proteínas e óleo de alta qualidade, apresentando conteúdo médio de 
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421 Kg-¹ e 195 Kg-¹ de proteínas e óleo, respectivamente (Bellaloui, 2010), sendo responsável por 60% 

do óleo vegetal no mundo (Lee et al.,  2007). Além da importância econômica e nutritiva, a soja é 

considerada uma planta modelo para estudos em espécies oleaginosas (Severin et al., 2010), fatos que 

impulsionaram o sequenciamento do genoma (Schmutz et al., 2010), projetos de transcriptoma (Cheng 

& Strömvik, 2008; Severin et al., 2010), e de proteômica (Duressa et al., 2011; Mathesius et al., 2011;  

Ohyanagi et al., 2012).

Técnicas de engenharia genética têm sido extensivamente utilizadas para desenvolver plantas de 

soja resistentes ou tolerantes a estresses bióticos e abióticos (Murad & Rech, 2012) ou com maior teor 

de óleo (Clemente & Cahoon, 2009). Devido aos microRNAs estarem relacionados à regulação fina de 

rotas metabólicas, tais como aquelas relacionadas a respostas a estresses abióticos e bióticos (Lima et 

al.,  2012; Ni et al., 2012) e desenvolvimento de órgãos (Issue, 2005), os mesmos constituem alvos 

interessantes para engenharia genética de plantas (Liu & Chen, 2012).

Em soja, já foram caracterizados microRNAs relacionados a estresses bióticos, tais como infecção 

por Phytophthora sojae (Guo et al., 2011), Fusarium virguliforme (Radwan et al., 2011), Phakopsora 

pachyrhizi (Kulcheski et al., 2011), a estresses abióticos, tais como privação de fosfato (Zeng et al., 

2010)  seca  (Kulcheski  et  al.,  2011;  Li  et  al.,  2011),  salinidade  e  alcalinidade  (Li  et  al.,  2011),  a  

interações simbióticas, como nodulação de raízes (Li et al., 2010; Subramanian et al., 2008; Wang et 

al.,  2009), e ao desenvolvimento de tecidos e órgãos, tais como o meristema apical da parte aérea 

(Wong et al., 2011) e sementes (Shamimuzzaman & Vodkin, 2012; Song et al., 2011) Contudo, até o 

momento,  não  existem publicações  sobre  a  caracterização  dos  microRNAs  de  soja  envolvidos  na 

germinação da semente.
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1.6 ARABIDOPSIS THALIANA – PLANTA MODELO E OS PEQUENOS RNAS

Arabidopsis thaliana pertence à família Brassicaceae, possui fácil cultivo, ciclo de vida pequeno, 

com protocolos de transformação genética bem estabelecidos (Zhang et al., 2006). Esta planta emergiu 

como planta modelo há aproximadamente 25 anos, para pesquisas em biologia molecular e genética 

vegetal  (Koornneef  & Meinke,  2010),  sendo  a  primeira  planta  a  ter  o  genoma sequenciado  (The 

Arabidopsis Genome Initiative, 2000) e ter microRNAs identificados (Reinhart et al., 2002; Rhoades et 

al.,  2002). Atualmente existem mais de 800 publicações sobre pequenos RNAs de  A. thaliana, 299 

precursores de miRNAs depositados no miRBase (release 19) (http://www.mirbase.org) e 12 projetos 

de  sequenciamento  de  alta  eficiência  depositados  no  banco  de  dados  GEO 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo).  Com  estudos  mais  aprofundados  de  pequenos  RNAs, 

principalmente  em  A.  thaliana,  começaram  a  ser  identificados,  além  das  enzimas  envolvidas  na 

biogênese e PTGS, outros tipos de pequenos RNAs, como os supracitados tRFs.
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2 OBJETIVO GERAL

Os avanços nas tecnologias de sequenciamento e em bioinformática permitem maior compreensão 

da estrutura e funcionalidade de genomas e transcriptomas de plantas. Neste cenário, com a descoberta 

dos miRNAs e de outras classes de pequenos RNAs, como os tRFs, uma rede de regulação gênica fina 

e complexa foi estabelecida em plantas. 

O presente trabalho tem como objetivo identificar e caracterizar os microRNAs de soja envolvidos 

com o processo de germinação e os tRFs associados com proteínas Argonautas em Arabidopsis, além 

da identificação de seus potenciais transcritos alvos.

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 

→ Caracterizar as bibliotecas de sequenciamento de alta eficiência obtidas de semente madura e em 

germinação de Glycine max L.;

→ Identificar os microRNAs conhecidos e novos nestas bibliotecas;

→ Identificar transcritos alvos dos microRNAs conhecidos e novos;

→ Utilizar  a  biblioteca  pública  de  degradoma de  sementes  madura  para  validar  as  clivagens  dos 

potenciais transcritos alvo;

→ Identificar os tRFs de Arabidopsis thaliana;

→ Caracterizar os tRFs associados com diferentes proteínas Argonauta de A. thaliana;

→ Identificar os prováveis transcritos alvo dos tRFs;

→ Validar a clivagem dos transcritos utilizando bibliotecas públicas de degradoma.
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Abstract:

The microRNAs (miRNAs) are non-coding RNAs with 19 to 24 nt in length, acting as important 

regulators of gene expression. Soybean is a protein and oil rich crop used for animal and human feed, 

but despite domestication and availability of complete genome, there are few transcriptome and 

microRNA studies during vegetative growth and stress-conditions. Up to now no miRNAs related to 

germination process have been characterized. Using deep sequencing, we identified 142 known 

miRNAs and 36 new ones in mature and germinating seeds. Using the mature seed degradome, eight 

miRNAs were characterized with target transcript related with possible functions in soybean seed 

germination, involved in auxin and gibberellin pathways, lipid and nitrogen metabolism and redox 

homeostasis. This study contributes to the understanding of microRNAs functions in plants, relating 

them to the process of seed germination.

Keywords: Glycine max, soybean, seed, germination and microRNAs

Introduction: 

The microRNAs (miRNAs) are a class of small non-coding RNAs of 19-24 nucleotides in 

length, which act as specific and negative regulators of gene expression, thus playing important roles in 

gene regulation (Bartel 2004; Jones-Rhoades, Bartel et al. 2006; Voinnet 2009).

The miRNA biogenesis is a well defined process, in which a MIR gene is transcribed by RNA 

Pol II, resulting in the pri-miRNA precursors which are capped at the 5` end and polyadenylated at the 

3` end. Posteriorly, an RNAse III dicer-like enzyme (DCL) and HYL1 (Bartel 2004), a dsRNA binding 

protein, bind to the pri-miRNA complex and cleave the pri-miRNA, releasing the pre-miRNA. The pre-

miRNA is also cleaved by a DCL enzyme, releasing a small RNA duplex, named mature miRNA. The 
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mature miRNA is methylated at the 3` end by HEN1 enzyme and then exported by HASTY enzyme to 

the cytoplasm (Namuth-Covert et al. 2009). The post-transcriptional gene silencing (PTGS), induced 

by miRNAs, starts when a selected strand of mature miRNA duplex is loaded into the Argonaute 

protein, forming the RNA-induced silencing complex (RISC), with subsequent binding to the target 

transcript (Chen 2005). The RISC induces the PTGS by transcript endonucleolytic cleavage or 

‘’slicing’’ at the center of miRNA-target hybrids or repression of its translation (Voinnet 2009).

Soybean (Glycine max) is one of the most important oil-seed crops, and accounts for 48% of 

global oil production in the international market. The oil content generally ranges from 13% to 22% 

among soybean cultivars (Wang, Zhang et al. 2007). Soybean seeds also contain a high percentage of 

protein (40%), being considered the most nutritious crop plant (Song, Liu et al. 2011). Moreover, 

soybean has been adopted as a potential source of biofuels (Xu, Jiang et al. 2010; Song, Liu et al. 

2011). The nutritional and economic importance of soybean stimulated the recent publication of its 

genome sequence (Schmutz, Cannon et al. 2010), RNA-seq Atlas (Severin, Woody et al. 2010), 

transcriptome (Cheng and Stromvik 2008; Kovinich, Saleem et al. 2011) and proteomic studies 

(Natarajan, Xu et al. 2007; Arai, Hayashi et al. 2008; Oehrle, Sarma et al. 2008). 

High-throughput DNA sequencing technologies boosted the identification of miRNAs (Lister, 

Gregory et al. 2009). In soybean, miRNAs were characterized in vegetative tissues (Zhang, Pan et al. 

2008; Joshi, Yan et al. 2010; Wong, Zhao et al. 2010), nodule related tissues (Subramanian, Fu et al. 

2008; Wang, Li et al. 2009; Joshi, Yan et al. 2010; Li, Deng et al. 2010), developmental seed stages 

(Song, Liu et al. 2011),  abiotic  and biotic stresses (Kulcheski, De Oliveira et al. 2011; Radwan, Liu et 

al. 2011).

Seed germination is regulated through an elaborate and interactive signaling network that 
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integrates diverse environmental cues into hormonal signaling pathways (Park, Kim et al. 2011). A 

possible role of miRNAs in seed germination process is still poorly understood, with only two works 

relating miRNAs to seed germination in maize (Ding, Wang et al. 2012) and Arabidopsis (Nonogaki 

2008). However there is no characterization of microRNAs related to germination in soybean. The 

main goal of the present study was the characterization of microRNAs and their putative targets related 

to germination in soybean, distinguishing miRNAs profiles from mature and germinating seeds.

Materials and methods

Plant material and RNA isolation 

Soybean (Glycine max cv. Conquista) seeds were grown for 0 (mature seed), 3, 5 and 7 days, in 

a greenhouse with a temperature regime of 24 ± 2°C, between two layers of moistened filter paper. At 

the end of each time-point period, the samples were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at 

-80°C until RNA extraction. The samples were ground to a fine powder in liquid nitrogen with mortar 

and pestle. The total RNA was isolated using NucleoSpin (Macherey-Nagel) RNA extraction kit, 

following the manufacturer`s instructions. Each sample time point was composed of pools of three to 

four seeds.

RNA quality was evaluated by electrophoresis on a 1 % agarose gel. The amount of RNA was 

verified using a Quibit fluorometer and Quant- iT RNA assay kit according to the manufacturer’s 

instructions (Invitrogen, CA, USA). Total RNA ( > 10 μg) was sent to Fasteris Life Sciences SA ( Plan-

les-Ouates, Switzerland ) for processing and sequencing using Solexa technology on the Illumina 

Genome Analyzer GAII. Two small RNAs libraries were constructed; the first library comprises a pool 

of mature seeds and the second one consists in an equimolar pool of each germinating seed time point. 

Quality scores are based on the relative confidence of base calls using elements of cluster generation 
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and image quality. Briefly, the processing by Illumina for the miRNA analyses consisted of the 

following successive steps: acrylamide gel purification of the RNA bands corresponding to the size 

range 20-30 nt, ligation of the 3’ and 5’ adapters to the RNA in two separate subsequent steps each 

followed by acrylamide gel purification, cDNA synthesis followed by acrylamide gel purification and a 

final step of PCR amplification to generate the cDNA colonies template library for Illumina 

sequencing. After removing the adapter sequences, the sequences were trimmed into different read 

lengths from 19 to 24 nt for further analysis. Only reads with FASTQ > 13 were used.

Accession numbers

The sequencing data are available at the NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) 

([http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo]). The accession number GSE38373 contains the sequence data of 

mature and germinating seeds libraries from smallRNA experiments.

Bioinformatics analysis

The bioinformatic approaches used in the present work are shown in supplementary figure 1. 

Briefly, the soybean miRNAs precursors (pre-miRNAs) from miRBase (release 19) 

(http://www.mirbase.org/) (Griffiths-Jones 2010) were grouped into unique precursor sequences file. 

