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SELECAO DE GENOTIPOS, ANALISES FISIOLOGICAS E EXPRESSAO DE MIRNAS EM
CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.) NA RESPOSTA AO ALUMINIO

RESUMO - A cana-de-acUcar é atualmente uma das principais culturas da
agroindustria mundial. Devido a ampla expansdo de seu plantio € submetida
constantemente a solos nao produtivos. A presenca de moléculas toxicas no solo,
como o aluminio (Al*"), interfere diretamente no desenvolvimento radicular
ocasionando baixa absorcdo de dgua e nutrientes levando a pouca produtividade e
desenvolvimento das plantas. Os microRNAs tem sido descritos como um dos
fatores responsaveis pela regulacdo génica e a descoberta dessas moléculas abre
um novo caminho para a elucidacdo da tolerancia e adaptacdo das plantas aos
estresses abidticos. Este estudo visou avaliar em duas cultivares de cana-de-agucar
(CTC-2 e RB855453) a expressdo dos microRNAs miR159, miR164 e miR168,
associados a resposta ao aluminio em espécies como Arabidopsis thaliana, arroz
(Oriza sativa) e tabaco (Nicotiana tabacum). Algumas caracteristicas foram
avaliadas, como densidade de raizes (DS), area foliar (AR), producdo de massa
seca (MS) e teor de prolina nas folhas, em quatro cultivares de cana-de-acgucar
submetidas a diferentes concentracfes de aluminio. A cultivar CTC 2 foi classificada
como tolerante e a RB855453 como sensivel ao estresse. Ambas foram
selecionadas e em sistema de hidroponia submetidas novamente ao estresse pela
toxidez de aluminio na concentracdo de 221 pmol L. Parametros fisiologicos
foram mensurados (area foliar, potencial osmético, taxa de fotossintese,
transpiracdo, condutancia estomatica) e a expressdo dos miRNAs 159, 164 e
168 avaliada por PCR em tempo real. Plantas das duas cultivares apresentaram
alteracbes fisiologicas e morfolégicas ao longo do estresse, com reducdo
significativa para a area foliar da cultivar RB855453. O miR164 e 159 foram
induzidos nas duas cultivares, principalmente apés 72 horas de estresse, e 0
miR168 diferencialmente expresso. Esses miRNAs regulam genes e fatores de
transcricdo que estdo envolvidos na resposta e desenvolvimento da planta diante

ao estresse por aluminio.

Palavras-chave: Estresses abio6ticos; miR159; miR164, miR168; Saccharum
officinarum.



SELECTION OF GENOTYPES, PHYSIOLOGICAL ANALYSIS AND EXPRESSION
OF MIRNAS IN SUGARCANE (Saccharum spp.) IN RESPONSE TO ALUMINUM

ABSTRACT - The sugarcane is currently one of the main crops of global
agribusiness. Due to the wide expansion of its plantation is constantly subjected
unproductive soils. The presence of toxic molecules in the soil, such as aluminum
(AI*), directly affects root development, leading to poor absorption of nutrients and
water leading to low productivity and development of plants. Studies of the
interactions of plants with the environment are being conducted to clarify the
resistance or susceptibility of various cultures, favoring the discovery of important
mechanisms that participate in physiological and molecular responses to
environmental stresses. MicroRNAs have been described as one of the factors
responsible for gene regulation and the discovery of these molecules opens a new
path for the elucidation of tolerance and adaptation of plants to abiotic stresses. This
study evaluated in two sugarcane varieties the expression of microRNA miR159,
miR164 and miR168, associated with the response to the aluminum species such as
Arabidopsis thaliana, rice (Oryza sativa) and tobacco (Nicotiana tabacum). Some
characteristics were evaluated, such as density (DS), area (AR), dry mass production
(DM) and proline content, in four sugarcane -cultivars submitted to different
concentrations of aluminum. CTC 2 cultivar was classified as tolerant and RB855453
as stress sensitive. Both were selected and in a hydroponics system again submitted
to stress by the aluminum toxicity in the concentration of 221 umol L-1. Physiological
parameters were measured (leaf area, osmotic potential, photosynthesis rate,
transpiration, stomatal conductance) and the expression of miRNAs 159, 164 and
168 evaluated by real-time PCR. Plants of both cultivars presented physiological and
morphological changes along the stress, with a significant reduction for the leaf area
of cultivar RB855453. The miR164 and 159 were induced in the two cultivars, mainly
after 72 hours of stress, and the miR168 differentially expressed. These miRNAs
regulate genes and transcription factors that are involved in the response and

development of the plant in the face of aluminum stress.

Palavras-chave: Abiotic stress; miR159; miR164, miR168; Saccharum officinarum;
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar € uma das culturas de maior notoriedade na agroindustria
de regides tropicais e subtropicais. O Brasil € o principal produtor e gera anualmente
mais de 500 milhdes de toneladas de cana moida além de exportar toneladas de

acucar e milhares de metros cubicos de etanol para diversos paises.

A cana-de-acucar apresenta notavel importancia na agroindustria brasileira e
mundial. Além da producéo de acuUcar e etanol que impulsionam a economia com a
exportacdo global, a cana, também é fonte de energia limpa e renovavel, ja que seu
bagaco e palha possuem potencial que pode suprir boa parte da necessidade
energética do pais. Com o aumento da demanda por energia a expansao da cultura
da cana é fato notério no Brasil e, em funcéo da diversidade de solos e condicdes
climaticas de um pais de dimensdes continentais existe a necessidade de
desenvolvimento constante de cultivares melhoradas e adaptadas as novas

situacoes.

Devido ao potencial energético sustentavel da cana-de-acucar, seu plantio
estd em constante expansao e com isso sao submetidos a diferentes tipos de solos,
climas e diversos fatores ambientais. Falta de agua, presenca de geadas, solos
salinos, pobres em nutrientes ou que apresentam moléculas toxicas sao os fatores
qgue mais contribuem para a queda na produtividade e baixo rendimento das

cultivares.

A cana-de-acucar, apesar de resistir a solos com pHs abaixo de 5, ndo
responde de forma positiva a presenca de aluminio, que se torna biodisponivel e
abundante em solos &cidos. A presenca dessa molécula em sua forma téxica (AI**)
no solo promove o baixo crescimento e alongamento de raizes fazendo com que o
vegetal absorva menor quantidade de nutrientes e &gua, comprometendo a
conducdo de moléculas através das células limitando o crescimento do vegetal,

interferindo na producéo de biomassa.

Os efeitos do aluminio no solo, assim como outros estresses abioticos,
acarretam alteracOes fisiologicas e moleculares, e as plantas, por sua vez, ativam

mecanismos para se adaptarem e tolerarem bem as adversidades (HE et al., 2014).
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Dentre as respostas moleculares das plantas, os microRNAs (miRNA) tem
sido descritos e estudados pela sua importancia na regulagdo pés-transcricional,
onde um mRNA alvo é clivado, tem sua traducdo interrompida inativando sua
proteina correspondente. Estes mecanismos recém-descobertos sdo, em sua grande
maioria, conservados entre as espécies e tém mostrado essencial envolvimento em
diversos processos de desenvolvimento das plantas e na sua resposta aos
estresses, contribuindo para o entendimento das vias moleculares vegetais além de
adicionar informacfes importantes para o melhoramento de plantas e o
desenvolvimento de cultivares mais resistentes, mais produtivas e

consequentemente mais rentaveis.

Estudos genb6micos com a cultura tém sido efetivos no entendimento da
fisiologia, tolerancia e susceptibilidade a diversos fatores ambientais como déficit
hidrico, geadas e solos pobres, para que com isso projetos de melhoramento sejam
satisfatorios e conduzam a cultivares resistentes e produtivas. O aluminio toxico
presente em alguns solos é um exemplo de estresse abidtico. Eles correspondem a
mais de 50% das terras ardveis no mundo todo. Corre¢cfes para tratamento desses
solos e adequacdo a um determinado plantio despendem de recursos financeiros e
nem sempre sdo totalmente eficazes, inviabilizando sua utilizacdo. Portanto, o
melhoramento genético se mostra como uma importante alternativa a ser implantada

possibilitando o plantio em &reas imprdprias devido & presenca de AI**.

