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Apresentacao

Na segunda metade do século XX, grandes descobertas demonstraram a estrutura e fungao de trés
tipos de RNA celulares: o RNA mensageiro, o RNA transportador e o RNA ribossémico, todos envol-
vidos na sintese de proteinas celulares. A partir do final da década de 1980, uma série de moléculas
pequenas de RNA ndo codantes (do inglés, small non coding RNAs, sncRNA), aparentemente sem
importancia funcional, comecou a ser investigada em diversos laboratérios. De modo surpreenden-
te, os estudos revelaram que essas moléculas estavam presentes em diferentes organismos e que
elas também desempenhavam fungdes celulares relevantes.

A descoberta da fungado de um grupo especial de sncRNAs curtos nao codificadores, os microRNAs
(miRNAs), gerou novas perspectivas para ampliar o entendimento dos mecanismos envolvidos na
regulacao da expressao génica em eucariotos. Os estudos mostraram que essas moléculas desem-
penham func¢des especificas nos diferentes tipos de células e sdo essenciais para o funcionamento
normal durante todo ciclo de vida dos organismos eucariotos, desde a fecundacao até a fase repro-
dutiva. Os microRNAs também desempenham papel essencial na adaptagdo dos organismos aos
diferentes tipos de estresses bidticos e abidticos e estdo envolvidos em diversos tipos de patologia
em animais e plantas. Duas classes distintas de microRNAs, miRNA e siRNA, podem atuar como
reguladores negativos pos-transcricionais (miRNAs) ou impedindo a transcricao génica (siRNAS).
Em plantas, os miRNAs desempenham papel central no controle de caracteres agrondmicos impor-
tantes como perfilhamento, precocidade, altura de plantas, periodo de florescimento, determinacao
do sexo, macho-esterilidade, entre outros. Esse grupo de moléculas atua suprimindo a tradugao, re-
duzindo a meia-vida do mRNA ou degradando o RNA mensageiro. Em raz&o da grande complexida-
de e das particularidades quanto a origem e os mecanismos de acdo dos miRNAS e siRNAs, neste
documento serdo abordadas principalmente a biogénese, localizag&o, funcao e as potencialidades
do emprego dos miRNAs no melhoramento de plantas. Os siRNAs serao tema de outro documento.

Frederico Ozanan Machado Duraes
Chefe-geral



Sumario

Lol (oo (¥ o7=To JRRURE OSSR PPPPPPPPN 11
Tipos de sncRNAs (small non coding RNAs) reguladores da fung&o génica .........c.ccceeviiiiieeiiiiiiii e 13
MICTORNAS (MIRINAS) ... ettt e et e e oottt e e e ekttt e e e e aa b et e e e e e s be e e e e e anbbeeeeeanbeeeeeeannaeeeeeannnees 14
Distribuicdo dos genes MIRNA NOS GENOMAS ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e e e e e s eeeeeaaaaaeeaaan 15
BIOGENESE A0S MIRNAS ...t ettt oottt e e e e e e e e e e e e e beteeeeeeaaaeeaeeaaannnenseeeeaeaaaaaeans 16
Descoberta e relevancia dos MICTORNAS .......cooii i it e e e e e 19
MICTORNAS €M DACTEIIAS ...t e et e e e ettt e e e e e bt e e e e e nnbee e e e e enneees 21
Funcéo dos sncRNAs (MIRNA € SIRNA) €M GUCANOLOS ........uviiieiiiiiiie ittt e e 22

Perspectivas do emprego do silenciamento génico por miRNAs e phasiRNAs no
g LY aTe] = o 0= o) (oo [0 18 o111 o o SRR 23

RETEIENCIAS ... e et e et et e e e et e e et e e e e e e e e e aaaaas 29



Funcao dos miRNAs na Regulagdo Génica Pos transcricional e Perspectivas para o Melhoramento de Plantas 7

Introducao

Por longo um periodo, DNA e proteinas foram considerados os mais importantes componentes
dos sistemas biologicos. De modo diferente, os RNAs eram vistos como moléculas secundarias,
servindo de ponte entre a informagéo genética contida no DNA e a sintese das proteinas (MRNA),
ou funcionando no processamento e maturagdo de pré-mRNAs (splicing) e na traducédo (tRNAs
e rRNAs). Avancgos relativamente recentes nas areas de genética molecular, biotecnologia e
bioinformatica geraram conhecimento sobre a estrutura e a fungdo dos genomas que desafiaram o
paradigma universalmente aceito sobre regulacdo da expressédo génica baseada em promotores,
fatores de transcricdo e moléculas repressoras e indutoras da expressao génica. No modelo
genético classico, a partir de moléculas de DNA codantes sdo produzidos mRNAs (transcri¢cao),
que sao decodificados em proteinas (traducao) as quais determinam a estrutura, o funcionamento
celular e a expressédo dos genes, ligando-se ao promotor, ativando ou reprimindo a transcrigdo
do mRNA. No modelo genético moderno, foi incorporado um grupo particular de moléculas muito
pequenas de RNAs ndo codantes (sncRNAs), que teve suas origens no trabalho de Andrew Fire e
Craig Mello (Fire et al., 1998), revelando a existéncia de um vasto sistema de regulacao génica que
tem permitido esclarecer varios aspectos do fenétipo que ndo se equadram no modelo da genética
tradicional. Atualmente sdo conhecidas varias classes de RNAs nao codantes (ncRNA), cada uma
delas desempenhando papel especifico na regulagédo do funcionamento celular (Figura 1). Na classe
dos sncRNAs, foram agrupados os microRNAs (miRNA) e os pequenos RNA interferentes em cis/
trans (siRNA/tasiRNA) que sao fundamentais para a regulacéo tanto da transcrigdo génica (SGT =
Silenciamento Génico Transcricional, ou do inglés, TGS= Transcriptional Gene Silencing), impedindo
a formacdo do mRNA, quanto da tradugdo ou degradagdo de mRNAs (SGPT = Silenciamento
Génico Pés Transcricional ou do inglés, PTGS= Post Transcriptional Gene Silencing). As demais
classes de ncRNAs completam a lista dos ncRNAs reguladores e estdo vinculadas a regulagéo
génica independente de mRNAs. Essas importantes descobertas geraram novas perspectivas para
o entendimento dos mecanismos envolvidos na regulagdo da expressao génica em eucariotos e no
desenvolvimento de novas ferramentas para o melhoramento genético vegetal.
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Figura 1. Diagrama mostrando os principais tipos de RNA encontrados nas células. Os RNAs mensageiros (MRNAs)
codificam a formacgao de cadeias polipeptidicas, e os ncRNAs funcionais desempenham atividades diferentes, regulando
outras moléculas de RNA ou participando ativamente da sintese proteica. Os RNAs ndo codantes reguladores controlam
a atividade génica em diferentes etapas do processo, da transcricdo a traducdo. Eles sdo arbitrariamente separados
em dois grupos, em fungdo dos seus tamanhos: sncRNA sdo menores do que 200 nt, e os sncRNA longos IncRNA
possuem tamanho igual ou superior a 200 nt. Os miRNA e siRNA/tasiRNA, os quais atuam diretamente no mRNA e DNA,
respectivamente, estdo agrupados na classe de ncRNAs curtos (sncRNAs). As abreviaturas na figura sao: tRNA= RNA
transferidor; snRNA= sncRNA nuclear pequeno; snoRNA= pequeno sncRNA nucleolar; ribozima= RNA pequeno com
atividade catalitica; miRNA= microRNA; siRNA= moléculas pequenas de RNA interferentes; ta-siRNA (siRNA que atua
em trans); rasiRNA = siRNA associado a sequéncias repetitivas; hc-siRNA= sncRNA associado a heterocromatina; tel-
-sRNA= sRNA telomero-especifico; phasiRNA= phased small interfering RNAs em plantas analogo ao piRNA de animais;
piRNA= Piwi-interacting RNA em animais; asRNA= RNA antissenso; eRNA= enhancer sncRNA (i.e., transcritos a partir de
sequéncias de DNA que atuam primariamente como potenciadores de promotores génicos).
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Tipos de sncRNAs (small non coding RNAs)
reguladores da funcdo génica

Os sncRNAs que funcionam na regulagéo da expressao génica sdo moléculas de RNA de fita sim-
ples, que nao codificam proteinas, e com propriedades e fungdes Unicas. Eles sao divididos em dife-
rentes categorias, sendo duas classes principais: a dos microRNAs (miRNAs) e RNAs interferentes
(siRNAs/ta-siRNA) conforme descrito acima (Figura 1). Na classe dos miRNAs, cujos tamanhos va-
riam entre 18-25 nucleotideos, as moléculas atuam como potentes reguladores pds-transcricionais,
ligando-se aos mRNA-alvos, impedindo a traducao de proteinas, reduzindo a meia vida dos mRNAs
por desadenilagido (animais, Iwakawa; Tomari, 2013), ou degradando o mRNA (Ambros; Lee, 2003).
Por outro lado, os siRNAs/ta-siRNA sdo moléculas com 22-24 nucleotideos responsaveis pelo fend-
meno de interferéncia de RNA (RNAI) ou silenciamento génico transcricional (TGS), participando da
metilacdo do DNA, portanto impedindo a transcricdo génica ou, em alguns casos, degradando mo-
Iéculas de mMRNAs (O’Neill, 2006). Os miRNAs e siRNAs sao produzidos pelos mesmos processos
bioquimicos e ambas as classes estao envolvidas na inibicdo da expressao génica. Contudo, eles
diferem quanto a origem e nos complexos proteicos envolvidos no seu processamento e, conse-
quentemente, no modo de atuagao dessas moléculas. Por exemplo, os siRNAs se originam de RNA
exogeno introduzido nas células, e sua ligagdo com mRNAs alvos € dependente de um pareamento
de bases perfeito, ou quase perfeito, enquanto os miRNAs se originam de genes miRNA existentes
no genoma do organismo, e sua ligagdo aos mRNAs alvo € menos especifica.