Next, using the Bowtie tool (Langmead, Trapnell et al. 2009), reads (19 to 24 nt) of each library were 

mapped, separately, against the soybean precursors file, in order to indentify the known soybean 

miRNAs. The unmapped small RNAs were subjected to further precursor prediction with miRCat 

prediction tool (http://srna-tools.cmp.uea.ac.uk/plant/cgi-bin/srna-tools.cgi?

rm=input_form&tool=mircat) (Moxon, Schwach et al. 2008) with default parameters, with exception of 

the minimum length of hairpin, changed to 54, which is the smallest plant precursor identified in 

miRBase database.
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The putative new soybean microRNAs precursors were subjected to local BLAST (Altschul, 

Gish et al. 1990) against soybean mature microRNAs from miRBase. The precursors which showed 

until four mismatches in BLAST analysis were named “New loci from known precursors”. The 

remainder precursors were considered new miRNAs precursors. All new precursors followed the 

criteria for annotation of plant microRNAs (Meyers, Axtell et al. 2008).

The frequencies of each mapped read in the characterized precursors were retrieved by in house 

python scripts, and inferences of expression, based on high-throughput sequencing data, were 

normalized by the simple RPM method (Reads Per Million).

All mature microRNAs identified in this work were used in target prediction with psRNATarget 

tool (Dai and Zhao 2011) against all G. max transcripts. All target predictions were analyzed with the 

public available soybean mature seed degradome (Song, Liu et al. 2011) (GSM647200). Target 

predictions which showed degradome reads in the middle part of target hybridization region and 

without mismatches were considered degradome confirmed targets.

Results and Discussion

Overview of soybean deep sequencing libraries

In order to identify the miRNA transcriptome related to G. max mature and germinating seeds, 

small RNA libraries were constructed and sequenced by using the Illumina GAII platform. The deep 

sequencing yielded a total of 3.531.877 reads from mature seed and 4.107.004 reads from germinating 

seed libraries, respectively. The number of sequences distributed by size, from both libraries, showed 

that 21 and 24 nucleotides were the most abundant small RNAs (Figure 1A), corroborating previous 

works of microRNAs characterization in soybean seed, based on deep sequencing approach (Li, Dong 
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et al. 2011; Song, Liu et al. 2011). The microRNAs identification was carried out only with reads 

ranging from 19 to 24 nucleotides in length and considering that all reads mapped on the soybean 

precursors were truly microRNAs. Canonic miRNAs present 21 nt in length (Voinnet 2009), in 

agreement with our findings, where those of 21 nt in length were the most abundant (Figure 1B) and 

diverse in sequence (Figure 1C).

Characterization of new soybean miRNAs precursors

In order to identify unpublished soybean miRNAs precursors, all small RNAs unmapped on the 

known soybean precursors were used for precursor prediction using the miRCat tool. Our analysis 

revealed 44 new miRNAs, of which 8 were new loci of know families, relative to MIR156, 162, 164, 

395, 398 and 482 (Supplementary Figure 2) and 36 loci of unpublished soybean precursors (Figure 2). 

As reported previously by Zhang et al. (2006), known plant pre-miRNA precursors have MFEI values 

higher than other RNAs (tRNA = 0.64, rRNA = 0.59 and mRNA = 0.65) (Zhang, Pan et al. 2006). In 

our analysis, 32 miRNAs had MFEI value higher than 0.7, suggesting that they are most likely miRNA 

precursors (Supplementary Figure 3).

Characterization of mature soybean microRNAs

In order to characterize the mature miRNAs, which were mapped to known and new precursors, 

we retrieved the data relative to sequence abundances and position in the precursors. The complete data 

are shown in the Supplementary Table 1 and are summarized in the Table 1. The miRNAs precursors 

can produce mature forms from opposite arms and they are denoted with a -3p or -5p suffix (Meyers, 

Axtell et al. 2008). In the present work we identified 58 new miRNAs (5p/3p) from known precursors 
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(Supplementary Table 1), revealing that there are still new miRNAs originating from known precursors.

IsomiRNAs variants of canonical microRNAs have been considered products of inaccuracies in 

Dicer pre-miRNA processing (Guo and Lu 2010). A total of 249 isomiRNAs were found from known 

precursors plus 41 isomiRNAs in the newly described miRNAs (Table 1, Supplementary Table 1), 

corroborating previous works which had found isomiRNAs using high-throughput sequencing in 

soybean (Kulcheski, de Oliveira et al. 2011; Song, Liu et al. 2011), Medicago truncatula (Lelandais-

Briere, Naya et al. 2009) and Arabidopsis thaliana (Hsieh, Lin et al. 2009). 

Differing from isomiRNAs, miRNAs offset (moRNAs) are small RNAs adjacent to the 

canonical microRNAs and were first characterized in Ciona intestinalis (Shi, Hendrix et al. 2009). Here 

we found that soybean MIR159a, 169f and 482b can produce moRNAs (Table 1, Supplementary Table 

1, and Supplementary Figure 4), corroborating the recent publication of Zhang et al. (2010), which 

identified moRNAs in A. thaliana, Oryza sativa, Physcomitrella patens, Medicago truncatula and 

Populus trichocarpa.

High throughout sequencing can not only identify miRNAs but can also accurately measure 

miRNA expression (Hoen, Ariyurek et al. 2008; Moldovan, Spriggs et al. 2009). Thus, we used the 

abundance of mapped reads (Reads Per Million- RPM) (Curaba, Spriggs et al. 2012) to infer miRNA 

expression (Figure 3). Deep sequencing libraries from mature and germinating seeds were also 

compared with libraries from leaves and roots (Kulcheski, de Oliveira et al. 2011). Figure 3A shows the 

6 more representative microRNA families in the four deep sequencing libraries. MIR159 was 

ubiquitous in all libraries. In Arabidopsis, MIR159 targets GAMYB-like proteins (Palatnik, Wollmann 

et al. 2007) and accumulates predominantly in young leaves and flowers, adult rosette leaves, cauline 

leaves and siliques (Achard, Herr et al. 2004) and was over expressed in Arabidopsis roots under 
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hypoxia treatment (Moldovan, Spriggs et al. 2009). The MIR159 family was the most representative 

miRNA family in the root library, (Figure 3A). This library was constructed from roots of soybean 

cultivated in a hydroponic system. This cultivation method might have contributed to MIR159 

representativeness, since hydroponic system could lead to some degree of hypoxia stress. MIR159 was 

also well represented in mature and germinating seeds, indicating that this miRNA could be related to 

germinating process, corroborating previous works, in Arabidopsis. MIR159 regulates the expression of 

GAMYB-like genes in seeds, which participate in GA-induced pathways required for aleurone grain 

development (Alonso-Peral, Li et al. 2010) and in germinating seeds, in an ABA-induced pathway 

(Reyes and Chua 2007).

The MIR156, 166, 167, 169, 1507 were also abundant in mature and germinating seeds (Figure 

3A). In Arabidopsis, the SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN (SBP)-LIKE (SPL) genes 

that are targeted by MIR156 encode proteins that participate in the regulation of the post-germinative 

switch, from the cotyledon stage to the vegetative-leaf stage (Nonogaki 2010). The MIR166 targets 

mRNAs coding for HD-Zip transcription factors including Phabulosa (PHB) and Phavoluta (PHV) that 

regulate axillary meristem initiation and leaf development (Rhoades, Reinhart et al. 2002) and showed 

the highest abundance during the very early stage of seed germination in maize (Wang, Liu et al. 2011) 

The MIR167 targets AUXIN RESPONSIVE FACTORS (ARFs) (Wu, Tian et al. 2006), which bind to 

auxin response promoter elements and mediate gene expression responses to the phytohormone auxin 

(Hagen and Guilfoyle 2002). Moreover, both MIR167 and ARF genes were related to seed 

development and germination in maize (Xing, Pudake et al. 2011). The MIR169 targets mRNAs coding 

for CCAAT binding factor (CBF)-HAP2-like proteins (Rhoades, Reinhart et al. 2002) and might be 

involved in seed development and germination in Arabidopsis seeds (Martin, Liu et al. 2005). The 
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MIR1507 is exclusively of the Fabaceae family and was found in nitrogen-fixing soybean nodules 

(Subramanian, Fu et al. 2008; Wang, Li et al. 2009), shoot apical meristem (Wong, Zhao et al. 2010) 

and was strongly expressed in soybean seed coat and cotyledons (Zabala, Campos et al. 2012); 

however, the functions of MIR1507 in mature and germinating seeds are currently unknown, as well as 

it target. Taken together, these data corroborate that this miRNAs could exert important functions in 

seed maintenance and germinating processes.

Eight miRNAs, which were up or down-regulated in the two deep-sequencing libraries with 

targets confirmed by degradome analysis, were analyzed in more detail (Figure 3B and C). The 

MIR408 was up-regulated in germinating seed library and targets Plantacyanin mRNA, as described in 

Arabidopsis (Abdel-Ghany and Pilon 2008). Plantacyanin is a plant-specific protein that contains a 

single copper ion (Ryden and Hunt 1993) and has been suggested as a signaling molecule in M. 

truncatula nodules (Fedorova, van de Mortel et al. 2002) and also in primary defense responses in 

Spinacia oleracea and A. thaliana (Nersissian, Immoos et al. 1998), but its role in germination is 

unknown. The MIR393 3p was also described in P. trichocarpa (Puzey, Karger et al. 2012) and A. 

lyrata (Fahlgren, Jogdeo et al. 2010), but no targets were found. The soybean MIR393 3p targets a 

long-chain acyl-CoA synthetase (LACS) mRNA, related to lipid degradation, by the conversion of fatty 

acids into CoA esters (Baud and Lepiniec 2010). MIR393 3p was up-regulated in comparison to the 

seed library (Figure 3B), but were down-regulated in comparison to the library from leaves 

(Supplementary Figure 5). This down-regulation of MIR393 3p could promote the up-regulation of 

LACS, corroborating the work of Fulda et. Al (2004), which showed that this enzyme was highly 

expressed during Arabidopsis germination (Fulda, Schnurr et al. 2004). 

The MIR2111 5p targets a galactose oxidase/kelch repeat-containing transcript, but its role in 
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plants is unknown. The MIR4397 3p1 is an isomiRNA of MIR4397 3p, however, considering the 

position criteria for annotation of plant miRNAs (Meyers, Axtell et al. 2008), the first one seems to be 

more suitable as 3p than the second one (data not shown). The MIR4397 3p1 targets a nitrilase 

transcript, which plays a role in nitrogen metabolism, cleaving nitriles (Bork and Koonin 1994). 

Moreover, the knockout of nitrilases in Z. mays resulted in shorter radicles (Kriechbaumer, Park et al. 

2007). Thus, the possible regulation of nitrilase by the MIR4397 3p1 could be related to radicle 

formation in soybean germinating seeds.

The MIR5041 3p is a new mature miRNA opposite to MIR5041 5p previously described by 

Radwan et al. (2011) that targets a transcript encoding a gibberellin regulated protein. Gibberellins act 

antagonistically to Abscisic Acid (ABA), breaking ABA-induced dormancy, promoting germination 

(Steber and McCourt 2001); thus, MIR5041 3p could be involved in soybean seed germination.

Herein we found that soybean MIR164 5p was up-regulated in germinating seeds (Figure 3B) 

and targets a no apical meristem (NAM) transcription factor, corroborating previous works (Song, Liu 

et al. 2011; Shamimuzzaman and Vodkin 2012). The NAM protein was indicated as having a role in 

determining positions of meristem primordia (Souer, van Houwelingen et al. 1996). Moreover, this 

transcription factor was related to auxin pathway in Arabidopsis seed germination (Park, Kim et al. 

2011). Soybean MIR164 5p could indirectly regulate the development of meristem in germinating 

seeds, although more experiments are needed to confirm this possibility.

