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Resumo

A cana-de-agticar é uma das mais importantes espécies vegetais cultivaveis do mundo, sendo
o Brasil o principal produtor. E uma fonte eficiente e de baixo custo para a obtencdo de acticar
e etanol, que é considerado o mais promissor substituto do petréleo 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 produgao de variedades tolerantes nao sé representa ganhos econémicos
como contribui para a sustentabilidade dos canaviais. Embora a base genética da tolerancia a
seca ainda seja pouco conhecida, variedades desenvolvidas em programas de melhoramento tem
apresentado progresso, apesar do ritmo ser mais lento que o desejado. Genomica funcional e
desenvolvimento de marcadores colaboram aumentando a eficiencia do melhoramento tradicional,
mas ainda existem elementos do genoma que podem ser aproveitados de novas formas. Foram
descobertos recentemente genes de fungao regulatéria chamados microRNAs (miRNA) que também
desempenham um papel na adaptagao de plantas a diferentes estresses. Utilizando ESTs de cana-
de-agucar, sequenciamento de nova geragao e microarranjos para avaliar a expressao de miRNAs
sobre estresse hidrico foram descobertos novos miRNAs associados & seca e possiveis genes de

miRNAs ligados a tolerancia 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 1

Introducao



Capitulo 1

Revisao bibliografica

A cana-de-agicar (Saccharum spp.) é uma das mais importantes plantas cultivdveis do
planeta, principalmente para os paises das regides tropical e subtropical. O Brasil é o maior
produtor mundial, seguido pela India e pela Australia. A produgdo da safra 2010/2011 estd
prevista em 624,9 milhoes de toneladas, registrando uma produtividade média de 77,79 t /ha. Deste
total, 46,2% destina-se & producao de acticar e 53,8% & obtencao de dlcool anidro ou hidratado

(CONAB, 2011).

O cenério de uma futura crise energética derivada da escassez de combustiveis fésseis tornou-
se mais nitido recentemente. O transporte é uma das maiores questoes a serem tratadas neste
cendrio. Existem formas alternativas de obtengao de energia, mas obstdculos tecnolégicos, econémicos
e logisticos presentes em todos os casos tornam o etanol de cana-de-agicar o mais promissor, a
curto e médio prazo, por ser renovavel e barato, gragas ao balango energético altamente positivo
provido pela cana-de-agiicar (Lapola et al., 2010). Adicionalmente, existe a experiéncia brasileira
da utilizacao de etanol como combustivel veicular entre os anos 70 e 80, retomada na ultima década

com grande SuUcCesso.

Trabalhos recentes (Goldemberg et al., 2008; Sparovek et al., 2008) abordam discussoes da



comunidade cientifica em relacdo a sustentabilidade da expansao da producao de cana-de-agucar.
Os estudos mostram que nao héd no momento préticas de desmatamento ligadas ao uso de novas
terras para o plantio de cana-de-agicar. No entanto, nota-se que a substituicdo de pastos por
lavouras de cana-de-agucar pode incentivar indiretamente o desmatamento de outras regices. O
plantio de cana-de-acticar também ja esteve associado a praticas agricolas nocivas, como o descarte
incorretos de subprodutos, uso excessivo de quimicos e queimadas, que precisam ser controladas e
eliminadas, como de fato tem sido feito. Portanto, é possivel que a produgao possa aumentar de
maneira sustentavel, mas isto também depende de questoes como a eficiéncia da cadeia produtiva

na regiao Nordeste.

Embora nas tltimas décadas o uso de variedades selecionadas e melhoradas tenha conseguido
aumentar a produtividade no Nordeste, os produtores dessa regiao 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 dltimo levantamento
da safra revelou que houve queda consideravel em produtividade (4,6%), embora o rendimento
tenha aumentado timidamente, a 3,4%. O aumento, entretanto, se deve ao crescimento da drea
de plantio, especialmente nas regioes Centro-Oeste e Norte, tendéncia que pode gerar problemas
ambientais e aumento de pragas. Os dados de produgao 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 regiao Nordeste apresenta-se como coadjuvante no levantamento apresentado pela CONAB
(2011), colhendo aproximadamente 35% mais que a regido Sul, mas contando com o dobro da 4rea
plantada para isso. A produtividade média no Nordeste é a pior do pais. Entre as principais causas
dessa disparidade estao fontes de estresse abiotico, como periodos prolongados de seca e salinidade
do solo, e fatores como a floragao da cana-de-agiicar 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 cenario da regiao. Para que

tal medida seja nao apenas possivel, mas também bem-sucedida, s@o necessarios muitos estudos



que caracterizem a biologia da planta diante destes desafios.

A disponibilidade de dgua doce diminuiu mais de seis vezes entre 1900 e 1995, mais do que
o dobro da razao de crescimento populacional, sendo a agricultura responsével por 70% do uso de
dgua, principalmente por conta da irrigacao (Kates and Parris, 2003). Esse cenério aponta para
uma necessidade de se aumentar a eficiéncia na produgao agricola quanto ao uso da dgua. A seca
é um dos principais estresses abidticos que atingem a cultura da cana-de-agucar e, dada a escassez
de dgua doce prevista para o futuro em muitas areas, o sustento da industria canavieira no Brasil
e no mundo dependera do desenvolvimento de variedades de cana-de-agiicar tolerantes ao estresse

hidrico.

Membros da RIDESA (Rede Interuniversitdria para o Desenvolvimento Sucro-alcooleiro) vem
desde 2004 conduzindo experimentos sob condigoes de campo e de casa-de-vegetagao para estudar
os mecanismos de tolerancia a seca em cana-de-agucar. Dessa forma, ja foram estabelecidas e
ajustadas algumas metodologias bdsicas para as andlises agronomicas, fisiolégicas e bioquimicas
da cultura, além da quantificagdo instrumental das taxas fotossintéticas e das trocas gasosas ins-
tantaneas, potencial hidrico foliar, teores e fluorescéncia das clorofilas e da discriminacao dos
is6topos estaveis de carbono. Até o presente momento, os resultados obtidos pela RIDESA mos-
tram que a cana-de-aguicar possui varios mecanismos de tolerancia a seca, com destaque para o
controle estomatico, enrolamento foliar e o tamanho e distribuigao do sistema radicular. Cada
variedade responde de forma diferenciada ao estresse hidrico. Estes dados estao de acordo com os
resultados obtidos por outros pesquisadores em estudos da fisiologia de cana-de-agiicar (Inman-

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

1.1 Déficit hidrico

A escassez de dgua ocorre quando por alguma razao a absorgao de dgua pela planta é inferior

ao seu consumo. Em qualquer fase do desenvolvimento essa condigao pode afetar o organismo de



maneira intensa, limitando seu crescimento e promovendo respostas fisioldgicas imediatas detecta-
das em alteragoes grandep parte dos parametros fisiolégicos. A persisténcia da condi¢ao de estresse
leva a intensificacdo da resposta, tendo em vista a sobrevivéncia em detrimento de efeiciéncia e
produtividade. Esse quadro faz parte dos processos de tolerancia ou resisténcia que cada espécie

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

As plantas apresentam diferentes mecanismos de tolerancia e resisténcia, parte de uma in-
trincada rede regulatéria ainda pouco compreendida que geralmente também envolve respostas a
outros tipos de estresses (Bray, 1997; Chaves et al., 2003). Nao 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 sao o fechamento estomético, regulacao da fotossintese, inibigao de cres-
cimento, ajustes osmoticos na raiz, senescéncia de folhas e mobilizagdo de reservas. Todos esses
processos sao regulados por vias de transdugao dependentes e nao dependentes de ABA, horménio
este fortemente ligado a resposta a seca. KEstas vias envolvem genes invariavelmente induzidos
por diferentes tipos de estresse, como fatores de transcrigao das familias DREB, ABRE e MYB
(Morgan, 1984; Bray, 1997; Zhu, 2002; Chaves et al., 2003; Nevo and Chen, 2010).

A resposta da cana-de-agicar submetida a vérios estresses abidticos foi estudada sob dife-
rentes abordagens em trabalhos recentes. A cana-de-agticar que passa por um periodo de déficit
hidrico tem maiores possibilidades de realizar seu potencial de armazenamento de hidrocarbone-
tos. Inman-Bamber and Smith (2005) exploraram os efeitos da absor¢ao de dgua e perfodos de
estresse na acumulagao de agicar, mostrando como é possivel produzir condi¢oes 6timas para au-
mentar a produtividade da cana. Mas, como qualquer outra planta, a cana-de-acticar perde vigor
perante a seca, especialmente nas primeiras fases de desenvolvimento, o que limita seu rendimento
final. A resposta a estresses abidticos, incluindo a seca, na cana-de-agicar tem sido objeto de
estudo de muitos grupos no Brasil, em razao dos problemas de produtividade que sao provocados

pelo estresse (Papini-Terzi et al., 2005; Rocha et al., 2007; Felix et al., 2009). Embora existam



informagoes titeis em relagio a outras gramineas, elas sdo incompletas e muito recentes (Nevo and
Chen, 2010). S&o necessérios novos estudos para elucidar as caracteristicas fisioldgicas e genéticas

do déficit hidrico em cana.

Nos tltimos 3 anos foi desenvolvido um grande projeto visando a caracterizar a cana-de-
agucar sob seca estudando sua fisiologia, transcritomica e metabolomica. Uma dessas vertentes
originou um estudo fisiolégico desenvolvido por Endres et al. (dados ndo publicados) na Univer-
sidade Federal de Alagoas (UFAL), uma das universidades integrantes da RIDESA. O trabalho
comparou os parametros fisiolégicos de seis variedades de cana-de-agiicar cultivadas em experimen-
tos de campo, sob condigdes controle (irrigacao) e de seca, durante 1 ano. Estas informagoes sao
colaboragdes do grupo de pesquisa da UFAL e encontram-se organizadas e discutidas no Anexo A.
Os resultados apontaram diferencas acentuadas em parametros que direta ou indiretamente refle-
tem a condigoes de déficit hidrico 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 medigdes nesse estudo.

Os dados denotam a diferenga significativa de produtividade nos dois tratamentos, para to-
das as variedades. As variedades RB92579 e RB867515 apresentam os melhores desempenhos,
enquanto RB72454 a maior diferenca entre tratamentos e os piores resultados sob estresse, jun-
tamente com RB855536. A relagdo mais interessante, no entanto, é de RB867515 e RB855536,
que sdo 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 6timas 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 condigdes controle (irrigado) e tratamento
(sequeiro). Os asteriscos indicam diferengas significativas entre os dois tratamentos e as letras sobre as
barras agrupam variedades que ndo diferem significativamente em cada tratamento. Letras diferentes
indicam grupos estatisticamente diferentes (P < 0,05 no teste de Tukey). (Endres et al., dados nao
publicados)

1.2 Perfil de expressao génica

Apesar de possuir um dos mais complexos genomas dentre as espécies vegetais cultivadas
(hibridos interespecificos polipldides com elevado nimero de cromossomos e aneuploidia (D’hont
et al., 1996)), a cana~-de-agiicar 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 identificacdo de Quantitative Traits Loci (QTL)
associados ao teor de agticar (Ming et al., 2002b, ¢). Entretanto os QTLs identificados tem se mos-
trado suficientes para explicar apenas cerca de 15% da variagao observada para as caracteristicas
quantitativas. Isso possivelmente reflete um controle poligénico complexo e a redundancia genética
existentes na cana-de-agucar, onde qualquer locus génico e seu complemento alélico pode estar re-

presentado varias vezes em cromossomos homologos de cada um dos genomas presentes em cada



individuo (Casu et al., 2005). O mapeamento comparativo entre cana-de-aglicar e outras gramineas
C4, como a dipléide Sorghum bicolor, demonstrou sintenia elevada entre os genomas, indicando
sua conservagio e sugerindo seu uso como referéncia para estudo em cana-de-agicar (Asnaghi

et al., 2000).

Na tultima década, foram desenvolvidos alguns trabalhos com a obtengao de colegoes de Fix-
pressed Sequence Tags (EST) (Carson and Botha, 2000; Carson et al., 2002). O estudo mais abran-
gente em relagao ao transcritoma da cana-de-agucar foi conduzido pelo Projeto SUCEST /FAPESP
(Vettore et al., 2001), resultando em 26 bibliotecas de cDNAs derivadas de 12 genétipos cultiva-
dos em diferentes condigoes. Atualmente, um total de 255.635 ESTs de cana-de-agucar estao
disponiveis em bancos de dados publicos, constituindo um recurso basico para estudos desta
espécieEste conjunto de dados transcricionais foi analisado sob diversos enfoques (Arruda, 2001;
Grivet et al., 2003). Estudos complementares fundamentaram-se na colegdo de ESTs de cana-de-
agucar (SUCEST) para a identificagdo de genes envolvidos na resposta a baixa temperatura por
meio de macroarranjos de DNA (Nogueira et al., 2003), na caracterizacao dos perfis de expressao
em diferentes tecidos (Papini-Terzi et al., 2005), na avaliagdo da expressdo diferencial das vias
de transducao de sinais frente a diferentes estresses bidticos e abidticos (Rocha et al., 2007), na
caracterizacao de fatores de transcrigao bZIPs (Schlogl et al., 2008), no estudo dos efeitos de altos
niveis de CO2 (De Souza et al., 2008) e nos elementos de transdugao de sinal envolvidos na acu-
mulagao de agucar (Felix et al., 2009). Um dos tratamentos aplicados por Rocha et al. (2007) foi
suspensao de rega, por 24, 72 e 120 horas com o qual foram obtidos dados em casa de vegetacao
para uma variedade de cana-de-agicar suscetivel a seca. Dentre todos os tratamentos avaliados

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

Outros estudos viabilizados por colegoes de ESTSs, andlises in silico e microarranjos per-
mitiram a identificagdo de genes preferencialmente expressos associados ao acimulo 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 nao



apresentam expressao significativamente associada as amostras de colmo maduro. Ja os transcritos
relacionados a biossintese de fibras (lignificagao e suberizagio), transporte de agticares e tolerancia
a estresses abidticos mostraram maior acimulo associado & maturagao. Papini-Terzi et al. (2009)
compararam a expressao de genes de cana-de-agicar entre duas variedades contrastantes na capa-
cidade de actiimulo de acticar, utilizando microarranjos. A andlise de amostras obtidas de plantas
expostas ao déficit hidrico revelou que esta situagao tem mais genes diferencialmente expressos
em relacao a outros tratamentos utilizados, e que boa parte deles também esta associada ao maior

acumulo de agicar, visto que a escassez de agua é importante para certas fases da maturacao.

As variedades de cana-de-agicar utilizadas hoje sao fruto de programas de melhoramento,
que selecionam individuos com niveis de expressao alterados para genes de interesse, tanto como
consequéncia de variagoes alélicas nos promotores como por diferencas na atividade ou nivel de
expressao dos fatores de transcrigao correspondentes. Portanto, a obtengao de dados de expressao
é importante para o estabelecimento das fungoes génicas, assim como para associar dados de
sequéncia de um genoma a caracteristicas de interesse agronomico. Assim, seria possivel produzir
plantas transgénicas nas quais os genes de interesse tém sua expressao 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 transcri¢ao, foram importantes para a evolugao e expansao das espécies vegetais,
mantendo-se altamente conservados. Ao mesmo tempo, a maioria dos miRNAs associados a
metabolismo, transduc¢ao de sinal, modificacdo de proteinas e ligagdo a carboidratos ou RNA
sao 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 nao existem dados de expressao génica dos miRNAs da cana-de-agticar sob tais condigoes,
0 que os torna o6timos candidatos a mediadores da resposta metabdlica a estresses, implicando a

necessidade de estudar a participacao desta classe de RNA no mecanismo de resisténcia a seca.



1.3 O microRNA

Com o inicio dos projetos genoma ficou evidenciado que organismos complexos apresentam
um nimero de genes codificantes de proteinas 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 sao 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 repertério de isoformas de proteinas,
mas existem muitas evidéncias de que o principal motivo da evolugao das espécies é o aumento
da quantidade de RNAs nao codificantes que conduzem a regulacao da expressao génica e assim

controlam a arquitetura do sistema (Mattick, 2001).