Por outro lado, ndo existe uma concordancia entre diferentes autores sobre o tamanho dos miRNAs/
siRNAs, que pode variar entre 18 e 30 nucleotidios, nem tampouco sobre a nomeclatura em torno
das classes que compdem, ndo somente essas categorias (mMiRNAs e siRNAs), mas também os
outros tipos de sncRNA. Os termos e/ou definicdes mais comuns encontrados na literatura, muitas
vezes contraditérios, foram indicados na Figura 1 e na listagem seguinte:

* RNAs pequenos (Small RNAs = sncRNAs, smRNAs) sdo moléculas de RNAs ndo codantes
que possuem tamanhos variando entre 18 e 30 nucleotidios e desempenham fungdes regula-
térias sobre acidos nucleicos nos organismos eucariotos.

* Em plantas, os sncRNAs sao classificados em microRNAs (miRNAs) e RNAs interferentes
pequenos (small interfering RNAs = siRNAs) com base em diferengas sobre seus precursores,
biogénese e modo de atuacao (Guleria et al., 2011).

* microRNAs/miRNAs sao gerados por moléculas precursoras que apresentam estrutura em
grampo (hairpin) assimétrico e silenciam seus genes alvos no nivel pés-transcricional clivando,
desestabilizando ou inibindo a traducdo do mRNA.

» siRNAs endogenos (endo-siRNAs), algumas vezes mencionados como microRNAs, sao pro-
cessados a partir de longas cadeias de RNA dupla fita que possuem complementariedade per-
feita de bases e sao classificados como siRNAs heterocromaticos (hc-siRNAs) ou trans acting
siRNAs (ta-siRNAs). Endo-siRNAs podem atuar reprimindo a expressao génica pos transcricio-
nalmente ou afetando a transcricao de loci especificos (transposons) ou alterando a estrutura
da cromatina.

» siRNAs heterocromaticos (hc-siRNAs) sao siRNAs gerados a partir de tranposons ou sequén-
cias repetidas e direcionam a metilacao de citosina do DNA e, por consequéncia, induzem a
formacgéao de heterocromatina que impede a transcrigdo génica (silenciamento génico).
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» Trans-acting siRNAs, (ta-siRNAs) sao siRNAs enddgenos, originados de RNA nao transcritos,
cuja biogénese € deteminada pela clivagem do mRNA mediada por Argonauta guiada por miR-
NAs especificos, seguido da conversao da fita simples em fita dupla em uma reagao controlada
pela RNA polimerase VI, dependente de RNA (RNA-dependent RNA polymerase) or RDR6. De
modo semelhante aos miRNAs, ta-siRNAs reprimem a expresséo pos-transcricional de seus
MRNA alvos atuando em trans. Esse tipo de regulagéo € muito importante durante o desenvol-
vimento de plantas.

» siRNAs exdgenos sao oriundos de plantas transgénicas ou plantas infectadas com virus.

MicroRNAs (miRNAS)

Considerando a notavel complexidade dos sncRNAs, nesse documento iremos focar a discusséo
nos microRNAs (miRNAs). Conforme foi mencionado, esse grupo de moléculas é representado por
RNAs pequenos pertencentes a grande familia de RNAs nao codificadores (sncRNAs = small non-
-coding RNAs) (Figura 1, destaque em vermelho). Os miRNAs atuam como reguladores negativos
pos-transcricionais, controlando a estabilidade de mRNAs de trés modos distintos: 1) por degrada-
cao direta, ligando-se a sequéncia codante do mRNA alvo (pareamento perfeito de bases); 2) em
animais também ocorre a desadenilagdo da cauda poliA localizada na regido 3’UTR do mRNA alvo
(pareamento incompleto); 3) inibindo a sintese de proteinas ao se ligarem por pareamento incom-
pleto a regido 5’UTR/m7G cap do mRNA (Wu et al., 2006; Braun et al., 2012; O>Brien et al., 2018).
Em animais, a desadenilagdo do mRNA por miRNA é mediada por AGO e GW182 que se associa
ao complexo miRNP (miRNA/nucleoproteinas) (Wakiyama et al., 2007). A maior categoria de mR-
NAs alvos para miRNAs corrensponde aos genes de fatores de transcrigdo, proteinas de transdu-
¢ao de sinal, proteinas ligadas ao desenvolvimento, reprodugéo e resposta aos diferentes tipos de
estresses bioticos e abidticos (Abdurakhmonov et al., 2007; Lima et al., 2012; Brant; Budak, 2018;
Pegler et al., 2019b; Sanz-Carbonell et al., 2019; Zhu et al., 2019). Embora sejam relativamente
conservados entre as diferentes espécies, grande nimero de miRNAs de plantas tem se mostrado
espécie-especifico ou grupo-especifico (Ehrenreich; Puruggnan, 2008; Zeng et al., 2019), indican-
do que mutacdes nos miRNAs em populagdes naturais podem determinar mudancas no padrao
evolutivo das espécies, uma vez que essas moléculas participam ativamente de varios processos
celulares relacionados com o controle da expressao génica e o desenvolvimento dos organismos
(Chorostecki et al., 2017; Cui et al., 2017; Moran et al., 2017; Axtell; Meyers, 2018). De fato, estudos
visando entender o papel miRNAs na evolugdo das plantas baseiam-se na analise dos diferentes
grupos de miRNAs existentes em diferentes espécies buscando associar as mutagdes nos miRNAs
com as mudancas evolutivas que podem ser observadas entre elas (Jasinski et al., 2010). Do mes-
mo modo, o grau de complementaridade relativamente elevado entre os miRNAs e as sequéncias
de mRNAs-alvos possibilita o emprego da bioinformatica para a predicdo de sequéncias génicas
candidatas a regulagao por miRNAs e a sintese artificial (artificial mMiRNA = amiRNA, amiR) dessas
moléculas (Chen et al., 2002, 2018; Zhang et al., 2018b). Diferentes estudos, focados na validagéao
de miRNAs naturais e artificiais, ttm demonstrado o potencial dessas moléculas para a terapia gé-
nica em humanos e o melhoramento genético em plantas (Kuhn et al., 2008; Eamens et al., 2014;
Nagy et al., 2018; Biswas et al., 2019).
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Distribuicao dos genes MIRNA nos genomas

Nos genomas de animais e plantas, a organizacgao e localizagdo dos genes codantes para miRNAs
(genes MIRNA) sédo bastante complexas (Figura 2). Eles estao distribuidos em diferentes cromos-
somos e sao encontrados principalmente nas regides intergénicas, mas também se localizam nos
introns génicos, tanto na orientagdo senso como antisenso (Saini et al., 2007; Jiu et al., 2015; Djami-
Tchatchou et al., 2017) (Figura 2). A maioria dos genes MIRNA é constituida por unidades transcri-
cionais independentes, com promotores e sequéncias regulatérias proprias. Alguns genes MIRNA
ocorrem em “clusters” conservados e podem ser corregulados juntamente com outros membros
do grupo ou serem transcritos como unidades policistrénicas (Alptekin et al., 2016; Baldrich et al.,
2016). Outros genes MIRNA perpassam sequéncias codantes ou localizam-se no interior de exons,
orientados em cis ou em trans (Lau et al., 2001; Mourelatos et al., 2002; Lee et al., 2004; Shapulatov
et al.,, 2018; Wang et al., 2019a). Além desses arranjos, em plantas foram descritas outras formas,
tais como: Mirtron, em que o miRNA é imediatamente adjacente a dois exons; cluster de miRNAs
intrdnicos/exénico, em que parte do exon também codifica o miRNA e o Misto (Mixed), em que parte
da sequéncia do miRNA é determinada pelo DNA codante. No que diz respeito a expressao dos
genes MIRNA, varios transcritos poli-A de sequéncias de miRNAs, bem como sequéncias miRNA
contendo fragmentos adjacentes de mRNAs, tém sido identificados em ESTs (expressed sequence
tags) depositadas em bancos de dados de animais e plantas (Tam, 2001; Aukerman; Sakai, 2003;
Meyers; Axtell, 2019). Os fatores que determinam o padrdo da expressao de genes MIRNA e a
identificacdo dos seus genes-alvo (MRNAs) é fundamental para a compreensao do funcionamento
das vias e redes regulatérias mediadas por miRNAs.

