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Resumo: Os miRNAs sdo um tipo de molécula reguladora que permite (ou nao) a tradu¢do do mRNA
(RNA mensageiro), impedindo a codificacdo de determinada proteina. Com tamanho entre 18 e 25
nucleotideos, atuam como importantes reguladores da expressdo génica em plantas, animais e virus.
Em vegetais, os miRNAs desempenham papéis cruciais em processos como morfogénese, inducao
floral, desenvolvimento reprodutivo e resposta a estresses bidticos e abidticos. A identificagdo e
a caracterizagdo dessas moléculas por métodos experimentais apresentam elevados custos e demandam
tempo consideravel, o que torna as abordagens computacionais ferramentas essenciais para a reducao
do espago de hipoteses a serem validadas experimentalmente. O presente trabalho teve como objetivo
levantar os principais bancos de dados publicos e os métodos computacionais para a predicdo de
miRNAs em plantas. Para tanto, realizou-se uma revisao integrativa da literatura cientifica publicada
entre 2020 e 2025, com busca em bases de dados de artigos cientificos, utilizando descritores em
portugués e em inglés relacionados a miRNA, regulag¢do génica e bioinformatica. Como resultados,
foram identificados e caracterizados os principais repositorios de dados de miRNAs, bem como
os principais métodos computacionais para a predicdo de miRNAs em plantas, categorizados em

abordagens comparativas, ndo comparativas e baseadas em dados de sequenciamento de nova geragao.
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Adicionalmente, foi desenvolvido um tutorial descritivo para a utilizacdo da ferramenta TargetFinder
na plataforma Galaxy. Os desafios inerentes a execugdo de ferramentas de bioinformatica limitam a
realizagdo desse tipo de pesquisa, o que indica que parcerias entre pesquisadores da area das Ciéncias
Bioldgicas e afins e profissionais da tecnologia da informacao podem ser excelentes alternativas para
o desenvolvimento desse tipo de pesquisa, cujos resultados podem ser bastante promissores no
entendimento dos mecanismos de expressdo génica regulados por moléculas de miRNA, utilizando-

se modelos biologicos como plantas e outros organismos vivos.

Palavras-chave: bioinformatica; engenharia genética; epigenética; mecanismo molecular; regulacao

génica.

Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are a type of regulatory molecule that allows (or prevents) the
translation of mRNA (messenger RNA), thereby blocking the encoding of a given protein. Between
18 and 25 nucleotides in length, they act as important regulators of gene expression in plants,
animals, and viruses. In plants, miRNAs play crucial roles in processes such as morphogenesis, floral
induction, reproductive development, and responses to biotic and abiotic stresses. The identification
and characterization of these molecules through experimental methods are costly and time-
consuming, making computational approaches essential tools for reducing the hypothesis space to be
experimentally validated. This study aimed to survey the main public databases and computational
methods for predicting miRNAs in plants. To this end, an integrative review was conducted of the
scientific literature published between 2020 and 2025, searching scientific article databases using
descriptors in both Portuguese and English related to miRNA, gene regulation, and bioinformatics. The
main miRNA data repositories were identified and characterized, as well as the main computational
methods for predicting miRNAs in plants, categorized as comparative, non-comparative, and based
on next-generation sequencing data. Additionally, a descriptive tutorial was developed for using the

TargetFinder tool on the Galaxy platform. The inherent challenges in running bioinformatics tools
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limit the conduct of this type of research, which indicates that partnerships between researchers
in the Biological Sciences and related fields and information technology professionals can be
excellent alternatives for developing this type of research, whose results can be highly promising in
understanding the mechanisms of gene expression regulated by miRNA molecules, with the use of

biological models such as plants and other living organisms.

Keywords: bioinformatics; epigenetics; gene regulation; genetic engineering; molecular mechanism.

INTRODUCAO

Os microRNAs (miRNAs) sdo importantes elementos reguladores da expressdao génica,
constituindo uma das mais intrigantes descobertas biotecnologicas. Foram descritos na década de 1990
e, desde 2000, sdo relatados os seus papéis como reguladores biologicos, o que demonstra a participacao
dessas moléculas em diferentes processos bioldgicos. Desde entdo, essa classe de pequenos RNAs foi
descrita também em plantas, nas quais varios avancos foram feitos visando ao melhor entendimento
da sua acao e biogénese, bem como dos seus efeitos biologicos. Correspondem a pequenos RNAs (18 a
25 nucleotideos), importantes para a regulacao transcricional e pds-transcricional em animais, plantas
e virus. Os miRNAs s3o capazes de se ligar complementarmente as suas sequéncias de mRNA-alvo,
levando a repressdo traducional ou a clivagem do RNA. Eles se originam de precursores de fita
simples (pré-miRNAs) capazes de formar estruturas em grampo (Pereira, 2015; Silva et al., 2015).

