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Resumo

A cana-de-açúcar é uma das mais importantes espécies vegetais cultiváveis do mundo, sendo

o Brasil o principal produtor. É uma fonte eficiente e de baixo custo para a obtenção de açúcar

e etanol, que é considerado o mais promissor substituto do petróleo como fonte de energia a

médio prazo, especialmente nos transportes. A seca é um dos principais estresses que reduzem a

produtividade da cana e a produção de variedades tolerantes não só representa ganhos econômicos

como contribui para a sustentabilidade dos canaviais. Embora a base genética da tolerância à

seca ainda seja pouco conhecida, variedades desenvolvidas em programas de melhoramento tem

apresentado progresso, apesar do ritmo ser mais lento que o desejado. Genômica funcional e

desenvolvimento de marcadores colaboram aumentando a eficiência do melhoramento tradicional,

mas ainda existem elementos do genoma que podem ser aproveitados de novas formas. Foram

descobertos recentemente genes de função regulatória chamados microRNAs (miRNA) que também

desempenham um papel na adaptação de plantas a diferentes estresses. Utilizando ESTs de cana-

de-açúcar, sequenciamento de nova geração e microarranjos para avaliar a expressão de miRNAs

sobre estresse h́ıdrico foram descobertos novos miRNAs associados à seca e posśıveis genes de

miRNAs ligados à tolerância a este tipo de estresse.
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Abstract

Sugarcane (Saccharum spp.) is amongst the most relevant crops in the world and Brazil is

the most prominent producer. It is an inexpensive and efficient source for commodities such

as sugar and ethanol, the latter being increasingly considered the most promising immediate

energy source substitute for oil, mainly in transportation. Apart from being very productive, it

is largely affected by stress-related yield losses, notably from abiotic triggers. Drought stress is

determinant for every crop field, and this is true for sugarcane as well. Although the molecular

basis drought stress tolerance lacks further elucidation, newly developed cultivars have successfully

reduced yield loss due to water shortage, albeit not at the desirable pace. Functional genomics and

molecular markers development assist new cultivar selection programs by identifying and locating

agronomically relevant alleles and QTL’s, but there are other elements in the genome which

can provide new ways to approach crop field improvement. The recently discovered microRNAs

(miRNA) are regulatory genes found to have an important role in plants adaptation under different

kinds of stresses. By using sugarcane ESTs, deep-sequencing and microarray technology to access

stress induced miRNA expression, we have found novel sugarcane miRNA participating in the

drought stress response and identified possible tolerance related miRNA genes.
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Parte I

Introdução
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Caṕıtulo 1

Revisão bibliográfica

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma das mais importantes plantas cultiváveis do

planeta, principalmente para os páıses das regiões tropical e subtropical. O Brasil é o maior

produtor mundial, seguido pela Índia e pela Austrália. A produção da safra 2010/2011 está

prevista em 624,9 milhões de toneladas, registrando uma produtividade média de 77,79 t/ha. Deste

total, 46,2% destina-se à produção de açúcar e 53,8% à obtenção de álcool anidro ou hidratado

(CONAB, 2011).

O cenário de uma futura crise energética derivada da escassez de combust́ıveis fósseis tornou-

se mais ńıtido recentemente. O transporte é uma das maiores questões a serem tratadas neste

cenário. Existem formas alternativas de obtenção de energia, mas obstáculos tecnológicos, econômicos

e loǵısticos presentes em todos os casos tornam o etanol de cana-de-açúcar o mais promissor, a

curto e médio prazo, por ser renovável e barato, graças ao balanço energético altamente positivo

provido pela cana-de-açúcar (Lapola et al., 2010). Adicionalmente, existe a experiência brasileira

da utilização de etanol como combust́ıvel veicular entre os anos 70 e 80, retomada na última década

com grande sucesso.

Trabalhos recentes (Goldemberg et al., 2008; Sparovek et al., 2008) abordam discussões da
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comunidade cient́ıfica em relação a sustentabilidade da expansão da produção de cana-de-açúcar.

Os estudos mostram que não há no momento práticas de desmatamento ligadas ao uso de novas

terras para o plantio de cana-de-açúcar. No entanto, nota-se que a substituição de pastos por

lavouras de cana-de-açúcar pode incentivar indiretamente o desmatamento de outras regiões. O

plantio de cana-de-açúcar também já esteve associado a práticas agŕıcolas nocivas, como o descarte

incorretos de subprodutos, uso excessivo de qúımicos e queimadas, que precisam ser controladas e

eliminadas, como de fato tem sido feito. Portanto, é posśıvel que a produção possa aumentar de

maneira sustentável, mas isto também depende de questões como a eficiência da cadeia produtiva

na região Nordeste.

Embora nas últimas décadas o uso de variedades selecionadas e melhoradas tenha conseguido

aumentar a produtividade no Nordeste, os produtores dessa região sofrem com o baixo rendimento

de seus canaviais. Sua produtividade média foi de 57159 kg/ha em 2009, o menor valor em todo o

Brasil, enquanto no sudeste o valor foi de 82030 kg/ha (CONAB, 2011). O último levantamento

da safra revelou que houve queda considerável em produtividade (4,6%), embora o rendimento

tenha aumentado timidamente, a 3,4%. O aumento, entretanto, se deve ao crescimento da área

de plantio, especialmente nas regiões Centro-Oeste e Norte, tendência que pode gerar problemas

ambientais e aumento de pragas. Os dados de produção tornam-se mais significativos se forem

comparados com o crescimento de mais de 15% da safra 2008/2009 e de 7% em 2009/2010.

A região Nordeste apresenta-se como coadjuvante no levantamento apresentado pela CONAB

(2011), colhendo aproximadamente 35% mais que a região Sul, mas contando com o dobro da área

plantada para isso. A produtividade média no Nordeste é a pior do páıs. Entre as principais causas

dessa disparidade estão fontes de estresse abiótico, como peŕıodos prolongados de seca e salinidade

do solo, e fatores como a floração da cana-de-açúcar em certas latitudes, pragas e uso de variedades

inadequadas (Goldemberg et al., 2008; Sparovek et al., 2008). Todos estes problemas podem ser

amenizados com o desenvolvimento de cultivares melhor adaptados ao cenário da região. Para que

tal medida seja não apenas posśıvel, mas também bem-sucedida, são necessários muitos estudos
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que caracterizem a biologia da planta diante destes desafios.

A disponibilidade de água doce diminuiu mais de seis vezes entre 1900 e 1995, mais do que

o dobro da razão de crescimento populacional, sendo a agricultura responsável por 70% do uso de

água, principalmente por conta da irrigação (Kates and Parris, 2003). Esse cenário aponta para

uma necessidade de se aumentar a eficiência na produção agŕıcola quanto ao uso da água. A seca

é um dos principais estresses abióticos que atingem a cultura da cana-de-açúcar e, dada a escassez

de água doce prevista para o futuro em muitas áreas, o sustento da indústria canavieira no Brasil

e no mundo dependerá do desenvolvimento de variedades de cana-de-açúcar tolerantes ao estresse

h́ıdrico.

Membros da RIDESA (Rede Interuniversitária para o Desenvolvimento Sucro-alcooleiro) vem

desde 2004 conduzindo experimentos sob condições de campo e de casa-de-vegetação para estudar

os mecanismos de tolerância à seca em cana-de-açúcar. Dessa forma, já foram estabelecidas e

ajustadas algumas metodologias básicas para as análises agronômicas, fisiológicas e bioqúımicas

da cultura, além da quantificação instrumental das taxas fotossintéticas e das trocas gasosas ins-

tantâneas, potencial h́ıdrico foliar, teores e fluorescência das clorofilas e da discriminação dos

isótopos estáveis de carbono. Até o presente momento, os resultados obtidos pela RIDESA mos-

tram que a cana-de-açúcar possui vários mecanismos de tolerância à seca, com destaque para o

controle estomático, enrolamento foliar e o tamanho e distribuição do sistema radicular. Cada

variedade responde de forma diferenciada ao estresse h́ıdrico. Estes dados estão de acordo com os

resultados obtidos por outros pesquisadores em estudos da fisiologia de cana-de-açúcar (Inman-

Bamber and Smith, 2005; Inman-Bamber et al., 2009).

1.1 Déficit h́ıdrico

A escassez de água ocorre quando por alguma razão a absorção de água pela planta é inferior

ao seu consumo. Em qualquer fase do desenvolvimento essa condição pode afetar o organismo de
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maneira intensa, limitando seu crescimento e promovendo respostas fisiológicas imediatas detecta-

das em alterações grandep parte dos parâmetros fisiológicos. A persistência da condição de estresse

leva a intensificação da resposta, tendo em vista a sobrevivência em detrimento de efeiciência e

produtividade. Esse quadro faz parte dos processos de tolerância ou resistência que cada espécie

desenvolveu no curso da sua história evolutiva (Hsiao, 1973; Morgan, 1984; Bray, 1997).

As plantas apresentam diferentes mecanismos de tolerância e resistência, parte de uma in-

trincada rede regulatória ainda pouco compreendida que geralmente também envolve respostas a

outros tipos de estresses (Bray, 1997; Chaves et al., 2003). Não é surpreendente, por exemplo,

encontrar alguns genes diferencialmente expressos tanto em tratamentos de seca quanto de frio,

salinidade e até mesmo calor (Chaves et al., 2003). Alguns dos mecanismos mais importantes

para a resposta a seca são o fechamento estomático, regulação da fotosśıntese, inibição de cres-

cimento, ajustes osmóticos na raiz, senescência de folhas e mobilização de reservas. Todos esses

processos são regulados por vias de transdução dependentes e não dependentes de ABA, hormônio

este fortemente ligado à resposta a seca. Estas vias envolvem genes invariavelmente induzidos

por diferentes tipos de estresse, como fatores de transcrição das famı́lias DREB, ABRE e MYB

(Morgan, 1984; Bray, 1997; Zhu, 2002; Chaves et al., 2003; Nevo and Chen, 2010).

A resposta da cana-de-açúcar submetida a vários estresses abióticos foi estudada sob dife-

rentes abordagens em trabalhos recentes. A cana-de-açúcar que passa por um peŕıodo de déficit

h́ıdrico tem maiores possibilidades de realizar seu potencial de armazenamento de hidrocarbone-

tos. Inman-Bamber and Smith (2005) exploraram os efeitos da absorção de água e peŕıodos de

estresse na acumulação de açúcar, mostrando como é posśıvel produzir condições ótimas para au-

mentar a produtividade da cana. Mas, como qualquer outra planta, a cana-de-açúcar perde vigor

perante a seca, especialmente nas primeiras fases de desenvolvimento, o que limita seu rendimento

final. A resposta a estresses abióticos, incluindo a seca, na cana-de-açúcar tem sido objeto de

estudo de muitos grupos no Brasil, em razão dos problemas de produtividade que são provocados

pelo estresse (Papini-Terzi et al., 2005; Rocha et al., 2007; Felix et al., 2009). Embora existam
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informações úteis em relação a outras gramı́neas, elas são incompletas e muito recentes (Nevo and

Chen, 2010). São necessários novos estudos para elucidar as caracteŕısticas fisiológicas e genéticas

do déficit h́ıdrico em cana.

Nos últimos 3 anos foi desenvolvido um grande projeto visando a caracterizar a cana-de-

açúcar sob seca estudando sua fisiologia, transcritômica e metabolômica. Uma dessas vertentes

originou um estudo fisiológico desenvolvido por Endres et al. (dados não publicados) na Univer-

sidade Federal de Alagoas (UFAL), uma das universidades integrantes da RIDESA. O trabalho

comparou os parâmetros fisiológicos de seis variedades de cana-de-açúcar cultivadas em experimen-

tos de campo, sob condições controle (irrigação) e de seca, durante 1 ano. Estas informações são

colaborações do grupo de pesquisa da UFAL e encontram-se organizadas e discutidas no Anexo A.

Os resultados apontaram diferenças acentuadas em parâmetros que direta ou indiretamente refle-

tem a condições de déficit h́ıdrico em plantas, segundo estudos anteriores (Hsiao, 1973; Bray, 1997;

Inman-Bamber and Smith, 2005). De forma geral, a produtividade das variedades (Figura 1.1)

resume muito bem o que foi observado em outras medições nesse estudo.