O dogma central da genética que postula a fungao do RNA como um carregador de in-
formagao intermedidrio tem sido questionado ha muito tempo. No final da década de 60, Brit-
ten and Davidson (1969) propuseram possiveis fungoes na regulagdo génica desempenhada pelos
RNAs, nas quais RNAs “ativadores”, transcritos de regides genémicas redundantes, poderiam for-
mar complexos com sequéncias regulatérias no DNA e ativar uma grande quantidade de genes.
Em 1990, dois estudos com Petunia hybrida evidenciaram a existéncia de algum mecanismo para
suprimir a expressao de transgenes assim como a expressao do gene enddgeno, denominado assim
de co-supressao (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 formagao de RNA de dupla fita induz
silenciamento génico, trabalho pelo qual foram agraciados com o Prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina de 2006. Até entao, acreditava-se que apenas RNA exdégeno (transgene ou viral) poderia

provocar silenciamento quando inserido na célula.

O primeiro artigo demonstrando o silenciamento de um gene por interferéncia de um RNA
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enddgeno foi publicado por Lee et al. (1993). No estudo, realizado em Caenorhabditis elegans, foi
constatado que uma mutagao em lin-4 causava um aumento na traducdo do RNA de outro gene
especifico, lin-14. Ao clonar lin-4 e administra-lo a mutantes Caenorhabditis de quatro espécies,
o fendtipo selvagem foi recuperado. Foi verificado que lin-4 nao codificava uma proteina, e o
sequenciamento dos dois genes revelou um sitio complementar a lin-4 na regiao 3° UTR de lin-
14. Em 2000, utilizando o mesmo modelo animal, outro grupo identificou o gene let-7 como um
transcrito de 21 nucleotideos que regula aspectos temporais do desenvolvimento do nemétodo

(Reinhart et al., 2000).

Com a evolugao das técnicas de clonagem, sequenciamento de genomas e das andlises de bi-
oinformatica, centenas de sequéncias pequenas de RNAs com potencial papel na regulacao génica
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) sao definidos
como sequéncias endogenas de 20 a 25 nucleotideos derivadas de estruturas em forma de grampo de
cabelo (hairpin), formadas pelo dobramento de uma fita simples de RNA obtida por transcrigao.
O miRNA maduro é complementar a um trecho do RNA mensageiro alvo (mRNA) de um ou mais
genes, e a ligacao das duas fitas — miRNA e mRNA — é mediada por um complexo protéico, que

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

1.4 O microRNA em plantas

A biogénese de miRNAs em Arabidopsis thaliana, revisada por Chen (2005), é similar a
encontrada em animais, onde os miRNAs sao processados a partir de precursores primarios que
apresentam a estrutura caracteristica de hairpin, e ocorre em pelo menos duas etapas mediadas por
enzimas semelhantes a RNase III (Drosha e Dicer-like) no nicleo e no citoplasma. Em seguida o
miRNA ¢é incorporado a um complexo enzimatico denominado RISC (do inglés, RNA-Induced Si-

lencing Complex), que ird promover o silenciamento de um gene alvo especifico (Kim et al., 2005).
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No entanto, o processamento dos precursores de miRNA em plantas ocorrem principalmente no
ntcleo (Figura 1.2) (Papp et al., 2003), e apresenta uma etapa adicional de metilagdo da ribose
do tltimo nucleotideo pela miRNA metiltransferase HEN1, protegendo-o de reagoes enzimadticas
da polimerase ou transferase terminal, que adicionam nucleotideos, principalmente uracilas, na
extremidade 3’ do miRNA (Li et al., 2005). Além disso, miRNAs de plantas provocam o silencia-
mento génico preferencialmente pela clivagem do RNA, enquanto que, em animais, o mecanismo
utilizado é a supressao da traducao (Llave et al., 2002; Rhoades et al., 2002; Jones-Rhoades, 2004;

Sunkar and Zhu, 2004).

miRNA gene

+ Pol Il
Pri-miRNA —___ | " ’
e \

+ oLt (@D Mature miRNA ~ . miRNA" degradation
in silencing YO TTHTTTTTTTTTTIT

complex AGO1
T el
Pre-miRNA Pre-miRNA +
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target mRNA — .
DCL1 @ Cap TITATTTTTTTITTITITT (A)n
S
mIRNA-miRNA* AGO1
duplex “““‘““H“‘mplP Target transcript cleavage
(and sometimes
+ HEN1 reduced translation)
Methylated Cap target mRNA 5«
miRNA-miRNA Me““mnm'mm'lp target mRNA Su((Alﬂ
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TP
HASTY Al e AL
Nucleus AGO1

Figura 1.2: Via de processamento de miRNAs em plantas. O precursor primdrio do miRNA (pri-
miRNA) é transcrito pela RNA polimerase II. A estrutura secunddria deste transcrito é reconhecida por
DCL-1 e a acopladora de RNA HYL1. A DCLI1 entéo cliva o transcrito 2 vezes, produzindo o pré-miRNA
e em seguida o complexo miRNA-miRNA*. Apds a metilagao por HENT1, o transporte para o citoplasma
¢ mediado por HASTY. O duplex é dissociado e a fita mais estdvel (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 possiveis fungoes, foram identi-
ficados (Emery et al., 2003; Tang et al., 2003; Chen, 2004; Juarez et al., 2004). Entretanto, as

técnicas de clonagem utilizadas aparentemente excluiram aqueles miRNAs nao expressos ou es-
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pecificos de determinados tecidos ou estagios de desenvolvimento, o que motivou a preferéncia por
uma abordagem computacional, resultando em um numero expressivo de miRNAs identificados
em A. thaliana (Bonnet et al., 2004; Adai et al., 2005). Essa abordagem é bem sucedida para
identificacdo de miRNAs em genomas completos e também por homologia daqueles conservados
entre diferentes espécies, suportado pelo fato de que, diferentemente dos miRNAs de mamiferos,
em plantas existe um alto nivel de complementaridade entre as sequéncias alvo e dos miRNAs,
permitindo a predigdo através da bioinformética (Jones-Rhoades, 2004). Essa estratégia permitiu
a identificacao de miRNAs envolvidos na sinalizacao da auxina, manutencao da polaridade de
orgaos, determinagao da identidade de 6rgaos 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).

Vérios grupos de pesquisa identificaram miRNAs que controlam a expressao de fatores de
transcrigao responsaveis pela regulagéo do desenvolvimento em plantas (Llave et al., 2002; Rhoades
et al., 2002; Palatnik et al., 2003). H4 indicios de que as sequéncias alvo de dois miRNAs desco-
bertos em A. thaliana sao conservadas em todas as linhagens de plantas terrestres. Isto indica que
a regulacao negativa da expressao através de miRNAs evoluiu hé pelo menos 400 milhdes de anos
e pode ter desempenhado um papel na evolugao 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 regulacao pds-transcricional mediada por miRNAs, mostrando
que esse mecanismo existia antes da muticelularidade (Molnar et al., 2007). Entretanto, muitos
novos miRNAs nao conservados entre as espécies estao sendo identificados e a diversidade de genes
alvo envolve, entre outros processos, vias metabdlicas e atividades celulares relacionados com o
desenvolvimento e resisténcia a estresses abiéticos (Llave et al., 2002; Eckardt, 2004; Sunkar and

Zhu, 2004).

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

possuiam como alvos preditos genes relacionados com controle do desenvolvimento e/ou estresse
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e com possiveis fungoes associadas a biossintese de metabdlitos de parede celular importantes na
regulagao do desenvolvimento da madeira em arvores. Além disso, apesar de algumas sequéncias
serem conservadas em Arabidopsis, esses miRNAs exibiram padroes de expressao especificos da
espécie durante o desenvolvimento, sugerindo que mesmo miRNAs conservados podem apresentar

papéis regulatorios diferentes e determinantes em cada espécie.

Em milho foi demonstrada a importancia dos miRNAs165/166 na especificagdo da polari-
dade das folhas devido ao controle que exercem nos genes rolled leafl ¢ PHABULOSA (PHB)
(Juarez et al., 2004; Mallory et al., 2004), e que a repressao do gene gl15 exercida pelo miRNA172
promove a transi¢do da por¢ao 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 bioinformédtica. Zhang et al. (2006) identificaram 188 miRNAs analisando bancos de dados
de sequéncias ESTs piblicos e obtiveram cadidatos a genes alvo para 115 deles. Essa andlise
demonstrou a provavel importancia da regulacao de miRNAs em processos como desenvolvimento
embriondrio e floral, transducao de sinal hormonal, sintese de sacarose e celulose, vias de de-
gradagao de ubiquitina, transporte de proteinas e estresses ambientais, além de vias da propria
biossintese de miRNAs, ja que um dos alvos preditos era a proteina ARGONAUTA, que tem um

papel fundamental no complexo de silenciamento génico RISC.

Sunkar and Zhu (2004) identificaram 26 novas sequéncias de miRNAs em exemplares de
Arabidopsis expostas a desidratacao, salinidade, frio ou ao dcido abscisico que nao eram conser-
vados em arroz (Oryza sativa) sugerindo a existéncia de outros miRNAs nao conservados que
podem ser criticos para a regulagao de processos associados a condigoes especificas e modulagao
de respostas peculiares de cada espécie. Em Arabidopsis, trés miRNAs foram induzidos por seca,
um deles, miR393, induzido também por frio e ABA, tem como provaveis alvos genes do sistema
de ubiquitinizacao de proteinas. Ja o miR397b tem como alvo laccases e proteinas com funcao
ainda desconhecidas. O miR402 tem como alvo uma DNA glicosilase, envolvida em desmetilagao

de DNA. Em arroz foram identificados cinco microRNAs que s@o induzidos por déficit hidrico,
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mas somente um deles, miR169, teve sua expressao confirmada por Northern blot (Zhao et al.,
2007). O miR169 tem como alvo fatores de transcricdo que se ligam a sequéncia CCAAT, e que
sao ubiquos no reino vegetal, embora suas fungoes ainda sejam pouco conhecidas. Assim, este é

um campo pouco explorado e de grande interesse cientifico e tecnoldgico.

Dentro deste contexto, durante o desenvolvimento do projeto EST da cana-de-agtcar (SU-
CEST) foram gerados 43.141 provéveis transcritos de cana-de-agicar (SASs, SUCEST Assembled
Sequences), dos quais mais de 25% nao apresentam nenhuma homologia com sequéncias génicas
ou protéicas previamente identificadas em qualquer outro organismo (Vettore et al., 2003). Mui-
tas dessas sequéncias, especificas de cana-de-actiicar, podem estar envolvidas na regulacao pds

transcricional de outros genes.

E provavel que existam mais miRNAs ainda nao identificados. Uma estimativa importante é
que 1% dos genes codificadores de proteinas possuam um miRNA relacionado com sua regulacio
(Bartel, 2004). A luz destes dados, a cana-de-agticar pode possuir cerca de 430 miRNAs. Atual-
mente, o banco de dados piblico miRBase (Griffiths-Jones et al., 2008) tem apenas 16 sequéncias
de miRNAs de cana-de-agtcar, preditas por bioinformética através de buscas em banco de dados
publicos. Embora ainda nao aparegam entre as sequéncias publicas, novos miRNAs foram identifi-
cados in silico mediante a anélise dos EST de cana-de-agiicar (Zanca et al., 2010), mas a pequena
quantidade de sequéncias novas aumenta a no¢ao de que sao necessarias novos recursos para o

estudo genético da cana-de-agticar.

Os métodos para identificacdo de miRNA evoluiram nos tltimos anos. Estudos (Adai et al.,
2005; Parisien and Major, 2008; Fiers et al., 2009; Jones-Rhoades, 2010) demonstram como ca-
racteristicas fisicas e quimicas especificas dos miRNAs e seus precursores podem ser parametros
confidveis para uma predigao mais eficiente e confidvel dos mesmos. A aplicagao desses conceitos é
especialmente promissora para organismos como a cana-de-agticar, para a qual nao existe a mesma

quantidade de informagoes disponiveis em organismos modelo.
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O estudo da expressao de miRNA também foi imensamente facilitado pelo desenvolvimento
de novas tecnologias. A técnica de microarray é uma ferramenta importante em genémica funci-
onal e tem sido utilizada também na identificacado de microRNAs diferencialmente expressos em
diversos tratamentos e estdgios 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 andalise de expressao espacial e temporal de miRNAs em
plantas e outros organismos (Friedlander et al., 2008; Nobuta et al., 2009; Liang et al., 2010; Zhao
et al., 2010).

Estudar a influéncia dos miRNAs em processos agronomicamente importantes é uma ne-
cessidade e uma 6tima oportunidade de produzir grandes avancgos cientificos e tecnolégicos. A
cana-de-agticar passa pelo seu momento de maior destaque na comunidade cientifica e a dispo-
nibilidade de ferramentas de estudo em genética e biologia molecular é sem precedentes. Suas
caracteristicas genéticas unicas e imensa capacidade de producao de energia estao entre as mais

excitantes questoes a serem exploradas atualmente em genética vegetal.
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Capitulo 2

Objetivos

O objetivo deste projeto foi investigar o microtranscritoma associado a resposta ao déficit
hidrico em cana-de-agicar em busca de miRNAs associados a resposta a seca. O estudo também
procurou identificar novos microRNAs de cana-de-agucar. Este trabalho faz parte de uma iniciativa
maior, com abordagens fisiologicas, moleculares e bioquimicas, desenvolvidas pela rede RIDESA-
USP-UNICAMP, cujo objetivo é nao sé compreender as respostas de plantas de cana-de-agicar
frente ao déficit hidrico como também identificar quais vias metabdlicas sao mais eficientes nesse

contexto.
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Parte 11

Microarranjos de miRNAs de folhas de

cana-de-acucar submetida a seca.
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Capitulo 3

Material e métodos

3.1 Bioinformatica

Procedimentos e ferramentas de bioinformatica desenvolvidas no laboratério foram utilizados
na maioria das etapas do trabalho, juntamente com recursos disponibilizados por outros pesqui-

sadores e instituigoes.

As versoes 2.2.20 (primeiras andlises) e 2.2.244 do pacote BLAST (Altschul et al., 1990)
foram instaladas e utilizadas para buscar sequéncias similares entre os ESTs de cana-de-aguicar e
miRNAs de plantas disponiveis 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 proteinas conhecidas no Genbank (Benson et al., 2004). Os algoritmos blastn-short,
blastn e blastx foram usados com parametros padrao, exceto quando descrito de outra forma.
O servidor de banco de dados de codigo aberto MySQL foi empregado para armazenamento e
manipulagao de dados e a biblioteca de fung¢des da linguagem de programacao Python para bioin-
formética, Biopython (Cock et al., 2009), foi utilizada para desenvolver ferramentas de software

necessarias.
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3.2 Material vegetal

As amostras de folha de cana-de-aguicar foram obtidas de experimentos de campo realizados
pela equipe do Prof. Lauricio Endres, Universidade Federal de Alagoas (UFAL), na localidade de
Rio Largo (AL), empregando seis variedades de cana-de-agticar com diferentes padrdes de resposta
a seca. Sao elas RB92579, RB867515, SP79-1011, RB72454, RB855536 ¢ RB855113. As plantas

foram mantidas em regime de irrigacao e auséncia de irrigagao durante 12 meses.

Aos 3, 7 e 11 meses apds o plantio foram realizadas coletas de dados fisioldgicos e amostras
biolégicas. Para o presente trabalho, folhas +1 (folha mais jovem com ligula exposta) obtidas
de representantes aleatdrias de cada uma das variedades variedades foram armazenadas a -70°C.
As amostras foram maceradas com cadinho e pistilo, sempre resfriada com nitrogénio liquido. A
extracao de RNA total foi realizada com o kit de extragdo miRvana (Lifetech), segundo o protocolo
fornecido pelo fabricante, excetuando-se a temperatura de centrifugacao, fixada em 15°C, em vez

da temperatura ambiente.