Os miRNAs vegetais desempenham papéis cruciais em diferentes processos, desde a
morfogénese de folhas e raizes até a inducdo floral, formagdo de 6rgdos, reproducdo e resposta ao
estresse. Estdo entre os mecanismos mais especializados, juntamente com o controle epigenético,
que evoluiram para regular também a expressdo dos genes MADS-box. Esses genes pertencem a
uma classe de genes homeoticos que sdo responsaveis pela especificagdo do 6rgdo floral e também

estdo envolvidos na iniciag@o e no desenvolvimento do meristema floral, o que sugere que tais genes
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poderiam funcionar no topo da hierarquia regulatéria envolvida no desenvolvimento da flor (Cheng
et al., 2022).

Desde o reconhecimento dos miRNAs como uma classe distinta de reguladores fundamentais
paradiversos processos celulares em varios organismos, a caracterizacao desses pequenos RNAs passou
a ser uma atividade essencial no estudo de genomas. No entanto, os procedimentos experimentais
para a identificacdo dos loci de miRNAs ainda apresentam grandes limitagdes no que concerne ao
custo e a morosidade. Por esse motivo, diversos métodos computacionais t€ém sido propostos para que
o nimero de hipdteses a serem verificadas experimentalmente seja significativamente reduzido.

A identificacdo dos alvos dos miRNAs pode ser feita a partir da predi¢do computacional dos
alvos in silico ou por experimentacdo molecular, sendo que a compreensao da fungcdo dos miRNAs
depende, em grande parte, daidentificagcdo de seus alvos. Na predi¢do computacional, usa-se a sequéncia
do miRNA para buscar possiveis alvos em bancos de genomas ou transcriptomas disponiveis para
o organismo em estudo. Desde a descoberta dos primeiros miRNAs, foram desenvolvidos diversos
programas de predicao de alvos, entre os quais se destacam: TargetScan (Shaker et al., 2020), PicTar
(Krek et al., 2005), miRanda (Betel et al., 2008), RNA22 (Miranda et al., 2006), DIANA-microT
(Tastsoglou et al., 2023) e psRNATarget (Dai et al., 2018). Em geral, todos permitem predizer alvos
de um miRNA especifico em bancos de dados gendomicos ou transcriptdmicos e também verificar se
um determinado transcrito pode ou ndo ser regulado por miRNAs ja conhecidos. Como as regras de
interagdo miRNA-alvo podem variar de um organismo para outro, muitos programas s6 podem ser
usados para determinadas espécies.

A caracterizacdo funcional de miRNAs tem fornecido evidéncias para o entendimento de
importantes processos biologicos e langado desafios em diversas areas de pesquisa. O crescente nimero
de genomas completos sequenciados e a necessidade de identificar seus miRNAs e precursores tém
exigido o desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica cada vez mais robustas.

Diversos genes de miRNAs s3o conservados entre espécies filogeneticamente proximas.

Contudo, outros miRNAs s3o confirmados como sendo espécie-especificos. Diante disso, a
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caracterizacao dos miRNAs de um determinado organismo ¢ dependente de uma busca inicial daqueles
jé identificados e, em seguida, da identificacdo de novos miRNAs particulares da espécie em estudo.
Dessa forma, ¢ imprescindivel conhecer os repositorios de miRNAs previamente identificados.

Os métodos computacionais para a predicdo de miRNAs em genomas s3o organizados em
comparativos € ndo comparativos, conforme utilizem ou nao, como principal linha de solucdo, a
conservacao de elementos funcionais de genomas de espécies filogeneticamente proximas. H4, ainda,
métodos baseados em dados de sequenciamento de nova geracao (Gomes et al., 2013).

Por outro lado, os avancos em bioinformatica ocorrem em velocidade consideravel, sendo
necessaria a atualizag@o constante por parte dos pesquisadores. Nessa perspectiva, a presente proposta
visa ao levantamento dos principais bancos de dados publicos para miRNAs de plantas, bem como

dos principais métodos computacionais para a predi¢do de miRNAs em plantas.

METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao integrativa, de acordo com Souza et al. (2010), a partir da seguinte
questdo norteadora: “Quais os principais bancos de dados publicos de miRNAs e quais os métodos
computacionais utilizados para a predicdo de miRNAs em vegetais?”

Os principais bancos de dados publicos de miRNAs disponiveis online foram pesquisados,
bem como os principais métodos computacionais para a predicdo de miRNAs em plantas, a partir
de buscas na internet e da analise metodologica dos artigos cientificos disponiveis sobre o tema nos
ultimos cinco anos, o que embasou a elaboragdo de um tutorial descritivo para o uso de um dos
métodos computacionais selecionados entre os mais citados.