Os dados denotam a diferença significativa de produtividade nos dois tratamentos, para to-

das as variedades. As variedades RB92579 e RB867515 apresentam os melhores desempenhos,

enquanto RB72454 a maior diferença entre tratamentos e os piores resultados sob estresse, jun-

tamente com RB855536. A relação mais interessante, no entanto, é de RB867515 e RB855536,

que são decendentes de cruzamentos diferentes em que um dos parentais era RB72454 (Anexo B).

Dadas a disparidade no desempenho diante da seca e o parentesco de RB867515 e RB855536, as

duas variedades mostraram-se ótimas candidatas a objetos de estudo dos experimentos de biologia

molecular.
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Figura 1.1: Produtividade em t/ha das seis variedades em condições controle (irrigado) e tratamento
(sequeiro). Os asteriscos indicam diferenças significativas entre os dois tratamentos e as letras sobre as
barras agrupam variedades que não diferem significativamente em cada tratamento. Letras diferentes
indicam grupos estatisticamente diferentes (P < 0,05 no teste de Tukey). (Endres et al., dados não
publicados)

1.2 Perfil de expressão gênica

Apesar de possuir um dos mais complexos genomas dentre as espécies vegetais cultivadas

(h́ıbridos interespećıficos poliplóides com elevado número de cromossomos e aneuploidia (D’hont

et al., 1996)), a cana-de-açúcar tem sido objeto de mapeamentos genéticos bem-sucedidos empre-

gando diversos tipos de marcadores moleculares (Cordeiro et al., 2001; Ming et al., 2002a). O

desenvolvimento de mapas genéticos permitiu a identificação de Quantitative Traits Loci (QTL)

associados ao teor de açúcar (Ming et al., 2002b, c). Entretanto os QTLs identificados tem se mos-

trado suficientes para explicar apenas cerca de 15% da variação observada para as caracteŕısticas

quantitativas. Isso possivelmente reflete um controle poligênico complexo e a redundância genética

existentes na cana-de-açúcar, onde qualquer locus gênico e seu complemento alélico pode estar re-

presentado várias vezes em cromossomos homólogos de cada um dos genomas presentes em cada
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indiv́ıduo (Casu et al., 2005). O mapeamento comparativo entre cana-de-açúcar e outras gramı́neas

C4, como a diplóide Sorghum bicolor, demonstrou sintenia elevada entre os genomas, indicando

sua conservação e sugerindo seu uso como referência para estudo em cana-de-açúcar (Asnaghi

et al., 2000).

Na última década, foram desenvolvidos alguns trabalhos com a obtenção de coleções de Ex-

pressed Sequence Tags (EST) (Carson and Botha, 2000; Carson et al., 2002). O estudo mais abran-

gente em relação ao transcritoma da cana-de-açúcar foi conduzido pelo Projeto SUCEST/FAPESP

(Vettore et al., 2001), resultando em 26 bibliotecas de cDNAs derivadas de 12 genótipos cultiva-

dos em diferentes condições. Atualmente, um total de 255.635 ESTs de cana-de-açúcar estão

dispońıveis em bancos de dados públicos, constituindo um recurso básico para estudos desta

espécieEste conjunto de dados transcricionais foi analisado sob diversos enfoques (Arruda, 2001;

Grivet et al., 2003). Estudos complementares fundamentaram-se na coleção de ESTs de cana-de-

açúcar (SUCEST) para a identificação de genes envolvidos na resposta a baixa temperatura por

meio de macroarranjos de DNA (Nogueira et al., 2003), na caracterização dos perfis de expressão

em diferentes tecidos (Papini-Terzi et al., 2005), na avaliação da expressão diferencial das vias

de transdução de sinais frente a diferentes estresses bióticos e abióticos (Rocha et al., 2007), na

caracterização de fatores de transcrição bZIPs (Schlögl et al., 2008), no estudo dos efeitos de altos

ńıveis de CO2 (De Souza et al., 2008) e nos elementos de transdução de sinal envolvidos na acu-

mulação de açúcar (Felix et al., 2009). Um dos tratamentos aplicados por Rocha et al. (2007) foi

suspensão de rega, por 24, 72 e 120 horas com o qual foram obtidos dados em casa de vegetação

para uma variedade de cana-de-açúcar suscet́ıvel à seca. Dentre todos os tratamentos avaliados

por Rocha et al., a seca foi o que causou maiores alterações no transcritoma da cana.

Outros estudos viabilizados por coleções de ESTs, análises in silico e microarranjos per-

mitiram a identificação de genes preferencialmente expressos associados ao acúmulo de sacarose

(Carson et al., 2002; Casu et al., 2003, 2004) comparando os perfis transcricionais de amostras de

colmo maduras e imaturas. Os genes relacionados ao metabolismo de sacarose e carboidratos não
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apresentam expressão significativamente associada às amostras de colmo maduro. Já os transcritos

relacionados à biosśıntese de fibras (lignificação e suberização), transporte de açúcares e tolerância

à estresses abióticos mostraram maior acúmulo associado à maturação. Papini-Terzi et al. (2009)

compararam a expressão de genes de cana-de-açúcar entre duas variedades contrastantes na capa-

cidade de acúmulo de açúcar, utilizando microarranjos. A análise de amostras obtidas de plantas

expostas ao déficit h́ıdrico revelou que esta situação tem mais genes diferencialmente expressos

em relação a outros tratamentos utilizados, e que boa parte deles também está associada ao maior

acúmulo de açúcar, visto que a escassez de água é importante para certas fases da maturação.

As variedades de cana-de-açúcar utilizadas hoje são fruto de programas de melhoramento,

que selecionam indiv́ıduos com ńıveis de expressão alterados para genes de interesse, tanto como

consequência de variações alélicas nos promotores como por diferenças na atividade ou ńıvel de

expressão dos fatores de transcrição correspondentes. Portanto, a obtenção de dados de expressão

é importante para o estabelecimento das funções gênicas, assim como para associar dados de

sequência de um genoma a caracteŕısticas de interesse agronômico. Assim, seria posśıvel produzir

plantas transgênicas nas quais os genes de interesse têm sua expressão alterada, e desenvolver

marcadores moleculares que auxiliem o processo tradicional de melhoramento genético.

Trabalhos recentes (Bartel, 2004) indicam que muitos miRNAs, comumente tendo como

alvos fatores de transcrição, foram importantes para a evolução e expansão das espécies vegetais,

mantendo-se altamente conservados. Ao mesmo tempo, a maioria dos miRNAs associados a

metabolismo, transdução de sinal, modificação de protéınas e ligação a carboidratos ou RNA

são pouco conservados (Willmann and Poethig, 2007). Esses dados sugerem que os miRNAs

podem ser importantes para muitos processos celulares além do desenvolvimento. No entanto,

ainda não existem dados de expressão gênica dos miRNAs da cana-de-açúcar sob tais condições,

o que os torna ótimos candidatos a mediadores da resposta metabólica a estresses, implicando a

necessidade de estudar a participação desta classe de RNA no mecanismo de resistência à seca.
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1.3 O microRNA

Com o ińıcio dos projetos genoma ficou evidenciado que organismos complexos apresentam

um número de genes codificantes de protéınas menor que o esperado (Mattick, 2001). Pseudomonas

aeruginosa possui cerca de 5.500 genes, Saccharomyces cerevisiae possui aproximadamente 6.200,

Drosophila melanogaster e Caernohabditis elegans, que são organismos mais complexos que os dois

primeiros, possuem apenas o dobro de genes (12.000 e 14.000 respectivamente) e humanos possuem

em seu genoma cerca de 30.000 genes (Rubin et al., 2000; Stover et al., 2000; Venter et al., 2001).

O splicing alternativo pode contribuir para o aumento do repertório de isoformas de protéınas,

mas existem muitas evidências de que o principal motivo da evolução das espécies é o aumento

da quantidade de RNAs não codificantes que conduzem a regulação da expressão gênica e assim

controlam a arquitetura do sistema (Mattick, 2001).

O dogma central da genética que postula a função do RNA como um carregador de in-

formação intermediário tem sido questionado há muito tempo. No final da década de 60, Brit-

ten and Davidson (1969) propuseram posśıveis funções na regulação gênica desempenhada pelos

RNAs, nas quais RNAs “ativadores”, transcritos de regiões genômicas redundantes, poderiam for-

mar complexos com sequências regulatórias no DNA e ativar uma grande quantidade de genes.

Em 1990, dois estudos com Petunia hybrida evidenciaram a existência de algum mecanismo para

suprimir a expressão de transgenes assim como a expressão do gene endógeno, denominado assim

de co-supressão (Napoli et al., 1990; der Krol et al., 1990). Guo and Kemphues (1995) iniciaram os

estudos com células de animais com o intuito de desvendar as bases moleculares do silenciamento,

mas foram Fire e colegas 1998 que descobriram como a formação de RNA de dupla fita induz

silenciamento gênico, trabalho pelo qual foram agraciados com o Prêmio Nobel de Fisiologia e

Medicina de 2006. Até então, acreditava-se que apenas RNA exógeno (transgene ou viral) poderia

provocar silenciamento quando inserido na célula.

O primeiro artigo demonstrando o silenciamento de um gene por interferência de um RNA

10



endógeno foi publicado por Lee et al. (1993). No estudo, realizado em Caenorhabditis elegans, foi

constatado que uma mutação em lin-4 causava um aumento na tradução do RNA de outro gene

espećıfico, lin-14. Ao clonar lin-4 e administrá-lo a mutantes Caenorhabditis de quatro espécies,

o fenótipo selvagem foi recuperado. Foi verificado que lin-4 não codificava uma protéına, e o

sequenciamento dos dois genes revelou um śıtio complementar a lin-4 na região 3’ UTR de lin-

14. Em 2000, utilizando o mesmo modelo animal, outro grupo identificou o gene let-7 como um

transcrito de 21 nucleot́ıdeos que regula aspectos temporais do desenvolvimento do nemátodo

(Reinhart et al., 2000).

Com a evolução das técnicas de clonagem, sequenciamento de genomas e das análises de bi-

oinformática, centenas de sequências pequenas de RNAs com potencial papel na regulação gênica

foram encontrados em genomas de animais (vertebrados e invertebrados) e denominados microR-

NAs (Lagos-Quintana et al., 2001; Lee and Ambros, 2001). Os microRNAs (miRNAs) são definidos

como sequências endógenas de 20 a 25 nucleot́ıdeos derivadas de estruturas em forma de grampo de

cabelo (hairpin), formadas pelo dobramento de uma fita simples de RNA obtida por transcrição.

O miRNA maduro é complementar a um trecho do RNA mensageiro alvo (mRNA) de um ou mais

genes, e a ligação das duas fitas — miRNA e mRNA — é mediada por um complexo protéico, que

promove o silenciamento do alvo por clivagem ou bloqueio da tradução (Bartel, 2004).

1.4 O microRNA em plantas

A biogênese de miRNAs em Arabidopsis thaliana, revisada por Chen (2005), é similar à

encontrada em animais, onde os miRNAs são processados a partir de precursores primários que

apresentam a estrutura caracteŕıstica de hairpin, e ocorre em pelo menos duas etapas mediadas por

enzimas semelhantes a RNase III (Drosha e Dicer-like) no núcleo e no citoplasma. Em seguida o

miRNA é incorporado a um complexo enzimático denominado RISC (do inglês, RNA-Induced Si-

lencing Complex), que irá promover o silenciamento de um gene alvo espećıfico (Kim et al., 2005).
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No entanto, o processamento dos precursores de miRNA em plantas ocorrem principalmente no

núcleo (Figura 1.2) (Papp et al., 2003), e apresenta uma etapa adicional de metilação da ribose

do último nucleot́ıdeo pela miRNA metiltransferase HEN1, protegendo-o de reações enzimáticas

da polimerase ou transferase terminal, que adicionam nucleot́ıdeos, principalmente uracilas, na

extremidade 3’ do miRNA (Li et al., 2005). Além disso, miRNAs de plantas provocam o silencia-

mento gênico preferencialmente pela clivagem do RNA, enquanto que, em animais, o mecanismo

utilizado é a supressão da tradução (Llave et al., 2002; Rhoades et al., 2002; Jones-Rhoades, 2004;

Sunkar and Zhu, 2004).