The new MIR27 5p targets a protein containing Domain of Unknown Function and currently 

does not have a defined role in soybean seed germination. The MIR862 3p is down-regulated in 

germinating seeds (Figure 3B) and targets a glutaredoxin transcript. Glutaredoxins were related to cell 

redox homeostasis (Foyer and Noctor 2005) and act as an early signal in the germination of seeds 
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(Buchanan, Schurmann et al. 1994). Moreover, the soybean seed is rich in storage proteins such as 

glycinin (Scott, Jung et al. 1992) and their mobilization during germination by proteolysis could need a 

previous step of reduction of disulfide bridges from storage proteins, which would make the storage 

proteins more susceptible to proteolysis. The down-regulation of MIR MIR862 3p could lead to an up-

regulation of Glutaredoxins during the soybean seed germination, favoring the proteolysis, as 

aforementioned.

The present work described a set of soybean miRNA which could potentially regulate lipid and 

nitrogen metabolism, auxin and gibberellin pathways and redox maintenance. More experiments are 

necessary to better characterize miRNAs related to these processes. Towards this future goal, we are 

currently developing a set of primers for RT-qPCR miRNA and target expression analysis and target 

cleavage by 5` RACE techniques.
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Figure Legends

Figure 1: Size distribution and the frequency of small RNAs and microRNAs from mature and 

germinating seeds from deep sequencing libraries. A) Abundance of Small RNAs by read size in 

mature seeds (red) and germinating seeds (blue) libraries. B) Abundance of microRNAs ranging from 

19 to 24 nt in size in comparison to raw libraries. C) Diversity of microRNAs ranging from 19 to 24 nt 

in size in comparison to raw libraries.

Figure 2: Secondary structures of the 36 new microRNAs precursors. Magenta: 5p microRNAs; red: 

3p microRNAs. The ΔG is also shown for each precursor.

Figure 3: Expression analysis of miRNAs in mature and germinating seeds and degradome analysis. 

A) The six more representative microRNA families in mature and germinating seeds and from leaves 

and roots. B) Expression of MIR408, 393, 2111, 4397, 5041, 164, New-27 and 862. In red, microRNAs 

up regulated in germinating seeds library; in blue, microRNAs up regulated in mature seeds library. C) 

Degradome analysis showing the miRNA and target alignment. The bold letter and underlined region 

shows the cleavage site and the black arrowhead shows the number of degradome reads mapped in the 

cleavage site region (absolute numbers). In red, known miRNAs; In green, new 5p/3p microRNAs and 

in blue, unpublished microRNAs. 

Supplementary Figure 1: Schematic representation of bioinformatics approaches used for microRNA 

identification and target prediction.
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Supplementary Figure 2: Secondary structures of the seven new loci of known precursors. 

Magenta: 5p microRNAs; red: 3p microRNAs. The ΔG is also shown for each precursor.

Supplementary Figure 3: Minimum Free Energy Index (MFEI) of the predicted soybean precursors. 

The red line shows the MFEI cutoff.

Supplementary Figure 4: Secondary structures of the MIR159a, 169f and 482b precursors showing 

the miRNA offset (moRNAs).Magenta: 5p microRNAs; red: 3p microRNAs. The ΔG is also shown for 

each precursor.

Supplementary Figure 5:  Expression  analysis  of  the MIR393 3p in  leaves  and germinating  seed 

libraries.
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Table 1

51

Classes
Sizes

19 20 21 22 23 24 Total

Known miRNAs 5 31 74 24 3 5 142

2 5 39 8 4 0 58

38 57 86 61 5 2 249

1 5 12 12 0 6 36

5 5 12 10 5 4 41

moRNAs 0 0 5 1 0 0 6

Total 51 103 228 116 17 17

Table1 : Number of miRNAs, isomiRNAs and moRNAs identified in both 
germinating and seed  reads from deep sequencing libraries

New miRNAs (5p/3p) from 
known precursors

IsomiRNAs from known 
precursors

New miRNAs from new 
precursors

IsomiRNAs from new 
precursors
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Supplementary Table 2
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moRNAs Position moRNA-Target alignments Putative Function

gma-MIR169f 3p2 Glyma01g37370.1

gma-MIR169f 5p3 Glyma09g01810.1

Supplentary Table 2: Predicted targets of identified moRNAs confirmed by degradome analyses

Target Loci

 miRNA    20 UACUUUUCUUCUCUCAGGUU 1     
             ::::::. .:::::::::::       
Target   190 AUGAAAGUGAGAGAGUCCAA 209   

Pfam:00643 B-box zinc finger
GO:0005622 intracellular
GO:0008270 zinc ion binding

 miRNA    21 UGAUGUGAGAGACGGAGAAGC 1     
             :.::::::.:::::: .:::        
Target  1231 AUUACACUUUCUGCCAUUUCA 1251  

Pfam:00702 haloacid dehalogenase-like hydrolase
Panther:19288 4-NITROPHENYLPHOSPHATASE-
RELATED
KOG:2882 p-Nitrophenyl phosphatase



CAPÍTULO II - DESCRIPTION OF PLANT TRNA-DERIVED RNA FRAGMENTS (TRFS)  ASSOCIATED 

WITH ARGONAUTE AND IDENTIFICATION OF THEIR PUTATIVE TARGETS
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Additional File 3: Raw read frequencies of AGO1, 2, 4 and 7 immunoprecipitated libraries. Raw 

frequency of the tRFs is also shown. The most expressed reads or tRFs of each AGO-IP library are 

underlined.

Additional File 5: Fluxogram showing the bioinformatics approaches for identification and tRF target 

prediction of AGO-associated tRFs. The putative targets were used as a reference to screen degradome 

libraries. The degradome reads, which were mapped to the approximate central portion of the tRF target 

recognition site and show at least one match and one wobble in tRF:target pairing, were retrieved. So 

far, putative targets were validated by degradome analyses.

70



Additional File 1

71



72



73



74



75



76



77



Additional File 3

78



Additional File 4

Additional File 5

79



3.0 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS

3.1 CONSIDERAÇÕES FINAIS

O papel dos pequenos RNAs como reguladores negativos ao longo do desenvolvimento de órgãos 

e tecidos (Guleria et al., 2011), bem como em respostas a estresses bióticos e abióticos (Khraiwesh, et 

al.,  2012),  está  bem documentada  em inúmeros  trabalhos  científicos,  nos  quais,  no  mínimo,  uma 

relação de expressão entre o microRNA e seu transcrito alvo foi estabelecida.

De forma geral, se aceita que exista uma correlação de expressão inversa entre o microRNA e seu 

transcrito alvo (Ritchie et al., 2009; Voinnet, 2009). Este mecanismo é denominado de miRNA “switch” 

(Alonso-Peral et al., 2012), devido ao papel de forte repressor deste sobre a expressão do transcrito 

alvo, quando aumentada a expressão do microRNA que o regula.

Contudo,  alguns  trabalhos  têm  demonstrado  que  existem  exceções  desta  correlação  inversa. 

Recentemente, Alonso-Peral e colaboradores (2012) demonstraram que a abundância do MIR159 de A. 

thaliana foi  constante entre folhas (rosetas),  meristema apical caulinar e sementes em germinação, 

diferentemente do seu conhecido transcrito alvo (MYB33), o qual variou entre estes tecidos. O autor 

sugere que além do mecanismo de  switch, o qual ocorre em folhas e no meristema apical caulinar, 

existe  o  mecanismo  de  “tuning”  da  expressão  gênica  induzido  por  miRNAs,  como  ocorre  na 

germinação da semente. A regulação por tuning seria mais fina, implicando em pequenas mudanças de 

expressão entre microRNA e transcrito alvo (Alonso-Peral et al., 2012).

Além  disso,  existe  a  regulação  espacial  e  a  regulação  temporal  da  expressão  de  miRNAs  e 

transcritos alvos (Voinnet, 2009). Entende-se por regulação espacial quando o microRNA e seu alvo 
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são transcritos em um mesmo tempo, mas em células distintas, mesmo que vizinhas. Por outro lado, a 

regulação de expressão temporal é quando um microRNA e seu alvo são expressos em uma mesma 

célula, mas em períodos de tempo distintos (Voinnet, 2009).

Admite-se que a regulação espacial possa resultar na correlação positiva, como exemplificado na 

expressão do MIR395 e seu transcrito alvo SULTR2 em Arabidopsis, durante privação de enxofre, 

onde o MIR395 tem expressão aumentada no floema, células companheiras e mesófilo, enquanto que o 

SULTR2 tem a expressão aumentada em células do xilema e parênquima e ausência de expressão no 

floema, células companheiras e mesófilo (Kawashima et al., 2009).

A análise  da  expressão  do  MIR395  e  SULTR2  tecido  específica  não  resultaria  em  nenhuma 

correlação,  diferentemente  ao  se  analisar  amostras  destes  tecidos  juntamente,  resultando  em  uma 

correlação positiva, indicando regulação espacial entre miRNA e transcrito alvo (Gomollon et al., 2012; 

Kawashima et al., 2009). Logo, assumindo que microRNAs são exclusivamente reguladores negativos 

de  seus  transcritos  alvo,  uma  correlação  positiva  pode  ser  um  indicativo  de  ocorrência  de  uma 

regulação espacial (Gomollon et al., 2012).

Surpreendentemente, Gomollon et al. (2012), estudando o desenvolvimento do fruto de tomate, 

identificou que os números de correlações positivas e negativas eram similares, indo contra o modelo 

apresentando no trabalho seminal de Voinnet (2009), em que a co-regulação negativa seria dominante. 

Esta similaridade de correlações pode ser o motivo que levou Alonso-Peral et al. (2012) a afirmar que a 

eficácia  no  RNAi  de  microRNAs  pode  variar  com o  tecido  analisado.  Além disso,  é  importante 

ressaltar que os microRNAs representam somente uma camada de regulação gênica  para a qual a 

regulação transcricional e estabilidade de RNA podem contribuir ainda mais para um distanciamento 

do esperado perfil de correlação negativa (Gomollon et al., 2012).
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O estabelecimento da relação dos pequenos RNAs e seu transcrito alvo baseado no possível perfil 

de  expressão  de  correlação  negativa  pode  representar  uma  subestimativa  do  número  real  destes. 

Portanto,  talvez  seja  mais  prudente,  antes  da  análise  de  expressão  de  ambos,  a  confirmação  se 

realmente  ocorre  PTGS  entre  o  pequeno  RNA e  o  seu  transcrito  alvo  em  estudo.  Porém,  esta 

abordagem ainda não é muito difundida,  sendo que a maioria dos trabalhos científicos publicados, 

ainda foca na identificação de alvos baseando-se na possível correlação negativa.

A identificação de um transcrito que possa ser alvo de um pequeno RNA por PTGS, pode ser 

analisada através de PCR 5' RACE, análise de degradoma ou SILAC, sendo a última semelhante à 

análise de expressão, só que em nível protéico. Cabe frisar que o RNAi em nível protéico também pode 

ser dependente de regulação espacial e temporal, apesar de nenhum trabalho científico ter considerado 

este  fato  até  o  momento.  Por  consequência,  a  análise  de  SILAC pode  ter  a  mesma problemática 

supracitada.

Os genes MIR geralmente são pequenos, conservados e em alguns casos pertencem a uma família 

extensa, tornando estratégias de knockout gênico para genes MIRs laboriosas e demoradas (Eamens & 

Wang,  2011).  Estratégias  de  construção  de  mutantes  knockdown, seja  pelo  método  anti-miRNA 

(Eamens  et  al.,  2011),  target  mimicry (Franco-Zorrilla  et  al.,  2007),  ou  silenciamento  gênico 

transcricional do miRNA (Vaistij et al., 2010), podem auxiliar na confirmação de RNAi. A utilização da 

técnica de hibridização  in situ de pequenos RNAs (Wheeler et al.,  2007) pode também auxiliar na 

caracterização a regulação espacial e temporal dos pequenos RNAs.