As bases de dados utilizadas para o levantamento dos artigos corresponderam aos principais
repositorios de artigos publicados nas areas de Ciéncias Biologicas, Genética e Biologia Molecular
de plantas disponiveis online: arXiv, ScienceDirect, Microsoft Academic Search e SciELO. Foram

utilizados descritores em portugués: miRNA, regulagdo génica, expressdo génica, genes-alvo e
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bioinformatica; e em inglés: miRNA, gene regulation, gene expression, target genes e bioinformatics.
Os operadores booleanos “e”, “ou”, “and” e “or” foram utilizados para combinar os termos de busca,
a fim de ampliar ou limitar a recuperagcdo de dados do levantamento. Como critérios de inclusdo
e exclusdo, os artigos foram selecionados pelo titulo, que deveria conter os descritores propostos,
e, em seguida, pela leitura do resumo, com o propoésito de abarcar todos os trabalhos pertinentes a
pesquisa que estivessem disponiveis online. Foi também utilizado o recorte temporal entre os anos
de 2020 e 2025. Ainda entre os critérios de exclusdo, foram desconsideradas todas as publicacdes que
estivessem fora do recorte temporal proposto ou ndo apresentassem analise computacional dos dados.
Também foram rejeitadas publicacdes de revisao bibliografica, pois este estudo buscou identificar
métodos computacionais aplicados nos estudos com miRNA. Para a sistematizacdo dessa revisao,
foi utilizado o protocolo PRISMA (Page et al., 2021; Moher et al., 2009), que delimitou a analise dos
dados em quatro etapas: identificagdo, triagem, elegibilidade e inclusao.

Para a sistematizacdo dos dados, foram claboradas tabelas com informag¢des fundamentais
para o desenvolvimento da revisdo. Na primeira, foram registrados os bancos de dados, a descricao,
a URL, o grupo de estudo e o tipo de dado. Na segunda tabela, foram inseridos os métodos

computacionais, a caracteristica do método e a URL para acesso ao software ou a referéncia do artigo

que o utilizou, ainda que este ndo esteja mais disponivel.

RESULTADOS

Principais Bancos de Dados Publicos de miRNAs em Plantas

A revisdo da literatura apontou cinco artigos sobre ferramentas de bioinformatica para
analise de miRNA em plantas. Com base nesses trabalhos e nos repositorios online encontrados,
foram identificados e caracterizados os principais bancos de dados publicos para estudos de miRNAs

em plantas. Os resultados estdo sintetizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais bancos de dados publicos para miRNAs em plantas

Banco de dados | Descri¢ao URL Grupo de | Tipo de dado
estudo
miRBase Repositorio  central de | https:/www.mirbase. [ Multiplos [Sequéncias
sequéncias de miRNA org/ maduras e
hairpin
NCBI SRA Arquivo de | https://www.ncbi.nlm. | Multiplos | Dados brutos
sequenciamento de alto | nih.gov/sra (FASTQ/SRA)
rendimento
PMRD (Plant | Combina dados | https:/bioinformatics. | Plantas Gene, genoma e
m 1 R N A]|disponiveis em bancos |cau.edu.cn/PMRD/ anotacoes
Database) de dados publicos, com
base na literatura recente.
Atualizado a cada seis a
0ito meses
PNRD  (Plant | Apresenta ferramentas de | https:/ngdc.cncb.ac.cn/ | Plantas RNAs nao
Non-coding|analise e busca por fungdo |databasecommons/ codificantes
RNA Database) [ dos RNAs database/id/138 (ncRNA)
P m iR E N|Cont¢ém ampla gama de |https:/pmiren.com/ Plantas Loci e miRNA-
(Plant miRNA [ espécies, com intervalo de alvo
ENcyclopedia) [ variedade que vai de algas
verdes a angiospermas
miRNEST 2.0 | Base de dados abrangente; [ http://rhesus.amu.edu. | Multiplos |Genes-alvo,
fornece sequéncias de | pl/mirnest/copy/home. precursores,
microRNA publicas, | php informagdes
incluindo  dados  de basicas
expressdo génica e outras
informagdes sobre os
alvos

Fonte: elaborado pelos autores (2026).