Figura 1.2: Via de processamento de miRNAs em plantas. O precursor primário do miRNA (pri-
miRNA) é transcrito pela RNA polimerase II. A estrutura secundária deste transcrito é reconhecida por
DCL-1 e a acopladora de RNA HYL1. A DCL1 então cliva o transcrito 2 vezes, produzindo o pré-miRNA
e em seguida o complexo miRNA-miRNA*. Após a metilação por HEN1, o transporte para o citoplasma
é mediado por HASTY. O duplex é dissociado e a fita mais estável (miRNA maduro) se liga a AGO1, do
complexo RISC, que reconhece e cliva o mRNA alvo. Adaptado de Jones-Rhoades et al. (2006).

Muitos miRNAs de plantas, assim como seus genes alvo e posśıveis funções, foram identi-

ficados (Emery et al., 2003; Tang et al., 2003; Chen, 2004; Juarez et al., 2004). Entretanto, as

técnicas de clonagem utilizadas aparentemente exclúıram aqueles miRNAs não expressos ou es-

12



pećıficos de determinados tecidos ou estágios de desenvolvimento, o que motivou a preferência por

uma abordagem computacional, resultando em um número expressivo de miRNAs identificados

em A. thaliana (Bonnet et al., 2004; Adai et al., 2005). Essa abordagem é bem sucedida para

identificação de miRNAs em genomas completos e também por homologia daqueles conservados

entre diferentes espécies, suportado pelo fato de que, diferentemente dos miRNAs de mamı́feros,

em plantas existe um alto ńıvel de complementaridade entre as sequências alvo e dos miRNAs,

permitindo a predição através da bioinformática (Jones-Rhoades, 2004). Essa estratégia permitiu

a identificação de miRNAs envolvidos na sinalização da auxina, manutenção da polaridade de

órgãos, determinação da identidade de órgãos florais e o correto desenvolvimento reprodutivo e

crescimento foliar (Reinhart et al., 2002; Aukerman and Sakai, 2003; Palatnik et al., 2003; Chen,

2004; Mallory et al., 2005; Jones-Rhoades et al., 2006).

Vários grupos de pesquisa identificaram miRNAs que controlam a expressão de fatores de

transcrição responsáveis pela regulação do desenvolvimento em plantas (Llave et al., 2002; Rhoades

et al., 2002; Palatnik et al., 2003). Há ind́ıcios de que as sequências alvo de dois miRNAs desco-

bertos em A. thaliana são conservadas em todas as linhagens de plantas terrestres. Isto indica que

a regulação negativa da expressão através de miRNAs evoluiu há pelo menos 400 milhões de anos

e pode ter desempenhado um papel na evolução da flora (Lee et al., 2004; Arazi et al., 2005; Axtell

and Bartel, 2005; Chen et al., 2005). Recentemente um estudo demonstrou que a alga unicelular

Chlamydomonas reinhardtii possui regulação pós-transcricional mediada por miRNAs, mostrando

que esse mecanismo existia antes da muticelularidade (Molnar et al., 2007). Entretanto, muitos

novos miRNAs não conservados entre as espécies estão sendo identificados e a diversidade de genes

alvo envolve, entre outros processos, vias metabólicas e atividades celulares relacionados com o

desenvolvimento e resistência a estresses abióticos (Llave et al., 2002; Eckardt, 2004; Sunkar and

Zhu, 2004).

Utilizando Populus trichocarpa como modelo, Lu et al. (2005) avaliaram que muitos miRNAs

possúıam como alvos preditos genes relacionados com controle do desenvolvimento e/ou estresse

13



e com posśıveis funções associadas a biosśıntese de metabólitos de parede celular importantes na

regulação do desenvolvimento da madeira em árvores. Além disso, apesar de algumas sequências

serem conservadas em Arabidopsis, esses miRNAs exibiram padrões de expressão espećıficos da

espécie durante o desenvolvimento, sugerindo que mesmo miRNAs conservados podem apresentar

papéis regulatórios diferentes e determinantes em cada espécie.

Em milho foi demonstrada a importância dos miRNAs165/166 na especificação da polari-

dade das folhas devido ao controle que exercem nos genes rolled leaf1 e PHABULOSA (PHB)

(Juarez et al., 2004; Mallory et al., 2004), e que a repressão do gene gl15 exercida pelo miRNA172

promove a transição da porção vegetativa da planta da fase juvenil para a fase adulta (Lauter

et al., 2005). Mas a maior parte dos miRNAs de milho foram identificados utilizando ferramentas

de bioinformática. Zhang et al. (2006) identificaram 188 miRNAs analisando bancos de dados

de sequências ESTs públicos e obtiveram cadidatos a genes alvo para 115 deles. Essa análise

demonstrou a provável importância da regulação de miRNAs em processos como desenvolvimento

embrionário e floral, transdução de sinal hormonal, śıntese de sacarose e celulose, vias de de-

gradação de ubiquitina, transporte de protéınas e estresses ambientais, além de vias da própria

biosśıntese de miRNAs, já que um dos alvos preditos era a protéına ARGONAUTA, que tem um

papel fundamental no complexo de silenciamento gênico RISC.

Sunkar and Zhu (2004) identificaram 26 novas sequências de miRNAs em exemplares de

Arabidopsis expostas a desidratação, salinidade, frio ou ao ácido absćısico que não eram conser-

vados em arroz (Oryza sativa) sugerindo a existência de outros miRNAs não conservados que

podem ser cŕıticos para a regulação de processos associados a condições espećıficas e modulação

de respostas peculiares de cada espécie. Em Arabidopsis, três miRNAs foram induzidos por seca,

um deles, miR393, induzido também por frio e ABA, tem como prováveis alvos genes do sistema

de ubiquitinização de protéınas. Já o miR397b tem como alvo laccases e protéınas com função

ainda desconhecidas. O miR402 tem como alvo uma DNA glicosilase, envolvida em desmetilação

de DNA. Em arroz foram identificados cinco microRNAs que são induzidos por déficit h́ıdrico,
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mas somente um deles, miR169, teve sua expressão confirmada por Northern blot (Zhao et al.,

2007). O miR169 tem como alvo fatores de transcrição que se ligam à sequência CCAAT, e que

são ub́ıquos no reino vegetal, embora suas funções ainda sejam pouco conhecidas. Assim, este é

um campo pouco explorado e de grande interesse cient́ıfico e tecnológico.

Dentro deste contexto, durante o desenvolvimento do projeto EST da cana-de-açúcar (SU-

CEST) foram gerados 43.141 prováveis transcritos de cana-de-açúcar (SASs, SUCEST Assembled

Sequences), dos quais mais de 25% não apresentam nenhuma homologia com sequências gênicas

ou protéicas previamente identificadas em qualquer outro organismo (Vettore et al., 2003). Mui-

tas dessas sequências, espećıficas de cana-de-açúcar, podem estar envolvidas na regulação pós

transcricional de outros genes.

É provável que existam mais miRNAs ainda não identificados. Uma estimativa importante é

que 1% dos genes codificadores de protéınas possuam um miRNA relacionado com sua regulação

(Bartel, 2004). À luz destes dados, a cana-de-açúcar pode possuir cerca de 430 miRNAs. Atual-

mente, o banco de dados público miRBase (Griffiths-Jones et al., 2008) tem apenas 16 sequências

de miRNAs de cana-de-açúcar, preditas por bioinformática através de buscas em banco de dados

públicos. Embora ainda não apareçam entre as sequências públicas, novos miRNAs foram identifi-

cados in silico mediante a análise dos EST de cana-de-açúcar (Zanca et al., 2010), mas a pequena

quantidade de sequências novas aumenta a noção de que são necessárias novos recursos para o

estudo genético da cana-de-açúcar.

Os métodos para identificação de miRNA evolúıram nos últimos anos. Estudos (Adai et al.,

2005; Parisien and Major, 2008; Fiers et al., 2009; Jones-Rhoades, 2010) demonstram como ca-

racteŕısticas f́ısicas e qúımicas espećıficas dos miRNAs e seus precursores podem ser parâmetros

confiáveis para uma predição mais eficiente e confiável dos mesmos. A aplicação desses conceitos é

especialmente promissora para organismos como a cana-de-açúcar, para a qual não existe a mesma

quantidade de informações dispońıveis em organismos modelo.
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O estudo da expressão de miRNA também foi imensamente facilitado pelo desenvolvimento

de novas tecnologias. A técnica de microarray é uma ferramenta importante em genômica funci-

onal e tem sido utilizada também na identificação de microRNAs diferencialmente expressos em

diversos tratamentos e estágios de desenvolvimento das plantas (Axtell and Bartel, 2005). Mais

recentemente, com a crescente acessibilidade de novas tecnologias de sequenciamento em larga

escala, tem sido comum a descoberta e a análise de expressão espacial e temporal de miRNAs em

plantas e outros organismos (Friedländer et al., 2008; Nobuta et al., 2009; Liang et al., 2010; Zhao

et al., 2010).

Estudar a influência dos miRNAs em processos agronomicamente importantes é uma ne-

cessidade e uma ótima oportunidade de produzir grandes avanços cient́ıficos e tecnológicos. A

cana-de-açúcar passa pelo seu momento de maior destaque na comunidade cient́ıfica e a dispo-

nibilidade de ferramentas de estudo em genética e biologia molecular é sem precedentes. Suas

caracteŕısticas genéticas únicas e imensa capacidade de produção de energia estão entre as mais

excitantes questões a serem exploradas atualmente em genética vegetal.
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Caṕıtulo 2

Objetivos

O objetivo deste projeto foi investigar o microtranscritoma associado à resposta ao déficit

h́ıdrico em cana-de-açúcar em busca de miRNAs associados a resposta a seca. O estudo também

procurou identificar novos microRNAs de cana-de-açúcar. Este trabalho faz parte de uma iniciativa

maior, com abordagens fisiológicas, moleculares e bioqúımicas, desenvolvidas pela rede RIDESA-

USP-UNICAMP, cujo objetivo é não só compreender as respostas de plantas de cana-de-açúcar

frente ao déficit h́ıdrico como também identificar quais vias metabólicas são mais eficientes nesse

contexto.
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Parte II

Microarranjos de miRNAs de folhas de

cana-de-açúcar submetida à seca.
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Caṕıtulo 3

Material e métodos

3.1 Bioinformática

Procedimentos e ferramentas de bioinformática desenvolvidas no laboratório foram utilizados

na maioria das etapas do trabalho, juntamente com recursos disponibilizados por outros pesqui-

sadores e instituições.

As versões 2.2.20 (primeiras análises) e 2.2.24+ do pacote BLAST (Altschul et al., 1990)

foram instaladas e utilizadas para buscar sequências similares entre os ESTs de cana-de-açúcar e

miRNAs de plantas dispońıveis no miRBase (Griffiths-Jones et al., 2008), entre miRNAs candi-

datos e alvos presentes no SUCEST e no SoGI (Saccharum officinarum Gene Index ) e entre alvos

candidatos e protéınas conhecidas no Genbank (Benson et al., 2004). Os algoritmos blastn-short,

blastn e blastx foram usados com parâmetros padrão, exceto quando descrito de outra forma.

O servidor de banco de dados de código aberto MySQL foi empregado para armazenamento e

manipulação de dados e a biblioteca de funções da linguagem de programação Python para bioin-

formática, Biopython (Cock et al., 2009), foi utilizada para desenvolver ferramentas de software

necessárias.
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3.2 Material vegetal

As amostras de folha de cana-de-açúcar foram obtidas de experimentos de campo realizados

pela equipe do Prof. Lauŕıcio Endres, Universidade Federal de Alagoas (UFAL), na localidade de

Rio Largo (AL), empregando seis variedades de cana-de-açúcar com diferentes padrões de resposta

a seca. São elas RB92579, RB867515, SP79-1011, RB72454, RB855536 e RB855113. As plantas

foram mantidas em regime de irrigação e ausência de irrigação durante 12 meses.