Medigbes necesséarias para a andlise fisiolégica das plantas foram feitas pela equipe res-
ponsavel nos periodos de coleta. Os parametros mais simples considerados foram altura da planta,
largura e comprimento das folhas, nimero de folhas verdes, nimero de folhas expandidas, area
foliar (AF), indice de drea foliar (IAF ou LAI) e nimero de plantas na linha central da parcela
(NPLC). O indice de area foliar foi avaliado por dois métodos: medidas mensais, com a utilizagao
do aparelho Plant Canopy Analyzer, modelo LAI-2000 (LI-COR, EUA), e o método calculado,
realizado através da obtencao de medidas diretas, sendo obtido em fungao das medidas de cresci-
mento (comprimento e largura da folha +3, nimero de folhas verdes e do nimero de plantas na
linha central) pela drea de terreno. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias

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

Também foram avaliados potencial hidrico (¢,s) € osmdtico foliar (¢, ) na folha +1 pela

manha (5-6 h) e ao meio-dia, com o auxilio de uma bomba de pressao (camara de pressao de
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Scholander) e osmometro de pressao de vapor. O IRGA (ADC Bioscientific, ING) foi utilizado
para obter as taxas de fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), transpiracao (E) e concen-
tragao interna de CO2 (Ci). O fluorémetro foi utilizado para obter a eficiéncia quantica potencial
(Fv/Fm), quantificado na antemanha e as 13 h, e efetiva (¢PSII), quantificado as 10 h, com

medi¢oes padronizadas também na folha +1.

3.3 Microrranjos de miRNAs

A anélise de expressao em microarranjo foi possibilitada pelo servigo da empresa LC Sciences
(EUA) em um pParaflo microfluidic chip usando uma bomba de microcirculagdo (Atactic Tech-
nologies, EUA). As sondas presentes no chip sdo sintetizadas quimicamente e consistem de uma
sequéncia complementar a dos miRNAs de planta presentes no miRBase, sequéncias customizadas
ou controle ligadas a um composto de polietilenoglicol que tem a fungao de afastar a sonda do
substrato. Para balancear a temperatura de melting das sondas, algumas bases quimicamente

modificadas sao utilizadas no processo de confecgao do microarranjo.

As hibridagoes sao feitas com duas amostras marcadas com corantes diferentes, sendo uma
delas sempre o controle irrigado e a outra submetida a seca. Outras duas réplicas biolégicas foram
usadas em um dye-swap dos fluoréforos 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 ug de RNA total, que foi fracionado por
centrifugacao e um equipamento YM-100 Microcon (Millipore). As sequéncias de menor peso
molecular (< 300 nt) foram isoladas tiveram uma cauda poli-A adicionada por uma polimerase
adequada. Um oligonucleotideo (tag) foi entao ligado por uma T4 DNA ligase a cauda poli-A, para
ser utilizada no processo de marcagao; cada amostra de um chip tem tags distintas. A hibridacao
foi realizada overnight. O protocolo de hibridagao utiliza ainda 100 uL de tampao 6xSSPE (0,90 M
NaCl, 60 mM Na2HPO4, 6 mM EDTA, pH 6,8) contendo 25% de formamida a 34°C. Os corantes
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Tabela 3.1: Lista dos chips de microarranjo utilizados para caracterizar a expressdao de miRNAs em
folhas de cana-de-agiicar sob estresse por seca.

Chip Cy3 Cy5
MIRCANA 1 TIa TS.a
MIRCANA 2 TS.b TLb
MIRCANA 3 Sl.a SS.a
MIRCANA 4 SS.b SL.b
MIRCANA 5 TI.c TS.c
MIRCANA 6 TS.d TI.d
MIRCANA 7 Sl.c SS.c
MIRCANA 8 SS.d SI.d

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

Cy3 e Cyb (que ligam-se as tags especificas anteriormente inseridas) foram aplicados em seguida.
As imagens dos microarranjos foram obtidas com um scanner de alta resolugdo (GenePix 4000B,

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

A empresa enviou as imagens originais e ja processadas, o arquivo de layout do array, dados
brutos e dados processados com testes estatisticos béasicos. Os dados das intensidades numéricas,
extraidas 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 regressao local. A
normalizagdo dos dados foi feita através do LOWESS (Locally-weighted Regression), um método
ciclico para remover variagoes técnicas, como variagao de quantidade de amostra e de corantes
de marcagao, revelando variagdes bioldgicas 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 razdo 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 Validacao por qPCR

A confirmagao da expressao de miRNAs foi feita tal como descrito por Chen et al. (2005),
exceto pela enzima utilizada e suas solugoes tampao, substituidos pelos componentes do kit Su-
perScript IIT (Lifetech, EUA). As variedades RB92579, RB867515, RB855536 e RB72454, com

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

Para que seja possivel a amplificagdo de miRNAs maduros (19 a 24 bases) sdo necessdrios
trés primers especiais. O primer stem-loop tem aproximadamente 50 nucleotideos e forma um
grampo estavel apenas a baixas temperaturas. Sua complementaridade com o miRNA alvo é de
apenas 6 bases da regiao 3’. O primer direto é praticamente igual ao miRNA alvo, exceto pelas
bases que se anelam ao stem-loop e uma extensao 5 com funcao apenas termodinamica. O reverso
é usado em qualquer amplificacdo 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 ug de RNA total para tratamento com DNAse (Fermentas, EUA), adi¢ao
do primer stem-loop a 1 uM | oligo dT 50 uM e dNTPs a 10 mM. Em seguida foram adicionados o
200 U/uL da enzima Superscript 11T (Lifetech, EUA) e seu tampao 5X First Strand, além de 0.1M
de DTT e 40U/uL de RNAseOut. A reagao foi incubada num termociclador Veriti(Lifetech, EUA)
por 30 min a 16 °C, para entao passar por 60 ciclos de 30 segundos a 30 °C, 30sa42°Celsa
50 °C. Finalmente a reagao foi incubada por 5 min a 85 °C, desativando a enzima. Em seguida,
para a PCR em tempo real no equipamento ABI 7500 (Lifetech, EUA), foram misturados 2 uL
da reagdo anterior, 1 pL. de primer direto especifico (10 upM) e 1 pL de primer reverso universal
(10 uM), 10 pL de SYBR Green Master mix (Lifetech,EUA). A reagdo tem uma etapa de 10 min

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

O software do ABI 7500 avalia as condigoes da reagao automaticamente, verificando a curva

de dissociagao do reporter, desvio padrao das réplicas técnicas, C; médio das mesmas e expressao
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Figura 3.1: Resumo do processo de amplificagdo de miRNAs para qPCR. O primer stem-loop é utilizado
para estender o miRNA maduro durante a sintese de cDNA. O primer forward é pequeno e por isso podem
ser necessarias 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
oligonucleotideo. Adaptado de Chen et al. (2005)

normalizada a partir de um gene de referéncia (poliubiquitina). No entanto, estes iltimos valores

foram descartados e recalculados a partir dos Cy médios das réplicas bioldgicas, segundo o método

AAC; (Livak and Schmittgen, 2001).
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Capitulo 4

Resultados e discussao

4.1 Confeccao dos chips de microarranjo

Num primeiro momento foi realizado um trabalho de predicao de precursores de miRNAs
presentes no SUCEST. Todo o conjunto de clusters consensi do projeto SUCEST (Vettore et al.,
2001) foi submetido a uma sele¢ao através do algoritmo blastx, contra a base nao-redundante (nr)
do NCBI. O objetivo foi excluir as sequéncias codificantes de proteina da busca por miRNAs,
visto que sem os introns, estas sequéncias nao poderiam conter miRNAs. O grupo de ESTs,
que anteriormente continha mais de 43000 membros foi reduzido para 11054. Nesta anélise foi

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

Os 11054 clusters foram entao submetidos ao blastn contra a base de dados construida
localmente contendo todas as sequéncias de miRNAs de Arabidopsis thaliana, Oriza sativa e
Zea mays. A escolha de espécies proximas, 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 trés espécies. Hoje, entretanto,

com a versao atual do miRBase, sorgo seria uma adi¢ao importante ao conjunto de dados.



A natureza do teste estatistico que gera o e-value poderia prejudicar os resultados da com-
paragdo entre os miRNAs, por conta do tamanho das sequéncias 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
versao reformulada do Blast, que contem programas (ex.: blastn-short) melhor adaptados a pe-

quenas sequéncias, eliminando esta dificuldade.

A triagem foi realizada buscando alinhamentos com no maximo 4 mismatches, o que gerou
uma lista com 114 candidatos (555 alinhamentos) a partir do miRBase. A maioria dos 16 miRNAs
ja preditos em cana-de-acticar foi encontrada nesta andlise, mas alguns nao se encaixaram nos
critérios utilizados. Os miRNAs identificados e depositados no miRBase (Zhang et al., 2005) nao

foram validados experimentalmente.

Os microarranjos foram confeccionados nos E.U.A com sondas complementares a todo o
conjunto de miRNAs madurosde plantas disponivel no miRBase 14.0. Além destas sequéncias,
outros cem spots estavam disponiveis no chip para inclusao de sondas personalizadas. O conjunto
de 114 candidatos a miRNA obtido em andlise 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 ocasioes e atualizada imediatamente antes da encomenda dos chips, garantindo
que seus resultados fossem condizentes com as tltimas informagoes disponiveis no genbank e no

miRBase.

4.2 Perfil de expressao de miRNAs em microrranjos

O perfil de expressao dos miRNAs foi aferido em amostras oriundas de ensaios de campo
com 2 variedades (RB867115 ¢ RB855536), sob 2 tratamentos (controle irrigado vs tratamento

sem irrigacao). Cada ponto experimental forneceu quatro réplicas de folha +1 (primeira folha
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cuja ligula é aparente). A tabela 4.1 contém todos dos dados de espectrofotometria utilizados
para aferir a qualidade do RNA total. Todas as amostras foram eluidas em 80 L de dgua tratada
com DEPC, o que resulta numa quantidade final de RNA mais que suficiente para os ensaios de
microarranjo. As hibridagoes foram realizadas nos EUA, pela empresa LC Sciences. Os primeiros
quatro chips foram hibridados no fim de setembro de 2009 e, apds andlise, novas amostras foram
processadas e enviadas no inicio de dezembro para as outras quatro hibridagoes. O resultado foi

normalizado entre todos os microarranjos.

Tabela 4.1: Qualidade das amostras de RNA total de folhas +1 de cana-de-agucar utilizadas nos ensaios
de microarranjo para anélise de expressao de miRNAs.

Amostra  Razdo 260/280  Conc.(ug/pl)  Amostra  Razdo 260/280  Conc.(ug/uL)

TLa 1,891 0,234 SLa 1,982 0,280
TLb 1,952 0,286 SLb 1,916 0,284
TLc 2,002 0,563 SLec 1,989 0,411
TLd 2.005 0,466 SLd 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 mintsculas diferenciam
réplicas bioldgicas.

Os resultados das hibridagoes foram enviados pela empresa, contendo dados brutos e imagens,
além da andlise bésica (normalizagio e testes estatisticos) e comparativa entre todos os chips. Este
segundo conjunto de resultados foi obtido com a normalizagao dos sinais entre chips diferentes e
teste T de student para determinar quais sondas reportavam miRNAs diferencialmente expressos
(Tabela 4.2). As hibridagoes permitiram a identificagao de 12 candidatos a miRNAs relacionados
ao déficit hidrico em diferentes comparagoes. As comparagoes 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

bioldgicas e diferenciam os tratamentos. Outros dois testes, TI vs SI e TS vs SS, permitem inferir
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quais seriam as diferencas na expressao de miRNAs nas variedades com respostas contrastantes.
Os sinais mostraram-se muito variaveis, o que é esperado num experimento de campo. Embora
houvesse outros miRNAs significativamente relevantes (dados ndo mostrados), os seus sinais eram
muito baixos, o que pode prejudicar a analise em razao da influéncia do background. Além disso, os
miRNAs em questao eram muito pouco expressos tanto sob irrigacao constante quanto sob estresse.
Os dados permitem inferir que hd uma diferenga intrinseca entre as variedades em relagao ao nivel
de expressao de alguns de miRNAs, além da distinta regulagdo dos miRNAs durante a adaptagao
a condigao de privagao de agua.

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

Comparagao(G1 vs G2) Nome da sonda p-value Log2 (G1/G2)
TI vs TS osa-miR1436 4,08E — 02 —0,84
TT vs SI ppt-miR167 9,06E — 02 —0,56
TS vs SS ppt-miR167 3,64FE — 03 —0,77
TS vs SS ppt-miR894 2,04F — 02 —0,65
TS vs SS vvi-miR167¢c 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 7,64FE — 02 0,41
TS vs SS osa-miR530-5p 8,36 — 02 1,31
TS vs SS pte-miR530a 8,55F — 02 1,74
SI vs SS vvi-miR319b 4,57TE — 02 0,38
ST vs SS gma-miR319a 6,31F — 02 0,35
ST vs SS sof-miR159e 7,98F — 02 0,56

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

A partir dos dados do chip de microarranjo foi possivel identificar novos miRNAs candidatos
de cana-de-agucar. Segundo a empresa, a hibridagao é suficientemente sensivel para permitir que
se determine a sequéncia do miRNA ligado a sonda. Os dados nao sao publicamente disponiveis,
mas segundo o fabricante (LC Sciences), um mismatch préximo das extremidades da sequéncia
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 méximo 1
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mismatch (Figura 4.1). O limiar, coincidentemente, é o mesmo nivel considerado pela LC Sciences

para determinar resultados que podem ser dados como confidveis, acima do background.
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Figura 4.1: Sinal médio de todas as sondas nos chips MIRCANA. Sinais abaixo da linha vermelha
foram descartados para efeito de determinagio de sequéncia de novos miRNA. Os nimeros do eixo x sao
identificadores das sondas (sdo 1201 sondas utilizadas no chip).

Aparecem 139 sequéncias 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-agiicar expressos com sinal médio superior a 500 em
pelo menos uma das variedades, sob irrigagao ou sequeiro, em plantas de 7 meses (Tabela C.1). Em
seguida, as sequéncias complementares as 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 sequéncias nao-redundantes do Genbank com o uso do algoritmo blastn, a
fim de tornar possivel a distingao entre possiveis alvos e precursores de miRNA. Foram levados em
consideragao apenas hits totalmente complementares ou com 1 mismatch ou 1 gap. No entanto,
a avaliacdo de hits revelou que apenas oito clusters do SUCEST sao 100% complementares as

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 Sequéncia SAS miRBase

ath-miR156a UGACAGAAGAGAGUGAGCAC SCSBAD1086B12.g sof-miR156
pte-miR159d CUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU SCAGFL3025B10.g sof-miR159¢
osa-miR159a.1 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUG SCJFRZ1007CO01.g sof-miR159a
gma-miR167¢c UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUG SCSFSD1065B12.g sof-miR167b
gma-miR167¢c 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: nimero de mismatches, TM: tamanho do miRNA maduro.

charum spp. ja registrados no miRBase. O sof-miR528 é o tinico entre 50 novos miRNAs putativos
cujo possivel precursor primario pode ser identificado no SUCEST pela primeira vez. Por nao ser
diferencialmente expresso, o sof-miR528 nao foi incluido nos experimentos iniciais de validacao,
mas serd 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 tnica excegao, SCAGFL3025B10.g, é
semelhante a pte-miR159d (Populus trichocarpa), cuja sonda também estd entre as de maior sinal

meédio.

A partir destas evidéncias pode-se inferir que o sequenciamento de ESTs que deu origem ao
SUCEST s6 pode encontrar alguns dos miRNAs mais abundantes. Folhas de plantas adultas nao
foram sequenciadas no SUCEST, o que pode explicar nele a auséncia de outros miRNAs com alto

nivel de expressao.

Parte dos miRNAs expressos em cana-de-agicar tém 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 sao altamente complementares a trechos dos
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alvos, contendo poucos mismatches, preferencialmente fora do sitio de clivagem (Jones-Rhoades,
2004; Jung et al., 2009). Tomando como diretrizes essas informagoes, 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 anotagdo de proteinas ou
dominios homélogos no SUCEST foram desconsiderados. Em seguida foi utilizado o blastx para
buscar proteinas conhecidas com cadeia de aminoacidos similar aos ESTs identificados. Proteinas
hipotéticas, especialmente se possuissem sequéncias homologas no genoma do sorgo, também foram

admitidas como possiveis alvos.