TsS )
. w4 NNTANA _ NNTANA £
| I —T T 3
A S
CpG TFBS 2
('8
7]
8
Py - & =
B INTERGENICO INTRONICO POLICISTRONICO |.|°.
EXONS §
" " L =Y , , -]
5 | I | — - X i 3 | I ® w
[72]
E INTRON é INTRON g é 3
5
ug
o
o
b7
3
Pri-miRNA Pre-miRNA miRNA:miRNA* miRNA madyro =
duplex
C 5 5 s .
s >
5'-cap L/ \A
Bloqueio da tradugio Desestabilizagio do mRNA
YR ———— i —_—  mmm
ot Y
ORF = A 3
ribossomo Desadenilagso dacauda poli(A)

Figura 2. Estrutura, processamento e funcionamento de miRNAs. (A)- estrutura geral de gene M/IRNA mostrando
as localizagbes das repeticdes (CpG), em que a citosina encontra-se metilada na repressdo e desmetilada na indugéo
da transcrigdo e a regiao TATA Box do promotor, o sitio de inicio da transcrigdo (TSS), o sitio de ligacdo de fatores de
transcrigao (TFBS) e dois sitios de poliadenilagado (NNTANA). (B)- tipos de arranjos de localizagdo dos miRNAs nos ge-
nomas: intergénica, intrénica e policistronica. (C)- biogénese do miRNA mostrando a estrutura do pri-miRNA com o 5’-cap
ou 7-metil guanosina (Gppp), pré-miRNA, o duplex miRNA:miRNA e o miRNA maduro e sua forma de atuacgéo, inibindo
a tradugao por degradagdo do RNA mensageiro (mRNA), ou bloqueando a tradugao ao se ligar a regido 5’UTR/5’-CAP.
Em animais, mas n&o em plantas, os miRNAs podem reduzir a meia vida do mRNA por desadenilagéo (lwakawa; Tomari,
2013). O asterisco em uma das cadeias do duplex esta indicando a sequéncia passageira que, na maioria dos casos, sera
degradada nos exomos.
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Biogénese dos miRNAs

A biogénese dos miRNAS ocorre no nucleo e tem inicio com a RNA polimerase Il (pol 1l) ou RNA
polimerase Il (pol Ill) produzindo um longo transcrito primario, os pri-miRNAs (Bartel, 2004) (Figura
3). Esses transcritos sdo protegidos de degradacgao por ribonucleases por meio da poliadenilagéo
da regido 3’ e adicdo de um nucleotidio modificado na extremidade 5’ da molécula, o 5’-CAP, que
consiste em um derivado de guanosina metilada, a 7-metilguanosina (7-MegG) (Lee et al., 2004;
Szakonyi et al., 2019). Os transcritos primarios (pri-miRNAs) podem variar de tamanho, entre cen-
tenas (543pb) ou milhares de pares de bases (~10kb) e todos eles caracterizam-se pela formacao
de estrutura secundaria estavel em forma de um grampo assimétrico, os “stem-loops” ou “hairpin”
(Bartel, 2004; Kurihara; Watanabe, 2004). Em seguida os pri-miRNAs sao clivados pelo comple-
xo com atividade RNaselll-like, DICER/Drosha/Pasha (animais) ou DICER-Like = DCL1 (plantas),
em associagdo com outras trés proteinas: Serrate (SE), Hyponastic Leaves 1 (HYL1) e DAWDLE
(DDL = forkhead-associated FHA domain), gerando moléculas precursoras dos miRNA (pre-miR-
NAs) (Yang et al., 2014; Fukudome et al., 2017). O complexo DRB1/DCL1 processa as algas (stem
loops) que se originam de pareamentos imperfeitos nos dsRNAs durante o dobramento da molécula
precursora do miRNA (Pegler et al., 2019a). Os duplex miRNA:miRNA* sao metilados em suas ex-
tremidades terminal 3' pela acdo da metiltransferase S-adenosil-L-metionina-dependente de RNA
qgue reconhece a ribose terminal em RNAs dupla fita curtos (HUA enhancer 1, HEN1) (Bartel, 2004;
Pelaez et al., 2012; Sun, 2012). A metilagdo da ribose do ultimo nucleotidio dos miRNAs confere
estabilidade a molécula, previnindo o ataque por enzimas como ligases, nucleotidil transferase ter-
minal ou polimerases, cujo alvo € o grupo hidroxil do ultimo nucleotidio (Ji; Chen, 2012). Na sequén-
cia, os duplex séo transportados para o citoplasma por proteinas transportadoras HASTY/Exportin1
(em animais = complexo XPO-5/XPORTIN-5, RAN-GTP-Exportin-5) (Park et al., 2005; Pelaez et al.,
2012; Wang et al., 2019a) e carregados no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). E
importante observar que, em plantas, a etapa de processamento do duplex miRNA:miRNA ocorre
no nucleo celular, enquanto em animais ha uma rota paralela em que o pré-miRNA pode também
ser transportado e processado no citoplasma (Saini et al., 2007; Jiu et al., 2015). A estrutura comple-
ta de RISC ainda néo foi totalmente esclarecida, mas sabe-se que ele é composto pelas proteinas
ribonuclease ARGONAUTA 1 (AGO1) e alguns chaperones moleculares (HSP40, Hsc70 e HSP9O0).
Apos o carregamento no RISC, o duplex miRNA:miRNA* é desfeito pela proteina AGO1 (Arribas-
Hernandez et al., 2016; Iki, 2017) e uma das cadeias (miRNA* = molécula passageira) é endere-
¢cada para os exomos onde é degradada por micronucleases. Contudo, em alguns casos, a cadeia
passageira também atua na degradacdo do mRNA (Okamura et al., 2008), a outra cadeia, o miRNA
maduro permanece no RISC (Sun et al., 2018c; Dolata et al., 2019). Finalmente, RISC e o miRNA
maduro sao direcionados para a regiao 3-UTR ou para a regido codante do mRNA complementar
ao miRNA. miRNAs que apresentam alta homologia com o mRNA direcionam a degradagédo da mo-
Iécula, enquanto miRNA/mRNA com pareamento imperfeito provoca tanto a repressao da traducgéo
como a desestabilizacdo do mRNA (Sun, 2012).
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Figura 3. Biogénese e mecanismo de agdo do miRNA em plantas. No nucleo celular, o gene MIRNA é transcrito
pela RNA polymerase Il ou lll originando o transcrito primario do miRNA e a clivagem do precursor pre-miRNA pelo
complexo microprocessador DICER-like (endoribonuclease dependente de RNA dupla fita, dsRNA ou cadeias de RNA
simples apresentando algas) gerando duplex miRNA:miRNA com 21-24 nucleotidios com dois nucleotidios livres em
cada extremidade 3’ da molécula. Em seguida a metiltransferase HEN1 metila as extremidades 3’ do duplex de miRNA
(estrela) e deixa o nucleo pela atividade de HASTY (ortologa de exportin Msn5p de leveduras e 5/ XPO5 de mamiferos,
da familia importin/exportin de receptores nucleocitoplasmaticos responsaveis pelo transporte de dsRNA, do nucleo para
o citoplasma). No citoplasma, o duplex miRNA é processado pela enzima ribonuclease Ill (RIIl) DICER1, dando origem
ao miRNA maduro. Uma das cadeias do miRNA é degradada e a outra é incorporada ao complexo de silenciamento
induzido por miRNA (miRISC) que é formado pelas proteinas DCP1,2 (eukaryotic RNA decapping complex), XRN4 (5’-3’
exoribonuclease 4), DICER1, Argonauta (AGO1) e chaperones moleculares (HSP40, HSP70 e HSP90, ndo mostrados na
figura). A ligagdo do miRNA ao mRNA-alvo é facilitada pela complementariedade de bases entre 0 miRNA e mRNA. Os
resultados dessas interagdes podem ser a repressao da tradugcdo do mRNA e/ou a sua degradagéo. Nos animais também
pode ocorrer a redugédo da meia vida do mRNA por desadenilagdo (ndo mostrado) (lwakawa; Tomari, 2013). Na figura, as
breviagdes sdo: DRB1 = DOUBLE-STRANDED RNA-BINDING-LIKE PROTEIN; SE= SERRATE; HYL = HYPONASTIC
LEAVES; DDL = DAWDLE; HEN1 = HUA enhancer 1; DCP1,2 = DCP1 (Decapping 1), DCP2 (Decapping 2); XRN4 =
EXORIBONUCLEASEA4.
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Alguns aspectos da biogénese dos miRNAs em animais e plantas sao diferentes. A predigao in silico
de estruturas “stem-loop” revelou que, em plantas, os pri-miRNAs sao maiores e mais variaveis do
gue as moléculas precursoras de miRNAs de animais (Reinhart et al., 2002; Miskiewicz et al., 2017;
Yu et al., 2017; Wang et al., 2019a). A diferenca mais notavel entre esses dois grupos reside na
auséncia, em plantas, do gene Drosha, que codifica para a endonuclease da familia de proteinas
RNase tipo Il (Drosha) que, juntamente com seu cofator Pasha ou DGCRS8 (do inglés, DiGeorge
syndrome critical region gene 8), reconhece RNA dupla fita (dsRNA) (Lee et al., 2003; Wang et al.,
2019a). De fato, analise in silico, realizada em diferentes espécies de plantas cujos genomas fo-
ram completamente sequenciados, ndo encontrou gene ortélogo para codificar Drosha (Kurihara;
Watanabe, 2004; Meyers; Axtell, 2019). Em humanos, Drosha é componente de dois complexos
multiproteicos. O complexo maior contém multiplas classes de proteinas associadas ao RNA, in-
cluindo RNA helicases, proteinas que se ligam a RNA dupla fita, um grupo de ribonucleoproteinas
heterogéneas e proteinas da familia do sarcoma de Ewing. O complexo menor, denominado mul-
tiprocessador, € composto por Drosha e DGCR8/Pasha, uma proteina ligadora a RNA dupla fita.
Estudos de silenciamento génico in vivo e de reconstitui¢cao in vitro revelaram que ambos os com-
ponentes do complexo multiproteico menor sdo necessarios e suficientes para mediar a conversao
dos pri-miRNAs em seus elementos constituintes, originando os pre-miRNAs e miRNAs maduros
(Lee et al., 2003). Em plantas, o homélogo de Dicer, Dicer-like 1 (DCL1), exerce a fungéo de Drosha
(Park et al., 2002; Reinhart et al., 2002; Kurihara; Watanabe, 2004; Xie et al., 2005; Bollmann et al.,
2016). No nucleo das células, os pri-miRNAs sao clivados, originando pre-miRNAs precursores, de
aproximadamente 60-160 nucleotidios (Denli et al., 2004; Zhang et al., 2006). Todos os pre-miRNAs
formam estrutura secundaria estavel, os “stem-loop”, em forma de grampos longos ou “hairpin”,
que é conservado em animais, plantas e virus (Pfeffer et al., 2004; Akbergenov et al., 2006). Apds o
processamento, por Drosha (animais) ou DCL1 (plantas), o miRNA apresenta um fosfato na posicéao
5" e dois ou trés nucleotidios livres na posigdo 3°, na base da estrutura “stem-loop” (Bartel, 2004).
Em animais, a supressao da expressao de Pasha em Drosophila ou Caenorhabditis elegans inter-
fere com o processamento de pri-miRNA, gerando seu acumulo no nucleo e reducao de miRNAs
maduros no citoplasma (Pelisson et al., 2006). Finalmente, delecdo ou mutacao de pash-1 em C.
elegans causa desrepressao de let-7 e o surgimento de defeitos fenotipicos semelhantes aqueles
observados em vermes com genes Dicer (dcr-1) ou Drosha (drsh-1) defeituosos. Esses resultados
evidenciaram o papel de Pasha na maturagdo de miRNA, e consequentemente, na regulagao géni-
ca mediada por miRNAs em animais (Denli et al., 2004).