Aos 3, 7 e 11 meses após o plantio foram realizadas coletas de dados fisiológicos e amostras

biológicas. Para o presente trabalho, folhas +1 (folha mais jovem com ĺıgula exposta) obtidas

de representantes aleatórias de cada uma das variedades variedades foram armazenadas a -70oC.

As amostras foram maceradas com cadinho e pistilo, sempre resfriada com nitrogênio ĺıquido. A

extração de RNA total foi realizada com o kit de extração miRvana (Lifetech), segundo o protocolo

fornecido pelo fabricante, excetuando-se a temperatura de centrifugação, fixada em 15oC, em vez

da temperatura ambiente.

Medições necessárias para a análise fisiológica das plantas foram feitas pela equipe res-

ponsável nos peŕıodos de coleta. Os parâmetros mais simples considerados foram altura da planta,

largura e comprimento das folhas, número de folhas verdes, número de folhas expandidas, área

foliar (AF), ı́ndice de área foliar (IAF ou LAI) e número de plantas na linha central da parcela

(NPLC). O ı́ndice de área foliar foi avaliado por dois métodos: medidas mensais, com a utilização

do aparelho Plant Canopy Analyzer, modelo LAI-2000 (LI-COR, EUA), e o método calculado,

realizado através da obtenção de medidas diretas, sendo obtido em função das medidas de cresci-

mento (comprimento e largura da folha +3, número de folhas verdes e do número de plantas na

linha central) pela área de terreno. Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias

foram comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05).

Também foram avaliados potencial h́ıdrico (ψwf ) e osmótico foliar (ψos ) na folha +1 pela

manhã (5-6 h) e ao meio-dia, com o aux́ılio de uma bomba de pressão (câmara de pressão de
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Scholander) e osmômetro de pressão de vapor. O IRGA (ADC Bioscientific, ING) foi utilizado

para obter as taxas de fotosśıntese (A), condutância estomática (gs), transpiração (E) e concen-

tração interna de CO2 (Ci). O fluorômetro foi utilizado para obter a eficiência quântica potencial

(Fv/Fm), quantificado na antemanhã e às 13 h, e efetiva (φPSII), quantificado às 10 h, com

medições padronizadas também na folha +1.

3.3 Microrranjos de miRNAs

A análise de expressão em microarranjo foi possibilitada pelo serviço da empresa LC Sciences

(EUA) em um µParaflo microfluidic chip usando uma bomba de microcirculação (Atactic Tech-

nologies, EUA). As sondas presentes no chip são sintetizadas quimicamente e consistem de uma

sequência complementar à dos miRNAs de planta presentes no miRBase, sequências customizadas

ou controle ligadas a um composto de polietilenoglicol que tem a função de afastar a sonda do

substrato. Para balancear a temperatura de melting das sondas, algumas bases quimicamente

modificadas são utilizadas no processo de confecção do microarranjo.

As hibridações são feitas com duas amostras marcadas com corantes diferentes, sendo uma

delas sempre o controle irrigado e a outra submetida a seca. Outras duas réplicas biológicas foram

usadas em um dye-swap dos fluoróforos Cy3 e Cy5 (Rocha et al., 2007). Todas as réplicas foram

utilizadas, totalizando oito microarranjos (Tabela 3.1).

O ensaio sempre partiu da quantidade inicial de 5 µg de RNA total, que foi fracionado por

centrifugação e um equipamento YM-100 Microcon (Millipore). As sequências de menor peso

molecular (< 300 nt) foram isoladas tiveram uma cauda poli-A adicionada por uma polimerase

adequada. Um oligonucleot́ıdeo (tag) foi então ligado por uma T4 DNA ligase à cauda poli-A, para

ser utilizada no processo de marcação; cada amostra de um chip tem tags distintas. A hibridação

foi realizada overnight. O protocolo de hibridação utiliza ainda 100 µL de tampão 6xSSPE (0,90 M

NaCl, 60 mM Na2HPO4, 6 mM EDTA, pH 6,8) contendo 25% de formamida a 34oC. Os corantes
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Tabela 3.1: Lista dos chips de microarranjo utilizados para caracterizar a expressão de miRNAs em
folhas de cana-de-açúcar sob estresse por seca.

Chip Cy3 Cy5

MIRCANA 1 TI.a TS.a
MIRCANA 2 TS.b TI.b
MIRCANA 3 SI.a SS.a
MIRCANA 4 SS.b SI.b
MIRCANA 5 TI.c TS.c
MIRCANA 6 TS.d TI.d
MIRCANA 7 SI.c SS.c
MIRCANA 8 SS.d SI.d

T: variedade RB867515 e S: variedade RB855536. Campo Irrigado (I) ou Seco (S). As letras minúsculas
diferenciam réplicas biológicas.

Cy3 e Cy5 (que ligam-se às tags espećıficas anteriormente inseridas) foram aplicados em seguida.

As imagens dos microarranjos foram obtidas com um scanner de alta resolução (GenePix 4000B,

Molecular Device) e digitalizadas no programa Array-Pro (Media Cybernetics).

A empresa enviou as imagens originais e já processadas, o arquivo de layout do array, dados

brutos e dados processados com testes estat́ısticos básicos. Os dados das intensidades numéricas,

extráıdas dos controles, background e sondas de miRNAs, foram inseridos no servidor do projeto.

Os dados foram processados para subtrair o sinal de background pelo método de regressão local. A

normalização dos dados foi feita através do LOWESS (Locally-weighted Regression), um método

ćıclico para remover variações técnicas, como variação de quantidade de amostra e de corantes

de marcação, revelando variações biológicas relevantes. Em seguida foi aplicado o teste T para

identificar miRNAs diferencialmente expressos. Além disso, os sinais, transformados para log2,

foram utilizados para obter a razão entre as amostras comparadas diretamente. Os miRNAs

relevantes para p-values 0,01, 0,05 e 0,10 foram considerados nos resultados, separadamente.
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3.4 Validação por qPCR

A confirmação da expressão de miRNAs foi feita tal como descrito por Chen et al. (2005),

exceto pela enzima utilizada e suas soluções tampão, substitúıdos pelos componentes do kit Su-

perScript III (Lifetech, EUA). As variedades RB92579, RB867515, RB855536 e RB72454, com

duas réplicas biológicas para cada tratamento, foram utilizadas nestes ensaios.

Para que seja posśıvel a amplificação de miRNAs maduros (19 a 24 bases) são necessários

três primers especiais. O primer stem-loop tem aproximadamente 50 nucleot́ıdeos e forma um

grampo estável apenas a baixas temperaturas. Sua complementaridade com o miRNA alvo é de

apenas 6 bases da região 3’. O primer direto é praticamente igual ao miRNA alvo, exceto pelas

bases que se anelam ao stem-loop e uma extensão 5’ com função apenas termodinâmica. O reverso

é usado em qualquer amplificação de miRNAs, pois é complementar ao trecho universal que forma

o grampo do primeiro primer. A figura 3.1 ilustra o processo resumidamente. Estes primers foram

desenhados em conformidade com a metodologia de Chen et al. (2005).

Foram utilizados 2.5 µg de RNA total para tratamento com DNAse (Fermentas, EUA), adição

do primer stem-loop a 1 µM , oligo dT 50 µM e dNTPs a 10 mM. Em seguida foram adicionados o

200 U/µL da enzima Superscript III (Lifetech,EUA) e seu tampão 5X First Strand, além de 0.1M

de DTT e 40U/µL de RNAseOut. A reação foi incubada num termociclador Veriti(Lifetech, EUA)

por 30 min a 16 oC, para então passar por 60 ciclos de 30 segundos a 30 oC, 30 s a 42 oC e 1 s a

50 oC. Finalmente a reação foi incubada por 5 min a 85 oC, desativando a enzima. Em seguida,

para a PCR em tempo real no equipamento ABI 7500 (Lifetech, EUA), foram misturados 2 µL

da reação anterior, 1 µL de primer direto espećıfico (10 µM) e 1 µL de primer reverso universal

(10 µM), 10 µL de SYBR Green Master mix (Lifetech,EUA). A reação tem uma etapa de 10 min

a 95 oC, 40 ciclos de 95 oC por 15 s e 60 oC por 1 minuto.

O software do ABI 7500 avalia as condições da reação automaticamente, verificando a curva

de dissociação do reporter, desvio padrão das réplicas técnicas, Ct médio das mesmas e expressão
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Figura 3.1: Resumo do processo de amplificação de miRNAs para qPCR. O primer stem-loop é utilizado
para estender o miRNA maduro durante a śıntese de cDNA. O primer forward é pequeno e por isso podem
ser necessárias bases adicionais na extremidade 5’ para garantir estabilidade ideal. O primer reverso é
universal, utilizado com todos os miRNAs, pois sempre se anela ao trecho que forma o grampo do primeiro
oligonucleot́ıdeo. Adaptado de Chen et al. (2005)

.

normalizada a partir de um gene de referência (poliubiquitina). No entanto, estes últimos valores

foram descartados e recalculados a partir dos Ct médios das réplicas biológicas, segundo o método

∆∆Ct (Livak and Schmittgen, 2001).
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Caṕıtulo 4

Resultados e discussão

4.1 Confecção dos chips de microarranjo

Num primeiro momento foi realizado um trabalho de predição de precursores de miRNAs

presentes no SUCEST. Todo o conjunto de clusters consensi do projeto SUCEST (Vettore et al.,

2001) foi submetido a uma seleção através do algoritmo blastx, contra a base não-redundante (nr)

do NCBI. O objetivo foi excluir as sequências codificantes de protéına da busca por miRNAs,

visto que sem os ı́ntrons, estas sequências não poderiam conter miRNAs. O grupo de ESTs,

que anteriormente continha mais de 43000 membros foi reduzido para 11054. Nesta análise foi

considerado como limiar de seleção o e-value de 1e-05.

Os 11054 clusters foram então submetidos ao blastn contra a base de dados constrúıda

localmente contendo todas as sequências de miRNAs de Arabidopsis thaliana, Oriza sativa e

Zea mays. A escolha de espécies próximas, além da planta modelo A. thaliana, visou aumentar

as chances de encontrar miRNAs menos conservados. Naquele momento, Sorghum bicolor tinha

apenas alguns miRNAs muito similares aos encontrados nas outras três espécies. Hoje, entretanto,

com a versão atual do miRBase, sorgo seria uma adição importante ao conjunto de dados.
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A natureza do teste estat́ıstico que gera o e-value poderia prejudicar os resultados da com-

paração entre os miRNAs, por conta do tamanho das sequências de miRNAs maduros ( 21 pb).

Para contornar este problema foi utilizado um e-value = 1000, deixando os critérios da triagem

subsequente dos resultados como principal crivo. Foram também determinados word size = 7,

o limite de 1000 alinhamentos e o filtro de baixa complexidade. Recentemente foi liberada uma

versão reformulada do Blast, que contem programas (ex.: blastn-short) melhor adaptados a pe-

quenas sequências, eliminando esta dificuldade.

A triagem foi realizada buscando alinhamentos com no máximo 4 mismatches, o que gerou

uma lista com 114 candidatos (555 alinhamentos) a partir do miRBase. A maioria dos 16 miRNAs

já preditos em cana-de-açúcar foi encontrada nesta análise, mas alguns não se encaixaram nos

critérios utilizados. Os miRNAs identificados e depositados no miRBase (Zhang et al., 2005) não

foram validados experimentalmente.

Os microarranjos foram confeccionados nos E.U.A com sondas complementares a todo o

conjunto de miRNAs madurosde plantas dispońıvel no miRBase 14.0. Além destas sequências,

outros cem spots estavam dispońıveis no chip para inclusão de sondas personalizadas. O conjunto

de 114 candidatos a miRNA obtido em análise anterior foi filtrado, eliminando 14 candidatos com

mais de 4 mismatches e alta similariade com outros clusters presentes na lista. Esta atividade foi

testada em outras ocasiões e atualizada imediatamente antes da encomenda dos chips, garantindo

que seus resultados fossem condizentes com as últimas informações dispońıveis no genbank e no

miRBase.