Entre os bancos de dados listados na Tabela 1, 0 miRBase (Kozomara & Griffiths-Jones,

2011) constitui o repositorio central de sequéncias de miRNA, contendo informagdes sobre miRNAs

maduros e precursores (hairpin) de diversas espécies. Possui divisdo entre as versoes de 2020 a 2022 ¢

os langamentos anteriores e reune, em todas elas, ampla representacdo de modelos bioldgicos vegetais,

a exemplo de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
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O Sequence Read Archive (SRA —Leinonen etal., 2011) armazena leituras curtas provenientes
de sequenciamento de alto rendimento. Trata-se de um banco de dados que também funciona como
repositorio publico para dados bioinformdticos. Em contraste com o miRBase, que se concentra
nos microRNAs, o SRA volta-se ao armazenamento de dados massivos de cada espécie, de forma
a servir como um referencial, tanto para comparacdes quanto para predi¢des, complementando o
miRBase. Nesse repositorio, foram encontrados dados de sequenciamento para diferentes espécies
de plantas, das quais foram selecionadas: Cymbidium ensifolium (L.) Sw. (SRNA de duas fases de
floragdo), Dendrobium officinale Kimura & Migo (flores em diferentes estagios de desenvolvimento,
PRJINA1191381), Erycina pusilla (L) N.H. Williams & M.W. Chase (genoma e transcriptoma,
GCA _000743925.1), Orchis italica Poir. (RNA-seq de inflorescéncia, SRX516901) e Phalaenopsis
aphrodite Rchb. f. (sSRNA-seq, SRA030409).

O Plant MicroRNA Database (PMRD — Zhang et al., 2010) ¢ um banco de dados de anotagdo
de miRNA especifico para plantas, contendo sequéncias de miRNA publicadas, informacdes de alvos
e dados de expressao. Complementar ao PMRD, o Plant Non-coding RNA Database (PNRD — Yi et
al., 2015) também inclui, no banco de dados, outras categorias de RNAs, como os ncRNAs (RNAs
ndo codificantes), além de apresentar ferramentas de analise e busca por fun¢do dos RNAs.

O miRNEST 2.0 (Szczesniak & Makalowska, 2014) contém informagdes provenientes de
predi¢des realizadas por outras ferramentas computacionais e recuperadas de outros repositorios,
como o miRBase, além de integrar diversas ferramentas e permitir a intera¢do do usudrio com os

dados.

Principais Métodos Computacionais para a Predicdo de miRNAs em Plantas

Os métodos computacionais para a predicao de miRNAs em plantas podem ser organizados
em trés categorias principais: comparativos, ndo comparativos e baseados em dados de sequenciamento

de nova geragdo (Tabela 2).
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Os métodos comparativos utilizam a conservagao de elementos funcionais entre genomas de
espécies filogeneticamente proximas. Esses métodos baseiam-se no principio de que miRNAs funcionais
tendem a ser conservados evolutivamente. Ferramentas como o BLAST e abordagens baseadas em
alinhamento de sequéncias enquadram-se nessa categoria. J& os métodos ndo comparativos nio se
utilizam de filogenia, baseando-se exclusivamente nas caracteristicas intrinsecas das sequéncias,
como estrutura secundaria em grampo, composicao de bases e termodinamica do dobramento. O
RNAfold ¢ um exemplo de ferramenta utilizada nessa abordagem. Os métodos baseados em dados
de sequenciamento de nova geragao utilizam dados de sequenciamento profundo (RNA-seq, SRNA-
seq) para identificar miRNAs expressos. Entre as ferramentas de bioinformatica utilizadas nessa

abordagem estdo: miR Deep-P, miRDeep-P2, ShortStack, , miRNAFinder e PlantMirP2.

Tabela 2. Métodos e ferramentas computacionais para predicao de miRNAs em plantas

Método Ferramenta Caracteristica URL/Referéncia
Baseado em | miRDeep-P Predicdo de novos |Palani et al., 2025; Kuang et al.,
NGS miRDeep-P2 miRNAs em plantas | 2019; Yang & Li, 2011

miRDP2
Baseado em | ShortStack Analise de clusters de | Palani et al., 2025; Axtell, 2013
NGS small RNAs
Baseado em | miRDeep2 Predicdo de miRNAs | https://www.mdc-berlin.de/
NGS conhecidos e novos
Predigao de | TargetFinder Busca de sitios-alvo | Srivastava et al., 2014; Galaxy Tool
alvos para miRNAs Shed
Predi¢ao de [ psRNATarget Especifico para plantas | Dai et al,, 2018; https:/www.
alvos zhaolab.org/psRNATarget/
A n alis e[RNAfold Predicdo de estrutura|Lorenz et al, 2011 (ViennaRNA
estrutural secundaria Package)
Montagem  de | Trinity Montagem de novo de | Grabherr et al., 2011
transcriptoma RNA-seq
Comparativo BLAST Busca de similaridade | https:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Fonte: elaborado pelos autores (2026).
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O miRDeep-P (Yang & Li, 2011) ¢ um software especifico para analise de miRNA de plantas,
projetado para identificar novas sequéncias de pequenos RNAs em leituras curtas. Possui multiplas
versdes disponiveis, como o miRDeep-P2 (Kuang et al., 2019), o miRDP2 ¢ o miRDeep-2, com
variagdes na parte de analise profunda e fina do dado inserido (Palani et al., 2025).