Apesar da metodologia de sequenciamento de alta eficiência ser extremamente útil para identificar 

pequenos RNAs, ressalvas devem ser feitas nas análises de expressão de pequenos RNAs, devido a 

estes  não  serem,  geralmente,  efetuados  em  replicatas  biológicas,  impedindo  análises  estatísticas 
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robustas e uma confiável análise de expressão (Tarazona et al., 2011). Os trabalhos de identificação de 

microRNAs em sementes maduras e em germinação de soja e da caracterização de tRFs associados a 

proteínas AGO em Arabidopsis, bem como a identificação e validação de seus respectivos transcritos 

alvos são um primeiro passo na caracterização do papel de reguladores gênicos destes pequenos RNAs 

em plantas.

A idéia inicial do presente projeto de Doutorado era caracterizar microRNAs envolvidos com o 

metabolismo lipídico durante o desenvolvimento da semente de soja, mas devido a duas publicações de 

outros grupos de pesquisa abordando os microRNAs durante o desenvolvimento da semente em  G. 

max, mudamos o enfoque da pesquisa para a caracterização dos miRNAs durante a germinação da soja. 

Apesar  desta  dificuldade  inicial,  nosso  grupo  continua  estudando  microRNAs  durante  o 

desenvolvimento da semente de outras oleógenas, como canola (Körbes et al., 2012), pinhão-manso e 

tungue (dados não publicados).

Todo este  esforço resume-se  em possíveis  aplicações  futuras  dos  microRNAs como alvo  para 

estratégias de engenharia genética, com objetivo de aumentar a qualidade e/ou quantidade de lipídeos 

nas sementes, bem como a possível utilização do padrão de expressão dos microRNAs como marcador 

molecular do conteúdo lipídico.

O propósito de estudar tRFs veio da observação que existiam muitos pequenos RNAs, oriundos de 

sequenciamento de alta eficiência, que eram mapeados em tRNAs. Ao revisar a bibliografia, vimos que 

estes  pequenos  RNAs tinham sido caracterizados  em humanos,  mas  fracamente  caracterizados  em 

plantas.  Deste  fato,  surgiu  o segundo trabalho desta  tese,  o  qual  se  baseou em uma simples,  mas 

robusta, análise de bioinformática de dados públicos de sequenciamento de alta eficiência.
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3.2 PERSPECTIVAS

Os microRNAs de soja identificados na sementes madura e em germinação poderão ser analisados 

da seguinte forma:

 Validação de clivagem dos transcritos alvo através de PCR 5' RACE;

 Análise da expressão dos miRNAs e genes alvo por RT-qPCR durante diferentes estádios de 

desenvolvimento da semente;

 Hibridização in situ dos microRNAs.

Tendo em vista que tRFs são menos caracterizados do que microRNAs, o nosso grupo de pesquisa 

investigará nos seguintes experimentos:

 Validação de clivagem dos transcritos alvo através de PCR 5' RACE;

 Análise da expressão de tRFs e transcritos alvo por RT-qPCR em diferentes tecidos, órgãos e 

estresses;

 Construção de plantas transgênicas de Arabidopsis super-expressando os tRFs;

 Avaliação fenotípica e molecular das plantas transgênicas sob diferentes estresses;

 Análise de uma possível translocação de tRFs no floema (Laboratório do Dr. Peter Waterhouse).

 Hibridização in situ dos tRFs.
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Guilherme Loss de Morais
Curriculum Vitae
______________________________________________________________________________________
Dados pessoais

Nome Guilherme Loss de Morais
Nascimento 22/01/1983 - Porto Alegre/RS - Brasil
CPF 434.685.600-44

______________________________________________________________________________________
Formação acadêmica/titulação

2010        Doutorado  em Biologia Celular e Molecular. 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil
Título: microRNAs presentes em sementes de plantas oleógenas
Orientador: Rogerio Margis
Bolsista do(a): Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior

2008 - 2010 Mestrado  em Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular. 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil
Título: Radiação e diversidade molecular das Proteínas Inativadoras de Ribossomos (RIPs) 
de Ricinus communis L., Ano de obtenção: 2010
Orientador: Rogerio Margis
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico

2002 - 2007 Graduação  em Ciências Biológicas. 
Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil

______________________________________________________________________________________
Formação complementar

2006 - 2006 Extensão universitária  em Monitoria Em Disciplina de Graduação. 
Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil

2006 - 2006 Curso de curta duração  em Biologia molecular, Genética e Biotecnologia. 
Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil

2005 - 2005 Curso de curta duração  em Delineamentos Experimentais em Biologia. 
Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil

2005 - 2005 Extensão universitária  em Monitoria Em Disciplina de Graduação. 
Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil

2005 - 2005 Extensão universitária  em Monitoria no Projeto Recreare. 
Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil

2004 - 2004 Extensão universitária  em Monitoria Em Disciplina de Graduação. 
Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil

2004 - 2004 Curso de curta duração  em Fronteiras da Biologia Celular. 
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Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil

______________________________________________________________________________________
Atuação profissional

1. Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS
____________________________________________________________________________
Vínculo institucional

2008 - Atual  Vínculo:  Bolsista  ,  Enquadramento  funcional:  Aluno  Pós-Graduação  ,  Carga 
horária: 40,  Regime: Dedicação exclusiva 

____________________________________________________________________________
Atividades

03/2008 - Atual Pesquisa e Desenvolvimento, Centro de Biotecnologia
Linhas de pesquisa:
Análise de Expressão gênica , Bioinformática de pequenos RNAs , Análise filogenética de famílias  
gênicas

2. Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul - PUCRS
____________________________________________________________________________
Vínculo institucional

2004 - 2006   Vínculo: estagiário bolsista , Enquadramento funcional: Outro (bolsista) , Carga 
horária: 20,  Regime: Parcial 

2003 - 2004   Vínculo:  estagiário  voluntário  ,  Enquadramento  funcional:  Outro  (estagiário 
voluntário) , Carga horária: 16,  Regime: Parcial 

2002 - 2004   Vínculo:  monitor  de  exposição  ,  Enquadramento  funcional:  Outro  (aluno  de 
graduação) , Carga horária: 27,  Regime: Parcial 

____________________________________________________________________________
Atividades

04/2004 - 02/2006 Estágio, Faculdade de Biociências, Departamento de Biologia
Estágio: 
Laboratóriode Biotecnologia Vegetal

04/2004 - 02/2006 Pesquisa  e  Desenvolvimento,  Faculdade  de  Biociências,  Departamento  de 
Biologia
Linhas de pesquisa:
Cultura de tecidos vegetais, micropropagação, formação de multiplas brotações e enraizamento de  
brotos in vitro. , Cultura de bactérias fitopatgênicas, respostas sistêmicas de plantas à bactérias  
fitopatogênicas.

06/2003 - 03/2004 Estágio, Faculdade de Biociências, Departamento de Biologia
Estágio: 
Laboratório de Biotecnologia Vegetal

03/2002 - 03/2004 Estágio, Museu de Ciências e Tecnologia
Estágio: 
Monitoria na exposição do MCT
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______________________________________________________________________________________
Linhas de pesquisa

1. Análise de Expressão gênica

Objetivos:Análise de expressão genica de proteínas inativadoras de ribossomos durante o 
desenvolvimento de sementes de mamona (ricinus communis)Análise de expressão gênica 
de  genes  envolvidos  no  metabolismo  lipidico  em  mamona,  soja,  canola  e  pinhão-
mansoAnálise de expressão de pequenos RNAs (small RNAs), focando em microRNAs e 
Transfer-RNA derived Fragments (tRFs)

2. Análise filogenética de famílias gênicas

Objetivos:Analisar a evolução de fitocistatinasAnalisar a evolução de proteínas inativadoras 
de ribossomos em plantas, utilizando mamona como modelo evolutivoAnalisar a evolução de 
diacilglicerol transferases em plantas, utilizando soja como modelo

3. Bioinformática de pequenos RNAs

Objetivos:Caracterizar  in  silico  pequenos  RNAs  oriundos  de  sequenciamentos  de  alta 
eficiência (deep sequencing), como foco em microRNAs e Transfer-RNA derived Fragments 
(tRFs)

______________________________________________________________________________________
Projetos

Projetos de pesquisaProjetos de pesquisa 

2010 - Atual Agroenergia e metabolismo lipídico em oleaginosas
Descrição: Identificação de genes vegetais com potencial para uso em processos envolvendo a produção 

de  biocombustíveis  e  melhoramento  de  espécies  vegetais  passiveis  de  serem  usados  em  projetos  de 
agroenergia.
Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Doutorado (2); 
Integrantes:  Guilherme Loss de Morais   Andreia  Carina Turchetto  Zolet;   Marcia  Margis-Pinheiro;   Rogerio 
Margis (Responsável);  Alexandro Cagliari;  ana paula korbes;  felipe santos maraschin

2010 - Atual MicroRNAs e silenciamento gênico pós-transcricional em plantas
Descrição: Identificação do papel de diferentes miRNAs e de suas famílias na regulação pós-transcricional 

da expressão gênica em arroz, soja, outras oleaginosass e espécies nativas. Emprego da metodologia de RNAi  
na produção de plantas transgênicas em estudos de genômica funcional.
Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico (1); Doutorado (7); 
Integrantes: Guilherme Loss de Morais  Marcia Margis-Pinheiro;  Rogerio Margis (Responsável);  ana paula 
korbes;  Ana Paula Christoff;  Andréia Caverzan ;  Franceli Rodrigues Kulcheski ;  Frank Lino Guzman Escudero  
;  Guilherme Cordenonsi da Fonseca ;  João Braga de Abreu Neto ;  Vanessa Galli

2008 - Atual Proteinases cisteínicas de origem vegetal e seus inibidores: as fitocistatinas
Descrição: Estudo da atividade de proteinases cisteínicas no processamento de proteínas vegetais. Ênfase 

no processamento de RIPs em mamona. Estudo da diversidade evolutiva e identificação do perfil de expressão  
gênico em diferentes tecidos e situações de estresse biótico e abiótico e interação com as proteinases alvo.
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Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico (1); Doutorado (1); 
Integrantes: Guilherme Loss de Morais  Marcia Margis-Pinheiro;  Rogerio Margis (Responsável);  Ana Paula 
Christoff

Producão

______________________________________________________________________________________
Produção bibliográfica
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BIOINFORMÁTICA ASSOCIADA AO SEQUENCIAMENTO DE ALTA EFICIÊNCIA

1 Resumo gráfico

2 Introdução 

A obtenção da sequências de ácidos nucléicos (DNA e RNA) foi e é de imensa importância para o 
estudo  e  entendimento  da  função  de  genes  e  outros  componentes  de  natureza  derivada  de  ácidos 
nucléicos (i.e, transposons, heterocromatina, mRNA, rRNA, tRNA, pequenos RNAs, etc.).
Em paralelo ao desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de DNA e RNA, surgiram os desafios 
para a análise das sequências, com uma necessidade de criação de estratégias (algoritmos) para analisar 
e caracterizar as sequências obtidas.
No presente capítulo serão apresentadas algumas das técnicas de sequenciamento de ácidos nucléicos e 
as ferramentas para análise de sequências.

2.1 O início do sequenciamento de ácidos nucléicos e as ferramentas de bioinformática

A metodologia tradicional de sequenciamento de ácidos nucléicos foi denominada de sequenciamento 
pelo método dideoxy, sequenciamento por terminação de cadeia, ou sequenciamento de Sanger, em 
referência a um de seus criadores (Figura 1) Este método se baseia na utilização do DNA molde, de um 
primer específico do início da região que se deseja ser sequenciado, desoxinucleosídeos trifosfatos 
(dNTPs)  e  didesoxinucleosídeos  trifosfatos  (ddNTPs),  esses  últimos  não  possuindo  a  hidroxila  no 
carbono 3’ da desoxiribose, que incorporados a sequência, impossibilitam a formação de novas ligações 
fosfodiéster, impedindo a DNA polimerase de prosseguir a síntese da fita complementar ao encontrar o 
ddNTP. O ddNTP era inicialmente marcado com fósforo radioativo sendo posteriormente utilizados 
grupamentos fluorescentes acoplados aos ddNTPs para detecção.
No princípio do desenvolvimento desta metodologia, para cada fragmento de DNA a ser sequenciado, 
eram necessário quatro reações em paralelo, referentes à combinação dos quatro didesoxinucleosídeos 
trifosfatos (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), com cada um dos didesoxinucleosídeos trifosfato (ddATP, 
ddGTP, ddCTP, or ddTTP) adicionados em tubos separados. Ao término das reações, cada produto de 
reação,  contendo  os  vários  produtos  de  terminação  do  sequenciamento  era  resolvido  por  gel  de 
policrilamida (Figura 2).
Com o contínuo aumento no número das sequências de DNA, os primeiros desafios de bioinformática 
associada ao sequenciado foram sendo colocados:

Como e onde guardar as sequências e a anotação das informações contidas nelas?