4.2 Perfil de expressão de miRNAs em microrranjos

O perfil de expressão dos miRNAs foi aferido em amostras oriundas de ensaios de campo

com 2 variedades (RB867115 e RB855536), sob 2 tratamentos (controle irrigado vs tratamento

sem irrigação). Cada ponto experimental forneceu quatro réplicas de folha +1 (primeira folha
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cuja ĺıgula é aparente). A tabela 4.1 contém todos dos dados de espectrofotometria utilizados

para aferir a qualidade do RNA total. Todas as amostras foram elúıdas em 80 µL de água tratada

com DEPC, o que resulta numa quantidade final de RNA mais que suficiente para os ensaios de

microarranjo. As hibridações foram realizadas nos EUA, pela empresa LC Sciences. Os primeiros

quatro chips foram hibridados no fim de setembro de 2009 e, após análise, novas amostras foram

processadas e enviadas no ińıcio de dezembro para as outras quatro hibridações. O resultado foi

normalizado entre todos os microarranjos.

Tabela 4.1: Qualidade das amostras de RNA total de folhas +1 de cana-de-açúcar utilizadas nos ensaios
de microarranjo para análise de expressão de miRNAs.

Amostra Razão 260/280 Conc.(µg/µL) Amostra Razão 260/280 Conc.(µg/µL)

TI.a 1,891 0,234 SI.a 1,982 0,280
TI.b 1,952 0,286 SI.b 1,916 0,284
TI.c 2,002 0,563 SI.c 1,989 0,411
TI.d 2.005 0,466 SI.d 2,000 0,636
TS.a 2,012 0,364 SS.a 1,796 0,233
TS.b 1,855 0,226 SS.b 1,926 0,325
TS.c 2,014 0,564 SS.c 2,057 0,265
TS.d 1,994 0,592 SS.d 2,032 0,428

Variedades T: RB867515 e S: RB855536. Campo Irrigado (I) ou Seco (S). As letras minúsculas diferenciam
réplicas biológicas.

Os resultados das hibridações foram enviados pela empresa, contendo dados brutos e imagens,

além da análise básica (normalização e testes estat́ısticos) e comparativa entre todos os chips. Este

segundo conjunto de resultados foi obtido com a normalização dos sinais entre chips diferentes e

teste T de student para determinar quais sondas reportavam miRNAs diferencialmente expressos

(Tabela 4.2). As hibridações permitiram a identificação de 12 candidatos a miRNAs relacionados

ao déficit h́ıdrico em diferentes comparações. As comparações TI vs TS e SI vs SS (onde T =

RB867515 e S = RB855536, e I = irrigado e S = sequeiro), consolidam os dados de todas as réplicas

biológicas e diferenciam os tratamentos. Outros dois testes, TI vs SI e TS vs SS, permitem inferir
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quais seriam as diferenças na expressão de miRNAs nas variedades com respostas contrastantes.

Os sinais mostraram-se muito variáveis, o que é esperado num experimento de campo. Embora

houvesse outros miRNAs significativamente relevantes (dados não mostrados), os seus sinais eram

muito baixos, o que pode prejudicar a análise em razão da influência do background. Além disso, os

miRNAs em questão eram muito pouco expressos tanto sob irrigação constante quanto sob estresse.

Os dados permitem inferir que há uma diferença intŕınseca entre as variedades em relação ao ńıvel

de expressão de alguns de miRNAs, além da distinta regulação dos miRNAs durante a adaptação

à condição de privação de água.

Tabela 4.2: miRNAs diferencialmente expressos significativamente (Teste t de student, P < 0,1) para
cada comparação entre amostras de folhas de cana-de-açúcar.

Comparação(G1 vs G2) Nome da sonda p-value Log2 (G1/G2)

TI vs TS osa-miR1436 4, 08E − 02 −0, 84
TI vs SI ppt-miR167 9, 06E − 02 −0, 56
TS vs SS ppt-miR167 3, 64E − 03 −0, 77
TS vs SS ppt-miR894 2, 04E − 02 −0, 65
TS vs SS vvi-miR167c 4, 60E − 02 −0, 82
TS vs SS ppt-miR160b 6, 18E − 02 0, 89
TS vs SS ath-miR160a 7, 10E − 02 1, 06
TS vs SS ath-miR156g 7, 64E − 02 0, 41
TS vs SS osa-miR530-5p 8, 36E − 02 1, 31
TS vs SS ptc-miR530a 8, 55E − 02 1, 74
SI vs SS vvi-miR319b 4, 57E − 02 0, 38
SI vs SS gma-miR319a 6, 31E − 02 0, 35
SI vs SS sof-miR159e 7, 98E − 02 0, 56

Variedades T: RB867515 e S: RB855536. Campo Irrigado (I) ou Seco (S).

A partir dos dados do chip de microarranjo foi posśıvel identificar novos miRNAs candidatos

de cana-de-açúcar. Segundo a empresa, a hibridação é suficientemente senśıvel para permitir que

se determine a sequência do miRNA ligado a sonda. Os dados não são publicamente dispońıveis,

mas segundo o fabricante (LC Sciences), um mismatch próximo das extremidades da sequência

faz com que o sinal detectado seja ao menos 30 vezes menor do que seria semmismatch algum.

Baseando-se nesse dado, foi estimado um limiar de sinal igual a 500, suficientemente alto para

garantir que a grande maioria das sondas acima desse ponto tenham hibridado com no máximo 1
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mismatch (Figura 4.1). O limiar, coincidentemente, é o mesmo ńıvel considerado pela LC Sciences

para determinar resultados que podem ser dados como confiáveis, acima do background.

Figura 4.1: Sinal médio de todas as sondas nos chips MIRCANA. Sinais abaixo da linha vermelha
foram descartados para efeito de determinação de sequência de novos miRNA. Os números do eixo x são
identificadores das sondas (são 1201 sondas utilizadas no chip).

Aparecem 139 sequências acima deste limite, sendo que apenas as sondas cujos sinais foram

maiores que 500 nas quatro réplicas do mesmo ponto experimental foram consideradas. Assim,

foram identificados 50 miRNAs de cana-de-açúcar expressos com sinal médio superior a 500 em

pelo menos uma das variedades, sob irrigação ou sequeiro, em plantas de 7 meses (Tabela C.1). Em

seguida, as sequências complementares às sondas foram analisadas com o algoritmo blastn-short

contra todo o conjunto de clusters SUCEST. Todos os mRNA encontrados também foram com-

parados com a base de sequências não-redundantes do Genbank com o uso do algoritmo blastn, a

fim de tornar posśıvel a distinção entre posśıveis alvos e precursores de miRNA. Foram levados em

consideração apenas hits totalmente complementares ou com 1 mismatch ou 1 gap. No entanto,

a avaliação de hits revelou que apenas oito clusters do SUCEST são 100% complementares às

sondas selecionadas (Tabela 4.3). Destes oito precursores, sete correspondem a miRNAs de Sac-
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Tabela 4.3: miRNAs expressos nas variedades RB867515 e RB855536 e seus respectivos precursores.

Sonda Sequência SAS miRBase

ath-miR156a UGACAGAAGAGAGUGAGCAC SCSBAD1086B12.g sof-miR156
ptc-miR159d CUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU SCAGFL3025B10.g sof-miR159c
osa-miR159a.1 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUG SCJFRZ1007C01.g sof-miR159a
gma-miR167c UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUG SCSFSD1065B12.g sof-miR167b
gma-miR167c UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUG SCMCSD2060C04.g sof-miR167b
osa-miR168a UCGCUUGGUGCAGAUCGGGAC SCMCLR1010B03.g sof-miR168a
osa-miR168a UCGCUUGGUGCAGAUCGGGAC SCCCST1005H07.g sof-miR168a
osa-miR528 UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG SCUTSD1026H02.g Ausente

NM: número de mismatches, TM: tamanho do miRNA maduro.

charum spp. já registrados no miRBase. O sof-miR528 é o único entre 50 novos miRNAs putativos

cujo posśıvel precursor primário pôde ser identificado no SUCEST pela primeira vez. Por não ser

diferencialmente expresso, o sof-miR528 não foi inclúıdo nos experimentos iniciais de validação,

mas será alvo de atividades futuras. Os clusters identificados como precursores tiveram sondas

personalizadas inclusas no chip e estiveram entre os miRNAs mais expressos em folha, indepen-

dentemente de tratamento ou variedade (Tabela C.2). A única exceção, SCAGFL3025B10.g, é

semelhante a ptc-miR159d (Populus trichocarpa), cuja sonda também está entre as de maior sinal

médio.

A partir destas evidências pode-se inferir que o sequenciamento de ESTs que deu origem ao

SUCEST só pôde encontrar alguns dos miRNAs mais abundantes. Folhas de plantas adultas não

foram sequenciadas no SUCEST, o que pode explicar nele a ausência de outros miRNAs com alto

ńıvel de expressão.

Parte dos miRNAs expressos em cana-de-açúcar têm alvos que foram identificados no SU-

CEST. Para tanto, os resultados obtidos com o servidor psRNATarget (expection < 3) e com o

programa blastn-short foram inspecionados.

Em plantas, geralmente, os miRNAs maduros são altamente complementares a trechos dos
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alvos, contendo poucos mismatches, preferencialmente fora do śıtio de clivagem (Jones-Rhoades,

2004; Jung et al., 2009). Tomando como diretrizes essas informações, os candidatos a alvos no

SUCEST foram considerados aqueles com mais de 17 bases de identidade, sem mismatches entre

as bases 8 e 13. Além disso, clusters pequenos (< 500 nt) e sem qualquer anotação de protéınas ou

domı́nios homólogos no SUCEST foram desconsiderados. Em seguida foi utilizado o blastx para

buscar protéınas conhecidas com cadeia de aminoácidos similar aos ESTs identificados. Protéınas

hipotéticas, especialmente se possúıssem sequências homólogas no genoma do sorgo, também foram

admitidas como posśıveis alvos.

A quase totalidade dos alvos identificados tem como melhor hit alguma sequência do genoma

de Sorghum bicolor. Infelizmente, na maior parte dos casos a anotação é deficiente. Portanto, para

identificar a posśıvel função dos alvos de miRNAs de cana-de-açúcar, foi também considerado o

melhor hit cuja protéına codificada é conhecida em outra espécie, em cada conjunto de alinha-

mentos. A tabela 4.4 relaciona os alvos encontrados no SUCEST e seus homólogos conhecidos

em outras plantas, quando aplicável. Quase todas as protéınas encontradas são ou apresentam

caracteŕısticas de fatores de transcrição, o que é comum para alvos de miRNA (Jones-Rhoades

et al., 2006).

O miR159 foi reprimido por seca na variedade senśıvel RB855536. De forma similar, Wei

et al. (2009) mostraram que esse miRNA é reprimido por seca em folhas de milho. Um dos posśıveis

alvos do miR159 são protéınas da famı́lia de fatores de transcrição MYB (Allen et al., 2007). No

SUCEST, o alvo candidato de miR159 parece pertencer a famı́lia de fatores de transcrição MYB.

Embora o miR159 não tenha se mostrado diferencialmente expresso na variedade mais tolerante,

não se pode afirmar que seu papel não é relevante neste caso sem mais experimentos.