O ShortStack (Axtell, 2013) é uma ferramenta para analise de small RNAs que realiza o
agrupamento e a classificagcdo de miRNAs, identificando loci gendmicos associados a pequenos
RNAs. O ShortStack define pardmetros estruturais para miRNAs com base em miRNAs anotados
selecionados no miR Base, dependendo do “miRType” especificado pelo usuario (“plant” ou “animal’).
Essa ferramenta tem sido amplamente utilizada para a identificagdo de miRNAs a partir de dados de
sRNA-seq (Palani et al., 2025).

O TargetFinder (Srivastava et al., 2014) ¢ uma ferramenta que prediz computacionalmente
sitios de ligacdo de small RNAs em transcritos-alvo a partir de um banco de dados de sequéncias,
alinhando a sequéncia de small RNA de entrada contra todos os transcritos, com posterior pontuacao
dos sitios por meio de uma matriz de pontuagdo ponderada por posicdo. A saida inclui o nome da
query, a descri¢ao do alvo e o escore de predi¢do, além de um diagrama de pareamento de bases.

O psRNATarget (Dai et al., 2018) ¢ uma ferramenta de predicdo de alvos amplamente
citada para plantas devido a sua sensibilidade as regras de pareamento especificas em vegetais. O
psRNATarget incorpora descobertas recentes no reconhecimento de alvos de miRNA em plantas,
distinguindo a inibi¢ao traducional e pos-transcricional, e reporta o numero de pares miRNA/sitio-
alvo que podem afetar a atividade de ligagdo do miRNA ao transcrito-alvo.

O Trinity (Grabherr et al., 2011) ¢ um software para montagem de novo de transcriptomas
a partir de dados de RNA-seq, essencial quando ndo ha genoma de referéncia disponivel. O Trinity
opera em trés estdgios principais: Inchworm (montagem inicial de contigs), Chrysalis (agrupamento
de contigs e construcdo de grafos de De Bruijn) e Butterfly (resolucdo de isoformas).

O RNAfold, parte do pacote ViennaRNA (Lorenz et al., 2011), é utilizado para a predi¢do de

estrutura secunddria de precursores de miRNA, permitindo a identificagdo da estrutura em grampo.
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Tutorial Descritivo para o Uso do TargetFinder na Plataforma Galaxy

Tutoriais sdo ferramentas de ensino e aprendizagem que auxiliam na realizacdo de uma
determinada tarefa e consistem em um recurso de grande utilidade na execugdo de ferramentas de
informatica, uma vez que a habilidade tecnoldgica que exigem nao ¢ de dominio geral. Assim, com
0 objetivo de guiar o usudrio na utilizacdo da ferramenta TargetFinder, disponivel na plataforma
Galaxy, para a predi¢ao de sitios-alvo de miRNAs em plantas, apresenta-se, a seguir, um tutorial para
essa ferramenta.

Entre os pré-requisitos para a execugao do tutorial estdo: acesso a plataforma Galaxy (https://
usegalaxy.eu/ ou instancia local), conhecimento basico de formato FASTA e arquivos de entrada —
sequéncias de miRNA (formato FASTA) e banco de dados de sequéncias-alvo (formato FASTA). Os

passos para a execugdo do tutorial estdo descritos a seguir:

Passo 1: acessar a ferramenta TargetFinder
1. Acesse a plataforma Galaxy.
2. No painel de ferramentas a esquerda, utilize a barra de busca e digite “TargetFinder”.

3. Selecione a ferramenta TargetFinder (version 1.7.0+galaxyl).

Passo 2: preparar os arquivos de entrada

A ferramenta TargetFinder requer dois arquivos no formato FASTA: “-f”, arquivo com as
sequéncias de small RNA (miRNA) de entrada; e “-d”, arquivo com o banco de dados de sequéncias-
alvo (transcriptoma ou genoma). Nesse ponto, ¢ importante certificar-se de que os arquivos estejam no

formato FASTA correto, bem como utilizar sequéncias maduras de miRNA (18 a 25 nt).

Passo 3: configurar os parametros da ferramenta
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1. No campo “Input small RNA sequences file”, selecione o arquivo FASTA contendo as
sequéncias de miRNA (parametro “-f’).
2. No campo “Target sequence database file”, selecione o arquivo FASTA contendo as

sequéncias-alvo (parametro “-d”).