Em Arabidopsis, a biogénese de miRNAs requer duas outras proteinas, HYL1 e HEN1 (Park et al.,
2002; Han et al., 2004; Yang et al., 2006). HYL1 contém motivos de ligacao para RNA dupla fita
e é homologa a RDE-4 de C. elegans e R2D2 de Drosophila, proteinas que fazem parte de RISC
(Tabara et al., 2002). RDE-4 e R2D2 participam do metabolismo de siRNAs, mas s&o inativas no
processamento de miRNAs (Figura 1). Por outro lado, HYL1 é necessaria para a biogénese de
miRNAs mas nao participa da biogénese de siRNAs. HYL1 funciona como um dimero que se liga
as alcas do pri-miRNAs (Han et al., 2004; Yang et al., 2014). A regiao N-terminal de HYL1 constitui
o dominio de ligacao (dsRBDs) de HYL1 ao RNA dupla fita e apresenta a funcao de processar o
pri-miRNA, enquanto que a regido C-terminal parece ser dispensavel (Wang et al., 2019a). HEN1
possui um motivo para ligagdo a RNA dupla fita e um dominio metil-transferase na extremidade
C-terminal. Em Arabidopsis, as mutacdes hen-1, hen1-2 e hen1-4 que comprometem o processa-
mento de miRNAs localizam-se na regido metil-transferase (Chen et al., 2002; Yang et al., 2006).
A proteina HEN1 purificada por cromatografia metila ribose do ultimo nucleotidio em ambas as ca-
deias do duplex miRNA/miRNA* e apresenta alta especificidade para o substrato (Yu et al., 2005).
Foi observado que miRNA de fita simples, com e sem metilagdo, pre-miRNA, bem como dsDNA
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idénticos em estrutura e sequéncias aos duplex miRNA/miRNA*, ndo servem como substrato para
HEN1. Apenas miRNA/miRNA* com sequéncias primarias diferentes sdo reconhecidos por HEN1.
Isso indicou que HEN1 reconhece a estrutura e ndo a sequéncia do duplex, originado do processa-
mento do pri-miRNA, realizado por Dicer (Yang et al., 2006).

Em animais, apds se ligar ao receptor nuclear de Exportina-5 (Exp5), que utiliza Ran-GTP como
cofator, o pre-miRNA é transportado para o citoplasma onde é processado pela RNase Il Dicer,
gerando um miRNA dupla fita com 18-26 nucleotidios (Bernstein et al., 2001; Denli et al., 2004). Em
seguida, a molécula é desnaturada pela agao de helicases originando o miRNA de fita simples que
€ incorporado ao complexo proteico multimérico RISC (RNA-induced silencing complex). O com-
plexo multimérico (RISC) forma uma ribonucleoproteina e possui a proteina Argonauta (Argo) como
principal componente (Fang; Qi, 2016). RISC direciona o0 miRNA para a molécula alvo de mRNA
(Schwarz et al., 2003; Baumberger; Baulcombe, 2005). Embora ndo tenha sido completamente
elucidado o mecanismo de “escolha” da cadeia simples de miRNA que sera incorporada em RISC,
evidéncias indicaram que, em animais, ela € determinada pela estabilidade termodinamica da ex-
tremidade 3’ do miRNA antisenso (Preall et al., 2006). Essa extremidade da molécula com duas a
trés bases ndo pareadas se posiciona de modo que ela entra preferencialmente no complexo RISC.
Nesse estadio, o complexo é competente para reprimir a tradugao ou degradar moléculas de mR-
NAs. Geralmente, o pareamento do miRNA ocorre preferencialmente na regido 3’-UTR do mRNA
alvo (animais) ou na regiao codante do mRNA (plantas) e pode ser perfeito (siRNA) ou incompleto
(miRNA). Analise computacional indicou que o pareamento dos nucleotidios 2 a 8 na regido do do-
minio 5’ do miRNA, conhecido como “seed sequence” (sequéncia core) € muito importante para o
reconhecimento do mRNA alvo (Lewis et al., 2003, 2005). Assim, dados experimentais revelaram
que a interagao dos oito primeiros nucleotidios dos miRNAs é crucial para inibicdo da traducao de
mRNas em células cultivadas in vitro (Doench; Sharp, 2004). Ao se ligar ao mRNA alvo, o complexo
RISC-miRNA promove a degradacdo do RNA mensageiro (siRNA), reduz a meia vida do mRNA ou
impede a sua tradugdo, conforme foi mostrado na Figura 2.

Em humanos, o papel dos miRNAs e a expressao alterada de componentes envolvidos na biogé-
nese dos miRNAs como Drosha, Dicer e Argonautas tém sido associados a diferentes tipos de tu-
mores, destacando a importéncia desta via no funcionamento celular adequado (Calin et al., 2002;
Peng; Croce, 2016; Tan et al., 2018; Si et al., 2019).

Descoberta e relevancia dos microRNAs

O papel de microRNAs em processos celulares foi observado pela primeira vez em Caenorhabditis
elegans (Lee et al., 1993). Nesse organismo, o miRNA /in-4 (small temporal RNA, stRNA) é funda-
mental para mudanca da fase |, para a fase seguinte durante o desenvolvimento do nematéide. A
expressao de lin-4 durante o primeiro estadio de desenvolvimento inibe mRNAs responsaveis pela
progressao da diferenciacao celular. Os autores demonstraram que o gene lin-4 nao codificava para
proteina, por esse motivo o seu modo de atuagao no desenvolvimento permaneceu aguardando
uma explicagcdo. Em 2000, foi descrito outro gene stRNA em C. elegans, denominado /et-7, com
efeito similar a lin-4 mas que era expresso apenas no estadio IV do desenvolvimento (Reinhart et
al., 2000). Estudos posteriores demonstraram a existéncia de homologos de /et-7 em outros grupos
de animais, tais como Anuros, Poliquetas, moscas, camundongos e humanos. Nesses organis-
mos, as sequéncias de nucleotidios de /let-7 eram altamente conservadas, em muitos casos, quase
idénticas, sugerindo que let-7 desempenhava fungao bioldgica essencial, embora desconhecida
(Pasquinelli, 2000). Em seguida diferentes estudos demonstraram as similaridades entre a biogéne-



16 DOCUMENTOS 249

se e 0 modo de atuagao de lin-4 e o fendmeno de interferéncia de RNA (RNAIi) em diferentes grupos
de animais (Lee; Ambros, 2001; Fischer, 2010; Jiao et al., 2018).

Desde a descoberta de miRNA em 1993 (Lee et al., 1993), até a constatagdo de sua importan-
cia durante o desenvolvimento de Caenorhabditis elegans por Reinhart et al. (2000), passaram-se
quase dez anos. Essas descobertas, e outras que se seguiram, demonstraram a participagao de
microRNAs na regulagao global da expressado génica em animais e plantas, em uma gama variada
de processos celulares, transformando essas moléculas na principal area de estudos da biologia
nos ultimos anos (Bove et al., 2006; Dash et al., 2015). Em um numero elevado de estudos recentes
foram identificadas diferentes classes de sncRNAs, com diferentes fungbes na regulagdo da ex-
pressao génica e no desenvolvimento de organismos eucariotos (Mourelatos et al., 2002; Li; Zhang,
2016; D’Ario et al., 2017; Samad et al., 2017; Jangra et al., 2018; Sharma et al., 2019; Song et al.,
2019). Em humanos, por exemplo, estudos sobre a participagédo de miRNAs em diferentes tipos de
cancer, destacam a importancia desta via, no funcionamento celular adequado (Si et al., 2019).