O miR160 apresentou maior expressão na variedade RB867515 quando ambas variedades são

comparadas em condições de seca. O homólogo desse miRNA em milho foi reprimido por seca (Wei

et al., 2009) e induzido por estresse salino (Ding et al., 2009). Esses mesmos autores identificaram

que os prováveis alvos desse miRNA são genes que codificam a protéına ribossomal S16 e do
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Tabela 4.4: Protéınas no banco de dados SUCEST identificadas como alvos de miRNAs expressos em
cana-de-açúcar.

miR SAS Protéına alvo (espécie) Accession

156

SCEZLB1008D09.g,
SCCCAM1004F03.g

SBP-domain protein 5 (Zma) CAB56631

SCJFRZ2027B09.g squamosa promoter-binding-like 9 (Zma) ACG45113
SCRFAD1023F12.g squamosa promoter-binding-like 2 (Osa) Q0JGI1
SCSGRT2063H06.g Teosinte glume architecture 1 (Zdi) AAX83777
SCRLAM1005E03.g squamosa promoter-binding-like 7 (Osa) Q01JD1
SCBFSB1048A12.g squamosa promoter-binding-like 17 (Osa) A3C057
SCCCFL1003C01.g squamosa promoter-binding-like (Bpl) AAY16440
SCJFRZ2007E02.b squamosa promoter-binding-like 3 (Osa) A2X0Q6
SCBGST3111E10.g Desconhecida (Sbi) XP 002450775
SCVPFL1133B06.g Desconhecida (Sbi) XP 002462902

159 SCJLRZ1023B09.g Fator de transcrição GAMYB (Osa) A2WW87

160
SCJLLR1107A02.g Auxin responsive factor 16 (Osa) AAP54297
SCEPAM2013C09.g Auxin responsive factor 10 (Osa) BAB85919

167

SCVPLR2027A05.g Auxin responsive factor 12 (Osa) Q258Y5
SCCCLR1024F10.g Auxin responsive factor 6b (Osa) BAB85915
SCEZLB1008F08.g Auxin responsive factor 17b (Osa) A2YG67
SCBGST3106E01.g xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 23 (Zma) ACG35105

168 SCCCCL3005C12.b,
SCCCLR2004H12.g

Argonaute 1B Q7XSA2

396

SCJLLR1033C02.g atGRF2 (Zma) ACG33150
SCJFST1048G04.g Putative Growth regulation factor 6 (Zma) NP 001106025
SCRFFL5043G11.g Putative Growth regulation factor 12 (Zma) SCRFFL5043G11.g
SCJLRZ1020B01.g atGRF2 (Zma) ACG42410

530 SCJLRZ1021C03.g Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (Rco) XP 002525787

1436 SCJFRZ2014B07.g Protéına da famı́lia VQ motif (Zma) NP 001151100

2914 SCJLRT1013A05.g charged multivesicular body protein 2a (Zma) ACG31990

SAS. Sugarcane Assembled Sequence. Homólogos em Arabidopsis thaliana (Ath); Oryza sativa (Osa);
Sorghum bicolor (Sbi); Zea diploperennis (Zdi); Bethula platyphyla (Bpl); Ricinus communis (Rco)

fator de transcrição ARR11, envolvido na transdução de sinais de citocinina (Mason et al., 2005).

Não foram encontradas informações sobre a ligação entre a protéına S16 e estresse em plantas,

porém, o hormônio citocinina pode ter um papel importante na tolerância à seca (Rivero et al.,

2007, 2009). Os autores produziram plantas transgênicas de tabaco superexpressando o gene de

uma isopenteniltransferase, que controla uma etapa limitante da via de biosśıntese de citocinina.
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Essas plantas apresentaram ńıveis maiores de citocinina, o que aumentou a tolerância à seca. Essa

melhor performance está associada a um aumento na fotorrespiração, que protegeria os processos

da fotosśıntese (Rivero et al., 2009). Assim como identificado em cana-de-açúcar neste estudo, os

alvos do miR160 em Arabidopsis são os fatores responsivos a auxina ARF10, ARF16 e ARF17

(Mallory et al., 2005).

Covarrubias e Reyes (2010) discutem os efeitos da expressão de miR159 e miR160 sob estresse

h́ıdrico em Arabidopsis. O primeiro reprime AtMYB33 e AtMYB101, o que provoca diminuição da

sensibilidade ao ABA durante a germinação. O mesmo efeito é observado em mutantes atmyb33

e atmyb101. Da mesma forma, o miR160 modula a resposta ao ABA através dos seus alvos da

famı́lia ARF. Plantas mutantes com uma versão de ARF10 insenśıvel ao miR160 apresentaram

alta sensibilidade a ABA. O principal efeito do ABA em folhas é o fechamento estomático (Chaves

et al., 2003), sabidamente importante para a resposta a seca. Assim, é posśıvel afirmar que os

dois miRNAs atuam de forma semelhante na resposta a seca, embora estágios de desenvolvimento

e tecidos diferentes possam alterar parcialmente essa relação. O presente trabalho mostra que

ambos miRNAs apresentam padrão de menor expressão sob seca na variedade mais senśıvel, o que

presumivelmente a torna menos senśıvel ao ABA no que diz respeito aos seus efeitos na folha em

plantas adultas.

Nas comparações entre as variedades foi posśıvel observar que miR167 é menos expresso na

variedade tolerante, tanto em condições de irrigação como de seca. Embora não tenhamos obser-

vado repressão por seca em nenhuma das hibridações comparando irrigado vs seca nas hibridações,

esse dado é interessante pois indica que a repressão de miR167 em situação de falta de água pode

ser um componente importante da resposta da planta. Esse miRNA é reprimido por seca em fo-

lhas de milho, processo que causa aumento dos ńıveis dos genes alvos que codificam protéınas com

atividade fosfolipase D, fatores de resposta a auxina e um posśıvel fator de elongação (Wei et al.,

2009). Esses autores levantaram a hipótese de que o miR167 esteja envolvido com fechamento

estomático e as respostas a estresse oxidativo. Já na patente WO/2008/115487 (Coruzzi et al.,
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2008), o miR167 foi superexpresso em plantas de Arabidopsis. O miR167 reprime a expressão do

gene que codifica o fator de transcrição ARF8, que modula a ativação de diversos genes envolvidos

na resposta à auxina. Coruzzi et al. (2008) observaram que o miR167 responde a condições de

deficiência em nitrato e que a superexpressão do miR167 causa diferenças fenot́ıpicas em plantas

jovens um aumento das ráızes laterais, com um consequente aumento da superf́ıcie explorada por

plantas. Com isso houve maior eficiência metabólica, maior absorção de nutrientes, maior taxa de

crescimento e produtividade. O miR167 de cana é um bom alvo para estudos futuros.

O miR319, conservado entre dicotiledôneas e monocotiledôneas, foi reprimido por seca na

variedade senśıvel. Sunkar et al. (2008) sequenciaram bibliotecas de miRNA em plantas de arroz

sob condições controle, estressada por seca e por presença de altos ńıveis de NaCl. A análise

da freqüência com que o homólogo de arroz foi sequenciado nessas bibliotecas indica que ele é

reprimido por seca em arroz (Sunkar et al., 2008). Há, portanto, a perspectiva de regulação dife-

rencial desse miRNA em cana, sendo particularmente interessante que ele tenha sido reprimido na

variedade senśıvel. Esse miRNA controla a expressão do gene Lanceolate (La), que está envolvido

no controle da morfologia de folhas de tomate (Ori et al., 2007). Gu et al. (2010) observaram

que esse miRNA é induzido por deficiência de Pi em folhas de tomate e que um dos posśıveis

alvos é uma protéına similar ao fator de transcrição TEOSINTE BRANCHED1 (TB1). Esse fator

de transcrição reprime a ramificação (branching) da parte aérea em monocotiledôneas (Doebley

et al., 1997). Já Schommer et al. (2008) observaram que o miR319 está envolvido no controle

de genes relacionados com a śıntese do hormônio metil jasmonato. Os autores sugerem que esse

miRNA atua reprimindo o crescimento de folhas e ativando a senescência foliar. Esses dados em

outras espécies indicam que o miR319 controla diversos aspectos do desenvolvimento e fisiolo-

gia da folha, em conformidade com os dados fisiológicos que observamos nas plantas de cana em

campo. O envolvimento do miR319 na tolerância a estresses foi recentemente exposto na patente

WO/2008/133643 (Allen et al., 2008). Os autores desenvolveram decoy sequences (seqüências que

capturam o miR319) bem como versões mutantes dos genes alvo (para que eles não sejam reco-

nhecidos pelo miR319), sendo que as plantas com essas alterações apresentaram maior tolerância
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a diversos estresses.

O miR156 regula fatores de transcrição do tipo SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-

LIKE (SPL), que estão envolvidos no controle do florescimento e diversos outros aspectos do desen-

volvimento vegetal (Wu and Poethig, 2006; Gandikota et al., 2007). Hsieh et al. (2009) observaram

que o miR156 é induzido por deficiência de Pi, N e K em ráızes de Arabidopsis, mas sua expressão

não é alterada em folhas submetidas a esses e outros estresses. No entanto, o exato papel desse

miRNA na resposta a estresses está ainda por ser definido. Uma posśıvel explicação associada à

defesa da planta pode ser obtida a partir dos dados de uma patente recente, na qual foi demons-

trado que a superexpressão de miR156 em plantas transgênicas de Arabidopsis aumenta em muito

a ramificação dos brotos, com um impacto positivo na quantidade de biomassa da planta (Weigel

and Schwab, 2005). Em cana-de-açúcar, esse miRNA foi mais expresso na variedade tolerante em

comparação com a variedade senśıvel quando ambas estão sob déficit h́ıdrico. Pode-se especular

que sua expressão poderia contribuir para a manutenção do desenvolvimento foliar. Portanto é

razoável que as plantas da variedade mais afetada pelo estresse tenham sua expressão diminúıda

em relação a variedade tolerante.

O miR1436 foi identificado como reprimido por seca em arroz Sunkar et al. (2008), em

conformidade com os dados que observamos. Aparentemente esse miRNA é conservado em mono-

cotiledôneas e seu alvo são protéınas de função desconhecida, segundo as análises feitas em arroz e

os resultados de predição de alvos deste estudo. O mesmo miRNA também foi identificado em um

estudo de caracterização de miRNAs em milho Zhang et al. (2009), onde é citada a atual discussão

sobre a reclassificação de certos miRNAs associados a transposons, como é o caso do miR1436.

4.3 qPCR

Tendo em vista a confiabilidade dos resultados de qPCR, miRNAs que tiveram posśıveis

precursores identificados no SUCEST foram selecionados para o desenho de primers (Tabela 4.5).
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Nenhum deles é perfeitamente complementar, mas um máximo de 2 mismatches foi tolerado em

relação à sonda.

Tabela 4.5: Lista de miRNAs associados a resposta à seca em cana-de-açúcar cujos precursores foram
entrados no SUCEST.

Nome Sequência Sonda NM (nt) TM

miR319 CUUGGAGUGAAGGGAGCUCCA vvi-miR319b 1 21
miR156 UGACAGAAGAGAGUGAGCAC ath-miR156g 1 20
miR159 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUG sof-miR159e 2 21
miR160 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA ath-miR160a 1 21
miR167 UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUG vvi-miR167c 1 21
miR1436 ACAUUUUGGAACGGAGGGAGU osa-miR1436 2 21

NM: número de mismatches, TM: tamanho do miRNA maduro.

Inicialmente foram conduzidos testes para estabelecer a metodologia que seria utilizada para

amplificação de miRNAs maduros. Grande parte dos trabalhos recentes utiliza um de dois princi-

pais métodos Chen et al. (2005); Varkonyi-Gasic et al. (2007). O segundo é derivado do método de

Chen, com modificações importantes em algumas etapas. Nos testes de protocolo, dois dos cinco

miRNAs (miR159 e miR167) foram amplificados como esperado e seus primers tiveram eficiência

de quase 100% (R2 acima de 0.997). Os outros primers geraram produtos muito inespećıficos ou

nenhum produto. Examinando os resultados de blast dos miRNAs obtidos nos chips contra os clus-

ters SUCEST, foi constatado que os primers em questão poderiam ser capazes de amplificar outros

posśıveis membros das mesmas famı́lias de miRNAs, o que alteraria os resultados de expressão

sem que fosse posśıvel detectar o desvio. O miRNA 160 teve novos primers desenhados e passou a

produzir amplificações com sucesso. Dessa forma, apenas os dois miRNAs devidamente amplifica-

dos foram mantidos, juntamente com o miR160. A Tabela 4.6 contém as sequências dos primers

utilizados para o experimento de qPCR. As amostras de RNA total foram extráıdas de réplicas

biológicas distintas das utilizadas nas hibridações em microarranjo. Também foram obtidas amos-

tras de plantas de três e onze meses, oriundas do mesmo experimento de campo. Os experimentos

de qRT-PCR foram planejados para quatro variedades, visando melhor aproveitamento dos expe-
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Tabela 4.6: Primers usados nos experimentos de qPCR para validação da expresssão de miRNAs
diferencialmente expressos.