Nesse passo, existem alguns pardmetros adicionais que sao opcionais e incluem os comandos:
“Cutoff score”, que define o escore de corte para a predi¢ao de alvos e tem como valor padrao 4.0 —
escores mais baixos indicam predigdes mais rigorosas; “Use this option if the database is genomic
DNA”, que deve ser marcado se o banco de dados for DNA gendmico (em vez de transcriptoma); e
“Output format”, para selecdo do formato de saida desejado: “Classic” (formato padrao, com descri¢ao
e diagrama de pareamento), “GFF3” (formato geral de caracteristicas, do inglés General Feature

Format) e “Tab-delimited” (formato tabulado).

Passo 4: executar a analise
1. Clique no botdo “execute” para iniciar a analise.
2. Aguarde a conclusdo do processamento. O tempo de execugdo dependerd do tamanho dos

arquivos de entrada.

Passo 5: interpretar os resultados

A saida do TargetFinder apresenta cada sitio-alvo predito separadamente. Para o formato
“Classic”, cada saida contém:

1. Linha de descrigcdo: com o nome da query (miRNA), a descri¢do do alvo e o escore de
predicao.

“query=miR399a, target=AT2G33770.1 Symbol: None ubiquitin-conjugating enzyme family
protein, score=1.5"

2. Diagrama de pareamento de bases: apresenta a sequéncia do sitio-alvo na parte superior
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(orientacdo 5°—3’) e a sequéncia do miRNA na parte inferior (orientacdo 3°—35’). Os simbolos

€9

indicam: *:” (dois pontos), par Watson-Crick; “” (ponto), par G:U; e

(1324

(espaco), pareamento incorreto
(mismatch).

target 5 UAGGGCAAAUCUUCUUUGGCA 3’

query 3> GUCCCGUUUAGAGGAAACCGU 5’

Passo 6: baixar os resultados
1. Apo6s a conclusao, o arquivo de resultados estara disponivel no historico do Galaxy.

2. Clique no nome do arquivo e selecione “Download” para salvar os resultados localmente.

DISCUSSAO

Principais Bancos de Dados Publicos de miRNAs em Plantas

Os resultados demonstraram que o miRBase (KOZOMARA et al., 2019; atualizado em
GUO et al., 2020) continua sendo o repositorio central e mais abrangente para sequéncias de miRNA,
confirmando sua posi¢cao como a principal referéncia para esse tipo de pesquisa. Publicagdes recentes
(2023 a 2025) ainda o citam como referéncia para a anotagao de miRNAs.

O SRA (NCBI) permanece indispensavel para o armazenamento de dados brutos de
sequenciamento (FASTQ). Nas espécies de plantas selecionadas para as andlises, a disponibilidade
de dados no SRA variou consideravelmente: enquanto P. aphrodite, E. pusilla e D. officinale dispoem
de dados extensos, O. italica e C. ensifolium apresentam conjuntos mais limitados. A integracao de
multiplos repositorios tem se mostrado uma estratégia poderosa para estudos de miRNAs em plantas.
Como demonstrado no estudo de Zhang et al. (2022) sobre melanoma cutaneo, a integragdao de dados
de scRNA-seq do GEO com dados de RNA-seq em massa (bulk) do TCGA permitiu a identificagao

de novos biomarcadores. Essa abordagem integrativa pode ser adaptada para estudos em plantas,
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combinando dados de expressdo de diferentes fontes para uma caracterizagdo mais completa.

Principais Métodos Computacionais para a Predicdo de miRNAs em Plantas

A diversidade de métodos computacionais disponiveis para a predi¢do de miRNAs em plantas
reflete a complexidade do problema e a evolugdo das tecnologias de sequenciamento. A categorizacao
em métodos comparativos, ndo comparativos e baseados em sequenciamento de nova geragao (NGS)
fornece um arcabougo util para a escolha da abordagem mais adequada.

O miRDeep-P (Yang & Li, 2011) revolucionou a predi¢do de miRNAs em plantas ao
integrar dados de sequenciamento profundo com analise de estrutura secundaria. Sua evolugdo para
o miRDeep-P2 (KUANG et al., 2019) trouxe melhorias significativas em velocidade e precisao, e a
ferramenta foi validada em estudos recentes como superior as demais para analise de miRNAs em
plantas. O miRDeep-P2 ¢ considerado o mais sensivel e rapido entre as ferramentas de predicao de
miRNAs avaliadas (Palani et al., 2025).

No entanto, a dependéncia de genomas de referéncia completos limita sua aplicacdo a
espécies ndo modelo. Além disso, as ferramentas da familia do miRDeep-P t€ém pouca acessibilidade
e compatibilidade com o Galaxy (framework utilizado) e exigem dominio profundo e fino do estudo
de microRNAs para a integragdo em um pipeline manual, sem travar o programa ou obter resultados
indesejados.