O National Center for Biotechnology Information – NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) é um meta banco 
de  dados  desenvolvido  em  1988  para  disponibilizar  acessos  de  trabalhos  científicos 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed),  de  sequências  de  ácidos  nucléicos  e  proteínas  anotadas  de 
diversos  organismos  através  do  GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)  e  de  quaisquer 
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informação relevante para a biotecnologia.
O Genbank tem dobrado o seu tamanho a cada 18 meses, sendo que a versão ou release de agosto de 
2012, continha aproximadamente 143 bilhões  de nucleotídeos,  relativos a  mais de 156 milhões de 
sequências  depositadas.  Um  banco  de  dados  contendo  um  número  imenso  de  sequências  deve 
padronizar o formato das sequências depositadas neste. 

Como padronizar as sequências de DNA obtidas?

O  formato  escolhido  foi  o  FASTA (Figura  3),  o  qual  se  tornou  ubíquo  como  representação  de 
sequências de ácidos nucléicos e proteínas em bioinformática.

A partir  de uma sequência de DNA obtida,  como saber  o que ela  contém e representa (sequência 
codificante, íntron/éxon, etc.)?

O método mais fácil é utilizar uma ferramenta de busca por similaridade de sequências. As ferramentas 
mais  comuns  utilizam  o  algoritmo  de  Smith–Waterman,  o  qual  efetua  uma  busca  local  entre  as 
sequências. Este algoritmo, ao invés de procurar no total da sequência, compara segmentos de todo os 
possíveis tamanhos e aperfeiçoa a medida de similaridades para o maior  tamanho possível entre  a 
sequência  depositada  no  banco  de  dados  e  a  sequência  de  interesse.  Essa  característica  é 
computacionalmente favorável, pois diminui muito a dimensionalidade do problema, ou seja, este tipo 
de procura despende menos recursos computacionais, consequentemente sendo mais rápida.

A primeira ferramenta de procura de sequências em um banco de dados foi a FASTA, que além de ser 
um formato de representação de sequências de ácidos nucléicos e proteínas, também é o nome de um 
programa de procura de sequências de proteínas e DNA, baseado na similaridade de sequências. Este 
foi desenvolvido por David Lipman e William Person em 1985, tendo como legado o formato FASTA 
anteriormente citado.
Atualmente a ferramenta de busca de sequências mais utilizada é o Basic Local Alignment Search Tool 
(BLAST). Essa foi desenvolvida por Stephen Frank Altschul e colaboradores em 1990 e assim como a 
ferramenta FASTA promove uma procura por sequências baseada na similaridade de sequências de 
forma local.  Sua grande aceitação é devido principalmente à rapidez e baixo consumo de recursos 
computacionais,  sendo  a  escolha  de  vários  banco  de  dados,  entre  ele  o  NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

2.2 Avanços da tecnologia de sequenciamento:

Em  paralelo  com  o  surgimento  destas  ferramentas  de  bioinformática,  surgiram  plataformas  de 
sequenciamento  automático,  ainda  baseadas  no  método  Sanger,  mas  apresentando  melhorias,  tais 
como:
-  reações  utilizando  marcações  com  nucleotídeos  acoplados  a  fluoróforos  e  não  mais  a  bases 
radioativas;
- eliminação da necessidade de efetuar-se quatro reações em paralelo, pois cada um dos quatro ddNTP 
sendo marcado com um fluoróforo diferente permite a migração de todos em paralelo;
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-  separação  dos  produtos  das  reações  de  sequenciamento  em capilares,  aferindo  maior  precisão  e 
rapidez ao sequenciamento;

A automação do sequenciamento  Sanger  (Figura  4)  deu início ao processo de execução de vários 
projetos genomas, entre eles o de Arabidopsis thaliana, Danio rerio, Mus musculus e Homo sapiens,  
tendo esse demorando 13 anos até seu término. Entretanto, mesmo com o uso de sequenciadores de 
DNA automáticos, houve a necessidade de um esforço conjunto de vários laboratórios, dispondo de 
sequenciadores trabalhando em paralelo (Figura 5).
Um  fator  limitante  no  processo  de  sequenciamento  era  o  tamanho  dos  fragmentos  que  estes 
sequenciadores processavam, em média contendo 500 pares de base, sendo que um genoma completo 
possui um tamanho milhares de vezes maior. 
Para  pode  lidar  com  esse  fator  limitante,  foi  desenvolvido  uma  metodologia  de  fragmentação 
randômica do DNA, denominada de  DNA shotgun (Figura 6). A metodologia de sequenciamento de 
DNA shotgun potencializou a utilização de sequeciadores Sanger para projetos genoma, contudo um 
novo desafio de bioinformática surgiu:
Como montar e ordenar os fragmentos sequenciados? Como reconstituir a sequência de DNA original a 
partir dos fragmentos gerados?

No sequenciamento  por  shotgun,  “N”  pequenos  fragmentos  são  gerados  randomicamente  com um 
tamanho de “l” pares de bases de comprimento que são determinadas pelo sequenciamento. Todos estes 
fragmentos estão contidos no genoma, mas a ordem relativa deles é desconhecida. Além disso, existem 
outras complicações. 

Cada fragmento sequenciado torna-se conhecido, mas a sua orientação no genoma é desconhecida. Ou 
seja, há 50% de chance de um fragmento sequenciado ser senso (5’→ 3’) e 50% de ser anti-senso (3’→ 
5’). Outro fator complicador advém do fato de muitas sequências possuírem regiões exatamente iguais 
ou com alto grau de sobreposição parcial, conhecidas como regiões repetitivas (comuns em telômeros, 
por exemplo).  Se uma região repetitiva for muito grande,  não será possível posicionar uma região 
repetitiva corretamente em relação às demais (Figura 7).

A maneira encontrada para tentar resolver esse problema era usar as informações de sobreposição entre 
o extremo da direita de um fragmento com o extremo da esquerda de outro.
Um  dos  programas  mais  utilizados  para  essa  montagem  (assembling)  de  fragmentos  (contigs)  e 
montagens  de  contigs  (unitig)  foi  o  Phragment  Assembly  Program  ou  simplesmente  Phrap 
(http://www.phrap.org/).

2.2.1 Sequenciamento de segunda geração

O sequenciamento de segunda geração ou de alta eficiência se difundiu na metade dos anos 2000, com 
o  objetivo  de  aumentar  a  quantidade  de  fragmentos  sequenciado  e  diminuir  o  custo  por 
sequenciamento. Existem várias plataformas e metodologias de sequenciamento, contudo, no presente 
capítulo serão abordadas somente algumas plataformas e as tecnologias as quais estas são baseadas. 
Algumas  aplicações  do  sequenciamento  de  alta  eficiência  estão  demonstradas  na  Tabela  1.  Nas 
plataformas de sequenciamento de alta eficiência ocorre a criação de bibliotecas de sequenciamento, as 
quais são coleções de fragmentos (reads) de uma genoma (DNA) ou transcriptoma (RNA).
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2.2.1.1 Pirosequenciamento

Está técnica se baseia no princípio de sequenciamento por síntese, onde conforme ocorre polimerização 
da cadeia complementar de DNA há emissão de luz captada por um receptor. Está técnica foi a primeira 
a ser incorporada em uma plataforma comercial, chamada de pirosequenciador 454.
Nessa plataforma cada fragmento é ligado a um adaptador que por sua vez são ligados a esferas (beads) 
de 28 μM. Os adaptadores são utilizados como região de hibridização de oligonucleotídeos iniciadores 
(primers), necessários para início da polimerização da cadeia de DNA por PCR. A técnica se baseia na 
utilização das enzimas ATP sufurilase,  luciferase,  apirase e na emissão luz originado por atividade 
enzimática.
Cada ciclo de pirosequenciamento inicia com a adição de um único tipo de nucleotídeo na cadeia por  
uma DNA polimerase, resultando na liberação uma molécula de pirofosfato (Ppi), o qual, junto com 
persulfato  de  amônio  é  convertido  em ATP pela  enzima  ATP sufurilase.  O ATP é  então  utilizado 
juntamente com a luciferina pela enzima luciferase. O resultado dessa última reação é oxi-luciferina e 
emissão  de  luz,  a  qual  é  captada  por  uma  câmera  CCD.  Após  cada  ciclo,  os  nucleotídeos  não 
polimerizados na cadeia são degradados pela enzima apirase. Em seguida repete-se o processo, mas 
com um tipo de nucleotídeo distinto do anterior. A técnica de pirosequenciamento está esquematizada 
na Figura 8.

O  pirosequenciamento  possui  a  limitação  de  não  ser  fidedigna  no  sequenciamento  de  regiões 
homopolimétricas, ou seja, o sequenciamento de um fragmento com muitas repetições de um mesmo 
nucleotídeo pode resultar em uma má interpretação do sinal luminoso pela câmera CCD induzindo 
erros na sequência, geralmente por inserção/deleção de nucleotídeos nesta.

2.2.1.2 Sequenciamento em plataformas Ilumina (Solexa, Genome Analyzer, HiSeq 2000 e MiSeq)

Esta tecnologia se baseia na utilização de adaptadores ancorados em uma placa que são utilizados como 
oligonucleotídeos iniciadores para uma PCR dos fragmentos a serem sequenciados. Ao fim da reação 
cada  fragmento  será  representado  inúmeras  vezes,  formando  “Colônias  de  DNA”.  Este  fato  é 
importante,  pois  cada  fragmento  é  sequenciado  inúmeras  vezes,  diminuindo  a  taxa  de  erro  de 
sequenciamento (Figura 9).
As  reações  de  sequenciamento  destas  plataformas  se  baseiam  na  utilização  de  nucleotídeos 
terminadores de cadeia reversíveis ligados a fluoróforos distintos (um diferente para cada nucleotídeo). 
Conforme  a  reação  de  PCR  inicia,  são  adicionados  os  terminadores  de  cadeia  reversíveis,  que 
interrompem a PCR, permitindo o sinal de fluorescência ser captado por uma câmera CCD. Após, os 
nucleotídeos  terminadores  não ligados são retirados  da reação e  aqueles  ligados  ao fragmento  são 
desbloqueados,  com a retirada do fluoróforo,  permitindo a PCR continuar.  Este processo se repete 
inúmeras vezes, fazendo com que cada nucleotídeo do fragmento a ser sequenciado seja resolvido um a 
um.

2.2.1.3 Sequenciamento pela tecnologia da plataforma Ion Torrent

Esta plataforma de sequenciamento se baseia na detecção de íons de Hidrogênio durante síntese de 
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DNA, ou seja,  esta plataforma tem a capacidade de medir alterações no pH da reação,  aferindo a 
sequência do fragmento. A incorporação de dNTPs na cadeia em polimerização depende da formação 
de  ligações  covalentes  e  da  liberação  de  pirofosfato  e  um  íon  carregado  de  Hidrogênio.  Cada 
nucleotídeo é adicionado separadamente na reação, logo, se este for complementar ao fragmento em 
dada posição, resultará na liberação do íon de Hidrogênio e sequenciado alteração de pH, a qual é  
captada por um detector. Após, um novo ciclo se repete, com um nucleotídeo diferente, repetindo-se 
por várias vezes, ocasionando, ao término da reação, na sequência do fragmento de interesse. Uma 
representação esquemática deste tipo de tecnologia de sequenciamento se encontra na Figura 10.