Nome Sequencia (5’-3’) Nt Tm (oC)

loop-RT159 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAT
ACGACCAGAGC

50 99

loop-FW159 GCGGTTTGGATTGAAGGGA 19 59.5
loop-RT160 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAT

ACGACAGGCAT
50 99

loop-FW160 GGCTGCCTGGCTCCCTGT 18 61.6
loop-RT167 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAT

ACGACCAGATC
50 99

loop-FW167 CCGTGAAGCTGCCAGCAT 18 58.5
reverse universal GTGCAGGGTCCGAGGT 16 58.4

RT: primer stem-loop para śıntese de cDNA , FW: primer direto, reverse universal: primer reverso,
Nt: tamanho em nucleot́ıdeos. Os números nos nomes de cada primer identificam os miRNA de
cana-de-açúcar amplificados.

rimentos de campo e a reprodutibilidade dos padrões de expressão em outros genótipos. Portanto,

em adição às duas variedades escolhidas como referência para o estudo do chip, foram escolhidos

os cultivares RB92579 (tolerante) e RB72454 (senśıvel). Estas duas variedades apresentaram os

resultados mais contrastantes nos testes fisiológicos (Anexo A).

Para confirmar a condição de estresse das plantas de campo, um gene que codifica uma

dehidrina, reconhecidamente responsivo ao déficit h́ıdrico em cana de açúcar (Labhilili et al., 1995;

Wood and Goldsbrough, 1997; Rocha et al., 2007), foi avaliado quanto à sua expressão também

em PCR quantitativa em tempo real. A figura 4.2 contém dados da expressão da dehidrina

(produto de 70 nt obtido com primer direto: GGCGGAAGGAGGAAGAAGG e primer reverso:

CCGTGGCGTGCTGGTTGTC). Os resultados são condizentes com a literatura e se alinham

com as evidências fisiológicas de estresse das plantas estudadas (Anexo A).

Três dos miRNAs identificados como diferencialmente expressos nos microarranjos tiveram

sua expressão verificada com a técnica de qPCR após modificações bem sucedidas no protocolo. O

miRNA159 teve sua expressão reprimida no resultado dos microarranjos em plantas da variedade

senśıvel aos 7 meses. O resultado não foi confirmado por qPCR. Aos 3 meses o padrão de expressão

se reproduz de forma semelhante em todas as variedades, o que deixa de acontecer nos outros
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(a) 3 meses (b) 7 meses (c) 11 meses

Figura 4.2: Expressão da dehidrina aos 3, 7 e 11 meses de plantio, sob irrigação e sequeiro, nas variedades
RB867515 (T1), RB92579 (T2), RB855536 (S1) e RB72454 (S2).

peŕıodos (Figura 4.3). Aos 7 meses, a variedade RB92579 apresenta leve repressão, mas a variedade

RB72454 mostra indução da expressão de miR159.

(a) 3 meses (b) 7 meses (c) 11 meses

Figura 4.3: ‘Fold change’ da expressão do miR159 em sequeiro (preto) em relação a sua expressão em
campo irrigado (branco). Cada gráfico contém dados das quatro variedades utilizadas: RB867515 (T1),
RB92579 (T2), RB855536 (S1) e RB72454 (S2).

No caso do miR160, a expressão diferencial nos chips ocorreu entre as variedades num mesmo

tratamento (sequeiro), sendo que a expressão é menor na variedade senśıvel. Os resultados (Fi-

gura 4.4) corroboram os resultados em amostras de 7 meses. Aos 3 e 11 meses ocorrem diferentes

padrões de expressão, o que isola o resultado obtido como caracteŕıstico do estágio de desenvolvi-

mento das plantas de 7 meses.

Outro miRNA testado foi o miR167, cuja expressão detectada nos chips foi significativamente
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(a) 3 meses (b) 7 meses (c) 11 meses

Figura 4.4: ‘Fold change’ da expressão do miR160 em variedades senśıveis (preto e cinza) em relação
a sua expressão na variedade tolerante (branco) sob sequeiro. Cada gráfico contém dados das variedades
RB867515 (T1, branco), RB855536 (S1, preto) e RB72454 (S2, cinza).

maior na variedade senśıvel (RB855536) em ambos tratamentos. O experimento de qPCR não

validou totalmente o resultado encontrado nos chips, como ilustra a figura 4.5. Aos 7 meses, os

dados de qPCR das amostras de plantas irrigadas correspondem ao que apontam as análises de

microarranjo, mas o mesmo não repete sob estresse. Mais uma vez, os dados de outros tempos

experimentais indicam que o estágio de desenvolvimento pode afetar os padrões de expressão de

forma dependente do genótipo e do tratamento.

(a) 3 meses (b) 7 meses (c) 11 meses

Figura 4.5: ‘Fold change’ da expressão do miR167 em variedades senśıveis (preto e cinza) em relação a
sua expressão na variedade tolerante (branco) nos dois tratamentos. Cada gráfico se refere a um peŕıodo
após o plantio e contém dados das variedades RB867515 (T1, branco), RB855536 (S1, preto) e RB72454
(S2, cinza).
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Parte III

Identificação de miRNAs de

cana-de-açúcar sob seca usando

sequenciamento de nova geração.
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4.4 Introdução

Com a análise dos dados apresentados na parte II, constatou-se que as informações não eram

suficientemente abundantes e precisas para que fosse posśıvel determinar, a partir delas, quais

miRNAs de cana-de-açúcar influenciam a resposta a seca da planta.

Tendo em vista o cumprimento dos objetivos, foram realizados sequenciamentos de biblio-

tecas de RNA total, o que gerou quantidades muito grandes de novos dados e possibilitou uma

análise mais confiável do perfil de expressão de miRNAs de cana de açúcar sob seca.

Esta seção é apresentada na forma do manuscrito que será enviado para publicação, enquanto

a apreciação das duas estratégias de uma forma geral encontra-se na próxima parte IV.
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





 





         

         

           

   

          

         



       





           

 

         

         



      

         

             

       











 







          

          

   

         

            



  



             






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         

            

        



         

        

    

         

        

















 



         

          

  

          

  









        



  



      





   

           















           
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





   



        

 

     





   

           

            

          

         



   

             









         





 





             

         

           













            

         
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
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 
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



            
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



          

           

          

  



           







          





          

          

           

        

           



 

         

 















           







 

          

           

          









 

          



          

          





 





 



          

         

         















 







           

 







 

         

           









 





      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

     




     




      

      

      













 

         















 









 





            







           

      



            











         

        



               





  







  


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







             


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
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
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
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 
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
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

               

        





         


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        





          



            



         

        









         









 





   



           





      







      











             

        





 



         

           





















         



           

        









             

 







         

         



             

         



      

          



            











            

          


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4.5 Discussão

Os resultados sugerem fortemente que miRNAs de cana-de-açúcar tem seu perfil de ex-

pressão alterado pelo estresse por falta de água, indicando que existem ações de regulação pós-

transcricional integrantes do processo de adaptação da planta ao estresse, como já foi observado

por outros autores em outras espécies (Zhao et al., 2007; Wei et al., 2009; Covarrubias and Reyes,

2010). Parte dos resultados encontrados são consistentes entre réplicas biológicas e variedades

distintas, o que ajudou a identificar alguns dos miRNAs que podem ter maior importância na

cana-de-açúcar e alguns que podem estar se destacando em razão das variações esperadas para

amostras de campo.

Alguns miRNAs de função conhecida foram identificados como diferencialmente expressos

em ambas metodologias. Entre eles, miR160, miR167, miR156/157, miR159/319 e miR528 (alguns

miRNAs da mesma famı́lia foram anotados com números diferentes e foram mantidos dessa forma),

além de muitos miRNAs que foram identificados com maior confiabilidade pelo sequenciamento,

incluindo miR172, miR396, miR437 e miR444.

A baixa disponibilidade de informações sobre as funções de muitos dos miRNAs conhecidos é

notável. Os últimos anos viram um aumento exuberante de publicações onde os autores identificam

grandes números de miRNAs e alvos hipotéticos (Bonnet et al., 2004; Ruby et al., 2006; Hafner

et al., 2008; Szittya et al., 2008; Liang et al., 2010; Zhao et al., 2010; Unver et al., 2010), mas

estudos mais espećıficos sobre suas funções não parecem ter a mesma popularidade, como pode-se

constatar através da quantidade de revisões recentes centradas nos avanços no conhecimento do

processamento de miRNAS na célula (Filipowicz et al., 2008; Voinnet, 2009; Lu and Souret, 2010)

e de algumas que apresentem novas informações sobre as vias regulatórias envolvidas no processo

de interferência. No entanto a tendência é que essas grandes quantidades de informações passem

a ser vigorosamente exploradas e testadas em busca de um maior entendimento da biologia de

miRNAs, aumentando as chances de se obter alvos biotecnológicos promissores.
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A grande quantidade de candidatos a novos miRNAs chama a atenção. São dados que não

estavam dispońıveis anteriormente e agora constituem uma base para o avanço do conhecimento

sobre a biologia de miRNAs em cana-de-açúcar e espécies próximas.

Nosso trabalho mostrou que a cana de açúcar tem muitos miRNAs conservados que parecem

fazer parte da resposta a estresses e também diversos candidatos a miRNAs ainda não descritos. A

perspectiva é de que esses dados fomentem muitos estudos na área e permitam o desenvolvimento

de cultivares melhor adaptados aos desafios da produção de energia limpa e sustentável.

As duas principais metodologias empregadas no trabalho mostraram-se eficientes dentro das

possibilidades. No caso hipotético de se produzir chis baseados nas sequências obtidas por deep-

sequencing é de se esperar que a robustez dos resultados fosse maior, já que mesmo sem a sequencia

exata, os miRNAs putativos sugeridos pelo sinal da sondas nochip foram de fato encontrados no

sequenciamento. Amostras de campo estão sujeitas a uma miŕıade de fatores que podem afetar

a expressão gênica. Levando em conta a sensibilidade da expressão de miRNAs, essa questão

torna-se ainda mais importante. No entanto, não existem razões claras para considerar que um

experimento de casa de vegetação possa ter maior ou menor qualidade. Mas se posśıvel, utilizar

as duas condições certamente produziria uma riqueza de informações maior que a simples soma

das duas abordagens.
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4.6 Conclusões

Com base nos extensos resultados obtidos, podemos afirmar que miRNAs de cana-de-açúcar

tem sua expressão alterada diante do estresse por seca.

A cana-de-açúcar apresenta muitos miRNAs conhecidos em outras espécies, incluindo alguns

espećıficos de monocotiledôneas e muitos candidatos a novos miRNAs. Obtivemos 320 deles apenas

entre os diferencialmente espressos. É provável que o número total exceda significativamente a

expectativa de 1% dos transcritos do SUCEST.

Os recursos de sequenciamento de nova geração são muito valiosos na pesquisa de miRNAs,

por permitirem aferir a presença e a quantidade de sequências pequenas com alta qualidade. Os

dados dispońıveis são essenciais para a identificação de alvos e o padrão de expressão de grandes

conjuntos de miRNAs espećıficos de cana-de-açúcar.

Os miRNAs 160, 167, 156/157, 528, 437 e 444 são candidatos primários para estudos de

biologia molecular que possam descrever com maior profundidade suas funções e potencial biotec-

nológico e agronômico.
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Apêndice A

Análise fisiológica

As folhas +1 de plantas obtidas na coleta de sete meses em Alagoas foram utilizadas para

as primeiras hibridações. As plantas de três meses também fossem alvo do projeto, as análises

fisiológicas mostraram uma diferença notavelmente mais acentuada entre as duas condições de

campo (sequeiro e irrigado) aos sete meses. A Figura A.1 ilustra como a seca afeta intensamente

o crescimento das plantas ao longo do tempo. Fica evidente nos gráficos que a diferença na altura

entre plantas da mesma variedade aos 3 e aos 7 meses aumenta consideravelmente.