O ShortStack emergiu como uma alternativa robusta para analise de small RNAs,
especialmente em situagdes em que ndo ha genoma de referéncia disponivel. Sua capacidade de
realizar o agrupamento e a classificacio de miRNAs sem depender de anotagdo prévia o torna
particularmente valioso para estudos em espécies pouco investigadas. No entanto, seu desempenho
pode ser inferior ao do miRDeep-P2 em termos de nimero de miRNAs preditos, além de nao ser
nativo da plataforma utilizada neste estudo, sendo necessarios plugins e extensdes para o emprego

concomitante a aplicagdo gerada.
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O TargetFinder, disponivel na plataforma Galaxy, representa uma ferramenta acessivel para
a predicdo de alvos de miRNA. Sua implementac¢do na plataforma facilita o uso por pesquisadores
sem experiéncia em linha de comando, embora as predi¢cdes dependam da qualidade dos dados de
entrada.

O psRNATarget continua sendo a ferramenta de predicdo de alvos mais citada para plantas
devido a sua sensibilidade as regras de pareamento especificas de vegetais. No entanto, a interface
web e a necessidade de carregar arquivos podem ser limitantes para analises em larga escala, além de
apresentar o mesmo problema do ShortStack quanto a integracdo com outras etapas. O psRNATarget
incorpora descobertas recentes no reconhecimento de alvos de miRNA em plantas, distinguindo a
inibi¢do traducional e pds-transcricional.

O Trinity, para montagem de novo de transcriptomas, ¢ essencial quando nao ha genoma
de referéncia disponivel. Seu pipeline em trés estagios (Inchworm, Chrysalis, Butterfly) permite a

montagem de transcriptomas complexos a partir de dados de RNA-seq.

Desafios na Implementacao de Pipelines de Bioinformatica

Um dos principais desafios identificados neste estudo ¢ a fragmentacao das ferramentas de
bioinformatica ¢ a complexidade de suas dependéncias. Grande parte das ferramentas analisadas
¢ distribuida de forma esparsa e desorganizada, exigindo a instalacdo de multiplas bibliotecas e
dependéncias que frequentemente entram em conflito. Essa fragmentagao dificulta significativamente
a reproducdo de analises ¢ a adogdo de pipelines por pesquisadores sem formacao especifica em
bioinformatica.

A documentag¢do disponivel para muitas ferramentas ¢ limitada ou desatualizada, ¢ a falta
de tutoriais explicitos ou de uma comunidade de usuarios ativa representa uma barreira adicional
para novos usuarios. Como observado nos relatorios de execucao do pipeline, ferramentas como o

Bowtie, o ShortStack e o miRDeep-P apresentaram falhas devido a auséncia de dependéncias ou a
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incompatibilidade de versdes. O miRDeep-P2, por exemplo, requer um ambiente Linux com Perl,
BioPerl, BLAST, Bowtie, SAMtools, R e DESeq2, o que pode dificultar a configuracao.

A plataforma Galaxy destaca-se como uma solugdo promissora para mitigar esses desafios,
oferecendo um ambiente integrado no qual as ferramentas podem ser executadas sem preocupacao com
dependéncias. Os tutoriais disponiveis na Galaxy Training Network (GTN) fornecem documentagao
estruturada e reproduzivel para diversos fluxos de trabalho, incluindo analise de small RNAs,
montagem de novo de transcriptomas e predi¢ao de alvos de miRNA. Contudo, mesmo na plataforma,
a complexidade dos pipelines e a necessidade de compreender os parametros de cada ferramenta
representam desafios. A integracdo do TargetFinder, do Trinity e dos programas de analise diferencial
requer conhecimento sobre o fluxo de trabalho e a interpretacao dos resultados.

A substituicdo do UEA sRNA Workbench (Stocks et al., 2012), descontinuado em 2019,
por ferramentas mais modernas, como o ShortStack e o miRDeep-P2, representa um avanco, mas
também exige adaptacdo por parte dos pesquisadores. A curva de aprendizado associada a essas
novas ferramentas e a necessidade de validagdo cruzada dos resultados sdo aspectos que devem ser

considerados no planejamento experimental.

Tutorial Descritivo para o Uso do TargetFinder

Quanto ao tutorial desenvolvido para o TargetFinder na plataforma Galaxy, este representa
uma contribuicdo pratica para a comunidade de pesquisadores em miRNAs de plantas. A escolha
do TargetFinder justifica-se por sua ampla utilizagdo em estudos de plantas, sua disponibilidade na
plataforma e sua interface acessivel.

O tutorial segue a estrutura recomendada pela Galaxy Training Network, com passos claros
e objetivos, desde o acesso a ferramenta até a interpretacao dos resultados. A inclusdo de informagdes
sobre os diferentes formatos de saida (Classic, GFF3, Tab-delimited) e a explicacao dos simbolos

no diagrama de pareamento de bases proporcionam ao usuario uma compreensao aprofundada dos
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resultados.