A quase totalidade dos alvos identificados tem como melhor hit alguma sequéncia do genoma
de Sorghum bicolor. Infelizmente, na maior parte dos casos a anotagao é deficiente. Portanto, para
identificar a possivel funcao dos alvos de miRNAs de cana-de-agticar, foi também considerado o
melhor hit cuja proteina codificada é conhecida em outra espécie, em cada conjunto de alinha-
mentos. A tabela 4.4 relaciona os alvos encontrados no SUCEST e seus homologos conhecidos
em outras plantas, quando aplicdvel. Quase todas as proteinas encontradas sdo ou apresentam
caracteristicas de fatores de transcrigdo, o que é comum para alvos de miRNA (Jones-Rhoades

et al., 20006).

O miR159 foi reprimido por seca na variedade sensivel RB855536. De forma similar, Wei
et al. (2009) mostraram que esse miRNA é reprimido por seca em folhas de milho. Um dos possiveis
alvos do miR159 sao proteinas da familia de fatores de transcrigio MYB (Allen et al., 2007). No
SUCEST, o alvo candidato de miR159 parece pertencer a familia de fatores de transcricao MYB.
Embora o miR159 néao tenha se mostrado diferencialmente expresso na variedade mais tolerante,

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

O miR160 apresentou maior expressao na variedade RB867515 quando ambas variedades sao
comparadas em condigdes de seca. O homdlogo 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 provaveis alvos desse miRNA sao genes que codificam a proteina ribossomal S16 e do
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Tabela 4.4: Proteinas no banco de dados SUCEST identificadas como alvos de miRNAs expressos em

cana-de-agucar.

miR SAS Proteina alvo (espécie) Accession
SCEZLB1008D09.g, SBP-domain protein 5 (Zma) CAB56631
SCCCAM1004F03.g
SCJFRZ2027B09.g squamosa promoter-binding-like 9 (Zma) ACG45113
SCRFAD1023F12.g squamosa promoter-binding-like 2 (Osa) QO0JGI1
156 SCSGRT2063H06.g Teosinte glume architecture 1 (Zdi) AAXS37TT
° SCRLAMI1005E03.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
SCJFRZ2007TE02.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 transcricito GAMYB (Osa) A2WW87
160 SCJLLR1107A02.g Auxin responsive factor 16 (Osa) AAP54297
SCEPAM2013C09.g Auxin responsive factor 10 (Osa) BAB85919
SCVPLR2027A05.g Auxin responsive factor 12 (Osa) Q258Y5
167 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, Argonaute 1B Q7XSA2
SCCCLR2004H12.g
SCJLLR1033C02.g atGRF2 (Zma) ACG33150
396 SCJFST1048G04.g Putative Growth regulation factor 6 (Zma) NP_001106025

SCRFFL5043G11.g
ACG42410

XP_002525787
NP_001151100
ACG31990

SCRFFL5043G11.g
SCJLRZ1020B01.g

530 SCJLRZ1021C03.g
1436 SCJFRZ2014B07.g
2914 SCJLRT1013A05.g

Putative Growth regulation factor 12 (Zma)
atGRF2 (Zma)

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (Rco)

Proteina da familia VQ motif (Zma)

charged multivesicular body protein 2a (Zma)

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

fator de transcricdo ARR11, envolvido na transducao de sinais de citocinina (Mason et al., 2005).
Nao foram encontradas informagoes sobre a ligagao entre a proteina S16 e estresse em plantas,
porém, o horménio citocinina pode ter um papel importante na tolerancia a seca (Rivero et al.,
2007, 2009). Os autores produziram plantas transgénicas de tabaco superexpressando o gene de

uma isopenteniltransferase, que controla uma etapa limitante da via de biossintese de citocinina.
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Essas plantas apresentaram niveis maiores de citocinina, o que aumentou a tolerancia a seca. Essa
melhor performance estd associada a um aumento na fotorrespiracao, que protegeria os processos
da fotossintese (Rivero et al., 2009). Assim como identificado em cana-de-agicar neste estudo, os
alvos do miR160 em Arabidopsis sdo os fatores responsivos a auxina ARF10, ARF16 e ARF17
(Mallory et al., 2005).

Covarrubias e Reyes (2010) discutem os efeitos da expressao de miR159 e miR160 sob estresse
hidrico em Arabidopsis. O primeiro reprime AtMYB33 ¢ AtMYB101, o que provoca diminui¢ao da
sensibilidade ao ABA durante a germinacao. 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
familia ARF. Plantas mutantes com uma versao de ARF10 insensivel ao miR160 apresentaram
alta sensibilidade a ABA. O principal efeito do ABA em folhas é o fechamento estomdtico (Chaves
et al., 2003), sabidamente importante para a resposta a seca. Assim, é possivel afirmar que os
dois miRNAs atuam de forma semelhante na resposta a seca, embora estagios de desenvolvimento
e tecidos diferentes possam alterar parcialmente essa relagdo. O presente trabalho mostra que
ambos miRNAs apresentam padrao de menor expressao sob seca na variedade mais sensivel, o que
presumivelmente a torna menos sensivel ao ABA no que diz respeito aos seus efeitos na folha em

plantas adultas.

Nas comparagoes entre as variedades foi possivel observar que miR167 é menos expresso na
variedade tolerante, tanto em condigoes de irrigacao como de seca. Embora nao tenhamos obser-
vado repressao por seca em nenhuma das hibridagoes comparando irrigado vs seca nas hibridagoes,
esse dado ¢ interessante pois indica que a repressao de miR167 em situacao de falta de dgua 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 niveis dos genes alvos que codificam proteinas com
atividade fosfolipase D, fatores de resposta a auxina e um possivel fator de elongagdo (Wei et al.,
2009). Esses autores levantaram a hipdtese de que o miR167 esteja envolvido com fechamento

estomadtico e as respostas a estresse oxidativo. J& 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 expressao do
gene que codifica o fator de transcrigao ARFS8, que modula a ativacao de diversos genes envolvidos
na resposta & auxina. Coruzzi et al. (2008) observaram que o miR167 responde a condigdes de
deficiéncia em nitrato e que a superexpressao do miR167 causa diferengas fenotipicas em plantas
jovens um aumento das raizes laterais, com um consequente aumento da superficie explorada por
plantas. Com isso houve maior eficiéncia metabdlica, maior absorgao de nutrientes, maior taxa de

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

O miR319, conservado entre dicotiledoneas e monocotiledéneas, foi reprimido por seca na
variedade sensivel. Sunkar et al. (2008) sequenciaram bibliotecas de miRNA em plantas de arroz
sob condi¢oes controle, estressada por seca e por presenga de altos niveis de NaCl. A analise
da freqiiéncia com que o homologo de arroz foi sequenciado nessas bibliotecas indica que ele é
reprimido por seca em arroz (Sunkar et al., 2008). H4, portanto, a perspectiva de regulagao dife-
rencial desse miRNA em cana, sendo particularmente interessante que ele tenha sido reprimido na
variedade sensfvel. Esse miRNA controla a expressao do gene Lanceolate (La), que estd envolvido
no controle da morfologia de folhas de tomate (Ori et al., 2007). Gu et al. (2010) observaram
que esse miRNA é induzido por deficiéncia de Pi em folhas de tomate e que um dos possiveis
alvos é uma proteina similar ao fator de transcricao TEOSINTE BRANCHEDI1 (TB1). Esse fator
de transcri¢do reprime a ramificagdo (branching) da parte aérea em monocotiledéneas (Doebley
et al., 1997). J& Schommer et al. (2008) observaram que o miR319 estd envolvido no controle
de genes relacionados com a sintese do horménio metil jasmonato. Os autores sugerem que esse
miRNA atua reprimindo o crescimento de folhas e ativando a senescéncia 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 fisiolégicos que observamos nas plantas de cana em
campo. O envolvimento do miR319 na tolerancia a estresses foi recentemente exposto na patente
WO/2008/133643 (Allen et al., 2008). Os autores desenvolveram decoy sequences (seqiiéncias que
capturam o miR319) bem como versoes mutantes dos genes alvo (para que eles nao sejam reco-

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

O miR 156 regula fatores de transcrigao do tipo SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-
LIKE (SPL), que est@o 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 ¢ induzido por deficiéncia de Pi, N e K em raizes de Arabidopsis, mas sua expressao
nao é alterada em folhas submetidas a esses e outros estresses. No entanto, o exato papel desse
miRNA na resposta a estresses esta ainda por ser definido. Uma possivel explicacao associada a
defesa da planta pode ser obtida a partir dos dados de uma patente recente, na qual foi demons-
trado que a superexpressao de miR156 em plantas transgénicas de Arabidopsis aumenta em muito
a ramificagdo dos brotos, com um impacto positivo na quantidade de biomassa da planta (Weigel
and Schwab, 2005). Em cana-de-agticar, esse miRNA foi mais expresso na variedade tolerante em
comparagao com a variedade sensivel quando ambas estao sob déficit hidrico. Pode-se especular
que sua expressao poderia contribuir para a manuten¢ao do desenvolvimento foliar. Portanto é
razoavel que as plantas da variedade mais afetada pelo estresse tenham sua expressao diminuida

em relagao 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-
cotiledoneas e seu alvo sao proteinas de fungao desconhecida, segundo as andlises feitas em arroz e
os resultados de predicao de alvos deste estudo. O mesmo miRNA também foi identificado em um
estudo de caracterizacao de miRNAs em milho Zhang et al. (2009), onde é citada a atual discussao

sobre a reclassificagao 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 possiveis

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 maximo de 2 mismatches foi tolerado em

relacao a sonda.

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

Nome Sequéncia Sonda NM (nt) ™
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-miR167¢ 1 21
miR1436 ACAUUUUGGAACGGAGGGAGU osa-miR1436 2 21

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

Inicialmente foram conduzidos testes para estabelecer a metodologia que seria utilizada para
amplificacao 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 modificagoes importantes em algumas etapas. Nos testes de protocolo, dois dos cinco
miRNAs (miR159 e miR167) foram amplificados como esperado e seus primers tiveram eficiéncia
de quase 100% (R2 acima de 0.997). Os outros primers geraram produtos muito inespecificos ou
nenhum produto. Examinando os resultados de blast dos miRNAs obtidos nos chips contra os clus-
ters SUCEST, foi constatado que os primers em questao poderiam ser capazes de amplificar outros
possiveis membros das mesmas familias de miRNAs, o que alteraria os resultados de expressao
sem que fosse possivel detectar o desvio. O miRNA 160 teve novos primers desenhados e passou a
produzir amplificagoes com sucesso. Dessa forma, apenas os dois miRNAs devidamente amplifica-
dos foram mantidos, juntamente com o miR160. A Tabela 4.6 contém as sequéncias dos primers
utilizados para o experimento de qPCR. As amostras de RNA total foram extraidas de réplicas
bioldgicas distintas das utilizadas nas hibridagoes em microarranjo. Também foram obtidas amos-
tras de plantas de trés 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 validacdo da expresssio de miRNAs
diferencialmente expressos.

Nome Sequencia (5-3’) Nt Tm (°C)

loop-RT'159 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAT 50 99
ACGACCAGAGC

loop-FW159 GCGGTTTGGATTGAAGGGA 19 59.5

loop-RT160 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAT 50 99
ACGACAGGCAT

loop-FW160 GGCTGCCTGGCTCCCTGT 18 61.6

loop-RT167 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAT 50 99
ACGACCAGATC

loop-FW167 CCGTGAAGCTGCCAGCAT 18 58.5

reverse universal GTGCAGGGTCCGAGGT 16 58.4

RT: primer stem-loop para sintese de cDNA | FW: primer direto, reverse universal: primer reverso,
Nt: tamanho em nucleotideos. Os niimeros nos nomes de cada primer identificam os miRNA de
cana-de-agiicar amplificados.
rimentos de campo e a reprodutibilidade dos padroes de expressao em outros gendtipos. Portanto,
em adigao as duas variedades escolhidas como referéncia para o estudo do chip, foram escolhidos

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

resultados mais contrastantes nos testes fisiolégicos (Anexo A).

Para confirmar a condicdo de estresse das plantas de campo, um gene que codifica uma
dehidrina, reconhecidamente responsivo ao déficit hidrico em cana de agicar (Labhilili et al., 1995;
Wood and Goldsbrough, 1997; Rocha et al., 2007), foi avaliado quanto & sua expressdo também
em PCR quantitativa em tempo real. A figura 4.2 contém dados da expressao da dehidrina
(produto de 70 nt obtido com primer direto: GGCGGAAGGAGGAAGAAGG e primer reverso:
CCGTGGCGTGCTGGTTGTC). Os resultados sao condizentes com a literatura e se alinham

com as evidéncias fisioldgicas de estresse das plantas estudadas (Anexo A).

Trés dos miRNAs identificados como diferencialmente expressos nos microarranjos tiveram
sua expressao verificada com a técnica de qPCR apds modificagoes bem sucedidas no protocolo. O
miRNA159 teve sua expressao reprimida no resultado dos microarranjos em plantas da variedade
sensivel aos 7 meses. O resultado nao foi confirmado por qPCR. Aos 3 meses o padrao de expressao

se reproduz de forma semelhante em todas as variedades, o que deixa de acontecer nos outros
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Figura 4.2: Expressao da dehidrina aos 3, 7 e 11 meses de plantio, sob irrigacao e sequeiro, nas variedades
RB867515 (T1), RB92579 (T2), RB855536 (S1) e RB72454 (S2).

periodos (Figura 4.3). Aos 7 meses, a variedade RB92579 apresenta leve repressao, mas a variedade

RB72454 mostra inducao da expressao de miR159.
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Figura 4.3: ‘Fold change’ da expressdo do miR159 em sequeiro (preto) em relacao a sua expressao em
campo irrigado (branco). Cada grafico contém dados das quatro variedades utilizadas: RB867515 (T1),
RB92579 (T2), RB855536 (S1) e RB72454 (S2).

No caso do miR160, a expressao diferencial nos chips ocorreu entre as variedades num mesmo
tratamento (sequeiro), sendo que a expressao é menor na variedade sensivel. Os resultados (Fi-
gura 4.4) corroboram os resultados em amostras de 7 meses. Aos 3 e 11 meses ocorrem diferentes
padrdes de expressao, o que isola o resultado obtido como caracteristico do estagio de desenvolvi-

mento das plantas de 7 meses.

Outro miRNA testado foi o miR167, cuja expressao detectada nos chips foi significativamente
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Figura 4.4: ‘Fold change’ da expressao do miR160 em variedades sensiveis (preto e cinza) em relacao
a sua expressao na variedade tolerante (branco) sob sequeiro. Cada grafico contém dados das variedades
RB867515 (T1, branco), RB855536 (S1, preto) e RB72454 (S2, cinza).

maior na variedade sensfvel (RB855536) em ambos tratamentos. O experimento de qPCR nao
validou totalmente o resultado encontrado nos chips, como ilustra a figura 4.5. Aos 7 meses, 0s
dados de qPCR das amostras de plantas irrigadas correspondem ao que apontam as anélises de
microarranjo, mas o mesmo nao repete sob estresse. Mais uma vez, os dados de outros tempos
experimentais indicam que o estdgio de desenvolvimento pode afetar os padrdes de expressao de

forma dependente do gendtipo e do tratamento.
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Figura 4.5: ‘Fold change’ da expressao do miR167 em variedades sensiveis (preto e cinza) em relagao a
sua expressao na variedade tolerante (branco) nos dois tratamentos. Cada gréfico se refere a um perfodo

apods o plantio e contém dados das variedades RB867515 (T1, branco), RB855536 (S1, preto) e RB72454
(S2, cinza).

39



Parte 111

Identificacao de miRNAs de
cana-de-acucar sob seca usando

sequenciamento de nova geracao.
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4.4 Introducao

Com a analise dos dados apresentados na parte II, constatou-se que as informagoes nao eram
suficientemente abundantes e precisas para que fosse possivel determinar, a partir delas, quais

miRNAs de cana-de-acticar 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

andlise mais confidvel do perfil de expressdo de miRNAs de cana de agucar sob seca.

Esta se¢ao é apresentada na forma do manuscrito que sera enviado para publicacao, enquanto

a apreciacao das duas estratégias de uma forma geral encontra-se na proxima parte I'V.
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Abstract

Background: Sugarcane (Saccharum spp.) is the most promising crop for
renewable energy. Among the diverse stresses that affect plant productivity,
drought stress is one of the most important and sugarcane is moderately
susceptible to water deficit. Recently, microRNA mediated post-transcriptional
regulation has been described as an important and decisive component in
vegetal development and stress resistance modulation. The role miRNA in

sugarcane responses to drought is not known so far.