2.2.2 Sequenciamento de Terceira geração

As plataformas mais avançadas de sequenciamento se enquadram nesta geração, que possuem como 
base a obtenção de dados em tempo real e não serem baseados em PCR.
Uma metodologia que se enquadra nesta categoria é a “Single-molecule real-time” (SMRT) a qual se 
utiliza  de  uma  enzima  modificada,  a  qual  cliva  fluoróforos  ancorados  nos  nucleotídeos  que  são 
adicionados ao fragmentos de DNA a ser sequenciado. O sinal de fluorescência é captado por uma 
câmera e um ‘filme’ relativo ao sequenciamento, o qual é transmitido em tempo real ao usuário.

Outra metodologia de sequenciamento de terceira geração é a Nanopore, a qual utilizando um poro em 
escala nanométrica, similar aos canais encontrados nas membranas celulares.
O conceito central desta metodologia baseia-se na utilização de um nanoporo com uma molécula de 
DNA simples  permeando este  com um fluxo iônico contínuo passando pelo poro o que gera uma 
corrente detectável. Cada nucleotídeo adicionado promove uma alteração de corrente distinta, com isso 
conforme a fita complementar de DNA é polimerizada, diferentes alterações de correntes são criadas e 
detectas, revelando a sequência de DNA em tempo real. As principais vantagens da utilização desta 
metodologia é o tamanho do  read obtido o qual pode ser maior que 5 mil pares de base (kpb) e a 
velocidade de 1 par de base por nanosegundo (1x10-9 segundos).

3  Análises  de  bioinformática  associadas  à  análise  de  bibliotecas  de  sequenciamento  de  alta 
eficiência

A escolha  de  como será  analisado um sequenciamento  de  alta  eficiência,  depende  do objetivo  da 
pesquisa.  As  alternativas  de  montagem  de  contigs e/ou  mapeamentos  de  reads  devem  levar  em 
consideração  se  existe  informação  prévia  de  genoma ou sequências  disponíveis  do  organismo em 
estudo, ou seja, uma montagem de contigs de um organismo que já tem seu genoma montado e anotado 
somente  fará  sentido  se  estivermos procurando polimorfismos  entre  o  genoma disponível  e  o  que 
estamos analisando. Se não for este o objetivo do estudo, não há a necessidade de montar  contigs 
novamente de um genoma já completo.

Antes  de  entrar  na  análise  de  ácidos  nucléicos  oriundos  de  sequenciamento  de  alta  eficiência,  é 
importante se familiarizar com os formatos de arquivos que a ferramentas geram, tais como FASTQ, 
SAM e BAM

FASTQ: O formato FASTQ foi desenvolvido pelo Wellcome Trust Sanger Institute, sendo uma variação 
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no formato FASTA, mas que contém informações de qualidade de sequência, descritos por caracteres 
ASCII – American Standard Code for Information Interchange (Tabela 2) a qual é utilizada pela maior 
parte da indústria de computadores para a troca de informações.
Usualmente este formato possui quatro linhas, onde a primeira linha começa com “@” seguido por um 
identificador  e  opcionalmente  uma descrição.  A segunda linha  é  a  sequência  propriamente  dita,  a 
terceira  linha inicia com um “+” e  opcionalmente pode conter  o identificador  e uma descrição da 
sequência. A quarta linha descreve a qualidade do sequenciamento de cada nucleotídeo da sequência, 
expresso por caracteres ASCII, como citado anteriormente. 
As plataformas Illumina, apresentam pequenas diferenças quanto ao formato FASTQ supracitado, entre 
elas esta a primeira linha que apresenta informação do sequenciador e da reação que resultou aquela 
sequência e na fórmula de calcular a qualidade a partir dos caracteres da terceira linha.
Um exemplo de sequência no Formato FASTQ está descrita na Figura 11.

Existem duas formas de calcular a qualidade de uma sequência, sendo a primeira a desenvolvida pelo 
Wellcome  Trust  Sanger  Institute (Figura  12ª)  e  a  uma  adaptada  pelo  grupo  que  desenvolveu  a 
plataforma Solexa (Illumina). O valor “Q” ,relativo à qualidade, é obtido dada certa probabilidade (“p”) 
de aquela base estar incorreta, a partir dos dados de fluorescência oriundos do sequenciamento (base 
calling). Ambas as fórmulas resultam em um resultado idêntico até um p = 0.05 (Q =13) (Figura 12C), 
desta forma o valor mínimo de Q utilizado nas análises de bioinformática é 13.

Algumas  ferramentas  de  mapeamento  de  sequências,  ou  seja,  ferramentas  que  procuram  regiões 
semelhantes  dos  reads com  uma  sequência  de  referência  resultam em arquivos  tabulares  com  as 
informações do mapeamento. Entre os formatos conhecidos, um dos mais utilizados está o “Sequence 
Alignment/Map format” (SAM). 

Arquivos de mapeamento neste formato são tabulados, onde cada coluna corresponde a informações 
sobre a sequência referência ou do  read. O formato SAM possui um cabeçalho, o qual é opcional, 
iniciado pelo símbolo arroba (@),  contendo duas linhas,  a  primeira  contendo informações  sobre a 
sequência de referência e a segunda sobre a sequência mapeada.
As demais linhas são relativas a informações de identificadores de sequência, posição da sequência 
mapeada,  tamanho  desta,  número  de  “mismatches”,  orientação  da  sequência  mapeada  e  qualidade 
desta.  O  formato  SAM  fornece  todas  a  s  informações  de  mapeamento  e  por  consequência  é 
extremamente grande, ocupando muito espaço no disco rígido do computador. Para contornar isso, há a 
possibilidade de transformação do formato SAM para um formato BAM o qual é mais compacto.

BOX
O “mismatch”  é  uma inacurácia  que  pode ocorrer  entre  o  mapeamento  do  read com a  sequência 
referência. Este parâmetro pode ser definido pelo usuário das ferramentas de mapeamento de DNA, 
podendo  ser,  geralmente  de  zero  a  três.  O  mismatch pode  ser  originado  a  partir  de  erros  do 
sequenciamento ou mesmo polimorfismo entre as sequências comparadas.

3.1 Ferramentas para edição de arquivos de sequenciamento 

A grande maioria dos programas para análise de sequências utiliza o sistema operacional Linux como 
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padrão, por isso ressaltamos que importante saber um pouco de execução de programas através do 
terminal ou Shell.

Uma  distribuição  de  Linux  muito  estável,  amigável  e  totalmente  gratuita  é  o  Ubuntu 
(http://www.ubuntu-br.org/).  Um  guia  de  iniciantes  em  Linux  pode  ser  adquirido  gratuitamente 
(http://www.baixaki.com.br/linux/download/ubuntu-guia-do-iniciante.htm),  sendo  de  grande  ajuda  a 
usuários sem experiência em Linux.
Como os arquivos analisados são geralmente muito grandes, os programas utilizados são geralmente 
operados por um terminal, pois a utilização de um modo gráfico poderia consumir desnecessariamente 
recursos de processamento e memória RAM do computador, os quais não seriam utilizados para a 
análise. 

Ao recebermos um sequenciamento, este geralmente vem no formato FASTQ, algumas vezes contendo 
além da sequência de interesse uma sequência relativa ao adaptador, necessário para o sequenciamento. 
Para retirar os adaptadores das sequências de interesse (Clipping) pode se utilizar a ferramenta FASTX, 
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/download.html). 
Após a instalação, indicada no manual, o Clipping pode ser efetuado com o seguinte comando:

fastx_clipper –a adaptador –i arquivo de entrada (FASTA/Q) –o arquivo de saída (FASTA/Q)

onde, “adaptador” se refere à sequência do adaptador, “arquivo de entrada” se refere ao arquivo a ser 
analisado e “arquivo de saída” se refere ao arquivo resultante dessa análise.

O arquivo ainda pode ter sequências com baixa qualidade (FASTQ < 13), para removê-las pode se 
executar o comando:

fastq_quality_filter –q N –p M –i arquivo de entrada (FASTA/Q) –o arquivo de saída (FASTA/Q)

“N” representa a qualidade mínima que permite não filtrar dada sequência.
“M” representa o número mínimo de porcentagem de nucleotídeos que devem apresentar a qualidade 
mínima na sequência

Caso  exista  a  necessidade  de  transformar  o  arquivo  FASTQ  para  o  formato  FASTA,  executar  o 
comando:

fastq_to_fasta –i arquivo de entrada (FASTQ) –o arquivo de saída (FASTA)

As plataformas de sequenciamento de alta eficiência podem resultar no sequenciamento de “N” vezes 
um mesmo fragmento,  fato que as tornam muito úteis  ao analisar um transcriptoma, pois infere a 
expressão do gene. Para obter a contagem de sequências repetidas, executar o comando:

fastx_collapser arquivo de entrada (FASTA/Q) –o arquivo de saída (FASTA/Q)
O formato SAM, anteriormente citado, possui todas as informações do mapeamento e por consequência 
ocupa muito espaço no disco rígido do computador. Para transformá-lo em um formato mais compacto, 
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pode se utilizar a ferramenta Samtools (http://samtools.sourceforge.net/), através do comando:

samtools –b –S arquivo de entrada.sam > arquivo de saída.bam

onde “arquivo de entrada.sam” é o arquivo no formato SAM e “arquivo de saída.bam” é o nome do 
arquivo em formato BAM.

Após essas pré-análises dos arquivos de sequenciamento de alta eficiência, esses podem ser utilizados 
para montagem de genomas ou em mapeamento de sequências. A primeira abordagem é utilizada para 
sequenciamento de uma espécie com genoma desconhecido, ou para sequenciamento de novo, o qual 
tem finalidade localizar polimorfismos e outras mutações.
A segunda abordagem é muito comum no estudo de transcriptoma, pois pode inferir a expressão de 
genes e identificar splicing alternativos.

3.2 Montagens de genomas utilizando a ferramenta Velvet

Esta análise é uma que consome muitos recursos computacionais, pois executa a tarefa mais complexa 
em bioinformática, sendo necessário um computador com configurações robustas para montagem de 
um genoma. Para ter uma idéia, um sequenciador de segunda geração pode gerar de 2-3 bilhões de 
reads com sequenciad de 100 cópias para cada sequência, resultando em um imenso quebra-cabeça 
para o computador resolver. De forma geral os algoritmos de montagem de genomas, procuram achar 
regiões na pontas dos reads (tamanho definidos pelo usuário) que possam ter sobreposição (Figura 13). 
Estes reads com sobreposição são posteriormente unidos em sequências contíguas (contigs) que por sua 
vez podem ser agrupados em scaffolds

3.2.1 Utilizando o Velvet
A escolha  desta  ferramenta  é  devido  a  esta  ser  gratuita  e  bastante  robusta,  mas  novamente  há  a 
necessidade  de  ser  utilizada  em  ambiente  UNIX  (Linux).  E  como  ressaltado  anteriormente  o 
computador deverá ter muita memória RAM, pois ao tentar montar os fragmentos, contigs e scaffolds, 
os  dados  serão  mandados  para  essa  memória,  que  deve  ser  no  mínimo  de  12  Gb,  mas  muito 
provavelmente  será  necessário  mais,  principalmente  para  análises  de  genomas  de  eucariotos.A 
ferramenta está disponível no link (http://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/velvet_latest.tgz)

após a instalação, descrita no manual, execute os comandos:

velveth diretório_de_saída Kmer –formato_do_arquivo –tamanho_dos_reads arquivo_de_entrada

onde, “velveth” é o programa que reconhece os arquivos de entrada e produz dois arquivos (readmaps e 
Sequences) necessários para a segunda parte da montagem (velvetg). Estes arquivos ficarão dentro de 
uma pasta criada (diretório_de_saída), a qual poderá ter o nome que o usuário definir.
O “kmer” é um parâmetro numérico, referente a um padrão de repetições de nucleotídeos utilizado para 
cálculos estatísticos na ferramenta. Aconselha-se testar mais de um kmer, contudo com o cuidado que 
estas variações influenciam muito na desempenho da análise.
O formato do arquivo deve ser informado, onde o default é FASTA, mas a ferramenta também aceita 
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FASTQ.