Estudos recentes tém mostrado que os miRNAs s&o os principais mediadores
da expressdo génica em plantas, participando ativamente de todo processo
imunoldgico e de resisténcia. E de grande importancia a descoberta de novos
MiRNAs, bem como a confirmagdo dos miRNAs miR159, miR164 e miR168 e sua
atuacdo na resposta ao estresse por aluminio, além de certificar-se sobre seus
papeis na ativacdo ou inativacdo de um gene que confere caracteristicas de
resisténcia a planta. Além do mais, em cana-de-acuUcar ainda nao foram relatados
microRNAs que participam da resposta ao aluminio, justificando a importancia deste

estudo.

Com essas respostas abrem-se oportunidades para o desenvolvimento de

espécies mais tolerantes, cultivares mais produtivas nos mais variados climas e
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solos, além de proporcionar conhecimento para novas descobertas da area

gendmica vegetal.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cana-de-Acucar (Saccharum spp) e sua produtividade

A cana-de-acgUcar, género Saccharum, pertence a familia Poaceae que
compreende espécies de cereais como arroz (Oriza sativa), trigo (Triticum aestivum)
e milho (Zea mays) (VETTORE et al.,, 2003). As cultivares modernas apresentam
alta poliploidia devido ao cruzamento entre as espécies Saccharum officinarum L. e
S. spontaneum L. (COX et al., 2000). Como caracteristica a espécie S. officinarum
se destaca por acumular grandes concentracdes de sacarose, porém apresenta
baixa resisténcia a doencas, enquanto a espécie S. spontaneum se caracteriza por
ndao acumular grandes quantidades de aclUcar, mas apresenta alta resisténcia a
patbgenos e alta adaptabilidade e tolerancia a estresses ambientais
(SREENIVASAN et al., 1987). O hibrido resultante apresenta ricas caracteristicas

gue contribuem para uma maior producao e maior desenvolvimento da planta.

Por toda sua fisiologia adaptada, a cana-de-aglUcar resiste bem a
temperaturas mais elevadas, mas nao tolera baixa disponibilidade de agua que é o
fator que mais contribui para perdas no plantio, sendo assim uma cultura tipica de
regides tropicais e subtropicais onde o clima quente e umido favorece seu cultivo.
Além do Brasil, que figura como maior produtor (627,3 milhdes de toneladas), a cana
também é importante para a economia de paises como India, China, Tailandia e
Australia que produzem juntas aproximadamente 626 milhdes de toneladas de cana-
de-acucar por ano (Tabela 1). A producdo € bastante afetada pelas variacdes
climaticas e condicdes de plantio e assim sofre variacdes ao longo dos anos. Em
2015, o Brasil, lider do ranking, produziu 600 milhdes de toneladas de cana moida,
exportou 24 milhdes de toneladas de acucar (http://www.udop.com.br) e mais de 03
milhdes de litros de etanol (http://www.portalunica.com.br), tornando a industria

canavieira uma das maiores exportadoras do pais.
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Tabela 1. Sete principais paises produtores de cana-de-agucar no ano de 2015.

Pais Producdo em milhdes de toneladas
Brasil 650,3
india 277,8
China 1115
Tailandia 68,8
México 50,4
Paquistao 49,4
Australia 34,5

Fonte: Unido dos Produtores de Bioenergia — 2015.

No Brasil e no mundo o cultivo de cana-de-acucar tem crescido
potencialmente em funcdo da busca por alternativas sustentaveis na producédo de
energia e combustiveis menos poluentes. Para atender a demanda mundial de
etanol, o Brasil se propés a dobrar sua producdo na proxima década
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO, 2011), com isso, visando a expanséo do plantio, tem
concentrado suas pesquisas no melhoramento genético a fim de obter cultivares
resistentes aos mais variados solos e climas fazendo com que a cana se torne apta

a crescer em diversas regides.

Os primeiros programas de melhoramento de cana-de-aclcar foram
instalados em 1934 (FIGUEIREDO, 2010). Apés o sucesso das cultivares obtidas, as
técnicas de transgenia ganharam destague e se estabeleceram como uma
alternativa viavel de curto prazo. Somente no Instituto Agronémico de Campinas —
IAC, desde 1959 mais de 40 cultivares de cana-de-acgucar foram desenvolvidas e
melhoradas para se adequar a solos com baixa fertilidade, para aumentar os teores
de sacarose contribuindo com uma maior producéo, além de adquirir resisténcia a

véarias doencas (http://www.iac.sp.gov.br).

Junto aos projetos de desenvolvimento de novas cultivares, a identificacao

dos mecanismos moleculares de resposta aos estresses tem sido elucidados. Em
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varios vegetais, genes expressos durante condi¢cdes adversas estdo envolvidos
diretamente na transcricdo, sinalizacdo, protecdo de membranas e proteinas e
eliminacdo de compostos toxicos (WANG, 2003). Em cana-de-acucar foram
identificados por RODRIGUES et al., (2011) 1.670 genes diferencialmente expressos
em plantas jovens expostas ao déficit hidrico. Entre os genes identificados estao
presentes genes envolvidos nos processos de fotossintese, transcri¢do,

metabolismo hormonal e nos mecanismos de resposta ao estresse.
2.2 Presenca de aluminio (AI*") nos solos e impacto nas plantas

O solo possui fundamental importancia para a produtividade agricola
oferecendo suporte fisico, agua e nutrientes necessarios para 0 crescimento das
plantas. Fatores como textura, disponibilidade de agua e nutrientes devem ser

levados em consideragdo para uma eficaz produtividade agricola.

Dentre os problemas que atingem os solos, a toxidez por aluminio é
considerada como um dos mais prejudiciais. Estima-se que no mundo 50% dos
solos araveis sejam acidos (ZHANG, 2007). No Brasil este tipo de solo compreende
500 milhdes de hectares (VITORELLO et al., 2005), sendo que cerca de 70% das
terras para producdo de cana-de-aguUcar possuem alta acidez (SALDANHA et al.,
2007).

O aluminio é um elemento ndo essencial que pode ser encontrado
naturalmente nos solos em sua fase sélida sob forma molecular Al(OH)3; ou AI(OH)4,
e em niveis neutros de pH, entre 5,5 e 8, ndo afetam o desenvolvimento das plantas
(BHALERAO, 2013; RYAN, 1995). Quando o solo atinge valores de pH proximos a 5
ou inferiores, moléculas de hidrogénio atuam sobre o aluminio que passa a ser

solubilizado tornando-se um cation toxico [Al (H20)e]*" (ou simplesmente AlI**

), esta
transformacao o torna biodisponivel e mais facil e rapidamente absorvido por todo o

sistema radicular das plantas (CARLIN, 2012).

A acdo do aluminio nas raizes e no desenvolvimento vegetal depende do
tempo de exposicdo e da concentracdo dessas moléculas. Em funcdo da rapida
reatividade do aluminio as primeiras alteragcbes ocorrem na parede celular,

membrana plasmatica, citoesqueleto e no ndcleo celular (HARTWIG, 2007).
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A entrada das moléculas de aluminio através das células inibe o crescimento
das raizes que se tornam mais curtas e grossas, absorvendo menos nutrientes e
agua e transportando mais lentamente moléculas através das células (DRUMMONT,
2001; GUPTA, 2013), desencadeando estresses hidricos e deficiéncia de nutrientes
e minerais (ALMEIDA et al., 2000).

A baixa absorcao de P, Mg, Ca e K em arroz (Oriza sativa) foi determinada
por FREITAS et al. (2006) que observou reducédo destes nutrientes em mudas

guando em cultivo hidropdnico na presenca de Al.

Ainda atestando o comprometimento das raizes em contato com o aluminio
toxico, estudos realizados por CANCADO et al. (2008), em cultivares de milho (Zea
mays) tolerantes e sensiveis ao AI** evidenciaram alteracdes na expressdo génica

induzida pelo estresse, demonstrando sua influéncia no alongamento das raizes.