Methodology/Main Findings: Two sugarcane varieties differing in drought
tolerance were cultivated in the field with and without irrigation. By using small
RNA deep-sequencing we were able to identify 34 conserved miRNAs families
of which were differentially expressed due to drought. Seven of those were
differentially expressed in both cultivars. Out of 34 putative sugarcane miRNA
families, 9 had their precursors predicted. Four miRNAs, sof-mir160, sof-
mir164, sof-mir172 and sof-mir528, had their expression evaluated by qRT-
PCR.

Conclusions/Significance: Several miRNAs were identified as differentially
expressed in sugarcane under drought stress. Nine had their precursor
predicted and should be new sugarcane miRNA. All of this data will help to
understand the role of miRNAs in the complex regulation of drought stress in
sugarcane and will assist in the essential knowledge to develop new sugarcane

varieties tolerant to drought stress.
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Introduction

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the most relevant crop in the world. It is
an efficient source of sugar and ethanol, the latter being increasingly
acknowledged as the most promising energy source substitute for oil. Apart
from being very productive, it is largely affected by biotic and abiotic stresses,
like other plants, which leads to yield losses [1]. Drought stress is one of the
most important stresses that affect crops in many areas in the world. Under
severe conditions, drought can produce irreversible alterations that could cause
plants death. Among the effects that can occur in sugarcane, we can mention
inhibition of root germination and hence, of the nutrient absorption; reduction in
leaf and stalk elongation and in some varieties, rolling of the leaf causing a

reduction in light absorption and thus, reducing the photosynthesis [2].

MicroRNAs are an extensive family of small RNAs with a unique biogenesis [3].
They are small (19-24 nt) endogenous single-stranded non-coding RNA
molecules that hybridize to target mRNA in order to direct site-specific cleavage
or translational repression [4,5]. MicroRNAs have been described as regulatory
non-coding RNAs in plants and animals [4,6]. In plants like Arabidopsis,
Brachypodium, rice and maize, among others, several studies have been able
to describe miRNAs genes as well as their targets in a wide variety of tissues,

developmental stages and treatment conditions [7,8,9,10,11,12,13].

Because of their ability to regulate gene expression, many studies have been
focused on miRNAs. Plants miRNAs are often identical across large
evolutionary distances [14,15] and are highly complementary to their targets,
which helps in their identification through bioinformatics [10,16,17]. Many
predicted miRNA target genes encode regulatory proteins, suggesting that they
function as important regulators [6]. In Arabidopsis, 68% of the predicted
conserved targets encode transcription factors that appeared to be involved in
developmental patterning or stem cell identity [18]. The same was reported in
Brachypodium distachyon, where the majority of the predicted target genes

encode transcription factors regulating plant development, morphology and
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flowering time [11]. Some reports revealed the miRNA involvement on gene
regulation under drought stress in rice [19] and maize [8]. Because of the
differences found between miRNAs of animals and plant, in biogenesis, targets
and mode of repression, it has been suggested that they originated
independently in each kingdom [3]. However, recent observations in the
unicellular green algae Chlamydomonas reinhardtii, support a more complex
evolution [20,21].

MicroRNAs expression studies were greatly facilitated by the improvement of
large-scale sequencing technologies that have been used in many studies
[12,22,23,24,25]. The Solexa technique allows the parallel sequencing of
millions of 36 bases-long fragments in a robust way, low price and high
performance [26,27]. The use of this methodology permits to infer the sample
expression profile by the digital gene expression tag profiling (DGE). It is
assumed that the number of times that a particular sequence is observed in a
cDNA sequencing library indicates the amount of that transcript in the sample.
Through basic statistics tests, it is possible to compare the expression profile of
two samples. Recently, Hoen et al. [28] obtained evidences that DGE detect
more expression differences, with less false positives, than quantitative real
time and microarrays. Up to now, the greater part of known plant miRNA
sequences belong to Arabidopsis thaliana, Oryza sativa and Populus
trichocarpa, because of their available genome. In sugarcane, one of the most
important tropical crops, only 16 miRNAs sequences were registered at
miRBase (http://www.mirbase.org) to this date. Moreover, there is no
information of the miRNAs expressed under a stress situation in this plant. In
this work, two sugarcane field-grown cultivars showing different responses to
water shortage were analyzed. The differentially expressed microRNAs were
identified and some were validated by gRT-PCR, while some miR targets were
predicted in silico.

Material and methods

Plant samples
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Sugarcane cultivars RB867515 (known as presenting high tolerance to drought)
and RB855536 (lower drought tolerance) were field-grown in Campo Alegre
(Alagoas, Brazil, 9°45'32” S, 36°13'09” W). Leaf tissue was collected in
quadruplicates after 7 months from irrigated and drought stressed plants. The
samples were fast frozen and maintained at -80°C. Two replicates were
combined and used for Solexa sequencing, while four were used in gqRT-PCR

validation.

Leaf total RNA extraction

Total RNA was isolated using the miRVana miRNA isolation kit (Ambion, USA)
according to manufacturer’'s protocol, with minor modifications. Briefly, 10
volumes of Lysis/Binding buffer per leaf macerate tissue mass were added into
a tube and mixed. One volume of miRNA homogenate additive was added to
the tissue lysate and mixed by vortexing. After 10 minutes on ice, 10 volume of
acid-phenol:chloroform was added and mixed gently. The samples were then
centrifuged 7 minutes at 10,000 g at room temperature to separate the aqueous
and organic phases. The aqueous phase was removed carefully and transferred
to a new tube. A 1.25 volume of absolute ethanol was added to the aqueous
phase and this mixture was placed onto the filter cartridge. Samples were
centrifuged 15 seconds at 10000 g to pass the mixture through the filter. Then,
successive washings were done. The filter was then transferred to a new tube
and the RNA was eluted in 80 uL of pre-heated nuclease-free water. Total RNA

samples were store at -80°C for later use.

Small RNA Sequencing

The cDNA library synthesis and sequencing were done at BGI (Beijing Genomic
Institute, Tai Po, Hong Kong), using the Solexa platform. Briefly, total RNA
samples received at the company were analyzed in a 2100 Bioanalizer (Agilent,
USA) to check its integrity and quality. Before constructing the microRNAs
libraries, RNAs from 16 to 27 nucleotides were selected by polyacrilamide gel
electrophoresis, ligated with adaptors in both ends and the products were used
for cDNA synthesis. Then, they were PCR amplified and sequenced using the

Solexa technology.
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Bioinformatics analysis

The initial analysis was done using SOAP (BGI Institute), to assembled reads.
The resulting clean reads were aligned against public databases of RNAs and
miRNAs: Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), RFAM
(http://rfam.sanger.ac.uk) and miRBase. To identify conserved miRNAs, all 20
to 22 mers tags that had a miRBase hit with up to 2 mismatches were selected
and grouped into 35 miRNA families. As described by [29], variants in the same
family with expression of less than 0.12% of the most expressed variant were
discarded along with any tag with less than 4 occurences. The expression
profile analysis of each library was based on the p-value as proposed by Audic
and Claverie [30], using IDEG6 web tool [31].

To identify sugarcane miRNA precursors, an initial dataset was obtained by
using blastn-short to look for perfectly identical hits within the SoGI
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi) and SUCEST [32] databases. In a next
step, to identify the secondary structure of newly found miRNA precursors, in-

house Biopython [33] based scripts were written to apply filtering criteria to
candidates obtained using miRcheck [7], PatScan [34] and RNAfold [35]. The
MFEI value must be higher than 0.84, and miRcheck was used as
recommended by the author, except for a 600 nt “genomic region” size, instead
of 700.

Targets of almost all identified miRNA were predicted by aligning putative
sugarcane miRNA to SoGl database using blastn-short and analyzing the
results by biological criteria refined from numerous studies [17,36,37,38] using
in-house tools. Mismatches and single-base bulges scored 1 point and G:U
wobble pairs scored 0.5. If those occurred between bases 2 and 8, scores were
doubled. Mismatches between bases 9 and 12 were not allowed. Target

candidates were considered valid when expectation was equal or less than 4.0.

Stem-loop reverse transcription and qRT-PCR validation

RT-loop primers (loop-RT), forward specific PCR primers (loop-FW) and
reverse universal primers were designed following Chen et al. [39] (Table 1) for
reverse transcription and PCR amplification of sugarcane miRNAs. Reverse
transcriptase reactions were performed as described by Varkonyi-Gasic et al.
[40]. Each reaction contained 2.5 ug of total DNA-free RNA, 1 pL of RT-loop
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primer (1uM), 1 pL oligo d(T)17VN (50 uM ) and 1 pL of dNTPs mix (10 uM). The
reaction was incubated for 10 minutes at 65°C and then laid on ice for 2
minutes. Subsequently, First Strand Buffer, DTT, RNAseOut and Superscript 11|
enzyme (Life technologies, USA) were added. This reaction was incubated in a
VerityTM Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA) for 30 minutes at 16°C,
followed by 60 cycles of 30°C for 30 seconds, 42°C for 30 seconds and 50°C
for 1 second. Finally, the reaction was incubated 5 minutes at 85°C for the
enzyme inactivation.

Real time PCR was performed to analyze the expression of sugarcane miRNAs.
The reactions were performed using the SYBRGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems, USA) on 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, USA).
Each PCR reaction of 18 uL included: 2 uL of cDNA, 10 uL SYBRGreen Master
Mix (1X), 1 pL of forward specific primer (10 uM), 1 pL of reverse universal
primer (10 yM) (Table 1) and water. A polyubiquitin gene [41] was used as
reference (Table 1). The reactions were performed at 95°C for 10 minutes,
followed by 40 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute with a final
dissociation curve analysis. All reactions were run in ftriplicate and with four
biological replicates.

The real time PCR data analysis was done considering the reaction efficiencies
to calculate the miRNA fold-changes and using the web-based system QPCR
[42].

Results

Identification of evolutionarily conserved sugarcane miRNAs

Several miRNAs from Saccharum spp. were identified by high-throughput
Solexa sequencing and comparared to miRBase public miRNA database. Total
RNA samples were obtained from mature leaves of two different sugarcane
varieties, RB867515 and RB855536, cultivated in the field, under irrigation or
not. These four cDNAs libraries yielded between 8 to 12 million clean reads
each (Table 2), and more than 40 million reads in total. Good quality reads
between 16 and 27 bases were analyzed. In both varieties and under both

conditions (irrigated and stressed), the most abundant sRNAs were from 21 and
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24-nt classes, miRNA and siRNA, respectively (Figure 1). This pattern was also
observed in sequencing analysis in other plant species [22,25,43].

After annotation of unique tags using RFam and Genbank RNA databases,
remaining tags were compared to monocot miRNAs in miRBase, which resulted
in 34 families, some of them with several variant sequences. After cutting of
extremely low expressed tags and variants, we found 26 conserved miRNA

families in sugarcane (Table S1).

Differential expression of sugarcane miRNA under drought stress

Considering a p-value < 0.05 and fold change = 2, we have identified 20
differentially expressed miRNA families (Table 3). The drought tolerant cultivar
RB867515 had 18 microRNAs differentially expressed between treatments (Ti x
Ts), while the drought stress susceptible RB855536 presented 9 miRNAs (Si x
Ss). Both cultivars share 7 miRNAs differentially expressed in this comparison.
Among these, four were induced or repressed in both cultivars, while the other
three had opposite pattern. Also, it was found that 14 microRNAs were down
regulated by drought in the tolerant variety, while 6 out of 9 were up regulated in

the susceptible one.

In silico precursor and target prediction

The whole set of miRNA sequences was mapped onto SoGl and SUCEST
databases in order to identify their precursors. In total, precursors for 9 miRNAs
were identified (Table 4). From those, 6 belong to the conserved families found
in sugarcane (Table S1), but there were not differentially expressed under
drought. It was found the precursor only for three miRNAs differentially
expressed (Sof miR437, Sof miR444 and Sof miR528, Table 3). Interestingly,
these three miRNAs were already described as monocot exclusive and there
were differentially expressed under drought in this field experiment. Also
miR528 was described as differentially expressed under drought in wheat [44].
MicroRNA sequences were also used to search for their targets. Almost all of
the differentially expressed miRNAs had target candidates in SoGl database
(Table 3).

Among the targets, there are transcription factors (mir164, miR171, miR444,

etc), growth-regulating factors (miR396) and proteins associated with flower
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development (miR172) (Table 3). The targets had homologous protein products

in diverse plant species, most commonly in rice and maize.

Sequencing results and qRT-PCR validation

gRT-PCR was used to validate the expression of some sugarcane microRNAs
in control and drought stressed leaves from both varieties (RB867515 and
RB855536). The expression profile was evaluated for the following miRNAs:
sof-miR160, sof-miR164, sof-mir172 and sof-miR528. The sequencing results
(Figure 2) showed that sof-miR160 was significantly more expressed under
drought stress than in control situation only in the susceptible cultivar
(RB855536). On the other hand, sof-miR164 and sof-miR528 were more
expressed in the drought treatment in the tolerant cultivar. From the list of
miRNAs differentially expressed under drought in the tolerant cultivar, we also
chose sof-mir172 that was more expressed in control situation.

As shown in Figure 3, sof-miR160, sof-miR164 miRNAs had their sequencing
expression pattern confirmed by qRT-PCR. For sof-miR528, only the pattern of
the tolerant cultivar was confirmed, because in the susceptible cultivar, more
expression was observed in the control condition. The sof-mir172 qRT-PCR
expression pattern was different from that observed in the sequencing. This
miRNA was expected to be more expressed in control treatment but through
gRT-PCR they were more expressed under drought.

Discussion

There are many recent reports confirming the identification of microRNAs in
different plants and some also describe miRNAs differentially expressed under
stress [8,11,22,25,43,45,46,47,48,49]. Although some sugarcane miRNAs have
already been registered at miRBase, this is the first report that associates stress
and microRNAs identification in sugarcane.

During the development of SUCEST project, 43.141 transcripts of sugarcane
(SAS, Sugarcane Assembled Sequences) were generated; from those, 30% did
not present gene or protein sequence homology previously identified in other
organisms [32]. Many of those sequences are specific in sugarcane and could

be involved in the post-transcriptional regulation of other genes. Approximately,
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1% of the genes that encodes proteins had one microRNA associated with its
regulation [6]. Consequently, we could expect about 430 sequences in
sugarcane. Nowadays, there are only 16 sugarcane microRNA sequences
predicted by bioinformatics in the miRBase. In this work we have described 20
sugarcane miRNAs differentially expressed under drought stress (Table 3) with
precursors identified in SoGl databases (Table 4). Because miRNA expression
could be tissue, age or development stage specific, it is expected that the

number of sugarcane miRNAs rises when other tissues were analyzed.

Many new microRNAs, not conserved among the species, have been identified
along with their targets, which include genes associated with diverse metabolic
pathways and cellular processes related with the development of resistance to
abiotic stresses [50,51,52]. Using Populus trichocarpa as a model, Lu et al. [53]
confirmed predicted targets as genes related with development and/or stress,
and with putative associate functions with cell wall metabolites, important in the
regulation of wood development in trees. Although some microRNAs present
conserved sequences, most of them exhibit expression profile species-specific
during the development, suggesting that conserved microRNAs could present

different regulatory roles in each species.

Sugarcane miRNA targets were predicted by psRNAtarget, recently used in a
similar study [25]. From the whole set of mapped miRNA sequences, it was
predicted target genes for almost all the 26 miRNAs families found in SoGl
database (data not shown). Among all predicted miRNA targets in SoGl, the
majority were transcription factors, as already described for other organisms
[10].

From the 20 drought differential expressed miRNAs identified in this work, we
have found target genes to 19 in SoGI database (Table 3). Among these 19
miRNAs, there are conserved miRNAs, like miR528, known also to be related to
drought stress response in wheat plant [44]; and miR171, miR172, miR319 and
miR396 in rice [47].