A disponibiliza¢ao deste tutorial em formato acessivel contribui para a democratiza¢ao
do acesso a ferramentas bioinformaticas, reduzindo a barreira de entrada para pesquisadores sem
formac¢do em computagdo. Futuros trabalhos poderdo expandir este tutorial para incluir outros
métodos de predicao de alvos (o psRNATarget ¢ o miRanda) e fluxos de trabalho completos para a

identificagdo e a caracterizacdo de miRNAs em plantas.

CONSIDERACOES FINAIS

Ao levantar os principais bancos de dados publicos e os métodos computacionais para a
predicdo de miRNAs em plantas, constataram-se a diversidade e as peculiaridades inerentes as
ferramentas de bioinformatica disponiveis, o que se constitui em importantes desafios para a
realizagdo de pesquisas bioldgicas por pesquisadores que ndo dominam habilidades computacionais.
Isso sugere que parcerias entre pesquisadores da area das Ciéncias Biologicas e afins e profissionais
da tecnologia da informacdo sdo importantes no desenvolvimento desse tipo de pesquisa e podem
indicar um caminho para encorajar esses pesquisadores no desenvolvimento de seus trabalhos.

Quanto as ferramentas propriamente ditas, observou-se que o TargetFinder, escolhido para
o tutorial aqui disponibilizado, pode ser utilizado tanto para transcriptomas quanto para genomas
completos. Para andlises com multiplos miRNAs, recomenda-se concatenar as sequéncias em
um unico arquivo FASTA, mas a qualidade da predicdo depende da qualidade das sequéncias de
entrada e da abrangéncia do banco de dados-alvo. Para a validagdo dos resultados, recomenda-se a
comparagdo com outras ferramentas de predicao de alvos (o psRNATarget € o miRanda) e a validagao
experimental. Ainda ¢ possivel realizar multiplas execugdes, incluindo ferramentas diferentes (para
tratamento de dados, verificacdo de qualidade, conversdo de dados de multiplos tipos) dentro de um
pipeline, chamado na ferramenta do Galaxy de “Workflow”.

O desenvolvimento deste trabalho permitiu identificar e caracterizar os principais repositorios
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de dados de miRNAs, entre os quais 0 miRBase, o PmiREN, o NCBI SRA e o miRNEST 2.0.
O miRBase continua sendo o repositorio central para sequéncias de miRNA, enquanto o PmiREN
emerge como um recurso funcional abrangente para plantas. O SRA e o GEO fornecem dados brutos
e processados essenciais para analises in silico.

Também foram mapeados os métodos computacionais para a predi¢do de miRNAs em plantas,
organizados em trés categorias: comparativos (BLAST), ndo comparativos (RNAfold) e baseados
em dados de NGS (miRDeep-P, miRDeep-P2, ShortStack e miRador). A evolu¢do do miRDeep-P
para o miRDeep-P2 representa um avango significativo em velocidade e precisdo. O surgimento
de ferramentas baseadas em aprendizado de maquina, como o miRNAFinder e o PlantMirP2, e de
conjuntos integrados de ferramentas, como o SRNAminer, aponta para novas dire¢cdes na area.

A anédlise da literatura revelou que a maioria dos estudos com miRNAs em plantas utiliza
uma combinagdo de abordagens, com predominancia do miRBase para a identificagdo de miRNAs
conservados e de ferramentas como o miRDeep-P e o ShortStack para a predi¢ao de novo. A predi¢ao
de alvos ¢ realizada principalmente com o psRNATarget e o TargetFinder.

O tutorial pratico para o uso do TargetFinder na plataforma Galaxy contribui para a
disseminacao desse conhecimento em bioinformatica e facilita o acesso dos pesquisadores interessados
na andlise de miRNA vegetal, diminuindo o desafio na execucdo desse tipo de ferramenta.

Os resultados evidenciaram que, embora exista uma diversidade consideravel de ferramentas
bioinformaticas disponiveis, a fragmentacdo das solucdes, a dependéncia de multiplas bibliotecas, a
defasagem dessas tecnologias e a escassez de documentagdo acessivel constituem desafios significativos
para pesquisadores, especialmente aqueles sem formacgao especifica em bioinformatica. A plataforma
Galaxy destaca-se como uma solugdo promissora para mitigar esses desafios, oferecendo um ambiente
integrado, uma comunidade ativa e tutoriais estruturados.

Pelo exposto, o presente trabalho forneceu um panorama abrangente dos recursos
computacionais disponiveis para estudos de miRNAs em plantas, contribuindo para a disseminagao

do conhecimento e facilitando o acesso a ferramentas de bioinformatica pela comunidade cientifica.
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