Em cana-de-acucar a analise da alteracdo morfoldgica das raizes foi descrita
por WATT (2003), quando avaliou o crescimento de raizes expostas a altas
concentracdes de aluminio. Seus resultados indicam que a inibicdo do crescimento
radicular pode variar entre 36 a 46%. Igualmente BURKLEW et al.,, (2012)
observaram que mudas de tabaco (Nicotiana tabacum) crescidas por 3 semanas na
presenca de nanoparticulas de 6xido de aluminio apresentaram baixo crescimento
das raizes, menor crescimento e desenvolvimento de folhas e menor acimulo de
biomassa, atestando assim a susceptibilidade das plantas aos efeitos negativos

dessas moléculas.

2.3 Tolerancia da cana-de-acUcar ao aluminio no solo

Muitos estudos tém sido publicados a respeito da toleréncia de diversas
culturas ao aluminio toxico presente nos solos. A cana-de-agucar quando
comparada com espécies vegetais como milho (Zea mays) e arroz (Oriza sativa)
apresenta menor sensibilidade ao aluminio (SMITH, 2005; OLIVEIRA, 2012). No
entanto, estudos com diferentes cultivares comprovam que as taxas de tolerancia
variam. Segundo LANDELL (1989) e WATT (2003) em S. officinarum observa-se

uma maior tolerancia ao aluminio em comparagdo a S. spontaneum, ainda que o
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hibrido resultante dessas duas espécies possa ser consideravelmente resistente ao
AI**, o cultivo crescente em contato com essas moléculas afetam a expans&o e o
desenvolvimento radicular ndo permitindo a captacdo de &agua presente nas

camadas mais profundas do solo.

O processo de tolerancia ao aluminio pode ocorrer através de mecanismos
que liberam &cidos organicos na rizosfera, como o malato e o citrato, que se
complexam ao Al impedindo danos no sistema radicular (LIMA, 2011). Estudos
realizados por COLLINS et al. (2008) verificaram em mudas de Arabidopsis thaliana
a expressdo do gene TaALMT1l e sua participagdo no transporte de malato,

formando complexos com o Al que ndo danificam as células.

DRUMMONT (2001) identificou diversos genes expressos em cana-de-acucar
associados aos mecanismos de tolerancia em Arabidopsis thaliana, trigo (Triticum
aestivum) e soja (Glycine max), mostrando que as vias de regulacdo sé&o
conservadas entre as espécies. A caracterizacado funcional dos genes responsaveis
pela resisténcia a essas condicGes fornece bases soélidas para o melhoramento de
plantas (PARDO, 2010) e possibilitam a selecdo e o desenvolvimento de cultivares

mais adaptadas as condi¢cdes adversas de plantio.

Também foram identificadas nos ultimos anos, pequenas moléculas de RNA
(microRNAS) que apresentam papéis regulatérios importantes na resposta das
plantas a fatores abidticos. Estudos sobre microRNAs expressos em plantas em
solos com altos teores de aluminio ja foram descritos em arroz (Oriza sativa) (LIMA,
2011), soja selvagem (Glycine soja) (ZENG et al., 2012) e tabaco (Nicotiana
tabacum) (BURKLEW et al., 2012).

2.4 MicroRNAs e seu papel regulatério

O primeiro microRNA, lin-4, foi observado por LEE et al. (1993) atuando como
regulador do desenvolvimento em nematdides Caenorhabditis elegans. ApGs esta
descoberta, outros organismos como plantas e animais foram estudados em busca

da presenca desses pequenos RNAs atuantes na regulacao génica.

Os microRNAs sdo pequenas moléculas enddgenas de RNA néo codificantes

gue apresentam aproximadamente 21 nucleotideos (FERREIRA, 2012).
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A biogénese dos microRNAs em plantas (Figura 1) é iniciada na transcri¢cao
dos genes de microRNAs por uma enzima RNA polimerase I, atuando no pri-
MiRNA, uma molécula primaria em stem-loop (HE et al., 2014). Este longo RNA
forma uma estrutura secundéria e passa a ser reconhecido por uma enzima RNAse
lll, a Dicer Like | (DCL1), que processa a molécula de pri-miRNA em um pre-miRNA
de tamanho menor. Em conjunto com a proteina HYL1, a Dicer Like | cliva o pre-
MiRNA em um complexo miRNA:miRNA, que sdo reconhecidos pela proteina HEN1
e metilados, estabilizando-os (LIMA, 2011). A proteina de transporte HST transfere o
miRNA fita-simples metilado do nucleo para o citoplasma onde a proteina
ARGONAUTE (AGOL1) carrega a fita de microRNA madura até um complexo proteico
chamado RISC (Complexo de silenciameno por RNA de interferéncia), que por
complementacdo reconhece seu mRNA alvo havendo clivagem e degradacdo do
MRNA ou inibicdo de sua traducédo (LIMA, 2011).
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Figura 1. Biogénese dos microRNAs em plantas (modificado de BONNET et al.,
2006).

Até o momento, segundo dados do miRBase (http://www.mirbase.org), foram

identificados 508 microRNAs em Arabidopsis thaliana, enquanto que em cana-de-
aclucar ha descrito 35 microRNAs. A analise destes microRNAs em plantas
demonstra a importancia dessas moléculas na regulacdo de um grande numero de

processos biolégicos do desenvolvimento vegetal e nas respostas a estresses.

Dentre as diversas familias de microRNAs algumas se destacam pela
importancia na fisiologia e morfologia das plantas. A familia miR164 possui papel

relevante na regulacédo de genes CUC e dos fatores de transcricdo NAC, atuando


http://www.mirbase.org/
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diretamente na morfologia das folhas e no desenvolvimento do caule e raizes
(JASINSKI et al., 2010). Fatores de transcricdo SHR e SCR ativam as familias de
microRNAs miR165 e miR166 que participam também do correto desenvolvimento
do sistema radicular (CARLSBECKER et al., 2010).

Estudos realizados com Arabidopsis thaliana e arroz (Oriza sativa) mostraram
que os microRNAs da familia miR156 atuam no desenvolvimento das folhas e séo
expressos gradualmente durante o desenvolvimento da planta, regulando os fatores
de transcricio SQUAMOSA em folhas jovens (XIE et al., 2012). Em Arabidopsis
thaliana, a familia miR159 atua na regulacdo dos genes GAMYB que possuem
participagdo no desenvolvimento de anteras e no desenvolvimento reprodutivo
vegetal, sendo a restricdo da expressédo dos genes MYB33 e MYB65 induzida pelo
mMiR159, necessaria para o crescimento normal de flores e para a fertilidade da
planta (RUBIO-SOMOZA; WIGEL, 2013).

Em cana-de-acucar (Saccharum officinarum) foi constatada a participacéo do
miR159, presente em altas quantidades nas gemas axilares, silenciando a
expressdo de acido abscisico e ativando a via de sinalizagcdo do acido giberélico
responsavel pela proliferacédo celular (ORTIZ-MOREA et al., 2013).

Além da regulacdo do desenvolvimento vegetal, os microRNAs participam
intensamente das vias de resposta a estresses abidticos. Em cana-de-acUcar
(Saccharum officinarum) foram relatados microRNAs que participam da resposta de
tolerdncia a seca (FERREIRA et al., 2012) e ao frio (THIEBAUT et al., 2012), além
de constatados em arroz (Oriza sativa) e tabaco (Nicotiana tabacum) miRNAs em
resposta ao estresse por aluminio (LIMA, 2011; BURKLEW, 2012).

2.5 MicroRNAs conservados em plantas expressos em resposta ao aluminio

Nos Ultimos anos diversos estudos evidenciaram a conservacdo dos
microRNAs entre as espécies. MicroRNAs que sdo encontrados em mais de 10
diferentes familias de plantas podem ser considerados altamente conservados,
sendo comprovado por ZHANG et al., (2006) em analises de EST’s (Expressed
Sequence Tags) que identificaram 481 microRNAs em 71 espécies de plantas

diferentes.
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Os microRNAs possuem papel importante na regulacdo do desenvolvimento
das raizes em resposta ao aluminio, jA que estas sdo as primeiras estruturas
vegetais a entrarem em contato com a molécula. Dentre os principais microRNAs
gue atuam nas raizes se destacam aqueles que participam da regulacdo de auxina
(HE et al., 2014), fito hormdnio essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas que atua no desenvolvimento de raizes laterais (OVERVOORDE et al.,
2010).