A importancia dos miRNAs na regulacao génica e no controle geral do funcionamento celular de
bactérias, protozoarios, animais e plantas fica evidente ao considerarmos algumas publica¢des so-
bre o assunto. Em 2013, aproximadamente 27.000 publica¢des sobre miRNAs e 28.645 sequéncias
de mais de 100 espécies foram depositadas no miRBase (miRBase blog: news and views: http://
www.mirbase.org/blog/. Casey et al. (2015) utilizaram o sitio Web of Science™ (WoS) database
para determinar o numero de publicacdes e citacdes sobre miRNAs e também encontraram 26.177
artigos publicados. Em outro artigo, datado de 2015 (Vergoulis et al., 2015), procederam uma pes-
quisa em diferentes bancos de miRNAs e identificaram os seguintes valores para o numero de arti-
gos publicados sobre miRNAs: 19.839 (mirPub), 407 (miRBase), 1392 (TarBase), 519 (mi2disease)
e 573 (miRCancer). Kozomara et al. (2019) encontraram 18.542 referéncias ao termo microRNA
no titulo ou resumo de artigos cientificos. Ao pesquisarem as informagdes sobre a funcionalidade
desses RNAs, os autores conseguiram associar 12.519 deles com registros de microRNA em banco
de dados. A ultima atualizagdo do miRBase (volume 22, outubro de 2018) registrou sequéncias de
microRNA de 271 organismos (protozoarios, plantas e animais), 38.589 sequéncias precursoras
(pri-miRNAs) e 48.860 microRNAs maduros. Alles et al. (2019), identificaram 28.866 sequéncias de
RNAs curtos descritos para a espécie humana, apos terem descartado os sncRNAs falsos ou de
baixa qualidade. Os autores analisaram 363.7 bilhdes de sequéncias e observaram que 65% dos
24.127 miRNAs maduros eram provavelmente falsos. Apds estudos aplicando northern blot e supe-
rexpressao de sequéncias candidatas Alles et al. (2019) identificaram novos miRNAs e concluiram
que na espécie humana existem 2.300 miRNAs e que 1.115 deles estdo registrados no volume 22
do miRBase. Em plantas, também pode ser verificada a existéncia de elevado numero de estudos
sobre as a biogénese e fungao das sequéncias candnicas de miRNA.

Morin et al. (2008a), estudando microRNAs de arroz (Oryza sativa), relataram a ocorréncia de diver-
géncias nas sequéncias de um mesmo microRNA e cunharam o termo isomiRs para essas formas
variantes (Morin et al., 2008a, 2008b). Até aquela data acreditava-se que um precursor de miRNA
gerava apenas uma unica sequéncia de miRNA funcional. Estudos posteriores realizados em va-
rios organismos confirmaram a universalidade dos isomiRNAs em animais e plantas e demons-
traram o papel dessas isoformas na regulacdo pds-transcricional da resposta a diferentes tipos
de estresse bidticos e abiodticos (Gozmanova et al., 2017). Em fungédo da natureza das alteracoes
de tamanho, os isomiR sdo agrupados em diferentes classes: 5'- isomiRs, 3'- isomiRs, isomiRs
polimérficos, template e non-templated isomiR (Neilsen et al., 2012; Rogans; Rey, 2016; Yang et
al., 2019). Verificou-se que as diferencas nas sequéncias de um mesmo miRNA sao de natureza
epigenética, pois resultam da edicao pés-transcricional do miRNA. Esse processo frequentemente
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gera variagdes nas extremidades 5’ e 3’ dos miRNAs, e em menor escala produz substituicdes de
nucleotideos em qualquer ponto da sequéncia do miRNA (Ebhardt et al., 2009; lida et al., 2009).
Quanto a origem dessas variagdes ficou demonstrado que elas surgem como decorréncia de mu-
dangas no sitio de clivagem de Drosha e Dicer, em animais e DICER-LIKE em plantas (Morin et al.,
2008a, 2008b) e a adicao de nucleotidios na extremidade 3’ dos miRNAs (non-templated isomiRs),
parece ser feita por atividade de nucleotidiltransferases do tipo PAPD4 (Lu et al., 2009; Burroughs
et al., 2010). Apesar da importancia dos isomiRs na regulagéo génica pos-traducional em plantas,
a biogenese e fungado desse grupo de moléculas ainda € muito pouco estudada. Visando alterar
esse quadro, foi criado recentemente o “Plant IsomiR Atlas”, com a identificacdo de isomiRs de 23
espécies de plantas utilizando dados de 677 sncRNAs (Yang et al., 2019). Essas informacgdes ini-
ciais ja possibilitaram a identificagao de 98.374 isomiR (template e non-templated) a partir de 6.167
precursores (Yang et al., 2019). Outro estudo gerou o PmiREN: uma enciclopedia de miRNAs de
plantas (Guo et al., 2019).

microRNAs em bactérias

A regulacdo génica por microRNAS e siRNAs foi descrita em Eukarya, Bacteria e Archaea. Em
eucariotos, as Unicas excecgbes foram encontradas em fungos (Flynt; Lai, 2008; Jin et al., 2019),
Placozoarios (Grimson et al., 2008) e Ctendforos (Maxwell et al., 2012), Leishmania (Robinson;
Beverley, 2003) e Trypanosoma cruzi (DaRocha et al., 2004). Em bactérias existem duas classes
principais de sncRNAs que atuam em alguns casos, de modo ainda n&o descrito em animais e
plantas e cujos tamanhos variam entre 50 e 500 nucleotidios (Jiang et al., 2010). Em Escherichia
coli K12, foram identificados mais de 400 sncRNAs (‘msRNA’, miRNA-like) a partir de 33.2 milhdes
de leituras de clones de RNA pequenos feitos por deep sequencing (Kang et al., 2013) e a familia
mais ampla e mais bem estudada possui pelo menos 20 membros que atuam em associacdo com o
chaperone molecular Hfqg, regulando a atividade de fatores de transcricdo envolvidos em processos
celulares vitais (Argaman et al., 2001; Gottesman, 2004; Storz et al., 2011; Waters et al., 2017; Guo
et al., 2018).

De modo semelhante ao que ocorre em animais e plantas, varios sncRNAs (msRNAs) bacterianos
ligam-se por complementaridade de bases ao mRNA alvo regulando a transcrigdo e tradugao ou
modificando sua estabilidade, enquanto outros, como o sncRNA Spot 42, alteram a polaridade do
operon gal (Gottesman, 2004). Os miRNAs, DsrA (Escherichia coli regulatory sncRNA) e RprA (small
regulatory RNA) regulam positivamente a transcrigéo e tradugéo do fator de transcricdo do gene
RpoS (codifica o fator sigma-38), ligando-se ao alvo e abrindo um hairpin que impede a tradug¢ao do
mRNA (Maudet et al., 2014). De modo geral, a regulagdo pos-transcricional em animais ocorre pela
ligacao do miRNA a regido 3'UTR, e em plantas, pela ligagdo a regido codante. De modo diferente,
o microRNA bacteriano DsrA regula negativamente a tradugéo dos genes rpoS e hns (E. coli 15 kDa
DNA-binding protein) ligando-se exatamente na posi¢do adjacente ao primeiro codon de inicio da
tradugdo do mRNA (Waters; Storz, 2009; Liu et al., 2012), regido esta que assume uma estrutura se-
cundaria especifica para ligagéo do ribosomo (RBS; ribosome binding sequence) (Shine; Dalgarno,
1975; Ringquist et al., 1992). O miRNA OxyS (Oxidative stress response regulatory protein) regula
negativamente a tradugao dos fatores de transcri¢cao rpoS e thlA (formate hydrogenlyase transcrip-
tional activator), e o miRNA RyhB (bacterial iron-responsive small RNA) regula o aporte de ferro
celular reprimindo a tradugdo dos mRNAs de varios genes que codificam proteinas carreadoras
de Fe. Em outra classe, os msRNAs bacterianos ligam-se diretamente as proteinas alterando sua
atividade (Massé et al., 2003). Outros exemplos sao os miRNAs CsrB (Carbon storage regulator B)
e CsrC (Carbon storage regulator C) de E. Coli que inibem a atividade da proteina reguladora da
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traducao, CsrA (Carbon storage regulator A) e diferentes msRNAs que regulam a gluconeogénese,
a formacao de biofilmes e a expressao de fatores de viruléncia em bactérias patogénicas para ani-
mais e plantas (Gottesman; Storz, 2011; Adami et al., 2018).