Figura A.1: Altura de plantas de cana-de-açúcar, aos três e sete meses após o plantio, sub-
metidas a dois regimes h́ıdricos (irrigado e sequeiro), em condições de campo no munićıpio
de Campo Alegre – AL. O eixo x contém os nomes das variedades utilizadas. Médias sobrepostas de
* diferem entre os regimes h́ıdricos em cada variedade pelo teste Tukey (p<0,05). Médias seguidas pela
mesma letra minúscula entre variedades em cada regime h́ıdrico não diferem entre si pelo teste Tukey
(p<0,05).
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Da mesma forma, o ı́ndice de área foliar (LAI) (Figura A.2), uma razão entre área estimada

da parte superior das folhas e a área de solo onde a planta cresce. É esperado que haja um efeito

cumulativo no LAI diante de qualquer estresse prolongado que prejudique o crescimento da planta.

Novamente, é facilmente percept́ıvel o contraste entre as plantas controle (irrigado) e as tratadas

(sequeiro). Em ambos os casos (altura da planta e LAI) as variedades dadas como tolerantes

se destacam das outras no sétimo mês, mas dificilmente seriam consideradas mais tolerantes se

fossem levados em consideração apenas os valores obtidos aos três meses.

Figura A.2: Índice de área foliar estimado (LAI), em plantas de cana-de-açúcar, aos três
e sete meses após o plantio, submetidas a dois regimes h́ıdricos (irrigado e sequeiro), em
condições de campo no munićıpio de Campo Alegre – AL. O eixo x contém os nomes das
variedades utilizadas. Médias sobrepostas de * diferem entre os regimes h́ıdricos em cada variedade pelo
teste Tukey (p<0,05). Médias seguidas pela mesma letra minúscula entre variedades em cada regime
h́ıdrico não diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

A condutância estomática (gs), que mede a velocidade com que a água evapora dos estômatos,

tende a valores menores em situações de baixa disponibilidade de água. É uma informação mais

senśıvel que o potencial h́ıdrico foliar como indicativo de estresse e parece ser regulado por sinais

da raiz Inman-Bamber and Smith (2005). A condutância estomática é afetada principalmente

pela abertura estomática, regulada pela produção de hormônios, sendo ABA o mais importante

sob estresse, e a concentração de CO2. No entanto, o que desencadeia a alteração na condutância

estomática é o potencial h́ıdrico da raiz, fortemente responsivo à disponibilidade de água no solo

e ao ńıvel de compactação do mesmo Inman-Bamber and Smith (2005); Smit and Singels (2006).

A detecção da alteração na disponibilidade de água pela raiz gera sinais que acionam os processos
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de resposta na parte aérea da planta. A figura A.3 contém os dados de condutância estomática de

todas as variedades estudadas, nos dois tempos experimentais. As variedades tolerantes conseguem

manter ńıveis mais altos de condutância estomática no campo sem irrigação aos 7 meses após o

plantio, corroborando análises anteriores em cana-de-açúcar Inman-Bamber and Smith (2005);

Smit and Singels (2006).

Figura A.3: Condutância estomática em plantas de cana-de-açúcar, aos três e sete meses
após o plantio, submetidas a dois regimes h́ıdricos (irrigado e sequeiro), em condições de
campo no munićıpio de Campo Alegre – AL. O eixo x contém os nomes das variedades utilizadas.
Médias sobrepostas de * diferem entre os regimes h́ıdricos em cada variedade pelo teste Tukey (p<0,05).
Médias seguidas pela mesma letra minúscula entre variedades em cada regime h́ıdrico não diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05).

Já na figura A.4 as barras indicam a quantidade de CO2 consumida, uma medida indireta

da taxa fotossintética. Como as informações de condutância estomática também sugerem, existe

uma diferença clara na resposta das variedades. O ńıvel das medidas no campo irrigado é similar

entre todas as variedades, mas é diferenciado entre as três variedades mais tolerantes (RB92579,

RB867515 e SP79-1011) e as três variedades senśıveis (RB72454, RB855536 e RB855113). Especi-

almente aos 7 meses, nota-se um padrão muito similar na condutância estomática e na fotosśıntese,

o que é esperado, já que a fotosśıntese depende da absorção de CO2 através dos estômatos. A

transpiração, cujas medições encontram-se na figura A.5, é mais um parâmetro importante na ca-

racterização da resposta ao estresse, por estar diretamente ligado ao metabolismo da planta. Mais

um vez, a proporção entre as medidas nos experimentos irrigado e sequeiro para cada variedade

é similar, especialmente aos 7 meses, e é posśıvel verificar que a resposta das três tolerantes é
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melhor.

Figura A.4: Fotosśıntese em plantas de cana-de-açúcar, aos três e sete meses após o plan-
tio, submetidas a dois regimes h́ıdricos (irrigado e sequeiro), em condições de campo no
munićıpio de Campo Alegre – AL. O eixo x contém os nomes das variedades utilizadas. Médias
sobrepostas de * diferem entre os regimes h́ıdricos em cada variedade pelo teste Tukey (p<0,05). Médias
seguidas pela mesma letra minúscula entre variedades em cada regime h́ıdrico não diferem entre si pelo
teste Tukey (p<0,05).

Figura A.5: Transpiração foliar em plantas de cana-de-açúcar, aos três (A) e sete meses (B)
após o plantio, submetidas a dois regimes h́ıdricos (irrigado e sequeiro), em condições de
campo no munićıpio de Campo Alegre – AL. O eixo x contém os nomes das variedades utilizadas.
Médias sobrepostas de * diferem entre os regimes h́ıdricos em cada variedade pelo teste Tukey (p<0,05).
Médias seguidas pela mesma letra minúscula entre variedades em cada regime h́ıdrico não diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05).

A indicação das variedades RB867515 (tolerante) e RB85536 (senśıvel), cultivadas em Ala-

goas, para os ensaios de biologia molecular deste projeto, mostrou-se adequada por conta das

respostas à seca observadas em cada variedade e a ausência de contra-tempos como chuvas em
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dias de coleta e atrasos no plantio nesta localidade. Um fator importante na escolha de RB867515

e RB85536 foi o parentesco próximo destas variedades (são derivadas do mesmo cultivar), o que

forneceria um cenário ideal para a identificação de caracteŕısticas determinantes na tolerância ou

susceptibilidade à falta de água.

As tabelas A1, A2 e A3 listam todas as médias das parâmetros considerados na análise das

seis variedades estudadas, independentes de tratamento. A figura 1 mostra a diferença de produti-

vidade entre as variedades nos dois tratamentos. As variedades RB867515 (tolerante) e RB855536

(senśıvel), utilizadas nos experimentos subsequentes, apresentam desempenhos diferentes tanto

sob irrigação quanto em sequeiro, segundo o resultado do teste de comparação múltipla de Tukey.
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


     


      
      

      

      

      

      

      

      



      

      

      

      

      

      



      




     




     




     






     




     




     

      

      



      

      

      



      

      



      

      

















     



      

      

      

      

      

      

      

      



      

      

      

      

      

      



      




     




     

      






     




     




     

      

      



      

      

      



      

      



      

      

















     



      
      

      

      

      

      

      

      

      

      

      



      

      

      

      

      

      



      




     




     

      






     




     




     

      

      



      

      

      



      

      



      


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
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      



      

      

      

      

      

      

      


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

 











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















       





 

















    







 

 

 

 





 

 


 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 
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     
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Apêndice C

Resultados adicionais

Tabela C.1: miRNAs de cana-de-açúcar identificados em hibridações em microarranjo.

Nome Sequência Novo / miRBase

ath-miR159a UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA sim

aqc-miR159 UUUGGACUGAAGGGAGCUCUA sim

ath-miR159b UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUU sim

ath-miR159c UUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU sim

gma-miR319a UUGGACUGAAGGGAGCUCCC sim

osa-miR159a.1 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUG sof-miR159a

osa-miR159c AUUGGAUUGAAGGGAGCUCCA sim

osa-miR159d AUUGGAUUGAAGGGAGCUCCG sim

osa-miR159e AUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU sim

osa-miR159f CUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA sim

osa-miR396f UCUCCACAGGCUUUCUUGAACU sim

peu-miR2910 UAGUUGGUGGAGCGAUUUGUC sim

peu-miR2911 GGCCGGGGGACGGGCUGGGA sim

peu-miR2914 CAUGGUGGUGACGGGUGACGGAG sim

ppt-miR894 CGUUUCACGUCGGGUUCACC sim

pta-miR159a UUGGAUUGAAGGGAGCUCCA sim

NM: número de mismatches, TM: tamanho do miRNA maduro. Continua na página seguinte
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Continuação

Nome Sequência Novo / miRBase

pta-miR159c CUUGGAUUGAAGGGAGCUCCC sim

pta-miR319 UUGGACUGAAGGGAGCUCC sim

ptc-miR1450 UUCAAUGGCUCGGUCAGGUUAC sim

ptc-miR159d CUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU sof-miR159c

ptc-miR159f AUUGGAGUGAAGGGAGCUCGA sim

sbi-miR396d CUCCACAGGCUUUCUUGAACUG sim

sbi-miR396e UUCCACAGGCUUUCUUGAACUG sim

sly-miR319 AUUAAUAAAGAGUGCUAAAGU sim

vvi-miR319b CUUGGACUGAAGGGAGCUCCC sim

sof-miR159e UUUGGAUUGAAAGGAGCUCUU sof-miR159e

ppt-miR167 GGAAGCUGCCAGCAUGAUCCU sim

ath-miR167d UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUGG sim

gma-miR167c UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUG sof-miR167b

gma-miR167e UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUU sim

vvi-miR167c UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUC sim

ath-miR167a UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUA sim

ath-miR168a UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA sim

osa-miR168a UCGCUUGGUGCAGAUCGGGAC sof-miR168a

pta-miR159b UUGGAUUGAAGAGAGCUCCC sim

ath-miR167c UAAGCUGCCAGCAUGAUCUUG sim

osa-miR528 UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG sim

osa-miR530-5p UGCAUUUGCACCUGCACCUA sim

osa-miR1436 ACAUUAUGGGACGGAGGGAGU sim

ath-miR160a1 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA sim

ppt-miR160b1 CGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA sim

sof-miR168b UCGCUUGGGCAGAUCGGGAC sof-miR168b

sbi-miR156e UGACAGAAGAGAGCGAGCAC sim

ath-miR156a UGACAGAAGAGAGUGAGCAC sof-miR156

ath-miR156g CGACAGAAGAGAGUGAGCAC sim

NM: número de mismatches, TM: tamanho do miRNA maduro. Continua na página seguinte
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Continuação

Nome Sequência Novo / miRBase

ptc-miR319e UUGGACUGAAGGGAGCUCCU sim

ath-miR319a UUGGACUGAAGGGAGCUCCCU sim

ath-miR319c UUGGACUGAAGGGAGCUCCUU sim

ptc-miR167h UGAAGCUGCCAACAUGAUCUG sim

NM: número de mismatches, TM: tamanho do miRNA maduro.
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Tabela C.2: miRNAs mais expressos em folha de cana-de-açúcar.

Sonda Sinal médio Observação

ptc-miR1450 51222.2325

SCJFRZ1007C01.g 18727.015 Igual a ptc-miR1450

osa-miR159a.1 18593.46

ath-miR159a 17111.045

ath-miR159b 16882.0925

osa-miR159f 15904.34

osa-miR159d 10419.505

ath-miR159c 10338.875

osa-miR159e 9478.535

ptc-miR159d 9354.995

osa-miR159c 9107.13

sly-miR319 7932.1425

sof-miR159e 7386.055

ptc-miR319e 5914.7375

ath-miR319c 5677.5275

osa-miR168a 5620.52

aqc-miR159 5312.0325

pta-miR159a 5308.0375

SCUTSD1026H02.g 5231.4575 Igual a osa-miR528

osa-miR528 5129.9475

SCCCST1005H07.g 5027.8725 Igual a osa-168a

SCMCLR1010B03.g 4943.6975 Igual a osa-168a

peu-miR2910 4763.22

gma-miR319a 4374.89

ppt-miR894 2838.71

SCMCSD2060C04.g 2527.84 Igual a gma-167c

gma-miR167c 2476.3875

SCSFSD1065B12.g 2413.375 Igual a gma-167c

ath-miR167d 2068.425

gma-miR167e 1991.57

ath-miR167a 1755.545

ppt-miR167 1415.45
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