Familias de microRNAs como miR164 e miR160 foram identificados
regulando fatores de transcricdo que agem diretamente no desenvolvimento das
raizes. O miR164 ¢ altamente conservado entre as espécies, estando presente em
10 familias de plantas (ZHANG et al., 2006). Em Arabidospis thaliana possui altos
niveis de expressdo em raizes (MALLORY, 2004), atuando no fator de transcricéo
NAC1 que regula o crescimento lateral. Resultados obtidos por GUO et al., (2005)
indicam a participacdo destes microRNAs na regulacdo negativa da auxina
controlada pelo NAC1 no desenvolvimento de raizes. A familia miR160 é
complementar aos reguladores de auxina ARF, participando da clivagem direta dos
fatores de transcricdo ARF10, ARF16 e ARF17 em Arabidopsis thaliana (MALLORY,

2005), afetando a iniciagdo e a manutencao do crescimento das raizes laterais.

Tendo em vista a importancia dos microRNAs na participacdo do
desenvolvimento das raizes é necesséario obter respostas sobre a complexa
interacdo desses oOrgdos com diversos fatores ambientais que ocorrem
principalmente no solo, base de todo seu crescimento e manutencdo. A definicdo
desses microRNAs como reguladores de crescimento das raizes abre também uma
nova oportunidade de entendimento sobre os estresses causados por aluminio (AI**)
e sua agao no sistema radicular da planta.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo de miRNAs e alteracdes fisiologicas nas raizes e folhas de
cana-de-agucar, cultivada em sistema de hidroponia e solug¢éo nutritiva, na presenca

de aluminio.

3.2 Objetivos especificos

)] Selecionar a cultivar mais tolerante e menos tolerante sob diferentes
concentracdes de aluminio;

ii) Analisar parametros fisiologicos em folhas e raizes das cultivares
submetidas ao estresse por aluminio;

i) Avaliar a expressdo dos miRNAs 159, 164 e 168 nas raizes das plantas

em contato com o aluminio.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Screening dos genotipos tolerantes e suscetiveis

O experimento para a selecdo de genotipos foi realizado em casa de vegetacao
na Universidade de Ribeirdo Preto, UNAERP, Ribeirdo Preto - SP (latitude sul 21°
10' 39", latitude oeste 47° 48' 37" e 531 m de altitude) nos meses de setembro a
novembro de 2014. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4 x 8, com trés repeticbes. Foram avaliadas quatro cultivares de
cana-de-agucar, CTC-2, CTC-14, RB855453 e RB966928 provenientes da Usina
Sao Martinho, Pradépolis, SP. 65 mini-toletes de uma gema, para cada cultivar
foram pré-brotados em recipientes de 700 ml contendo terra vegetal por um periodo
aproximado de 20 dias. Apds este periodo, plantas com caracteristicas de altura de
caule e comprimento de raizes similares foram selecionadas e transferidas para
recipientes de 20 L contendo 16 L de solug&o nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950) em
sistema de hidroponia, permanecendo em aclimatacdo por sete dias. ApOs este
periodo, as plantas tiveram suas raizes medidas e a solucdo nutritiva foi substituida
para a adi¢do de cloreto de aluminio hexahidratado (AICI;-6H,0) nas concentracfes
de 45; 88; 221; 444; 600; 897 e 1000 pmol L™ de acordo com Watt (2003). O pH da
solucédo nutritiva foi monitorado diariamente e mantido a 4,5 pela adicdo de HCI,
guando necessario, mantendo-se assim estabilizada a molécula de aluminio em sua
forma toxica (AIR"). Apds sete dias as plantas foram retiradas, suas raizes lavadas e
o comprimento mensurado. Raizes e folhas foram amostradas para os ensaios de

respostas fisiologicas.
4.1.1 Analises Fisioldgicas

Os gendtipos foram avaliados segundo os parametros biométricos de densidade,
area e massa seca de raizes e teor de prolina nas folhas. Para a determinacédo da
area (dm?) e densidade (mm/ml) das raizes utilizou-se o sistema de analise de
imagens Delta-T Devices LTD. segundo método proposto por Harris & Campbell
(1989). As raizes foram submetidas a coloragdo com azul de metileno 1% (10mg/ml)
por dois minutos a temperatura ambiente e, a seguir, dispostas sobre uma bandeja
com agua para a leitura da imagem por scanner Hewlett Packard modelo 5C. As
imagens de cada sistema radicular foram analisadas pelo software Delta-T Scan

Root Analysis System tendo a densidade das raizes calculada através da formula:
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comprimento (mm) de raiz / cm® de solugio

Para a determinacdo de massa seca (g), amostras de 1 g das raizes foram
colocadas em sacos de papel e levadas para secagem em estufa de circulacdo de ar

a 65°C por 48 horas até a obtencdo da massa constante.

Para a quantificacdo de teor de prolina foram utilizados 0,5 g de tecido fresco da
folha +1, segundo o método descrito por Bates et al. (1973). A leitura de absorbancia
das amostras foi realizada no comprimento de onda 520 nm, utlizando o
espectrofotometro Beckman DU 640. A determinacéo do teor foi calculada com base

na massa seca segundo a formula:

[(pg prolina/mL x mL tolueno)/115,5 pg/umol] / [(g amostra) /5]

= umol de prolina/g massa fresca de raizes.

Os dados foram submetidos ao teste de Tukey utilizando-se o software AgroEstat
— Sistema para Andlises Estatisticas de Ensaios Agrondémicos, versdo 1.1.0
(Barbosa & Maldonado, 2014).

O acumulo de aluminio no apice radicular das plantas foi determinado por
coloracéo das raizes com hematoxilina. Esse método se baseia na complexacédo da
hematoxilina com o aluminio permitindo a visualizacdo da intensidade das
concentracfes absorvidas pelas raizes. Para o desenvolvimento desta etapa foi
diluido 1g de hematoxilina, 0,1g de NalO3 e uma gota de NaOH 0,1mol/L-1 em um

litro de 4gua destilada.

As raizes armazenadas foram lavadas em agua destilada, submetidas em solugéo
de hematoxilina por 15 minutos e novamente lavadas em agua destilada para
posterior avaliagdo. Sendo que, para distingdo da sensibilidade em classes de
acumulo de Al nos apices radiculares utilizamos a escala de avaliacdo adaptada por
Oliveira (2012) (Figura 2).
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Figura 2. Classes de acumulo de Al em raizes. (A) Coifa, (B) Meristema apical e
regido de alongamento celular, (C) Regido de maturacdo (regido basal). Oliveira
(2012).

Para certificar a analise visual do acumulo por hematoxilina utilizou-se o software
Safira (EMBRAPA, 2015) que permite a visualizacdo da intensidade do aluminio

acumulado nas raizes a partir da binarizagcado da imagem.

4.2 Teste de tolerancia das cultivares selecionadas: Fisiologia e Expresséo de

microRNAs
4.2.1 Material Vegetal e Condi¢des Experimentais

Foram utilizadas duas cultivares de cana-de-acucar, CTC 2 e RB 855453,
cedidas pela Usina Sao Martinho (Pradopolis — SP). Segundo os resultados dos
testes anteriores realizados, a cultivar CTC 2 foi escolhida como padrao tolerante e a
cultivar RB855453 foi selecionada por ser considerada sensivel ao aluminio. Mudas
pré-brotadas em substrato comercial com 60 dias foram transferidas para caixas
plasticas com 12 L de solucdo nutritiva. O experimento foi conduzido em casa de

vegetacdo com condi¢cdes ambientais semi-controladas (Figura 3).
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Figura 3. Experimento de estresse por aluminio em sistema de hidroponia.