Funcédo dos sncRNAs (miRNA e siRNA) em eucariotos

Nas células dos eucariotos, os sncRNAs desempenham func¢des regulatdrias especificas e fun-
damentais, participando de processos fisioldgicos e vias metabdlicas diversas, controlando a es-
tabilidade gendmica, a diferenciacdo de linhagens celulares e o estabelecimento de padrdes de
desenvolvimento, a morte celular programada (apoptose) e respostas adaptativas contra estresses
bidticos e abidticos (Houbaviy et al., 2003; Schwab et al., 2006; Guleria et al., 2011; Pileczki et al.,
2016; Slattery et al., 2018). O modo de acado dos sncRNAs pode divergir de um organismo para
outro. De modo geral, a regulacao feita por sncRNAs é responsavel pela mudanga de fase entre os
estadios de desenvolvimento e pela diferenciacao de tecidos e érgaos de animais e plantas (Aravin
et al., 2003; Nogueira et al, 2007; 2009; Li; Zhang, 2016; Tang et al., 2016; D’Ario et al., 2017; Liu
et al., 2017b; Zhang et al., 2017). Tanto a expressdo aumentada quanto o silenciamento de genes
MIRNA ou a expressao desses genes em locais fora de seus dominios pode ocasionar alteracoes
drasticas no desenvolvimento dos organismos (Aukerman; Sakai, 2003; Palatnik et al., 2003; Juarez
et al., 2004; May et al., 2013).

Os microRNAs exercem a funcao de regulacao da expressao génica em associagao com o com-
plexo multiproteico (RISC), ligando-se por complementaridade de bases ao mRNA alvo (Valencia-
Sanchez et al., 2006; Liu et al., 2017a) e funcionam de duas maneiras principais: 1- microRNAs
podem gerar a degradacdo de mRNAs, quando existe alta complementaridade de bases entre o
miRNA e o RNA mensageiro alvo, nesse caso, o microRNA é denominado siRNA. A clivagem do
mRNA ocorre na ligagao fosfodiester oposta as bases 10 e 11 do miRNA e auséncia de pareamento
nessa regiao impede a degradacdo do mRNA (Yoshikawa et al., 2005; lwakawa; Tomari, 2015; Mott;
Mohr, 2015). Enquanto o mRNA esta sendo degradado, o miRNA permanece intacto, associado
com RISC e pode iniciar a degradacao de nova molécula. Nessa situacao, os niveis de proteina e
de mRNA sdo reduzidos. Esse mecanismo ocorre com elevada frequéncia em plantas, mas também
foi descrito em mamiferos (Valencia-Sanchez et al., 2006); 2- o pareamento microRNA/mRNA nao
€ perfeito por causa da presencga de bases ndao complementares. Nessas situagdes, o complexo
RISC-miRNA permanece ligado ao mRNA impedindo a tradug¢ao, sem, contudo, clivar a molécula
(Dalmay, 2013). Analises bioquimicas demonstraram que os polissomos permanecem ligados aos
mRNAs, sugerindo que o bloqueio da expressao ocorre apoés o inicio da tradugao (Aukerman; Sakai,
2003; Ritland-Politz et al., 2006). Neste exemplo apresentado, a repressao traducional pode ser ob-
servada pelo decréscimo no nivel de proteinas enquanto os niveis de mMRNA permanece o mesmo
(Aukerman; Sakai, 2003). Contudo, outros estudos demonstraram que os miRNAs podem se ligar
na regiao 5 dos mRNAs impedindo a ligagao dos polissomos (Wang et al., 2006; Wakiyama et al.,
2007). Em funcao de possuirem sequéncias pequenas e agirem sem a necessidade de pareamento
completo, um unico miRNA pode regular muitos mRNAs, além de cooperarem no controle de um
unico mRNA (Brennecke, et al., 2005; Subasic et al., 2015).

Alguns estudos indicam que um miRNA pode regular 200 mRNAs com fun¢des totalmente diversas.
Para dar um pouco mais de perspectiva, o fator de transcricao LEAFY, reponsavel pelo recrutamen-
to de varios sinalizadores hormonais, bidticos e abioticos que em conjunto definem o meristema
floral em plantas, tem pelo menos 13 genes alvos diretos, e o miRNA 166, chave na orientagdo da
ldmina foliar, resposta a stresse abidtico e resposta hormonal em plantas, tem pelo menos 11 ge-
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nes alvo diretos e outros 5 indiretos sendo a maioria fatores de transcricao (Chitwood et al., 2007;
Moyroud et al., 2011; Xia et al., 2018; Zhang et al., 2018a). Desta forma, os microRNAs constituem
uma enorme e complexa rede regulatéria da sinalizagao celular.

Perspectivas do emprego do silenciamento génico por
MiRNAs e phasiRNAs no melhoramento do milho

A maioria dos caracteres agrondmicos, tais como a arquitetura da planta, precocidade, produti-
vidade, resisténcia e tolerancia a fatores bidticos e abidticos, entre outros, sao determinados por
caracteres quantitativos controlados por multiplos loci génicos e por complexas redes regulatorias.
A manipulagdo da expressao desses importantes componentes do desenvolvimento e reprodugcao
em espécies de interesse comercial contribui para o0 aumento da produtividade agricola. Entre os
elementos que compdem essa rede regulatoria, os pequenos RNAs nao codantes: miRNAs e pha-
sed miRNAs desempenham papel central na regulacao da fungdo génica, portanto, a manipulagéo
dessas moléculas e dos seus genes alvo sao cruciais para o melhoramento de caracteres de plan-
tas com foco agronémicos (Lusser et al., 2011; Jha ; Shankar, 2014; Cortijo et al., 2014; Zhang et
al., 2019) (Tabela 1).

O uso de miRNAs tem sido relatado no silenciamento de genes em processos metabdlicos, tais
como, para redugdo de amilose em graos de amido de batata (Heilersig et al., 2006; Kasai et
al., 2016), inducao de macho-esterilidade em milho (Cigan et al., 2005), cor das flores da petunia
(Kapoor et al., 2002), entre outros. Contudo, a manipulagao dos miRNAs para o melhoramento de
plantas ainda é pouco explorada. Isso provavelmente decorre da complexidade envolvida na mani-
pulagao dessas moléculas e de seus genes codificantes associado a dificuldade de transformagéao
de varias espécies (Lusser et al., 2011).

Estudos recentes tém alertado sobre a importancia dos microRNAs e as perspectivas de manipu-
lagdo dessas moléculas para o melhoramento de caracteres de produtividade do milho (Li et al.,
2012; Luan et al., 2014; Sun et al., 2018c; Zhang et al., 2019). Entre as diferentes formas de atuagao
dessas pequenas moléculas de RNA na intricada rede regulatéria, algumas podem ser destacadas
como prioritarias para a engenharia genética no melhoramento do milho (Tabela 1). Sao elas: 1- ar-
quitetura da planta (numero de perfilhos e altura de plantas, polaridade adaxial/abaxial e angulagéo
das folhas e arquitetura das inflorescéncias); 2- resisténcia ao tombamento e manufatura de biopro-
dutos por meio da regulagao da biossintese de lignina (Sun et al., 2018c¢); 3- indug¢ao do desenvolvi-
mento de raizes laterais que também contribui para a resisténcia ao tombamento; 4- o aumento da
area radicular e a expressao de alguns microRNAs aumentam a tolerancia a seca (Li et al., 2012;
Luan et al., 2014; Yang et al., 2018); 5- desenvolvimento da fase adulta com aumento do periodo
vegetativo, que é uma caracteristica interessante para silagem; 6- reducao da fase de transicao
juvenil/adulto, para desenvolvimento de variedades precoces (Zhang et al., 2019); 7- definicdo da
identidade dos 6rgaos que se originam dos meristemas axilares (Chuck et al., 2009); 8- promocéao
do florescimento; 9- controle do desenvolvimento da espiga; 10- determinagdo do sexo e macho
esterilidade; 11- tolerancia ao encharcamento e a salinidade (Luan et al., 2014); 12- tolerancia a
baixa disponibilidade de fosfato (Pi) (Pei et al., 2013); 13- ativacao de fatores de resposta a auxina
e genes envolvidos nos primeiros estadios de desenvolvimento das plantulas, entre outros.

Entre os 367 miRNAs identificados em milho (Xia et al., 2018), destacamos neste trabalho os mais
relevantes que estdo direta ou indiretamente relacionados com a produtividade do milho (Tabela 1).
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A arquitetura da planta é determinada principalmente por perfilhos, tamanho da planta, nimero e
angulo das folhas e das ramificagbes dos penddes (Doebley et al., 1997; Zhang et al., 2019). O
miRNA 156 (alvo: gene ZmSPL) esta diretamente relacionado com a arquitetura da planta (Chuck
et al., 2009).

0O miR528, especifico de monocotiledéneas (Zanca et al., 2010), esta diretamente envolvido em dois
processos vitais para a sobrevivéncia do milho: regulacdo do metabolismo de nitrogénio (Sun et al.,
2018a) e resisténcia de plantas ao tombamento por meio da regulagcéo da biossintese de lignina
(Sun, 2012; Sun et al., 2018a). O silenciamento do gene miR528 ou a super expressao de seus ge-
nes alvo (dominio F-box, proteinas contendo repeticdes LRR, MAX2, L-ascorbate oxidase) melhora
a resisténcia ao tombamento em plantas do milho (Sun et al., 2018a, 2018b). Do mesmo modo, o
silenciamento de miR164 (alvo: NAC1) promove o desenvolvimento de raizes laterais, aumentando
a area radicular, o que também melhora a resisténcia ao tombamento e aumenta a tolerancia a seca
(Lietal., 2012). Areducao da expressao de miR169, ou o aumento da expressao de seus alvos que
codificam para proteinas Zm-YAs, NAC (NAM, ATAF1/2 e CUC2), fitosulfocinas (sinalizadores ce-
lulares) e subunidade alfa do fator de transcrigdo nuclear Y (NF-YA = Nuclear transcription factor Y
subunit alpha), aumenta a tolerancia de plantas a salinidade e, juntamente com miRNA 166, confere
resisténcia a seca (Luan et al., 2014; Yang et al., 2006; Zhang et al., 2018a, 2019).