Sunkar et al. [50] identified 26 new microRNAs sequences from Arabidopsis

exposed to water deficit, salinity, cold and ABA that were not conserved in rice,
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suggesting the existence of others microRNAs that could be critic under specific
processes. In Arabidopsis, three microRNAs were induced under drought. One
of them, miR393, also induced by cold and ABA, had as target genes that
encodes proteins from the ubiquitin system. In sugarcane, sof-mir393 was
significantly repressed in the tolerant cultivar under drought. Zhou et al. [47]
also observed this opposite expression pattern between Arabidopsis and rice in
nine out of 30 differentially expressed miRNAs under drought, in spite of having
similar target genes.

The sof-miR160 presented induced expression in the susceptible cultivar under
drought stress. The homolog of this miRNA in maize was repressed by drought
[54] and induced by salt stress [55]. These same authors identified that the
probable targets of mir160 are genes that codified the ribosomal protein S16
and the transcription factor ARR11, involved in the signal transduction of
cytocinine [56]. Although we could not find a link with the S16 protein and stress
in plants, the hormone cytocinine could have an important role in drought
tolerance [57,58]. The authors produced transgenic tobacco plants over
expressing the isopentenyltransferase gene that controls a key stage of the
cytocinine pathway. Those plants presented high levels of cytocinine that finally
increase drought tolerance. This better performance is associated to an
increase in the photorespiration, protecting the photosynthesis. The expression
profile of sof-mir160 observed in sugarcane, under drought stress, indicated
that the expression profile depends on the variety and treatment and, although it
might be affected by agents other than drought, it could be an important
difference between the two varieties in dealing with water deficit. The regulation

of the mir160 seems quite complex and more studies are necessary.

Coruzzi et al. [59] observed that the mir167 responded to deficient conditions of
nitrate and that the super expression of the mir167 increase the lateral roots,
expanding the area explored by the plant. With this, the metabolic efficiency
was higher, with a major absorption of nutrients, high growth rate and
productivity. In sugarcane, sof-mir167 was not statistically differentially
expressed under drought in sequencing but by gRT-PCR it was induced in both

varieties under drought stress (data not shown), indicating that this miRNAs is
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important for the drought response and that it is an excellent candidate for
future studies in sugarcane biotechnology. This miRNA gRT-PCR results could
also suggest that there are some differentially expressed miRNA that were
excluded from the analysis and could be interesting, but since we have a lack of
parameters in literature indicating the best criteria to categorize the miRNA. Xin
et al. [43] described p <0.05 as the unique criterion to identify heat and

powdery mildew infection responsive miRNAs in wheat.

The mir156 regulates transcription factors like Squamosa Promoter Binding
Protein Like (SPL), involved in the blossom and the vegetal development
[60,61]. Hsieh et al. [62] observed that the mir156 is induced by deficiency of Pi,
N and K in Arabidopsis roots, but its expression is not altered in leaf submitted
to those or others stresses. The exact role of this microRNA in the response to
stress is still not defined, but the data found in a recent patent demonstrated
that the super expression of the mir156 in transgenic Arabidopsis plants
increase the ramification of the shoot, increasing also the plant biomass [63].
On the other hand, Zhou et al. [47] observed mir156 repressed in rice under
drought, suggesting that this miRNA could have diverse expression pattern
among species. This hypothesis is supported by Jiang et al [64] that observed
different miRNA expression pattern between Arabidopsis and rice. In this study,
sof-mir156 was statistically differentially expressed only between sugarcane
cultivars in control condition, indicating that this miRNA is not related to drought
stress response but may be important for growing and development of
RB867515, that is more productive than RB855536 (Endres et al., data not
published). Otherwise, sof-mir157 was differentially expressed only in drought
treatment between cultivars, indicating that it may have conserved its function in
stress response. This miRNA also seem to be an interesting candidate for

further functional analyses.

Three of the differentially expressed miRNAs in our experiments, miR437,
miR444 and miR528 are monocot specific [48,65]. The first one targets a Cullin-
like transcript in SoGl database. In Arabidopsis, the AXR6 gene encodes CUL1,
a cullin-like gene required for auxin signaling in early development [66]. It's an

important component of the SCF E3 protein complex, which is responsible for
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degradation of Aux/IAA nuclear proteins, which in turn repress ARF
transcription factors [67]. Since miR437 was repressed in RB867515 under
drought, it is possible that cullin-like genes with similar role in sugarcane were
needed in order to produce SCF complexes to degrade Aux/IAA and allow
greater activity of ARF trancription factors. Moreover, Binder et al. [68] describe
a role in the ethylene signaling pathway for proteins EBF1 and EBF2,
components of the SCF E3 complex.

The predicted target of miR444 in sugarcane ESTs is homolog to a MADS-box
transcription factor in rice. This class of genes is very diverse and includes
APETALA-like and SEPALLATA-like genes in maize and wheat, apart from
presenting different expression patterns over development stages and tissues
[69,70]. In spite of being an interesting miRNA, a great deal of further
investigation is necessary before it is possible to interpret its action. As with
miR437, the RB867515 tolerant cultivar expresses more miR444 under control
than RB855536, but represses it significantly under treatment.

Finally, miR528, also described as monocot exclusive, is less abundant in
RB867515 in control and is up-regulated under drought, but in this condition
although significantly different in RB855536, their difference is less than the
two-fold cutoff. The qRT-PCR results validate the sequencing result within the
tolerant cultivar. lts target in sugarcane seems to be a UBX domain-containing
protein, a wide class of proteins conserved between kingdoms. There is not
much information about functional aspects of this kind of protein in plants, but in
Arabidopsis, PUX1 has been described as a regulator of p97/CDC48 molecular
chaperone with ATPase activity [71]. The loss of function pux? mutant showed
accelerated growth relative to wild-type plants. This could suggest a growth

control related role for miR528.

The future perspective is that the miRNAs identified could be characterized
together with its targets, generating the essential knowledge to develop new
sugarcane varieties tolerant to drought stress. These data are of great value
because they are the first in sugarcane under a particular stress and in field-

grown cultivars. With the probable known sequences it could be possible to
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predict targets more accurately by bioinformatics and the precursors through
other techniques, such as RACE. Finding the precursor of a certain miRNA of
interest is central for gene characterization and allows the determination of the
promoter associate. The targets found in this study are in agreement with those
already published, reinforcing the good quality of the data.
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Figure 1. Size distribution of small RNA (sRNA) sequences in sugarcane.
Plants of cultivars RB867515 (A) and RB855536 (B) were field-grown for 7
months in two conditions: irrigated (grey bars) and drought stressed (black
bars). RB867515 is known as more tolerant to drought than RB855536.
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Figure 2. Expression profile based on sequencing data of 10 sugarcane
microRNAs. The value is expressed in number of transcripts per million (TPM)
for both condition: irrigated (control, grey bars) and drought stressed (black
bars) and for both varieties: RB867515 (more tolerant to drought) and

RB855536 (more susceptible). Each sample was a mix of two replicates.
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Figure 3. gqRT-PCR expression profile for 4 sugarcane microRNAs. RB867515
and RB855536 leaves were used to analyze the miRNA expression, under
control (grey bars) and drought stress conditions (black bars), in 7 month-old
field-grown plants. RB867515 irrigated was used as reference sample to
calculate the fold change. The fold change value and standard deviation is the

mean of four biological replicates.
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Table 1. qRT-PCR primers used in sugarcane miRNAs expression analysis.

Primer name Sequence (5-37) Nt T (*°C)
loop-RT 160 JACTGGA TACGACAGGUAT a0 ag
loop-FW 160 'GT 18 616
loop-RT'172 UTCCTATCCAGTOGCACGOT "GOA TACGACTGCAGE 50 29
loop-FW172 o i 56
loop-RT'164 50 99
loop-FW 64 i8 Gl
loop-RT528 50 a9
loop-FW528 i 59
PUB-FW ¥ 28 a7
PUB-RV COCTCTGOTG JCTOCATTTG 22 67.3
GTGCAGGOTCCGAGOT 16 5R.4

reverse eniversal

RT: primer loop for reverse transcription, FW: forward primer for real time PCR, reverse
universal: reverse primer for real time PCR, PUB: polyubiquitin gene primer, Nt:
number of nucleotides. The numbers in each primer name indicate the corresponding
number of the miRNA in sugarcane.
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Table 2. Small RNA deep-sequencing results for sugarcane leaves from
RB867515 (higher tolerant to drought - T) and RB855536 (lower tolerant to

drought - S) varieties under irrigation (I) and non irrigation (S) conditions.

TI TS
Category s RNAs Percent (%) Total RNAs Percent (%) Unique RNAs Percont (%) Total RNAs Percent (%)
miRNA 33295 0.86 2,568 341 21.04 15,074 0.71 1,547 690 20.47
RNA 57 826 1.49 690,977 5.66 80,838 38 1,307 606 17.29
siRNA 99,469 257 640673 5.24 31,807 1.43 208 823 2.76
snRNA 2,778 0.07 13,047 0.1 2,893 0.14 14372 0.19
snoRNA 1,457 0.04 4727 0.04 1,05 0.05 3,298 0.04
tRNA 15,783 0.41 1,058 986 867 17,416 0.82 479 527 6.34
Unannotated 3,660,105 94.55 7,230,626 53.23 1,978,922 92.99 4,000,025 52.9
Total small RNAs 3,870,713 100.00 12,207 377 100.00 2,128,000 100.00 7,561,341 100.00
Category = St = SS
Unique RNAs Percent (%) Total RNAs Percent (%) Unique RNAs Percent (%) Total RNAs Percent (%)
miRNA 15,663 0.52 1,294 640 12.98 19,966 0.72 1853916 17.76
rRNA 108,411 357 1,994 571 20.00 83,009 2.99 1,504,192 14.41
siRNA 55,071 1.81 402,188 4.03 44,402 1.6 255 345 245
snRNA 4,955 0.16 43,655 0.44 3,797 0.14 2184 0.21
snoRNA 2,184 0.07 10,697 0.1 2624 0.09 18,403 0.18
tRNA 23,831 0.78 766,089 7.68 19,327 0.7 547 A33 525
Unannotated 2825979 93.08 5,461,047 54.76 2,605,783 93.77 6,235 247 59.75
Total small RNAs 3,036,094 100.00 9,972,887 100.00 2,778,908 100.00 10,436,376 100.00
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479  Table 3. Conserved sugarcane microRNAs differentially expressed under drought and their targets.
480

miRNA Mature Sequence Nt RB867515 RB855536 Predicted Target Target homolog/similar; species
mirl60 TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 21 CA184830 Unknown

mirl62 TCGATAAACCTCTGCATCCAG 21 CA157043 Ulp1 protease family; Osa

mirl64 TGGAGAAGCAGGGCACGTGCA 21 CA293780 NAC transcription factor; Hvu

mirl71 TGATTGAGCCGTGCCAATATC 21 TC151967 Scarecrow-like (SCL1) TF; Osa
mirl72 AGAATCTTGATGATGCTGCAT 21 CA102399 Nitrilase 1; Zma

mir319 TTGGACTGAAGGGTGCTCCCT 21 TC153622 Unknown

mir393 CTCCAAAGGGATCGCATTGAT 21 TC120009 Unknown

mir394 TTGGCATTCTGTCCACCTCC 20 TC140342 Unknown

mir396 TCCACAGGCTTTCTTGAACTG 21 TC137697 Growth-regulating factor 8; Osa
mir397 TCATTGACTGCAGCGTTGATG 21 TC142804 Laccase-12/13 precursor; Osa

mir398 TGTGTTCTCAGGTCGCCCCC 20 TC130960 Silencing group B protein; Zma
mir399 TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTG 21 TC154035 Unknown

mir437 TCAAAGTTAGAGAAGTTTGAC 21 TC153776 Unknown

mird44 TGCAGTTGCTGTCTCAAGCTT 21 TC15389%4 MADS-box transcription factor 57 (partial); Osa
mir528 TGGAAGGGGCATGCAGAGGAG 21 TC113980 Vacuolar sorting protein 9 protein; Osa
mir530 TGCATTTGCACCTGCACCTCT 21 TC150233 U2 snRNP a“"gﬁfg ff:;tl‘f; lgrsie sub., splicing
mir827 TTAGATGACCATCAGCAAACA 21 CAI86401 SPX (SYGL/P h"ii(/) gﬁ%sda"mam’c"“mm“g
mirl318 TCAGGAAAGATGACACCGACA 21 TC154195 Unknown

mirl432 TCAGGAAAGATGACACCGACA 21 Unknown Unknown

mirl436 AACATTACGGGACGGAGGGAG 21 TC136936 Unknown

Nt: number of nucleotides of the mature miRNA; Red wells indicate statistically (p<0.05) down-regulated miRNAs and green wells indicate statistically (p<0.05) up-regulated miRNAs under
drought. * indicates miRNAs differentially expressed in both growth conditions: greenhouse and field; Conserved miRNA sequences showed up to 2 mismatches to miRBase database.
Osa: Oriza sativa, Hvu: Hordeum vulgare, Zma: Zea mays
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Table 4. Precursors of microRNAs found

sugarcane varieties under drought stress.

in RB867515 and RB855536

miRMNA pre-miR pre-miR. length pre-miR. MFEI
sof-miR156 TC152883 178 -1,66
sof-miR159 TC119061 460 2,73
sof-miR166 TC144774 226 -1.77
sof-miR167 TC123947 306 -2.59
sof-miR168 TC137276 142 0,98
sof-miR437 TC132027 336 -3.07
sof-miR444 TC150124 200 2,2
sof-miR444 TC152641 200 2.1
sof-miR528 CA290495 192 -1.41
sof-miR1439 CA198902 306 2,97

The name of the pre-miR cluster is based on the SOGI database; Precursor length is in
number of nucleotides; MFEI: minimal-folding free energy index.
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487 Table S1. The 26 miRNAs families founds between the 2 varieties of sugarcane
488  under drought stress.

miRMNA mature seguence miR length
miR156 TTGACAGAAGABGAGTGAGCAC 21
miR159 TITGGATTGAAGGGAGCTCTG 21
miR 166 TCTCGGACCAGGCTTCATTCC 21
miR167 TGAAGCTGCCAGCATGATCTGA 22
miR 168 TCGCTTGGTGCAGATCGGGAC 21
miR 1439 ATTTGGAACGGAGGGAGTATT 21
miR 160 TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 21
miR162 TCGATAAACCTCTGCATCCAG 21
miR 164 TGGAGAAGCAGGGCACGTGCA 21
miR171 TGATTGAGCCGTGCCAATATC 21
miR172 AGAATCTTGATGATGCTGCAT 21
miR319 TTGGACTGAAGGGTGCTCCCT 21
miR393 CTCCAAAGGGATCGCATTIGAT 21
miR394 TTGGCATTCTGTCCACCTCC 20
miR336 TCCACAGGCTTTCTTGAACTG 21
miR337 TCATTGACTGCAGCGTTGATG 21
miR338 TGTGTTCTCAGGTCGCCCCC 20
miR339 TGCCAAAGGAGAGTTGCCLCTG 21
miR437 TCAAAGTTAGAGAAGTTTGAC 21
miR444 TGCAGTTGCTGTCTCAAGCTT 21
miR528 TGGAAGGGEGCATGCAGAGGAG 21
miR530 TGCATTTGCACCTGCACCTCT 21
miR827 TTAGATGACCATCAGCAAACA 21
miR1318 TCAGGAAAGATGACACCGACA 21
miR 1432 TCAGGAAAGATGACACCGACA 21
miR 1436 AACATTACGGGACGGAGGGAG 21
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4.5 Discussao

Os resultados sugerem fortemente que miRNAs de cana-de-agiicar tem seu perfil de ex-
pressdo alterado pelo estresse por falta de dgua, indicando que existem agoes de regulagao pos-
transcricional integrantes do processo de adaptagao da planta ao estresse, como ja foi observado
por outros autores em outras espécies (Zhao et al., 2007; Wei et al., 2009; Covarrubias and Reyes,
2010). Parte dos resultados encontrados sdo consistentes entre réplicas bioldgicas e variedades
distintas, o que ajudou a identificar alguns dos miRNAs que podem ter maior importancia na
cana-de-agucar e alguns que podem estar se destacando em razao das variagoes esperadas para

amostras de campo.