A solucédo nutritiva (Hoagland & Arnon, 1975) foi composta por (mmol L -1
para macronutrientes e mol L -1 para os micronutrientes: 15 de N (7% como NH4");
4,8 de K; 5,0 de Ca; 2,0 de Mg; 1,0 de P; 1,2 de S; 28,0 de B; 54,0 de Fe; 5,5 de Mn;
2,1 de Zn; 1,1 de Cu; e 0,01 de Mo. Na primeira semana ap0s o transplantio, as
plantas foram mantidas em solu¢do com ¥4 da forga idnica. Na semana seguinte,
mantidas em solucdo nutritiva com Y% forca e apds a terceira semana foram
cultivadas em solugdo com 100% da forga ibnica. A cada dois dias o volume da
solucdo nutritiva era reposto com agua destilada e a cada cinco dias a solucao era
totalmente substituida. A aeracdo do sistema hidropbnico foi realizada com
compressor de ar. O pH da solucéo foi avaliado com pHmetro Tec-3MPp (Tecnopon,
Piracicaba SP, Brasil). A condutividade elétrica, avaliada com condutivimetro Tec-
4AMPp (Tecnopon, Piracicaba SP, Brasil). 20 dias apo6s o transplantio das mudas
para o sistema hidrop6nico, foi realizada a adicdo de Al, a solugcdo nutritiva, em
concentracéo de 221pmol L™. O volume das caixas foi completado com agua a cada
dois dias. A coleta de amostras para a extracdo de RNAs, foi realizada nos periodos
de 24, 48 e 72 horas e 7 dias.
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4.2.2 Avaliacéo da fotossintese

Foi realizado o acompanhamento das trocas gasosas e atividade fotoquimica
a cada dois dias a partir do 20° dia apds o transplante. As medidas foram realizadas
entre 10:00 e 12:00 horas, com radiagéo fotossinteticamente ativa (Q) de 2000 pmol
m? s e presséo parcial de CO, do ambiente (C, ) de 39,60,7 Pa. Em relacdo as
trocas gasosas, foram consideradas a assimilacdo de CO, (Ay), a transpiracéo (E), a
condutancia estomatica (gs), a eficiéncia do uso da agua (EUA, Ay /E), a eficiéncia
intrinseca do uso da agua (EUA; , Ay /gs), a concentracéo intercelular de CO; (C)) e
a eficiéncia instantanea de carboxilagédo (k, An /C)). A temperatura foliar e o déficit de
presséo de vapor folha-ar foram monitorados durante as medidas. As medidas foram
realizadas com a utilizacdo do aparelho de IRGA modelo LC-pro (ADC BioScientific)

nas folhas +1. Para cada tratamento foram feitas quatro repeticées.
4.2.3 Medidas do potencial da 4gua nas folhas

Medidas do potencial da agua nas folhas (y) foram realizadas no momento
das avaliacGes de trocas gasosas com uma camara de pressdo modelo 3005 (Soill

Moisture Equipment Corp. Santa Barbara CA, EUA).
4.2.4 Extracdo do RNA total e microRNAs

O RNA total foi extraido utilizando o kit Spectrum™ Plant Total RNA Kit
(Sigma-Aldrich - USA), de acordo com as recomendac¢des do fabricante. O RNA foi

quantificado e sua qualidade avaliada por gel de agarose desnaturante.
4.2.5 Analise da expressdo dos microRNAs

O sistema TagMan miRNA (Applied Biosystems, USA) foi utilizado para
quantificar a expressdo dos miRNAs utilizando o stem-loop RT-PCR, conforme
instrugdes do fabricante. O sistema inclui uma transcrigéo reversa do miRNA em um
cDNA mais longo, utilizando primers fornecidos pelo kit, e a seguir quantificacdo por
PCR em tempo real. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram

analisados pelo método de AACsy.

A sequéncia dos miRNAs foi obtida utilizando a ferramenta disponibilizada
pela ThermoFisher Scientific (USA) e encontram-se descritos na Tabela 2. Além

disso, também foram realizadas a predicdo dos genes alvo para os mMiRNAs
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avaliados, utilizando o software WMD3 — Web microRNA Designer 3.1 disponivel em
(http://wmd3.weigelworld.org/).

Tabela 2. Sequéncias dos miRNAs avaliados.

MiRNA selecionado Sequéncia
miR159 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUG
miR164 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA
mMiR168 UCGCUUGGUGCAGAUCGGGAC

4.2.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos a partir do screening, bem como, dos parametros
fisiol6gicos analisados das cultivares CTC2 e RB855453 foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas de acordo com o teste de Tukey (P<0.05)
utilizando-se o software Agroestat 1.0 (BARBOSA; MALDONADO, 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Screening dos genétipos

5.1.1 Parametros fisiolégicos e morfologicos de raizes

Os resultados indicaram que houve diferencas significativas entre os tratamentos

para todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 3).

A partir dos resultados obtidos através do escaneamento das raizes, observou-se
que para o fator densidade a cultivar CTC-2 apresentou maiores indices nas
diferentes concentracdes mostrando-se superior as demais. A cultivar RB855453
manteve a mesma resposta nas diferentes concentracdes, porém quando
comparada a cultivar CTC-2, apresentou reducao significativa na densidade de raiz
em quase todas as concentracdes, diferenciando-se apenas em 88 e 600 pmol L™.
As cultivares CTC-14 e RB966928 apresentaram resposta semelhante nas
concentragdes intermediérias. Resultados semelhantes foram encontrados por Marin
& Santos (2008) que verificou significativa reducdo da densidade de raizes em

valores minimos de AI** (0,71 mmol dm™) (Figura 4).

Tabela 3. Quadrados médios da analise de variancia dos efeitos do aluminio na
densidade (DS), area (AR), producdo de massa de matéria seca (MS) e teor de
prolina (PRO) nas cultivares CTC-2, CTC-14, RB855453 e RB966928.

Quadrados Médios

Causa da
Variagao G.L. DS AR MS PRO
mm/ml dm2 g umol g* MF
Cultivares (C) 3 0,0895** 2080341,6** 0,0007** 30,00**
Tratamentos (T) 7 0,0087** 693755,9** 0,0003** 11,60**
Interagdo CxT 21 0,006** 419048,6** 0,0002** 12,68**

CV (%) 10,7313 9,6904 7,0581 9,9098
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Figura 4. Densidade de raizes em cultivares de cana-de-agUcar. Letras mailsculas
entre cultivares e mindsculas entre tratamento demonstram as diferencas
significativas (p<0,05) segundo teste de Tukey.

Analisando o efeito das diferentes concentracdes de AI** na area das raizes
tornou-se evidente a diferenca entre as cultivares (Figura 5). A presenca do aluminio
reduziu significativamente a area da raiz, cerca de 50%, da cultivar CTC-2. A
reducdo foi mantida mesmo com o aumento da concentracdo toxica de Al. Na dose
de 1000 umol L™ a cultivar apresentou area acima de 2500 dm?, estatisticamente
superior as demais cultivares (aproximadamente 2000 dm?2 para as cultivares
RB966928 e CTC-14, e 1500 dm? para a cultivar RB855453).

A cultivar RB966928 manteve-se praticamente constante independente do
aumento da concentragdo de aluminio na solucdo. Oliveira (2012) avaliou nove
genodtipos de cana-de-acUcar submetidos a estresse de Al, esses genotipos
apresentaram no apice radical, producdo de mucilagem, perda de células
epidérmicas, desintegracdo da coifa e coloracdo parda, sintomas iniciais do efeito
toxico, que também foi observado no presente trabalho. A taxa de alongamento
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radical foi a variavel que mais contribuiu para avaliacdo da tolerancia das cultivares

ao Al e dependem da interacao entre genoétipo e a concentracao de Al.
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Figura 5. Area de raizes em cultivares de cana-de-acUcar. Letras mailsculas entre
cultivares e minasculas entre tratamento demonstram as diferengas significativas
(p<0,05) segundo teste de Tukey.

A cultivar CTC-2 apresentou maior producdo de matéria seca na condicao
controle (0 pmol L™ e na concentracéo de 1000 umol L™ (Figura 6), sendo superior a
0,06 gramas, ndo havendo diferenca significativa em relagdo a cultivar RB966928.
Com o acréscimo de aluminio toxico na solucéo nutritiva, de 0 para 1000 pmol L™ as
cultivares CTC-14 e RB855453 apresentaram menor peso de massa Sseca,
respectivamente 0,052 e 0,048 g. Ademais, para a cultivar CTC-14 houve reduc¢ao
de massa seca, sendo 0,059 g para a condi¢cdo controle e 0,043 g na dose de 88
umol L. Portanto, apresentou desempenho de maneira mais coerente ao estresse,
diminuindo a massa seca conforme o aumento da concentracdo de aluminio. Dentre

as cultivares avaliadas, a RB855453 obteve menor quantidade de massa seca



36

quando submetida as dosagens de 221 e 1000 pmol L™ (respectivamente, niveis
intermediario e maximo da dosagem de aluminio) (Figura 6). A reducdo da massa
seca foi observada de forma semelhante por Custodio et al. (2002), corroborando
com o trabalho de Crestani et al. (2009) que avaliaram, em monocotiledéneas, o

estresse por aluminio em condig&o hidrop6nica.
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Figura 6. Matéria seca de raizes em cultivares de cana-de-agucar. Letras
maiusculas entre cultivares e minusculas entre tratamento demonstram as
diferencas significativas (p<0,05) segundo teste de Tukey.