“O tamanho_dos_reads” é o nome da opção que informa ao programa se os reads são pequenos (-short) 
ou longos (-long). Os tamanhos de reads podem variar de acordo com a plataforma de sequenciamento 
utilizada e alteram a forma que o algoritmo do programa opera, desta forma é mandatário informar o 
tamanho dos reads. O “arquivo_de_entrada” é o próprio arquivo contendo os reads de sequenciamento.

Em seguida um segundo programa será utilizado, o velvetg, o qual criará os contigs. Digite no terminal

velvetg arquivo_de_saída –cov_cutoff X –min_contig_lgth Y

“Arquivo_de_saída” se refere ao mesmo diretório criado anteriormente com a ferramenta velveth. O 
parâmetro  “-cov_cutoff”  requer  um valor  numérico  (X)  que informa o número mínimos  de  reads 
utilizados para  cobertura  na  criação de  contigs.  Um número muito  baixo ocasionará  em bastantes 
contigs,  mas  com grande  possibilidade  de  falso  positivos,  um número  muito  grande  resultará  em 
poucos  contigs,  somente os mais representativos serão montados.  O “-min_contig_lgth” requer  um 
valor numérico (Y) que informa o tamanho mínimo que o contig resultante deverá possuir. Dentro do 
diretório  denominado  “arquivo_de_saída”  estará  um  arquivo  denominados  “contigs.fas”,  contendo 
todos contigs criados pela ferramenta no formato FASTA.

3.3 Anotação de contigs

Estes contigs não possuirão uma anotação, ou seja, é desconhecida a informação se o contig montado é 
referente a uma região codificante, intrônica, ribossomal, intergênica, etc. Para isso podemos utilizar o 
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  Esta  ferramenta  disponível  na  web  suporta  análise 
aproximadamente  100  sequências  distintas  por  análise.  Outra  opção  é  a  ferramenta  BLAST2GO 
(http://www.blast2go.com/b2ghome)  que  pode  anotar  milhares  de  sequências  por  análise.  Esta 
ferramenta é em Java e pode ser executada em qualquer sistema operacional. O programa é baseado nas 
anotações  funcionais  do  Gene Ontology (GO),  sendo bastante  intuitivo e  possuindo modo gráfico. 
Contudo, para utilizar esse programa será necessário conexão com internet para acesso aos bancos de 
dados do NCBI e GO.

Para utilização do BLAST2GO, abra o programa, e direcione o cursor até “File” e após em “load 
FASTA File”, selecionando o arquivo de interesse.
Direcione o cursores até BLAST e após “Make BLAST”, selecionando o tipo de BLAST a ser utilizado 
(BLASTx,  para  nucleotídeos).  Clique  na  seta  posicionada na  parte  superior  da  tela,  para  iniciar  a 
análise. Esta parte da análise pode demorar bastante para execução, dependendo do número de contigs 
a serem utilizados. 
Ao encerrar esta etapa da análise direcione o cursor em “Statistics” e após “BLAST Statistics”. Esta 
janela mostrará as estatísticas de seu BLAST.
Direcione o seu cursor em “Mapping”, após em “GO-Mapping Step” e clique na seta posicionada na 
parte superior da tela, para iniciar a análise.
Direcione o seu cursor em “annotation” e após em “Run Annotation Step” e clique na seta posicionada 
na parte superior da tela, para iniciar a análise.
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Ao encerrar esta etapa da análise direcione o cursor em “Statistics” e após “Annotation Statistics”. Esta 
janela mostrará as estatísticas de seu mapeamento

Essa  ferramenta  resultará  em  uma  tabela  contendo  as  informações  de  anotação  para  cada  contig 
utilizado na análise.

3.4 Mapeamentos de reads utilizando o Bowtie

Outra abordagem que pode ser utilizada com um arquivo de sequenciamento é o mapeamento de reads 
(Figura 14) em uma região de referência, que pode ser uma região do DNA ou transcrito de RNA. A 
utilização  de  mapeamento  de  reads  em DNA é  importante  para  identificação  de  polimorfismos  e 
mutações utilizados no estudo de populações e doenças, respectivamente. Contudo, o mapeamento de 
sequências é muito utilizado no estudo de transcriptoma, devido ao sequenciamento de alta eficiência 
resultar em milhões de reads que são utilizados como inferência de expressão gênica. A abundância 
pode ser diretamente relacionada à expressão gênica, onde quanto mais reads mapeados uma referência 
(transcrito) tiver, mais expresso ele pode ser considerado. Como exemplo, ao construir duas bibliotecas 
de  sequenciamento  de  RNA (transcriptoma),  uma  relativa  a  um  tratamento  e  outra  ao  controle. 
Comparando-se as abundâncias de reads de um mesmo transcrito entre as bibliotecas, podemos inferir 
se o transcrito em questão é responsivo ao tratamento, caso este apresente um aumento de  reads na 
biblioteca de tratamento.
Uma característica desta abordagem é que devemos possuir um genoma ou transcriptoma anotado, o 
qual será utilizado como referência para o mapeamento.

Existem  várias  ferramentas  disponíveis  para  mapeamento,  entre  elas  a  ferramenta  Bowtie 
(http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml)  destaca-se  por  ser  gratuita  e  pelo  fácil  uso  e  pouco 
requerimento de recursos computacionais. De acordo com o grupo que desenvolveu a ferramenta é 
capaz de mapear 25 milhões de reads (35 nt de comprimento) por hora de análise, utilizando somente 
2.2 GB de memória RAM.

A utilização da ferramenta também é bastante simples, onde inicialmente precisa-se formatar o arquivo 
contendo as sequências referências, através do comando 

bowtie-build arquivo_referência.fas arquivo_referência.fas

Onde, “bowtie-build” formatará o arquivo referência (no formato FASTA) para criar o índice. Deve-se 
repetir o nome do arquivo de referência duas vezes, uma referente ao arquivo de entrada e outra relativa 
ao arquivo de saída.

Em seguida proceder o mapeamento propriamente dito através dos comandos

bowtie arquivo_referência.fas reads_para_mapear arquivo_de_saída.sam –S

Onde “bowtie” é o comando que executará a análise, utilizando o arquivo de referência previamente 
formatado (arquivo_referência.fas) e mapeará os reads (reads_para_mapear) resultando no arquivo de 
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saída no formato SAM, o qual é especificado pelo comando “-S”. Opcionalmente, pode ser adicionado 
os comandos “- v” que designará o número de  mismatches (0-3) e o comando “-f” quando os  reads 
estiverem no formato FASTA.

O arquivo resultante será no formato SAM o qual poderá ser formatado para BAM como mencionado 
anteriormente.

3.5 Visualização de mapeamentos de reads

Tendo os reads mapeados na sequência referência pode ser necessário a visualização destes. Para isto 
existem  ferramentas  para  tal  propósito,  como  o  Tablet  (http://bioinf.scri.ac.uk/tablet/),  o  qual  é 
multiplataforma, funcionando em MS Windows, Macintosh e Linux. A ferramenta é bastante útil, pois 
informações importantes, como cobertura de reads e sentidos destes em relação à sequência referência 
estão acessíveis podendo ser exportadas para uma tabela.

Após a instalação, o usuário pode visualizar o mapeamento de reads, ao iniciar o programa e clicar no 
ícone “open assembling”. Uma segunda janela abrirá, e no campo superior o usuário deverá indicar o 
arquivo de mapeamento (BAM ou SAM). No campo inferior deverá conter o arquivo de referência 
(FASTA ou FASTQ), após clicar em “open” e aguarda os arquivos serem carregados no computador, 
esta etapa tende a demorar de acordo com o tamanho dos arquivos e com a quantidade de memória  
RAM disponível para a análise.
Após  o  carregamento  dos  arquivos,  a  ferramenta  disponibilizará  uma  tabela,  a  esquerda  da  tela, 
contendo os nomes das sequências referências (contigs), tamanhos destas (lenght), quantidade de reads 
mapeados nesta e o número de mismatches.

No  presente  capítulo  demonstramos  uma  visão  global  sobre  a  evolução  dos  métodos  de 
sequenciamento, bem como ferramentas de análise. Estas áreas estão sob constante evolução, logo as 
metodologias, plataformas de sequenciamento e análises de bioinformática discutidas aqui, serão em 
breve superadas. 

4 Conceitos chave

O  sequenciamento  de  ácidos  nucléicos  revolucionou  o  entendimento  da  biologia,  fornecendo 
informações de genes a genomas. 

O advento de novas tecnologias de sequenciadores, ditas de alta eficiência popularizam ainda mais a 
utilização destas técnicas para caracterização de genes, genomas e transcriptomas dos organismos.

Para  análises  de  bioinformática  de  arquivo  oriundos  de  sequenciadores  de  alta  eficiência,  há 
necessidade de conhecimentos básico de UNIX (Linux) e terminal de comando (Shell)
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Legendas:

Figura 1: Frederick Sanger, em 1958.

Figura 2: Representação esquemática de um gel de policrilamida, utilizado para sequenciamento de 
DNA. PCRs que são bloqueadas no inicio da reação, resultam em fragmentos menores que migram 
mais rápido que os maiores.

Figura 3: Representação esquemática de uma sequência no formato FASTA. Em vermelho o sinal de 
‘maior que’, o qual designa a linha do cabeçalho da sequência. Em verde a descrição da sequência e em 
azul a própria sequência. No detalhe, um exemplo da sequência da cadeia Kappa da imunoglobulina 
humana no formato FASTA. 

Figura  4:  Representação  de  um  sequenciador  Sanger  automático.  O  fragmentos  imersos  em 
policrilamida em percorrem um fino capilar. Cada ddNTP é marcado com um fluoróforo distinto que ao 
ser excitado por uma fonte de luz (laser) emite fluorescência, posteriormente coletada por um detector. 
Os dados são interpretados por um computador que relaciona cada tipo de fluorescência como seu 
nucleotídeo.

Figura 5: Fotografia de sequenciadores automáticos Sanger, trabalhando em paralelo
.

Figura  6:  Representação  esquemática  de  sequenciamento  baseado  na  técnica  shotgun.  O  DNA é 
fragmentado mecânica  ou quimicamente e  posteriormente clonado em vetores  e  transformados em 
bactérias.  A partir  dos  clones  são  construídas  bibliotecas  de  sequenciamento,  as  quais  podem ser 
utilizadas em sequenciadores automáticos Sanger.

Figura 7: Representação do problema de montagem de fragmentos em regiões repetitivas
.
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Figura 8: Metodologia do pirosequenciamento. Os fragmentos de ácidos nucléicos são ancorados em 
beads e utilizados como moldes em uma PCR, o Ppi resultante desta reação é utilizado como substrato 
na primeira etapa de uma cadeia de enzimas, que resultam ao fim um sinal de luz, o qual pode ser 
capturado, resultando na identificação do nucleotídeo complementar a sequência amplificada por PCR.

Figura 9: Fluxograma de sequenciamento das plataformas Illumina.

Figura 10: Representação esquemática de um sequenciamento na plataforma Ion Torrent. Durante a 
PCR, somente bases complementares à sequência molde liberam um íon de Hidrogênio, o qual induz 
uma pequena  oscilação  no pH,  captada  por  um sensor,  revelando o  nucleotídeo  complementar  ao 
molde.

Figura 11: Exemplo de uma sequência no formato FASTQ.

Figura 12: Obtenção da qualidade da sequência no formato FASTQ. A) Fórmula original desenvolvido 
pelo grupo Sanger.  B) Fórmula modificada,  aplicada em sequenciadores Illumina.  C) Diferença de 
valores Q entre as duas fórmulas, onde ocorre sobreposição de valores até um Q=13.

Figura 13: Representação esquemática de uma montagem de genomas/transcriptomas.