Alguns miRNAs de fungao conhecida foram identificados como diferencialmente expressos
em ambas metodologias. Entre eles, miR160, miR167, miR156/157, miR159/319 e miR528 (alguns
miRNAs da mesma familia foram anotados com nimeros 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 informagoes sobre as func¢oes de muitos dos miRNAs conhecidos é
notavel. Os tltimos anos viram um aumento exuberante de publicagoes onde os autores identificam
grandes numeros 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 especificos sobre suas fungoes nao parecem ter a mesma popularidade, como pode-se
constatar através da quantidade de revisoes recentes centradas nos avangos no conhecimento do
processamento de miRNAS na célula (Filipowicz et al., 2008; Voinnet, 2009; Lu and Souret, 2010)
e de algumas que apresentem novas informagoes sobre as vias regulatorias envolvidas no processo
de interferéncia. No entanto a tendéncia é que essas grandes quantidades de informacoes passem
a ser vigorosamente exploradas e testadas em busca de um maior entendimento da biologia de

miRNAs, aumentando as chances de se obter alvos biotecnoldgicos promissores.
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A grande quantidade de candidatos a novos miRNAs chama a atencao. Sao dados que nao
estavam disponiveis anteriormente e agora constituem uma base para o avango do conhecimento

sobre a biologia de miRNAs em cana-de-agiicar e espécies proximas.

Nosso trabalho mostrou que a cana de agucar tem muitos miRNAs conservados que parecem
fazer parte da resposta a estresses e também diversos candidatos a miRNAs ainda nao descritos. A
perspectiva é de que esses dados fomentem muitos estudos na area e permitam o desenvolvimento

de cultivares melhor adaptados aos desafios da produgao de energia limpa e sustentavel.

As duas principais metodologias empregadas no trabalho mostraram-se eficientes dentro das
possibilidades. No caso hipotético de se produzir chis baseados nas sequéncias obtidas por deep-
sequencing é de se esperar que a robustez dos resultados fosse maior, ja que mesmo sem a sequencia
exata, os miRNAs putativos sugeridos pelo sinal da sondas nochip foram de fato encontrados no
sequenciamento. Amostras de campo estao sujeitas a uma mirfade de fatores que podem afetar
a expressao génica. Levando em conta a sensibilidade da expressao de miRNAs, essa questao
torna-se ainda mais importante. No entanto, ndo existem razoes claras para considerar que um
experimento de casa de vegetacao possa ter maior ou menor qualidade. Mas se possivel, utilizar
as duas condigbes certamente produziria uma riqueza de informagoes maior que a simples soma

das duas abordagens.
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4.6 Conclusoes

Com base nos extensos resultados obtidos, podemos afirmar que miRNAs de cana-de-acticar

tem sua expressao alterada diante do estresse por seca.

A cana-de-aguicar apresenta muitos miRNAs conhecidos em outras espécies, incluindo alguns
especificos de monocotiledoneas e muitos candidatos a novos miRNAs. Obtivemos 320 deles apenas
entre os diferencialmente espressos. E provavel que o numero total exceda significativamente a

expectativa de 1% dos transcritos do SUCEST.

Os recursos de sequenciamento de nova geracgao sao muito valiosos na pesquisa de miRNAs,
por permitirem aferir a presenca e a quantidade de sequéncias pequenas com alta qualidade. Os
dados disponiveis sao essenciais para a identificacao de alvos e o padrao de expressao de grandes

conjuntos de miRNAs especificos de cana-de-ac¢icar.

Os miRNAs 160, 167, 156/157, 528, 437 e 444 sao candidatos primdrios para estudos de
biologia molecular que possam descrever com maior profundidade suas fungoes e potencial biotec-

noldgico e agrondmico.
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Apéndice A

Analise fisiolégica

As folhas +1 de plantas obtidas na coleta de sete meses em Alagoas foram utilizadas para
as primeiras hibridagoes. As plantas de trés meses também fossem alvo do projeto, as andlises
fisiolégicas mostraram uma diferenca notavelmente mais acentuada entre as duas condigbes 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 graficos que a diferenga na altura

entre plantas da mesma variedade aos 3 e aos 7 meses aumenta consideravelmente.
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Figura A.1: Altura de plantas de cana-de-agiicar, aos trés e sete meses apds o plantio, sub-
metidas a dois regimes hidricos (irrigado e sequeiro), em condigdes de campo no municipio
de Campo Alegre — AL. O eixo x contém os nomes das variedades utilizadas. Médias sobrepostas de
* diferem entre os regimes hidricos em cada variedade pelo teste Tukey (p<0,05). Médias seguidas pela

mesma letra mintscula entre variedades em cada regime hidrico nao diferem entre si pelo teste Tukey
(p<0,05).
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Da mesma forma, o indice de rea foliar (LAI) (Figura A.2), uma razao entre drea estimada
da parte superior das folhas e a drea de solo onde a planta cresce. E esperado que haja um efeito
cumulativo no LAT diante de qualquer estresse prolongado que prejudique o crescimento da planta.
Novamente, ¢ facilmente perceptivel 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 meés, mas dificilmente seriam consideradas mais tolerantes se

fossem levados em consideragao apenas os valores obtidos aos trés meses.
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Figura A.2: Indice de 4rea foliar estimado (LAI), em plantas de cana-de-agicar, aos trés
e sete meses apds o plantio, submetidas a dois regimes hidricos (irrigado e sequeiro), em
condi¢coes de campo no municipio de Campo Alegre — AL. O eixo x contém os nomes das
variedades utilizadas. Médias sobrepostas de * diferem entre os regimes hidricos em cada variedade pelo
teste Tukey (p<0,05). Médias seguidas pela mesma letra mintdscula entre variedades em cada regime
hidrico nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

A condutancia estomética (gs), que mede a velocidade com que a dgua evapora dos estomatos,
tende a valores menores em situagoes de baixa disponibilidade de dgua. E uma informagao mais
sensivel que o potencial hidrico foliar como indicativo de estresse e parece ser regulado por sinais
da raiz Inman-Bamber and Smith (2005). A condutancia estomdtica é afetada principalmente
pela abertura estomatica, regulada pela producao de hormonios, sendo ABA o mais importante
sob estresse, e a concentragao de COs. No entanto, o que desencadeia a alteragao na condutancia
estomética é o potencial hidrico da raiz, fortemente responsivo a disponibilidade de dgua no solo
e ao nivel de compactacdo do mesmo Inman-Bamber and Smith (2005); Smit and Singels (2006).

A detecgao da alteragao na disponibilidade de dgua 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 condutancia estoméatica de
todas as variedades estudadas, nos dois tempos experimentais. As variedades tolerantes conseguem
manter niveis mais altos de condutancia estomatica no campo sem irrigagdo aos 7 meses apos o
plantio, corroborando andlises anteriores em cana-de-agicar Inman-Bamber and Smith (2005);

Smit and Singels (2006).
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Figura A.3: Condutancia estomatica em plantas de cana-de-agicar, aos trés e sete meses
ap6s o plantio, submetidas a dois regimes hidricos (irrigado e sequeiro), em condigées de
campo no municipio de Campo Alegre — AL. O eixo x contém os nomes das variedades utilizadas.
Médias sobrepostas de * diferem entre os regimes hidricos em cada variedade pelo teste Tukey (p<0,05).
Médias seguidas pela mesma letra mintscula entre variedades em cada regime hidrico nao diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05).

J& na figura A.4 as barras indicam a quantidade de CO2 consumida, uma medida indireta
da taxa fotossintética. Como as informagoes de condutancia estomética também sugerem, existe
uma diferenca clara na resposta das variedades. O nivel das medidas no campo irrigado é similar
entre todas as variedades, mas é diferenciado entre as trés variedades mais tolerantes (RB92579,
RB867515 e SP79-1011) e as trés variedades sensiveis (RB72454, RB855536 ¢ RB855113). Especi-
almente aos 7 meses, nota-se um padrao muito similar na condutancia estomatica e na fotossintese,
o que ¢ esperado, ja que a fotossintese depende da absor¢ao de CO2 através dos estomatos. A
transpiracao, cujas medigoes encontram-se na figura A.5, é mais um parametro importante na ca-
racterizagao da resposta ao estresse, por estar diretamente ligado ao metabolismo da planta. Mais
um vez, a proporgao entre as medidas nos experimentos irrigado e sequeiro para cada variedade

é similar, especialmente aos 7 meses, e é possivel verificar que a resposta das trés tolerantes é
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melhor.
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Figura A.4: Fotossintese em plantas de cana-de-agiicar, aos trés e sete meses apés o plan-
tio, submetidas a dois regimes hidricos (irrigado e sequeiro), em condi¢ées de campo no
municipio de Campo Alegre — AL. O eixo x contém os nomes das variedades utilizadas. Médias
sobrepostas de * diferem entre os regimes hidricos em cada variedade pelo teste Tukey (p<0,05). Médias
seguidas pela mesma letra mintscula entre variedades em cada regime hidrico nao diferem entre si pelo
teste Tukey (p<0,05).
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Figura A.5: Transpiracao foliar em plantas de cana-de-agicar, aos trés (A) e sete meses (B)
ap6s o plantio, submetidas a dois regimes hidricos (irrigado e sequeiro), em condigoes de
campo no municipio de Campo Alegre — AL. O eixo x contém os nomes das variedades utilizadas.
Médias sobrepostas de * diferem entre os regimes hidricos em cada variedade pelo teste Tukey (p<0,05).
Médias seguidas pela mesma letra mintscula entre variedades em cada regime hidrico nao diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05).

A indicagao das variedades RB867515 (tolerante) e RB85536 (sensivel), cultivadas em Ala-
goas, para os ensaios de biologia molecular deste projeto, mostrou-se adequada por conta das

respostas a seca observadas em cada variedade e a auséncia de contra-tempos como chuvas em

88



dias de coleta e atrasos no plantio nesta localidade. Um fator importante na escolha de RB867515
e RB85536 foi o parentesco préximo destas variedades (sdo derivadas do mesmo cultivar), o que
forneceria um cendrio ideal para a identificacao de caracteristicas determinantes na tolerancia ou

susceptibilidade a falta de dgua.

As tabelas A1, A2 e A3 listam todas as médias das parametros considerados na anélise das
seis variedades estudadas, independentes de tratamento. A figura 1 mostra a diferencga de produti-
vidade entre as variedades nos dois tratamentos. As variedades RB867515 (tolerante) e RB855536
(sensivel), utilizadas nos experimentos subsequentes, apresentam desempenhos diferentes tanto

sob irrigagao quanto em sequeiro, segundo o resultado do teste de comparagao multipla de Tukey.
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Tabela A1. Média das cultivares para os diferentes pardmetros analisados trés meses apds o
plantio.

Variedade
Parimetro RB72454 RB855113 RB855536 RB867515 RB92579  SP79-1011
Crescimento
Altura de plantas (cm) 28,47b 21,94c¢ 22,62¢ 31,35a 27,59b 22,09¢
Comprimento foliar (cm) 102,04a 92,44bc 98,13ab 96,3 1abc 88,46¢ 92,36bc
Largura foliar (cm) 2,40c¢ 2,68b 2.21c 3,03a 2,79ab 2,82ab
NFE 537a 4,98ab 5,15ab 4,86b 5,00ab 5,33a
NFV 8,18a 7,7ab 7,85ab 7,38b 7,53ab 7,31b
NPLC 30,38¢c 41,63ab 31,75bc 35,25bc 49,00a 40,63abc
Area Foliar (cm? planta-') 1800 a 1505 be 1366 ¢ 1684 ab 1620 abc 1574 abc
IAF 0,66 b 0,80 ab 0,53 b 0,81 ab 1,06 a 0,82 ab
Pigmentos
Clorofila a (mg g MF) 1,55bc 1,56bc 1,78a 1,48¢ 1,69ab 1,41¢c
Clorofila b (mg g'! MF) 0,43bc 0,44bc 0,52a 0,41c 0,49ab 0,40c
Clorofila Total 1,98 be 2,00bc 2,29a 1,89¢ 2,18ab 1,80c
Clorofila a\b (mg g'! MF) 3,62a 3,52a 3,42a 3,6a 3,56a 3,55a
Carotenos (umol g''MF) 0,51b 0,48bc 0,5b 0,45bc 0,62a 0,41c
SPAD 39,46a 38,29a 40,11a 37,34ab 34,78b 38,64a
Bioquimica
Prolina (umol g''MS) 1,13a 1,34a 1,30a 1,23a 1,39a 1,21a
Acgucares soluveis 63,42bc 71,19ab 76,61a 73,51ab 50,96¢ 56,26¢
(mg g'MS)
Proteinas soluveis 18,66a 17,09a 17,26a 15,99a 15,58a 18,21a
(mg g''MS)
Aminoacidos 19,33a 19,85a 17,41ab 13,66b 15,61ab 6,64c
(umol g''MS)
Trocas gasosas
Fotossintese 12,54a 11,03a 10,54a 13,37a 10,78a 13,02a
(umol CO, m2sh)
Condutancia 0,17a 0,15a 0,16a 0,15a 0,13a 0,16a
(mol HoO m? s!)
Transpiracdo 3,84a 3,93a 3,72a 3,69a 3,42a 3,83a
(mol H;O m? s!)
A/E 3,39a 2,92a 3,02a 3,82a 3,38a 3,58a
Algs 88,53a 83,48a 83,89a 105,65a 99,62a 91,06a
Fluorescéncia
Fv/Fm (Antemanhi) 0,78ab 0,80a 0,79ab 0,80a 0,77b 0,80a
Fv/Fm (Tarde) 0,72ab 0,74a 0,72ab 0,72ab 0,69b 0,73ab
OPSII 0,39a 0,38a 0,36a 0,34a 0,39a 0,38a
Potencial hidrico
Antemanha (MPa) -0,56b -0,61b -0,31a -0,68bc -0,78¢ -0,58b
Meio-dia (MPa) -1,74b -1,69b -1,68b -1,71b -1,73b -1,44a
Potencial osmét.
Antemanha (MPa) -0,66abc -0,72¢ -0,70bc -0,7bc -0,65ab -0,63a
Meio-dia (MPa) -1,07a -1,12a -1,17a -1,18a -1,08a -1,10a

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (P<0,05).
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Tabela A2. Média das cultivares para os diferentes pardmetros analisados sete meses apds o

plantio.
. Variedade

Parimetro RB72454 RB855113 RB855536 RB867515 RB92579 SP79-1011
Crescimento
Altura de plantas (cm) 110,29b 93,5d 101,14¢ 122,20a 117,69a 99,14cd
Comprimento foliar (cm) 119,68a 111,35ab 107,05b 116,6 ab 110,13ab 116,1ab
Largura foliar (cm) 3,57cd 4,11ab 3,19d 4,16ab 3,89bc 4.33a
NFE 5,46a 5,38ab 5,11abc 4,93cd 5,04bc 4,54d
NFV 7,93a 7,7ab 6,98cd 6,95¢cd 7,18bc 6,35d
NPLC 80,25b 86,63ab 82,88ab 82,25b 101,25a 91,00ab
Area Foliar (cm? planta!) 2564ab 3001a 2114b 2844a 2554ab 2772a
IAF 2,62a 324a 2.17a 2.85a 3,26a 3,06a
Pigmentos
Clorofila a (mg g'! MF) 1,31a 1,22ab 1,05bc 1,11abc 1,01¢c 1,07bc
Clorofila b (mg g'' MF) 0,42a 0,41ab 0,36abc 0,35bc 0,33¢ 0,36abc
Clorofila Total (mg g' MF) 1,72a 1,63ab 1,41bc 1,46abc 1,34c 1,42bc
Clorofila a\b 3,09a 2,99a 2,94a 3,14a 3,11a 2,97a
Carotenos (umol g'"MF) 0,45a 0,38ab 0,31b 0,33b 0,31b 0,32b
SPAD 37,05a 36,45a 36,91a 37,33a 35,43a 34,93a
Bioquimica
Prolina (umol g'MS) 0,66a 0,75a 0,84a 0,7a 0,74a 0,65a
Agucares soluveis 102,53ab 105,45a 95,21abc 83,49¢ 91,00abc 87,02bc
(mg g'MS)
Proteinas solaveis 33,04bc 33,09bc 38,71a 31,24bc 35,81ab 28,70c
(mg g'MS)
Aminoacidos (umol g'MS) 45,99bc 43,33bc 60,42a 51,98ab 61,21a 33,60c
Trocas gasosas
Fotossintese 20,51ab 17,75b 18,34ab 20,75ab 21,60ab 23,77a
(pmol CO; m?2 )
Condutancia 0,25a 0,18a 0,19a 0,2a 0,25a 0,26a
(mol H,O m2 s°!)
Transpiragdo 5,50a 4,71a 4,96a 5,19a 5,71a 5,74a
(mol HoO m? s
A/E 3,82ab 3,63b 3,73ab 4,10ab 3,87ab 441a
Algs 114,98a 122,33a 124,57a 125,81a 102,19a 107,50a
Fluorescéncia
Fv/Fm (Antemanha) 0,78ab 0,79a 0,76b 0,78a 0,77ab 0,78a
Fv/Fm (Tarde) 0,70bc  0,72ab 0,68¢ 0,71abc 0,71abc 0,74a
OPSIL 0,47a 0,48a 0,41a 0,46a 0,41a 0,45a
Potencial hidrico
Antemanha (MPa) -0,22a -0,31ab -0,32abc -0,27ab -0,40bc -0,45¢
Meio-dia (MPa) -1,74b -1,65b -1,70b -1,64b -1,67b -1,48a
Potencial osmot.
Antemanha (MPa) -0,82ab -0,82ab -0,86b -0,82ab -0,79ab -0,76a
Meio-dia (MPa) -1,06a -1,06a -1,09a -1,07a -1,03a -0,98a

Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (P<0,05).
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Tabela A3. Média das cultivares para os diferentes parametros analisados onze meses apds o

plantio.
Variedade

Parametro RB72454 RB855113  RB855536 RB867515 RB92579 SP79-1011
Crescimento
Altura de plantas (cm) 225,83b 214,98b 260,87a 289,31a 265,61a 217,66b
Comprimento foliar (cm) 143,02ab 136,75b 138,47b 153.21a 132,72b 146,22ab
Largura foliar (cm) 4,36bc 5,01la 4,12¢ 4,96ab 5,02a 4,95ab
NFE 5,37ab 5,42a 4,87ab 4,72ab 4,92ab 4,25¢
NFV 7,37a 7,40a 6,87a 6,72a 6,92a 6,25a
NPLC 41,87b 74,00a 77,75a 73,62a 92,25a 79,12a
Area Foliar (cm? planta!) 3593a 3815a 2975a 3816a 3580a 3476a
IAF 0,65b 0,79ab 0,53a 0,80ab 1,06a 0,81ab
Brix Campo 11,20a 10,66a 12,96a 13,05a 13,12a 11,66a

Comprimento do entreno 3 14,25a 14,08a 14,95a 13,45a 14,23a 13,15a
Diametro do entreno 3 2,92a 2,.92a 2,88a 2,96a 2,88a 2,88a
Pigmentos
Clorofila a (mg g'! MF) 0,96a 0,94a 0,85a 0,98a 0,99a 1,00a
Clorofila b (mg g'! MF) 0,28a 0,28a 0,26a 0,29a 0,32a 0,30a
Clorofila Total (mg g! MF) 1,25a 1,23a 1,13a 1,27a 1,32a 1,30a
Clorofila a\b 3,34ab 3,26ab 3,18ab 3,40a 3,11b 3,30ab
Carotenos (pmol g''MF) 0,34a 0,28ab 0,25b 0,30ab 0,34a 0,30ab
SPAD 32,42a 32,47a 29,85ab 30,28ab 28,26b 29,42ab
Bioquimica
Prolina (umol g"'MS) 1,00a 1,12a 1,00a 1,00a 1,00a 0,87a
Acgucares soluveis 33,62a 33,12a 32,62a 36,00a 32,37a 31,12a
(mg g'MS)
Proteinas soluveis 18,37a 16,25a 17,87a 15,37a 19,75a 15,62a
(mg g'MS)
Aminoacidos (pmol g''MS) 20,50a 17,25a 11,62a 18,50a 20,75a 13,50a
Trocas gasosas
Fotossintese 13,16a 9,22a 10,65a 13,69a 13,68a 11,52a
(umol CO; m2sh)
Condutancia 0,09ab 0,06b 0,08ab 0,11a 0,10ab 0,075ab
(mol HoO m2s1)
Transpiragdo 2,98ab 2,21b 2,44ab 3,13a 3,05a 2,69ab
(mol HO m? s°!)
A/E 4.39a 3,99a 3,79a 431a 4,39a 4,37a
Algs 143,37a 151,81a 140,98a 140,23a 142,77a 161,01a
Fluorescéncia
Fv/Fm (Antemanha) 0,78a 0,78a 0,78a 0,79a 0,75b 0,78a
Fv/Fm (Tarde) 0,76a 0,76a 0,77a 0,76a 0,75a 0,75a
DOPSIT 0,27a 0,25a 0,29a 0,27a 0,23a 0,25a
Potencial hidrico
Antemanha (MPa) -0,32ab -0,38ab -0,31ab -0,38ab -0,47b -0,24a
Meio-dia (MPa) -1,63bc -1,67bc -1,52b -1,68bc -1,76¢ -1,36a
Potencial osmét,
Antemanha (MPa) -0,66a -0,82a -0,72a -0,71a -0,69a -0,74a

92



Tabela A3. Média das cultivares para os diferentes parametros analisados onze meses apds o
plantio.

Meio-dia (MPa) -0,80a -0,88a -0,78a -0,87a -0,89a -0,77a
Dados da Industria

Brix (%) 20,41a 20,06ab 19,85ab 19,86ab 20,43a 19,31b
Pureza (%) 87,20a 85,49a 86,86a 85,82a 87,34a 86,76a
Fibra (%) 14,01a 13,59a 14,17a 13,77a 13,46a 13,99a
Pol (%) 14,55ab 14,24ab 14,05ab 13,99ab 14,73a 13,70b
ART (%) 16,01ab 15,71ab 15,49ab 15,45ab 16,19a 15,12b
ATR (%) 142,50ab 139,86ab 137,85ab 137,56ab 144,15a 134,57b
Produtividade (t ha'!) 81,47cd 83,20cd 76,63d 107,14ab 113,09a 93,25bc

Médias seguidas pela mesma letra mindiscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (P<0,05),
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Apéndice B

Dados de variedades aparentadas
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PMGCA

CARACTERISTICAS  RB72454

Prod. Agricola Alta
Colheita Set-Nov
Brot. Man. Queimada Boa
Soca Mecaniz. Crua Regular
ST Cana planta Médio
Cana soca Médio
Fechamento Bom
Tombamento Raro
Florescimento Eventual
Chochamento Ausente
PUI Meédio
Exigéncia em Ambientes Média
Teor de sacarose Alto
Teor de fibra Médio
Carvao Intermediéria
Ferrugem Resistente
Escaldadura Resistente
Mosaico Intermediario
Estrias vermelhas Suscetivel
Falsa est. vermelha Intermediaria

RB72454

(Genitores: CP53-76 x ?)

Aspectos Gerais

Touceiramento médio, com colmos eretos, empalhados, de
didametro médio, e de cor verde clara, com mancha de cera
escurecida.

W RB72454 o SP70-1143

TPH

2°C 3°C 4°C MEDIA

Cortes

18

16 - v hd

*

PC%
IS

+ RB72454 m SP70-1143

12

10 T T T T T T T
Abr  Mai Jun Jul Ago Set Out Nov

Recomendagées de Manejo

Nao plantar em épocas frias, especialmente nos solos mais
argilosos; evitar corte em julho-agosto nos solos argilosos
e ressecados em condi¢gdes de estresse hidrico. Com
auxilio de maturadores pode ser realizada a colheita de
cana-planta antes de julho.

Destaques

Ampla adaptabilidade e alta estabilidade; alta produtividade
agricola.

Variedades de Cana-de-agucar RB - 2008
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PMGCA

RB855536

(Genitores: SP70-1143 x RB72454)

Aspectos Gerais

Touceiramento bom, touceiras semi-abertas e colmos
eretos, empalhados, com bainhas semi-abertas, de facil
despalha, de didmetro médio e de cor verde arroxeada,
quase se acentua quandos expostos.

21
mRB855536 O RB72454
18 4
15 4
- 12 ||
o
= 9 ||
6 4
CARACTERISTICAS RB855536 3 B
04 L
Prod. Agricola Alta 1C 200G 3°C 4° C MEDIA
Colheita Jul/Out Cortes
Brot. Man. Queimada Otima 18
Soca Mecaniz. Crua Otima .
Cana planta Médio 16 1
Perfilham.
Cana soca Alto 3
- O 14 -
Fechamento Otimo o
+ RB855536 m RB72454
Tombamento Néao 12 |
Florescimento Ausente
Chochamento Ausente 10 ‘
PUI Médio Abr  Mai  Jun Jul Ago  Set Out
Exigéncia em Ambientes Alta Recomendagoes de Manejo
T QTR Alto Plantar em ambientes favoraveis com boa disponibilidade
Teor de fibra Baixo de agua; plantio precoce (dezembro a janeiro) pode levar
5 - ao estresse hidrico muito forte se o inverno (julho a agosto)
Carvéo Resistente for muito seco.
Ferrugem Resistente
g Destaques
Escaldadura Resistente
. . Alta produtividade agroindustrial e 6tima brotagdo de
Mosaico Resistente . ]
soqueira, mesmo sob palha; porte ereto e excelente
Estrias vermelhas Resistente colheitabilidade.
) Auséncia de florescimento.
Falsa est. vermelha Resistente
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PMGCA

‘ CARACTERISTICAS H RB867515

Prod. Agricola Alta
Colheita Jul/Set
Brot. Man. Queimada Boa
Soca Mecaniz. Crua Boa
e Cana planta Baixo
Cana soca Médio
Fechamento Bom
Tombamento Eventual
Florescimento Eventual
Chochamento Médio
PUI Longo
Exigéncia em Ambientes Baixa
Teor de sacarose Alto
Teor de fibra Médio
Carvéo Resistente
Ferrugem Resistente
Escaldadura Resistente
Mosaico Resistente
Estrias vermelhas Intermediaria
Falsa est. vermelha Intermediéria

RB867515-

(Genitores: RB72454 x ?)

Aspectos Gerais

Alta velocidade de crescimento, porte alto, habito de
crescimento ereto, alta densidade de colmo, de cor verde
arroxeado que se acentua quando expostos e facil
despalha.
24
21
18 -
15 -

mRB867515 ORB72454

1°C 2C 3C 4C MEDIA

Cortes

12 u
<
R) /
o

10

m RB72454

// + RB867515
8

e

Abr Mai Jul Ago Out

Recomendag¢ées de Manejo

Nao deve ser plantada em ambientes favoraveis devido a
incidéncia de estrias vermelhas. Nos ambientes de alto
potencial de produgédo ha possibilidades, devido a alta
produtividade agricola, de tombamento e atraso de
maturagéo.

Destaques
Tolerante a seca e boa brotagdo de soqueira, mesmo

colhida crua; alto teor de sacarose, crescimento rapido com
alta produtividade.

* Variedade obtida pela Universidade Federal de Vigosa
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Apéndice C

Resultados adicionais

Tabela C.1: miRNAs de cana-de-agucar identificados em hibridagdes em microarranjo.

Nome

Sequéncia

Novo / miRBase

ath-miR159a
aqc-miR159
ath-miR159b
ath-miR159¢c
gma-miR319a
osa-miR159a.1
osa-miR159¢
osa-miR159d
osa-miR159¢
osa-miR159f
osa-miR396f
peu-miR2910
peu-miR2911
peu-miR2914
ppt-miR894

pta-miR159a

UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA
UUUGGACUGAAGGGAGCUCUA
UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUU
UUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU
UUGGACUGAAGGGAGCUCCC
UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUG
AUUGGAUUGAAGGGAGCUCCA
AUUGGAUUGAAGGGAGCUCCG
AUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU
CUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA
UCUCCACAGGCUUUCUUGAACU
UAGUUGGUGGAGCGAUUUGUC
GGCCGGGGGACGGGCUGGGA
CAUGGUGGUGACGGGUGACGGAG
CGUUUCACGUCGGGUUCACC
UUGGAUUGAAGGGAGCUCCA

sim
sim
sim
sim
sim
sof-miR159a
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim

sim

NM: ntmero de mismatches, TM: tamanho do miRNA maduro. Continua na pagina seguinte
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Continuagao

Nome

Sequéncia

Novo / miRBase

pta-miR159¢
pta-miR319
pte-miR1450
pte-miR159d
pte-miR159f
sbi-miR396d
sbi-miR396e
sly-miR319
vvi-miR319b
sof-miR159e
ppt-miR167
ath-miR167d
gma-miR167c
gma-miR167e
vvi-miR167c
ath-miR167a
ath-miR168a
osa-miR168a
pta-miR159b
ath-miR167c
osa-miR528
osa-miR5H30-5p
osa-miR1436
ath-miR160al
ppt-miR160b1
sof-miR168b
sbi-miR156e
ath-miR156a
ath-miR156g

CUUGGAUUGAAGGGAGCUCCC
UUGGACUGAAGGGAGCUCC
UUCAAUGGCUCGGUCAGGUUAC
CUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU
AUUGGAGUGAAGGGAGCUCGA
CUCCACAGGCUUUCUUGAACUG
UUCCACAGGCUUUCUUGAACUG
AUUAAUAAAGAGUGCUAAAGU
CUUGGACUGAAGGGAGCUCCC
UUUGGAUUGAAAGGAGCUCUU
GGAAGCUGCCAGCAUGAUCCU
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUGG
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUG
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUU
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUC
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUA
UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA
UCGCUUGGUGCAGAUCGGGAC
UUGGAUUGAAGAGAGCUCCC
UAAGCUGCCAGCAUGAUCUUG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGCAUUUGCACCUGCACCUA
ACAUUAUGGGACGGAGGGAGU
UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
CGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
UCGCUUGGGCAGAUCGGGAC
UGACAGAAGAGAGCGAGCAC
UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
CGACAGAAGAGAGUGAGCAC

sim

sim

sim
sof-miR159¢
sim

sim

sim

sim

sim
sof-miR159%
sim

sim
sof-miR167b
sim

sim

sim

sim
sof-miR168a
sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim
sof-miR168b
sim
sof-miR156

sim

NM: ntmero de mismatches, TM: tamanho do miRNA maduro. Continua na pagina seguinte
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Continuagao

Nome

Sequéncia

Novo / miRBase

pte-miR319e
ath-miR319a
ath-miR319c
pte-miR167h

UUGGACUGAAGGGAGCUCCU

UUGGACUGAAGGGAGCUCCCU
UUGGACUGAAGGGAGCUCCUU
UGAAGCUGCCAACAUGAUCUG

sim
sim
sim

sim

NM: ntimero de mismatches, TM: tamanho do miRNA maduro.
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Tabela C.2: miRNAs mais expressos em folha de cana-de-agucar.

Sonda

Sinal médio

Observacao

pte-miR1450
SCJFRZ1007C01.g
osa-miR159a.1
ath-miR159a
ath-miR159b
osa-miR159f
osa-miR159d
ath-miR159¢
osa-miR159e
pte-miR159d
osa-miR159¢
sly-miR319
sof-miR159%
ptc-miR319e
ath-miR319¢
osa-miR168a
aqc-miR159
pta-miR159a
SCUTSD1026H02.g
osa-miR528
SCCCST1005H07.g
SCMCLR1010B03.g
peu-miR2910
gma-miR319a
ppt-miR894
SCMCSD2060C04.g
gma-miR167c¢c
SCSFSD1065B12.g
ath-miR167d
gma-miR167e
ath-miR167a
ppt-miR167

51222.2325
18727.015
18593.46
17111.045
16882.0925
15904.34
10419.505
10338.875
9478.535
9354.995
9107.13
7932.1425
7386.055
5914.7375
5677.5275
5620.52
5312.0325
5308.0375
5231.4575
5129.9475
5027.8725
4943.6975
4763.22
4374.89
2838.71
2527.84
2476.3875
2413.375
2068.425
1991.57
1755.545
1415.45

Igual a ptc-miR1450

Igual a osa-miR528

Igual a osa-168a
Igual a osa-168a

Igual a gma-167c

Igual a gma-167c
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