Na condicdo de 444 pmol L™ as cultivares CTC-2 e CTC-14 produziram niveis
similares de prolina (Figura 7). Em contrapartida a cultivar RB966928 apresentou
menor teor do amino&cido, mantendo valores similares para a condicdo controle
(3,74 umol g™), 45 (3,55 pmol g*) e 88 pmol L™ (3,51 pmol g*). Na dose de 1000
pumol L™ as cultivares RB855453 e CTC-14 acumularam teor de prolina similar &
condigéo controle. Carlin & Santos (2009) avaliaram a interacdo dos estresses de Al

e déficit hidrico no genoétipo de cana-de-agucar IAC91-5155, recomendado como
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resistente a seca. Os autores observaram que mesmo com a presenca de
substancias osmoprotetoras (substancias que mantém o equilibrio hidrico e
integridade das membranas, proteinas e enzimas) como a prolina, houve reducéo na
producdo de biomassa em estresse de Al. Os teores de prolina livre aumentaram

significantemente conforme o aumento das concentra¢des de aluminio.
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Figura 7. Teor de prolina em cultivares de cana-de-agucar. Letras maiusculas entre
cultivares e minasculas entre tratamento demonstram as diferencas significativas
(p<0,05) segundo teste de Tukey.

5.1.2 Teste de coloracéo de raizes com Hematoxilina

O mecanismo das cultivares mais tolerantes é representado pelo acumulo de
Al na regido basal, diferentemente do que ocorre em cultivares mais suscetiveis,
onde o acumulo de Al ocorre na regido meristematica, com danos fisicos maiores do

gue em tecidos maduros da raiz (RYAN et al., 1995).



38

A cultivar RB855453 (Figura 8) excluiu o AI** da sua regido meristemética até a

dose de 600 pmol L1, apresentando acumulo de AP** na regido basal dos apices

caulinares, sendo classificada como classe 2 a 4 nas dosagens de 45 a 600 pmol

L'l A partir da dose de 897 umol L1, apresentou significativo acamulo pelo apice,
portanto, sendo classificada como classe 7.

Concentragdo de Al (umol L")

T 45 88 221 444 600 897 1000

wAar \)\\
“-:/{r“'\"\\

Figura 8. A) Raizes da cultivar RB855453 coradas com hematoxilina. B) Imagem

binarizada das raizes utilizando o Software Safira.

De acordo com Oliveira (2012) a cultivar RB855453 apresenta alta
sensibilidade ao Al, visto que néo apresenta mecanismo de exclusdo em nenhuma

concentracdo dessa substancia. Em seu trabalho a cultivar ja se caracterizou como

classe 7 (alto acumulo de Al no &pice radicular) a partir da dose de 130 pumol L1,

A cultivar RB966928 (Figura 9) excluiu o Al da regido meristematica até a dose

de 221 pmol L1, estando na classe 7 a partir da dose de 444 pmol L1,

corroborando outros estudos ja realizados (OLIVEIRA, 2012), onde a cultivar exclui
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o Al em baixas concentracbes (dose de 380 umol L'l), sendo classificada como

classe 7 a partir da dose de 500 pmol L1 (bem proximo dos 444 pmol L1

constatados).
Concentragdo de Al (umol L'l)
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Figura 9. A) Raizes da cultivar RB966928 coradas com hematoxilina. B) Imagem

binarizada das raizes utilizando o Software Safira.

Classificada como 4 (pela escala de coloracdo) na dose de 444 pmol Ll a

cultivar CTC2 excluiu o Al até essa dosagem, estando na classe 7 a partir da dose
de 600 pmol L 1. Essa cultivar foi mais tolerante em dosagens inferiores a 221 pmol

L1 (Figura 10).
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Concentragdo de Al (umol L'I)

T 45 88 221 444 600 897 1000

’_..av-‘
———

Figura 10. A) Raizes da cultivar CTC2 coradas com hematoxilina. B) Imagem

binarizada das raizes utilizando o Software Safira.

A cultivar CTC14 mostrou-se tolerante ao acumulo de Al, excluindo-o até a
dose de 897 pmol L1, com concentracdo apenas em regides basais dos apices

caulinares. Na dose de 1000 pumol L1 apresentou acumulo por todo apice, e foi

classificada como 7 (Figura 11).
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Figura 11. A) Raizes da cultivar CTC14 coradas com hematoxilina. B) Imagem

binarizada das raizes utilizando o Software Safira.

A cultivar RB855453 apresentou acumulo na regido meristematica na dose de
897 umol L1, enquanto esse acumulo na cultivar RB966928 ocorreu na dose de 444
pmol L-L. A cultivar CTC2 mesmo inibindo o actimulo de Al até a dose de 221 pmol L~

1 apresentou acumulo pela regido meristematica a partir de 600 pmol L1 Aintensa
coloragdo pela hematoxilina observada nessas cultivares pode ser a causa dos
danos intensos que o acumulo de Al promove na raiz, diferentemente do observado

na cultivar CTC14, indicando boa capacidade de crescimento em Al (maior

tolerancia), atingindo alta intensidade na dose de 1000 umol L1,
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5.2 Fisiologia de folhas e raizes das cultivares selecionadas
5.2.2 Parametros fisioldégicos

Foi possivel observar a reducdo do volume de raizes e do crescimento
radicular nas duas cultivares apos sete dias de estresse (Figura 12). Na presenca de
aluminio, o desenvolvimento das raizes é prejudicado, essas, se tornam mais curtas,
grossas e nao apresentam alongamento radicular acentuado (KOCHIAN, 1995;
MOSSOR-PIETRASZEWSKA, 2001; ZHENG & YANG, 2005).

Figura 12. Desenvolvimento das raizes nas cultivares CTC2 e RB855453. Onde,
RB-C = planta controle; RB-T = planta estressada; CTC-C = controle; e CTC-T =

estressada.

Os parametros fisiologicos éarea foliar, potencial osmotico, concentracdo
intercelular de CO,, temperatura foliar, taxa de transpiracdo, condutancia estomatica
e taxa fotossintética foram avaliados levando em consideracdo as duas cultivares
CTC2 e RB855453, bem como, as condi¢cfes de estresse no quais as plantas foram
submetidas, situacdo controle e estressada (concentracdo de 221umol L™ de Al)
(Tabela 4).
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Tabela 4. Teste de médias dos parametros fisiol6gicos avaliados nas cultivares de cana-de-agucar CTC2 e RB855453, submetidas
ao estresse por aluminio.