Figura 14: Representação esquemática de um mapeamento de reads em uma sequência referência.

Tabela 1: Aplicações do sequenciamento de alta eficiência.

Tabela 2: Representação de uma Tabela ASCII, demonstrando os valores decimais e seus caracteres 
relativos.
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Apêndice X - FiltePrecursor
linguagem – perl 5
objetivo  –  analisar um arquivo  de  mapeamento  no  formato  SOAP,  identificando  padrão  de 
mapeamento  correspondente ao microRNAs
# Programmed by Mariana Mendoza
# Finished:  04/05/2011
# Modified:  06/05/2011 : included tolerance to accept some reads mapped out of 
the $maxColumns­columns profile
#               30/05/2011 : included parameters passing by command line

#               19/10/2011 : included the cut­off as a parameter, require at least 
75% of reads mapped into the $maxColumns­columns profile, save             candidate 
precursors with low frequence of mapped reads (< $cut­off) in a separate file
#!/usr/bin/perl ­w
use strict;
use warnings;
use Time::HiRes;
use Getopt::Std;

my $start_time = [Time::HiRes::gettimeofday()];
my $usage = "
Usage: 

 perl filterPrecursors.pl [soap output] [options] 
  Process   SOAP   output,   filtering   pre­mRNAs   into   precursors   and   non­precursors 
classes   according   to   reads   mapping   profile   over   the   pre­mRNAs   sequences.   The 
optional parameters are:

  ­c   [integer]       Minimum   number   of   mapped   reads   in   the   candidate   precursors 
(default 10)
 ­o [integer] Maximum offset allowed for a single read (default 5)
 ­t [integer] Maximum percentage of reads mapped out of colums (default 25) 
 ­p [integer] Maximum number of columns in the mapping profile (default 2)
";
# program variables
my $fileIN = shift or die $usage;
my %hashRef_Reads;          # hash: IDSeq => num_reads

my %hashRef_InitPosRef;     # hash of hashes: IDSeq => (Initial mapping position 
in reference => Frequence)
my %hashPrecursors;         # hash: IDSeq => 1 of precursors
my %hashNotPrecursors;      # hash: IDSeq => 1 of non precursors
my %hashIgnoredQueries;     # hash: IDSeq => num_reads of not valid queries (less 
than the minimum number of reads mapped on it)
my %options=();             # hash: algorithm's parameters set by user
my @arrayPositions;         # array of arrays: each index contains initial map 
position and frequence
my @arrayTempMapInfo;             # temporary array with map position and respective 
frequence
my $reference;              # temp variable for reading array
my $posInit;                # temp variable for reading array
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my $ignoredCounter = 0;     # temp variable for counting candidate precursors with 
less than 10 reads mapped
# user­configurable variables
my $cutoff = 10;            # minimum number of mapped reads in the candidate 
precursors 
my $offset = 5;             # maximum offset allowed for a single read
my $percentage = 25;        # maximum percentage of reads mapped out of columns
my $maxColumns = 2;         # maximum number of columns in the mapping profile
# check if parameters were assigned by command line. If not, keep standard values. 
cutoff, offset, tolerance (%), profile (#columns)
getopts("c:o:t:p:",\%options);
if(exists $options{c}) {
    $cutoff = $options{c};

}
if(exists $options{o}) {
    $offset = $options{o};
} 
if(exists $options{t}) {
    $percentage = $options{t};
}
if(exists $options{p}) {
    $maxColumns = $options{p};
}
print "\n>> Reading file $fileIN.\n";
# count the number of reads mapped in each reference sequence
open(FASTA, $fileIN);
while(<FASTA>)
{

#      1       2      3      4      5      6      7      8      9     10
if (/(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)/) {

chomp;
if (!exists $hashRef_Reads{$8}) {

 $hashRef_Reads{$8} = 1;
} else { 

 $hashRef_Reads{$8}++;
}

}
}
close(FASTA);
print ">> Searching for precursors...\n";
# For all the reference sequences with a minimum number of reads mapped on it, 
count the number of reads 
#   per   mapping   start   position.   Finally,   save   on   file   .hifreq   file   reference 
sequences that are potential precursors.
# For those reference sequences with less than $cutoff reads mapped on it, save it 
to .lowfreq file.
open(FASTA, $fileIN);
open(OUT, ">$fileIN.hifreq");
open(LOWFREQ,">$fileIN.lowfreq");
open(LIST, ">$fileIN.list");
while(<FASTA>)
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{   #     1      2      3      4      5      6      7      8      9     10
if (/(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)/) {

chomp;
if ($hashRef_Reads{$8} >= $cutoff) {

# count number of reads mapped in this same initial position
if (!exists $hashRef_InitPosRef{$8}{$9}) {

$hashRef_InitPosRef{$8}{$9} = 1;
} else {

$hashRef_InitPosRef{$8}{$9}++;
}
# print in file only reference sequences with more than $cutoff reads 

mapped on it
print OUT "$1\t$2\t$3\t$4\t$5\t$6\t$7\t$8\t$9\t$10\n";

}
else {

# save in file 'list' result of prediction for ALL queries, including 
those with less than 10 reads mapped

# print LIST "$8: is not a precursor\n";
            if (!exists $hashIgnoredQueries{$8}) {
                $hashIgnoredQueries{$8} = $hashRef_Reads{$8};
            }
            print LOWFREQ "$1\t$2\t$3\t$4\t$5\t$6\t$7\t$8\t$9\t$10\n";

}
}

}
close(FASTA);
close(OUT);
close(LOWFREQ);
my $query;
# counter number of ignored precursors because of low mapping frequence
foreach $query (keys %hashIgnoredQueries ) {
    #print "$query\t$hashIgnoredQueries{$query}\n";
    $ignoredCounter++;    
}
foreach $reference (keys %hashRef_InitPosRef ) {
    # Define a tolerance for reads not in the $maxColumns­columns profile

my $tolerance = ($percentage/100) *  $hashRef_Reads{$reference};
    #print $hashRef_Reads{$reference}."\n";

# For each possible precursor, save mapping profile into an array of arrays
# each position of the array @arrayPositions has [Map Position, Frequence] info
# Length of array @arrayPositions = number of initial mapping positions
for $posInit (sort { $a <=> $b } keys %{ $hashRef_InitPosRef{$reference} } ) {

$arrayTempMapInfo[0] = $posInit;
$arrayTempMapInfo[1] = $hashRef_InitPosRef{$reference}{$posInit}; 
push @arrayPositions, [@arrayTempMapInfo];

}
my $columns=0; # number of columns in the mapping profile of the current 

precursor
                    # there will be $maxColumns main frequences (e.g. columns) at 
most!

while ($columns < $maxColumns) {
# check if mapping has $maxColumns­columns profile
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my $length = @arrayPositions;
# if array is not empty...
if ($length > 0){

# find max frequence and its respective position
my $max_Pos = (sort { $b­>[1] <=> $a­>[1] } @arrayPositions)[0]­>[0];
my $max_Freq = (sort { $b­>[1] <=> $a­>[1] } @arrayPositions)[0]­>[1];
# keep in array only elements outside interval [maxPos ­ var, maxPos + 

var]
@arrayPositions = grep { $_­>[0] < ($max_Pos ­ $offset) || $_­>[0] > 

($max_Pos + $offset) } @arrayPositions;
}
$columns++;

}
my $length = 0;
for my $i (0 .. $#arrayPositions) {

$length = $length + $arrayPositions[$i]­>[1];
}

      #maybe we can modify this $tolerance to be 25% at most. This would imply to 
have at least 75% of reads in the $maxColumns­columns profile

print LIST $reference;
#   if   there   are   still   elements   in   the   array,   check   if   quantity   is   within 

accepted tolerance
if ($length > 0){

if ($length eq 1 || $length < $tolerance) {
print LIST ": is a precursor\n";
if (!exists $hashPrecursors{$reference}) {

$hashPrecursors{$reference} = 1;
}

}
# if not, then is not a precursor!

        else {
print LIST ": is not a precursor\n";
if (!exists $hashNotPrecursors{$reference}) {

$hashNotPrecursors{$reference} = 1;
}

}
}
else { 

print LIST ": is a precursor\n";
if (!exists $hashPrecursors{$reference}) {

$hashPrecursors{$reference} = 1;
}

}
# reset array of mapping positions
@arrayPositions = ();

}
close(LIST);
# save in separated files reads mapped into valid and invalid precursors
open(IN, "$fileIN.hifreq");
open(OUT_PREC,">$fileIN.precursors");
open(OUT_NOTPREC,">$fileIN.nonprecursors");
while(<IN>)

140



{   #     1      2      3      4      5      6      7      8      9     10
if (/(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)\t(\S+)/) {

chomp;
if (exists $hashNotPrecursors{$8}) {

print OUT_NOTPREC "$1\t$2\t$3\t$4\t$5\t$6\t$7\t$8\t$9\t$10\n";
}
else { 

if (exists $hashPrecursors{$8}) {
print OUT_PREC "$1\t$2\t$3\t$4\t$5\t$6\t$7\t$8\t$9\t$10\n";

}
}

}
}
close(IN);
close(OUT_NOTPREC);
close(OUT_PREC);
# display main results
my $count_Prec = keys %hashPrecursors;  
my $count_NoPrec = keys %hashNotPrecursors;
print ">> Results of search...\n";
print   "\n##   $ignoredCounter   candidate   precursors   with   less   than   $cutoff   reads 
mapped on it: not valid for mapping profile analysis.";
print   "\n##   $count_Prec   real   precursors   and   $count_NoPrec   false   precursors 
identified.";
print "\n## Results saved in files:\n";
print "\t$fileIN.precursors\t\t\treal precursors\n";
print "\t$fileIN.nonprecursors\t\tfalse precursors\n";
print "\t$fileIN.list\t\t\tlist of all candidate precursor and their respective 
possible class'\n";
`rm ­r $fileIN.hifreq`;
my $diff = Time::HiRes::tv_interval($start_time);
print "\n## Elapsed time: $diff seconds\n\n";

Apêndice XI - StemLooper
linguagem –python 2
objetivo – projeta primers stem loop e forward utilizados na reações de cDNAe PCR de pequenos 
RNAs, respectivamente.
# ­*­ coding: utf­8 ­*­
#programed by guilherme loss
import sys
from Bio.Seq import Seq
from Bio import SeqIO
from Bio.Alphabet import IUPAC
miRNA_query = sys.argv[1]
handle1 = open(miRNA_query, 'r')
for mirnas in SeqIO.parse(handle1, "fasta"):
     m_id = mirnas.id
     m_seq = mirnas.seq
     loop_name = mirnas.seq[­6:]
     m_revComp = mirnas.seq.reverse_complement()[:6]
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     stlp_seq = 'gtcgtatccagtgcagggtccgaggtattcgcactggatacgac'
     stlp_primer = stlp_seq + m_revComp
     print m_id+'_Fwd'+'\t'+m_seq
     print m_id+'_stem_loop'+'\t'+loop_name+'\t'+stlp_primer
handle1.close() 

Apêndice XII - seq_retrieved_by_index
linguagem –python 2
objetivo – a partir de um arquivo FASTA, retira sequencias delimitadas pela posição e senso
# ­*­ coding: utf­8 ­*­
#programed by guilherme loss
import sys
from Bio import SeqIO
fl = sys.argv[1]
fasta_id = sys.argv[2]
range_5 = sys.argv[3]
range_3 = sys.argv[4]
mir = sys.argv[5]
sense = sys.argv[6]
handle = open(fl, 'r')
r5=int(range_5)
r3=int(range_3)
for seq_record in SeqIO.parse(handle, "fasta"):
 if fasta_id in seq_record.id:

  if sense == 'minus':
print 
'>'+mir,seq_record.id,r5,r3,sense,'\n',seq_record.seq[r5:r3].reverse_complement()

  else:
  print '>'+mir,seq_record.id,r5,r3,sense,'\n',seq_record.seq[r5:r3]

handle.close()
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