Em plantas, o “timing” no desenvolvimento é regulado de modo coordenado por uma complexa rede
que integra muitos sinalizadores extrinsecos e intrinsecos. Nessa rede, o miR172 (alvos: g/15, fator
de transcricao Apetala2-like, fator de resposta a auxina, fatores de transcricao contendo motivos
Helix-loop-helix) promove o florescimento e, juntamente com miR156 (alvo: Squamosa-promoter
binding protein-like), regula o desenvolvimento da fase adulta (Kapoor et al., 2002; Zhang et al.,
2019). O silenciamento do gene MiR156 ou a super expressao de miR172 provoca precocidade
e o florescimento em plantas (Zhang et al., 2019). Ambos os microRNAs, miR156 e miR172 regu-
lam a transi¢ao da fase juvenil para a fase adulta. O nivel de expressdo do miR156 diminui com
a idade das folhas enquanto a expressdo de miR172 aumenta (Wu; Poethig, 2006). O papel da
interacao entre miR156 e miR172 nas etapas de transi¢ao entre o desenvolvimento juvenil e adulto
tem sido bastante estudado em Arabidopsis (Wu; Poethig, 2006; Jung et al., 2011) e empregado
para o melhoramento de espécies de interesse agrondmico, como o pinhdo-manso (Jatropha cur-
cas) (Sanchez-Gutiérrez et al., 2018) e cevada (Tripathi et al., 2018). O aumento da expresséao de
miR156 aumenta a duragao da fase vegetativa constituindo uma importante caracteristica quando o
objetivo for a producao de biomassa para producao de silagem (Zhang et al., 2019).

As folhas representam o 6rgao fotossintético mais importante das plantas. Elas sdo, em sua maio-
ria, planas para capturar a luz solar de modo mais eficiente e realizar a fotossintese. Em milho, a
transicao da fase de folha juvenil para folha adulta € marcada por alteragdes na forma das células,
producao e deposicao de cera epidérmica, surgimento de células especializadas como os pelos fo-
liares e mudancas na identidade dos 6rgaos que se originam dos meristemas axilares (Chuck et al.,
2009; Sun et al., 2018a; Zhang et al., 2019). Em milho, a determinagéo da polaridade foliar (abaxial/
adaxial) esta associada aos seguintes sncRNAs: miR166 (alvo: fatores de transcricao HD-ZIPIII),
miR390 (alvos: loci geradores de tasiRNA) e TAS3 (TRANS-ACTING SIRNA3 = tasiRNA), cujo alvo
€ o fator de resposta a auxinas. Assim temos que o miR390 direciona a produgao de transcritos do
I6cus Trans-Acting SIRNA3 (TAS3 = tasiRNAs = tasiARFs), o qual regula os genes dos fatores de
repostas a auxina (ARF). A atividade de miR390-TAS3-ARF representa uma via regulatéria alta-
mente conservada em plantas (Xia et al., 2017). Nas plantas adultas, a polaridade abaxial/adaxial
da folha esta associada com a atividade de miR166, miR390 e TAS3 (Nogueira et al., 2007).
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Em sequéncia ao desenvolvimento da inflorescéncia, esta a determinagao do sexo, outro fator cru-
cial para a produtividade do milho (Zhang et al., 2019). Macho-esterilidade tem sido amplamente
estudada, tanto do ponto de vista biolégico quanto aplicado por causa da grande importancia co-
mercial para producédo de sementes hibridas de milho (Shkibbe; Schnable, 2005). A caracteristica
macho-fertilidade em milho é determinada por um grande nimero de genes e sncRNAs, especial-
mente phasiRNAs de 21nt (miR2118) e phasi de 24nt (miR2275) (Zhai et al., 2015; Yu et al., 2018).

Com relagao a resisténcia por infecgao viral, analise de transcriptoma mostrou que 453 genes fo-
ram diferencialmente expressos em plantas de milho apés a infecgdo com rice black-streaked dwarf
virus (RBSDV) (Lu et al., 2005; Li et al., 2018). Os autores também demonstraram que os genes
envolvidos na fotossintese e metabolismo foram significativamente induzidos apés a infecgao viral e
identificaram doze pares de interagdes miRNA-mRNA, sendo seis delas responsaveis pela resposta
das plantas do milho ao RBSDV.

Estudos adicionais com o miR156 revelaram o gene teosinte glume architecture1 (TGA1) como
alvo, demonstrando ser o responsavel pelas altera¢cdes que originaram os graos sem glumas da
espiga do milho, além de também determinar o tamanho dos graos (Wang et al., 2015a). Esses au-
tores verificaram que a substituicdo de um aminoacido no fator de transcri¢ao codificado pelo gene
TGA1 foi responsavel por essa mudanga. Em outro estudo ficou demonstrado que o gene TGA1, da
familia SBP-box e que codifica o fator de transcrigdo TCP também é alvo do miR319. A ligagao de
miR319 ao MRNA de TCP impede a tradugao determinando um profundo aumento da dominancia
apical no desenvolvimento de plantas com apenas um perfilho (Doebley, 1993; Palatnik et al., 2003).

Pelo que foi exposto depreende-se a necessidade de adogao de estratégias de manipulagao de
miRNAs para melhorar a adaptabilidade e consequentemente a produtividade do milho. Isso podera
ser realizado de duas maneiras principais: 1- pela identificacdo e manipulagdo de genes miRNAs
existentes no genoma do milho, que ja foi completamente sequenciado, visando o silenciamento ou
super expressao; 2- sintese quimica dos miRNAs maduros (amiR) (Schwab et al., 2006; Devers et
al., 2013; Grant-Downton et al., 2013; Lafforgue et al., 2013; Gasparis et al., 2017; Petchthai et al.,
2018). A Tabela 1 apresenta detalhes sobre algumas classes de miRNAs e seus alvos e auxilia na
compreensao do potencial dessas pequenas moléculas de RNA n&o codantes no melhoramento e
na regulacao génica e adaptabilidade de plantas.
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Tabela 1. Funcdes de miRNAs no desenvolvimento de caracteres agronémicos importantes em milho. (Continua...)

miR156

miR159

miR160

miR161

miR162

miR166
miR390

miR166

33333
o000

2

miR164

miR165
miR166

NOME

390-TAS3

A aaa
[e>Xo)NerXé)]
~NoOooo

miR-

GENES ALVO

tga1l
Promotor do gene da
proteina squamosa-like

(SBP-Like).

Fator de transcricdo
Apetala 2 (AP2)

UB2/3

fator de transcri¢cdo
GAMYB

MYB genes (MYB33 e
MYBG65)

Fator de resposta a au-
xina

Aux/IAA

ARF10

ARF16

ARF17

Proteinas com repeti-
¢Oes pentatricopeptidio
UDP-D-glucuronato
4-epimerase

DICER-LIKE

rolled leaf1, rld1

HD-ZIPIIl, AS1/AS2

ASYMMETRIC LEA-
VES1

ZmNACA1
fitosulcinas

Fator de transcrigdo HD-
-ZIPIIl, NF-YA

FUNGAO

- Regula o gene TGA1, responsavel pela domesticagao
dos graos sem glumas do milho e pelo formato e tama-
nho das espigas

- Atrasa a transicdo do desenvolvimento juvenil para o
adulto prolongando as caracteristicas juvenis e atra-
sando o florescimento

- A liberagéo de SPLs do controle do mi156 provoca a
aquisicdo prematura de folhas adultas e florescimento

. precoce.

- E um dos determinantes da arquitetura da planta

- Determina a angulagao das folhas e modula a arquitetura
das inflorescéncias

- Determina o sexo em plantas

- Determina o nimero de ramificagées dos penddes

- Niveis baixos de miR156 s&o sempre detectados em
penddes feminilizados de mutantes mop1 e ts1 (tassel-
seed1) de milho. Nesses casos ndo ocorre a ligagéo de
miR156-SPLs (SPL = SQUAMOSA Promoter-Binding
Protein-Like gene family) com os alelos mutantes ts1,
ts2, ts4, Ts6, e mop1 determinantes do sexo.

- Regula a proliferacdo de meristema e o desenvolvimento
de 6rgéos laterais

- Determina o numero de fileiras de graos na espiga

- Regulados negativamente pela infecgéo causada pelo vi-
rus do mosaico da cana (SCMV)

- Provoca o crescimento indeterminado de meristemas,
fasciagédo e alteragbes na determinagdo do sexo com
alteragdes no desenvolvimento dos 6rgéos reproduti-
VOS.