Area foliar Potencial osmético Ci I mol™ Temperatura foliar E (mmol m?s gs (mol m?s | A (umol m?s
Tempo , (cm? (W) i (umol mol™) °C) 1) i 1)
h Cultivar | Cond.2 ¥
(horas) Médias | T.EL | Médias | T.E* | Médias | T.E! | Medias | T.E! | Médias | TE' | Médias | T.E! | Médias | T.E:
cTC2 C 722,84a A -0,71a A 153,50a A 15,35a A 2,96a A 0,15a A 20,08a A
48 T 595,54b -0,71a 152,50a 15,25a 3,56a 0,16a 16,73a
RB C 388,16a -0,75a 182,50a 18,25a 2,94a 0,18a 19,50a
855453 B A A A A A A
T 377,31a -0,66a 168,25a 16,82a 3,34a 0,14a 14,89b
C 703,00a -0,80a 83,75a 8,37a A 3,44a 0,15a 21,75a
CTC2 A A A A A A
T 642,76a -1,06a 166,50a 16,65a 3,42a 0,11a 11,93b
72
RB C 494,96a -0,86a 110,50a 11,05a 2,99a 0,13a 16,97a
855453 B A A A A A B
T 424.91a -0,91a 154,25a 15,42a 3,01a 0,10a 11,50a
C 738,19a -1,06b 104,00b 10,40b 3,77a 0,14a 19,77a
CTC2 A A A A B A A
T 589,46a -0,91a 228,25a 22,82a 3,05b 0,09a 7,33b
96
C 472,86a -0,96a 144,00a 14,40a 3,93a 0,20a 19,72a
RB
855453 B A A A A A A
T 465,13a -0,93a 235,50a 23,55a 4,05a 0,13a 8,67b
C 680,04a -0,71a 156,00a 15,60a 3,49a 0,16a 16,82a
CTC2 A A A A B A A
T 543,96a -1,00a 182,25a 18,22a 3,73a 0,15a 14,30b
168
C 450,41a -0,96a 169,25a 16,92a 4,10a 0,24a 19,50a
RB
855453 A A A A A A A
T 460,41a -0,95a 158,00a 15,80a 4,48a 0,20a 18,99a

'T.E = Teste de média gerado pelo software Agroestat 1.1; *Médias seguidas de mesma letra ndo se diferenciam pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;
Letra minuscula para diferenciar condicdo controle de estressada dentro de cada cultivar, e letra mailscula para diferenciar as cultivares;
Cond. = condicdo de planta controle (C) e planta estressada (T); Ci = Concentracio intracelular de CO,; E = Taxa de transpirac¢3o; gs = Condutancia
estomatica; A = Taxa fotossintética.
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A area foliar mensurada foi menor para as plantas submetidas ao estresse em
ambas as cultivares, com diferengca estatistica significativa para as condi¢cfes
analisadas na cultivar CTC2 no tempo de 48 horas. Essa cultivar foi
significativamente superior a cultivar RB855453 nos tempos de andlise de 48, 72 e
96 horas, portanto, apresentou maior area foliar ao longo do estresse o que se
comprova pelo aumento da taxa fotossintética observada nos tempos de 48 e 72

horas.

Apoés 48 horas de estresse, a média da area foliar apresentada pela cultivar
CTC2 foi de 595,54 cm?, superior a outra cultivar, com média de 377,31 cm2. Ao
sétimo dia de estresse, as plantas de CTC2 apresentaram média de 543,96 cmz2, o
que corresponde a aproximadamente 83 cm2 a mais do que a média aferida para as
plantas da cultivar RB855453.

A reducdo da area foliar observada no presente trabalho corrobora os dados
de Pincelli (2010), quando comparou a cultivar RB855453 com RB72454, SP81-
3250 e SP83-2847 sob estresse hidrico. Desse modo, a reducdo da area foliar
nessas cultivares sob diferentes estresses abibticos, pode implicar na interceptacéo
de radiacdo solar (SANTOS; CARLESSO, 1998) levando a reducdo da taxa
fotossintética (JAMIESON et al., 1995).

Houve diferenca estatistica entre as cultivares CTC2 e RB855453 no tempo
de 72 horas de estresse por aluminio, sendo a primeira superior, com taxa de
fotossintese na situacdo sem estresse de 21,75 pmol mol* m? s™ e 11,93 umol mol™
m? s™ na situacdo de estresse, diferente do observado para a segunda cultivar, com
niveis respectivos de 16,97 pmol mol* m? s* e 11,50 pmol mol™* m? s™. Entretanto,
de modo geral, ambas as cultivares apresentaram diminui¢cdo da taxa fotossintética

em reposta ao estresse por aluminio.

Os niveis de fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo sao
caracteristicas fisiologicas qualitativas que se correlacionam (SMIT; SINGLES,
2006), além disso, o aluminio absorvido pelas raizes interfere em diversos processos
fisiolégicos e bioquimicos da planta, como a fotossintese (LEMOS FILHO, 1982).
Com isso, o0 estresse promovido com o aluminio absorvido pelas raizes das
cultivares CTC2 e RB855453, levou a reducao da taxa fotossintética e a diminuicao
da condutancia estomatica nas duas cultivares. A cultivar RB855453 apresentou
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aumento da taxa de transpiragdo nos quatro tempos de andlise, diferente da
cultivar caracterizada como tolerante (CTC2), que reduziu a transpiragdo nos tempos
de 72 e 96 horas.

Vale ressaltar que a perda de agua pode ser realizada via cuticular, lenticular
elou estomatica. Como a condutancia estomatica esta sendo reduzida nas plantas
submetidas ao estresse por aluminio, 0 aumento da taxa de transpiracdo pode ser
explicado mediante diferentes niveis de perda de &gua pela cuticula e/ou lenticula

nas duas cultivares.

O potencial osmético na cultivar RB855453 praticamente se manteve
constante, diferentemente do observado para a cultivar CTC2 que nos tempos de 72
e 168 horas de estresse passou de -0,8 e -0,71 para -1,06 e -1 Mpa,

respectivamente.

Verifica-se que nos tempos de 72 e 96 horas de estresse, as cultivares
apresentaram aumento nos niveis de concentracdo intercelular de CO, bem como,
aumento da temperatura foliar, com diferenca estatistica significativa para a cultivar
CTC2 no tempo de 96 horas, onde a planta estressada apresentou aumento de
104,00 para 228,25 pmol mol™ de concentracéo intercelular, e de 10,4 para 22,8°C
de temperatura foliar.

Os estbmatos estdo relacionados ao processo de perda de agua
(transpiracédo) (TAIZ; ZEIGER, 2009). Como a concentracdo interna de CO; foi
superior nas plantas sob estresse das cultivares CTC2 e RB855453 nos tempos de
72 e 96 horas, e em 7 dias na cultivar CTC2, a atividade estomatica diminuiu nessas
plantas, visto que sob o estresse, a condutancia estomatica diminuiu nos tempos de
72,96 e 168 horas.

Os estdbmatos estando fechados proporcionam a reducdo de niveis de CO; a
ser absorvido e consequentemente leva a diminuicdo da taxa fotossintética das

plantas estressadas (Figura 13).
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Figura 13. Representacdo esquematica para as alteragdes fisiologicas presentes em plantas das cultivares CTC2 e RB855453
submetidas a toxidez por aluminio (Fonte: autoria propria).
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Segundo Rodrigues et al., (2009) muitas caracteristicas observadas em cana-
de-acucar tém controle multigénico, portanto, a tolerancia dessas cultivares podem
mostrar diferentes respostas ao nivel morfoldgico, fisiolégico e molecular. Os
mecanismos fisioldgicos responsaveis pela tolerancia a toxidez de aluminio podem
variar entre espécies e cultivares, e provavelmente plantas tolerantes devem ser
capazes de prevenir a absor¢do de aluminio ou complexa-los apds essa absorcao
(PARENTONI et al., 2001; FERREIRA et al., 2006).

Assim sendo, as cultivares CTC 2 e RB855453 apresentaram alguns
resultados similares para as caracteristicas fisioldgicas analisadas, principalmente
apos 7 dias de estresse. No entanto, a primeira cultivar apresenta indices superiores
para area foliar, taxas fotossintéticas (48 e 72 horas de estresse) e niveis de
condutancia estomética estaveis nos tempos de 48 horas e 7 dias, 0 que resulta em

menor perda de 4gua ao longo do estresse pela toxidez de aluminio.
5.2.3 Predicao de alvos dos miRNAs

Os alvos dos miR164, miR159 e miR168 foram identificados com base na
analise computacional, e verificou-se que esses miRNAs regulam respectivamente, a
expressdo do fator de transcricdo NAC, fator de transcricio MYB, e o gene

Argonaute 1 (AGO1) como apresentado nas Figuras 14, 15 e 16.

O miRNA168 tem sido relatado como regulador do alvo AGO1, proteina
integrante do complexo RISC (VARALLYAY et al., 2010), e sua expresséo associada
a estresses abidticos (BALDRICH et al., 2014). O miR164 esta relacionado a
sinalizacao de auxina e desenvolvimento de raizes laterais (BALDRICH et al., 2014)
e 0 miR159, também relacionado a estresses abidticos (REYES; CHUA, 2007,
BURKLEW et al., 2012). Ainda em relacdo ao miR159, estudos relatam que fatores
de transcricdo MYB sao alvos desse miRNA (RHOADES et al., 2002).
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Figura 14. Alvo do miR164.
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Figura 15. Alvo do miR159.
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Figura 16. Alvo do miR168.

5.3 Expressao dos miRNAs

5.3.1 Expressédo dos miRNAs em raizes

O miRNA 159 foi diferencialmente expresso nas raizes das cultivares CTC 2 e
RB855453. Apds 24 horas em contato com aluminio toxico, esse miRNA foi

48
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reprimido nas raizes e induzido nos demais tempos de estresse nas duas cultivares
(Figura 17).
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Figura 17. Expressdao do miR159 nas raizes das cultivares CTC 2 e RB855453 nos

diferentes tempos, sob estresse por aluminio.

Em Arabidopsis plantas submetidas ao tratamento com ABA (acido abscisico)
e estresse por seca, ndo apresentaram a expressao do fator de transcricdo MYB101,
contrastando com as plantas em auséncia de estresse. Isso indica que a expressao
desse fator foi regulada negativamente pelo miR159, ou seja, na ocorréncia de
estresse abiodtico e presenca do horménio ABA, o miR159 atua sobre o fator de
transcri¢cao da classe MYB (REYES; CHUA. 2007).

A inducdo do miR159 nas raizes das cultivares CTC 2 e RB855453 pode
estar relacionada a capacidade de cada gendtipo na absorcdo dos ions de Al. O
aluminio presente nas raizes ira aumentar os niveis de ABA (RENGEL, 1992), que
por sua vez estdo relacionados aos niveis de inducdo do miR159,
consequentemente influenciando no crescimento da raiz e em processos fisioldégicos
como o fechamento estomatico (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A inducdo do miR159 foi também constatada por Burklew et al. (2012) que
trabalhou com concentracdes de oOxido de aluminio em tabaco, relatando expresséo

significativa desse miRNA com o aumento das concentragdes de Al,Os.
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As cultivares CTC 2 e RB855453 apresentaram desenvolvimento radicular
prejudicado ao longo do contato com aluminio toxico. Apés 7 dias de estresse, a
cultivar RB855453 apresentou maior desenvolvimento de raizes laterais, o que
comprova maior efeito toxico dos ions absorvidos, visto que, os ions de Al podem
promover destruicdo das células da regido meristematica da raiz principal alterando
a producdo de horménios que induzem o crescimento de raizes laterais (BRACCINI
et al., 1998).

O miR164 foi induzido nas raizes de das duas cultivares durante todo o
estresse, principalmente nas plantas da cultivar CTC 2, em 72 e 168 horas,

conforme pode ser observado na Figura 18.

No presente trabalho, que envolve a toxidez por aluminio, a expressao do
mMiR164 esta regulando a expresséo do fator de transcricdo NAC, o0 que promove 0
menor desenvolvimento de raizes laterais na planta e inibe a sinalizacdo de auxina,

prejudicando o desenvolvimento da planta.

E possivel observar uma relagdo existente entre os niveis de ions e a
expressdo de alguns miRNAs. Khraiwesh et al. (2012), relatando a expressao de
alguns miRNAs em diferentes condi¢cdes de estresse bibtico e abidtico, descreve que
o0 miR164 foi induzido em Brassica napus sob baixos niveis de sulfato ou em contato

com metais pesados como Cd*".
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Figura 18. Expressdo do miR164 nas raizes das cultivares CTC 2 e RB855453 nos

diferentes tempos, sob estresse por aluminio.

Na cultivar CTC 2, o miR168 apresenta-se menos induzido ao longo do

estresse em relagdo a cultivar RB855453 (Figura 19).
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Figura 19. Expressao do miR168 nas raizes das cultivares CTC 2 e RB855453 nos

diferentes tempos, sob estresse por aluminio.
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No trabalho de LIU et al. (2008), o miR168 foi induzido em Arabidopsis em
situacOes de estresse salino, seca e baixa temperatura, assim como, Khraiwesh et
al. (2012), relataram a inducdo do miR168 em Arabidopsis thaliana e Zea mays
gquando submetidas ao estresse salino, em Arabidopsis thaliana em estresse por
seca, bem como, em Triticum aestivum em estresse por calor, esse miRNA foi
reprimido nas cultivares CTC 2 e RB855453 de Saccharum sp. em reposta ao

aluminio apds 24 horas de estresse e induzido apos 3 dias.

Embora ndo se tenha muito conhecimento sobre a relagcdo da AGO1 com
estresses abioticos, sabe-se que essa proteina participa do complexo RISC (RNA
induced silencing complex), que € um processo de silenciamento génico poés-
transcricional, onde esse complexo direciona a inibicdo da traducao ou clivagem de
uma sequéncia especifica de mRNAs complementares (HUTVAGNER; ZAMORE,
2002; TOMARI et al., 2004). Existem evidéncias de que o processo de silenciamento
de RNA é um mecanismo natural de defesa contra virus, desse modo, alguns virus
codificam proteinas que levam a supressao da via de silenciamento (MALLORY et
al., 2001).

Tendo em vista as informacbes sobre o processo de silenciamento e
mecanismos de supressdo, Mallory e Vaucheret (2009) desenvolveram uma
construcdo com o fragmento gendmico AGO1 para transformar Arabidopsis e
averiguar o efeito da expressdo e consequentemente o desenvolvimento dos
mutantes. Observaram que mutantes agol apresentaram deficiéncias no
desenvolvimento, diferente do observado para o mutante deficiente em PTGS
(silenciamento génico pos-transcricional) denominado rdr6, sugerindo desse modo,
gue as respostas fisiologicas observadas surgem a partir da co-supressao de AGOL1.
Segundo os autores a clivagem de AGO1 dirigida por miR168 facilita a co-supresséo
de AGOL1.

Portanto, é provavel que a acdo do miR168 sobre AGOL1 esteja influenciando
no desenvolvimento das plantas de cana-de-agucar, considerando que apoés 72
horas de estresse, em ambas as cultivares, o miR168 foi induzido (maior nivel para a
CTC 2).
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6. CONCLUSOES

O screening indicou que dentre as cultivares avaliadas, o genétipo CTC-2 é o

mais tolerante e 0 RB855453 o0 mais sensivel em altas concentragdes de aluminio.

O miRNA164 esta induzido em ambas as cultivares o que implica na regulacao
negativa do fator de transcricdo NAC resultando na inibicdo da sinalizacdo da auxina

e promovendo o desenvolvimento das raizes laterais.

O miRNA159 esta induzido nas cultivares apds 48 horas de estresse. Regula o
fator de transcricdo MYB e influencia provavelmente nos niveis de ABA, o que
resulta em alteracbes no desenvolvimento vegetal, como reducdo do crescimento

foliar.

Relacionado ao processo de silenciamento génico, o miRNA168, regula o gene
AGO1 e estad diferencialmente expresso ao longo do estresse, promovendo
possivelmente a co-supressdo de AGO1 e consequente alteracdes fisiologicas e

morfoldgicas nas plantas.
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8. APENDICES

Apéndice 1

Area foliar (cm?) das cultivares CTC 2 e RB855453 nas condicdes controle e

tratamento, em estresse por aluminio.
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Apéndice 2

Potencial osmatico () das cultivares CTC 2 e RB855453 nas condi¢des controle e

tratamento, em estresse por aluminio.
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Apéndice 3

Concentracdo intercelular de CO, (umol mol™) das cultivares CTC 2 e RB855453 nas

condigBes controle e tratamento, em estresse por aluminio.
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Apéndice 4

Condutancia estomatica (mol m? s*) das cultivares CTC 2 e RB855453 nas

condicBes controle e tratamento, em estresse por aluminio.
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Apéndice 5

Temperatura da folha (°C) das cultivares CTC 2 e RB855453 nas condi¢des controle

e tratamento, em estresse por aluminio.
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Apéndice 6

Taxa fotossintética (umol m? s™) das cultivares CTC 2 e RB855453 nas condicdes

controle e tratamento, em estresse por aluminio.
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Apéndice 7

Taxa de transpiracdo (mmol m? s%) das cultivares CTC 2 e RB855453 nas

condi¢des controle e tratamento, em estresse por aluminio.
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