- Regula a via de sinalizacdo de sinal
- Regula o desenvolvimento floral
- Confere tolerancia aos estresses bioticos

- Regula a edigédo de RNA
- Regula a sintese de pectina

- Determina o periodo de florescimento
- Regula o silenciamento génico induzido por virus
- Regula a producao de IsiRNA/ta-siRNAs

- Ambos regulam o desenvolvimento das plantas

- O silenciamento (knockout) de miR166 (STTMmiR166) e
a super-expressao do seu gene-alvo (rolled leaf1, rid1)
provocam o enrolamento da lamina foliar para cima
causando adaxilagao ou reversao parcial da polaridade
da folha.

- Ambos controlam a polaridade e forma das folhas.

- Envolvidos em diferentes fases do desenvolvimento e
crescimento das plantas do milho.

- Respostas aos estresses abidticos (seca e salinidade).

- Alvos em genes da proteina ligadora ao promotor do
gene squamosa (miR156); fator de resposta a auxinas
(miR160); fator HD-ZIP (miR166); fator de ligacdo a
CCAAT (miR167); e proteinas HAP-2-like (miR169).

- Determina folhas com margens serrilhadas em Arabidop-

sis

- Confere tolerancia a seca e salinidade

- Confere tolerancia aos estresses oxidativos

- Importante regulador do desenvolvimento de raizes late-
rais, tendo como alvo o gene ZmNAC1.

- Regula a via do desenvolvimento das sementes do milho

- Regulagéo de sinalizadores de sinal

- E critico durante a resposta de plantas aos estresses hi-
dricos, salinidade e ABA ligando-se aos genes da subu-
nidade A do fator de transcricdo NF-YA.

- Desenvolvimento foliar e vascular

AUTOR

Kapoor et al. (2002)

Wu e Poethig (2006)

Shiba e Takayama (2007)
Hultquist e  Dorweiler
(2008)

Tripathi et al. (2018)

Lima et al. (2012)

Zhang et al. (2019)

Xia et al. (2018)

De Luis et al. (2012) Allen
et al. (2010)

Thompson et al. (2014)
Field e Thompson (2016)

Wojcik et al. (2017)

Allen et al. (2004)

Shao et al. (2015)

Juarez et al. (2004)
Li e Zhang (2016)
Peng et al. (2018)

Juarez et al. (2004)

Mica et al. (2006)
Djami-Tchatchou
(2017)

Ravichandran et al. (2019)

et al

Nikovics et al. (2006)
Hochholdinger et al. (2018)
Li et al. (2012)

Zheng et al. (2019)

Luan et al. (2014)
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Tabela 1. Funcdes de miRNAs no desenvolvimento de caracteres agrondmicos importantes em milho. (Continua...)

NOME

miR166
miR390
TAS3

miR 167
miR168

miR528

miR169

miR172

STTM/miR172
e mutantes ts4
(genes tassel-
seed1 até tas-
selseed4)

miR173

miR319

miR396

miR390

GENES ALVO

Polaridade das folhas

Fator de resposta a au-
xina
AGO1

L-ascorbato oxidase e
cobredoxinas

NF-YA

Fator de transcricdo que
se liga a sequéncias
CCAAT (CCAAT-binding
transcription factor)
Subunidade X do foto-
sistema ii

Promotor do gene pro-
teina squamosa-like
(SBP-Like) e o fator de
transcricdo Apetala 2
(AP2)

Ids1, sid1, ts6

ids1

sid1

Ciclina
Locus gerador de tasiR-
NA

GRFs (growth regulating
factors)

Ciclina

Proteina de transposon

ZmGRF10

ARF3 (Auxin Response
Factor 3)

Locus gerador de tasiR-
NA

FUNGAO

- miR390-TAS3 define o lado adaxial da folha restringindo
a expressao de miR166, o qual, por sua vez, determina
o lado abaxial das folhas ao inibir a expressao dos de-
terminantes adaxial.

- Regula o desenvolvimento floral
- Regula a via de sinalizagao

- Resposta a estresse biotico

- Regulados positivamente durante a infecgao pelo virus do
mosaico da cana (SCMV)

- Regula o desenvolvimento da planta

- A familia de miR169 possui 18 membros que geram 10
miRNAs maduros, sendo que 8 deles se ligam a 7 dos
14 genes ZmNF-YA de milho, regulando suas atividades.

- Controla o tempo e o padréo de desenvolvimento das in-
florescéncias.
- Responsavel pela determinagdo do sexo da planta.

- Ambos, STTM/172 e o mutante ts4, determinam a redu-
c¢ao da expressao de miR172 e aumentam a expresséo
de dois genes alvo do miRNA172: ids1 (indeterminate
spikelet1) e sid1 (sister of indeterminate spikelet1). As
plantas mutantes apresentam ramificagdes irregulares
nas inflorescéncias e feminilizagdo do pendao causado
pela auséncia de aborto dos pistilos

* STTM (short tandem target mimic) sédo sequéncias de
nucleotideos adicionadas as construgdes génicas e
atua blogueando as fungdes de microRNAs de plantas
e animais.

- Regula o desenvolvimento da planta

- Interage com miR156 modulando a arquitetura da planta.
- Regulagao negativa de GRFs (growth regulating factors).
- Regula a divisao celular.

- Liga-se ao gene teosinte branched1 (tb7) que codifica o
fator de transcricdo TCP que é o principal responsavel
pela evolugao do milho

- Regula transposicao

- Tem como alvo o gene ZmGRF10 (Fator 10 de regulagéo
de crescimento).
- Regula o tamanho das folhas e da planta

- Induz a biogénese de TAS3-tasiRNA, o qual interage com
ARF3 controlando o desenvolvimento das plantas.

- Responsavel pela polaridade das folhas

- Regula o desenvolvimento da planta

AUTOR

Juarez et al. (2004)
Nogueira et al. (2007)

Wang et al. (2015b)

Xia et al. (2018)

Douglas et al. (2010)

Jung et al. (2007)
Jung et al. (2011)

Zhu e Helliwell (2011)
Wang et al. (2019b)

Aukerman e Sakai (2003)
Chuck et al. (2009)
Tang et al. (2012)

Montgomery et al. (2008)

Palatnik et al. (2003)
Yang et al. (2018)

Wu et al. (2014)

Xie et al. (2005)
Marin et al. (2010)
Felippes et al. (2017)
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Tabela 1. Funcdes de miRNAs no desenvolvimento de caracteres agrondémicos importantes em milho. (Continua...)

NOME GENES ALVO FUNGAO AUTOR
miR394 Fator Sigma da RNA po- - Regula a transducéo de sinal Vidal et al. (2010)
limerase - Regula o Ciclo Celular
F-BOX
miR397 gene lacCase - Regula a homeostase de cobre e a fixagao simbidtica de Pilon (2017)
nitrogénio

- Confere tolerancia ao estresse de frio
- Confere tolerancia ao estresse hidrico
- Regula a biogénese da parede celular

miR399 Proteina fosfato/E2 con- - Regula a resposta aos baixos niveis de fosfato em milho Du et al. (2018)
jugada a ubiquitina - Reula a homeostase de fosfato
Proteina induzida por
deficiéncia de fésforo

miR400 Proteina com repeticbes - Regula a edicdo de RNA Park et al. (2014)
de Pentatricopeptidio

miR414 Tubulina - Regula a edicdo de RNA Djami-Tchatchou et al.
Proteinas contend domi- - Regulagéo da transcricdo (2017)
nios FtsZ - Regula a montagem e desmontagem de microtubulos

Proteina com repeticdes
de Pentatricopeptidio

miR428 Transcritos de proteinas - Regula as respostas a varios tipos de estresse abiéticose Feng et al. (2013)
contendo cobre a infeccéo por virus da ferrugem (stripe rust) Ma et al. (2015)
miR474 Cinesina - Regula o ciclo celular (mitose e meiose) Zhou et al. (2010)
Proteina com repeticdes - Regula o transporte de moléculas nas plantas
de Pentatricopeptidio - Regula a edicédo de RNAs
miR528 Proteinas com dominio - miRNA especifico de monocotiledéneas sendo um impor- Sun et al. (2018c)
F-box e LRR tante regulador do metabolismo de nitrogénio
L-ascorbato oxidadase - Regula a tolerancia ao arsenito em arroz (Oryza sativa
L.).
miR827 genes SPX-MFS que - Regula a resposta a deficiéncia de fésforo nas plantas Lin et al. (2010)

controlam a homeostase
de fosforo, Ubiquitina e

Ligase E3
miRNA2118 Genesdeterminantesdo - phasiRNAs de 21 e 24 nt conferem macho-esterilidade Zhai et al. (2015)
(phasiRNA sexo quando superexpressado em anteras de milho.
(21nt) ocl4 - Plantas mutantes para phasiRNA ocl4 (outer cell layer 4)
de 21 nt sdo macho-estéreis, pois apresentam sinaliza-
miR2275 (pha- dor epidermal defeituoso.
siRNA 24nt) nt) - Mutantes com delecéo de phasiRNA ocl4 (outer cell layer

4) com 24 nt também apresentam macho-esterilidade
por causada formacdo de anteras com subepiderme
defectiva. Isso indica que dois tipos de phasiRNAs in-
dependentes regulam o desenvolvimento das anteras,
sendo um pré-meidtico com 21 nt que regula o desen-
volvimento da epiderme e outro phasiRNAs meidtico
com 24 nt, que regula a diferenciacdo das células do
tapetum.
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