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Resumo

A cana-de-agUcar é uma das culturas mais plantadas no pais e tem grande importancia
para a economia brasileira. A elevada demanda na producdo de agUcar e etanol promove a
expansao da cultura para diferentes regides, que podem ser desfavoraveis para seu cultivo.
Dentre os fatores desfavoraveis esta a toxicidade por AIP* que ocorre principalmente em
solos acidos e afetam negativamente a produtividade da cultura. Os efeitos desse estresse
incluem, a reducdo do sistema radicular, alteracdo da fotossintese e do metabolismo
oxidativo. As plantas possuem mecanismos para responder aos diferentes tipos de estresse,
e essas respostas podem incluir aspectos fisiologicos, morfolégicos e moleculares. Essa
resposta envolve a participacdo dos miRNAs que atuam na regulacdo de genes alvos e
desempenham papéis importantes na tolerancia ao estresse. Investigar a funcdo de miRNAs
e seus genes alvos, por meio do perfil de expressdo e analises in silico, pode contribuir de
maneira significativa para programas de melhoramento genético, que visam aumentar a
resisténcia da cultura ao estresse. O objetivo do trabalho foi a identificagdo de mecanismos
de resposta em genotipos de cana-de-agticar sob o estresse por AI**, por meio da expresso
de miRNAs por RT-gPCR, analise in silico e rede de co-expressao. Analisando o perfil de
expressdo dos miRNAs, foi possivel observar que houve expressdo diferencial entre as
cultivares CTC-2 (tolerante) e RB855453 (sensivel), indicando que esses cultivares
apresentam mecanismos distintos de resposta. Identificamos, através da rede de co-
expressdo e do perfil de expressdao dos miRNAs, dois possiveis mecanismos regulados na
cultivar CTC-2 sob estresse por AP*: A detoxificagdo de AP* mediada pelo miR395 e o
desenvolvimento de raizes laterais mediado pelos miR160, miR6225-5p e miR167, indicando

a participagdo desses mecanismos na tolerancia ao estresse por AP*.

Palavras-chave: miRNAs, AP*, cana-de-aglcar, rede de co-expressao.



Abstract

Sugarcane is one of the most planted crops in the country and has great importance for the
Brazilian economy. The high demand in the production of sugar and ethanol promotes the
expansion of culture to different regions, which may be unfavorable for their cultivation. Among
the unfavorable factors is AI** toxicity, which occurs mainly in acidic soils and negatively affect
crop productivity. The effects of this stress include, the reduction of the root system, alteration of
photosynthesis and oxidative metabolism. Plants have mechanisms to respond to different types
of stress, and these responses can include physiological, morphological and molecular aspects.
This response involves the participation of miRNAs that act in the regulation of target genes and
play important roles in stress tolerance. Investigating the function of miRNAs and their target
genes, through the expression profile and in silico analysis, can contribute significantly to genetic
improvement programs, which aim to increase the culture resistance to stress. The objective of
the work was to identify response mechanisms in sugarcane genotypes under stress by Al
through the expression of miRNAs by RT-gPCR, in silico analysis and co-expression network.
Analyzing the expression profile of the miRNAs, it was possible to observe that there was a
differential expression between the cultivars CTC-2 (tolerant) and RB855453 (sensitive),
indicating that these cultivars have different response mechanisms. Through the co-expression
network and the miRNA expression profile, we identified two possible mechanisms regulated in
the CTC-2 cultivar under stress by AI**: The detoxification of Al3 + mediated by miR395 and the
development of lateral roots mediated by miR160, miR6225-5p and miR167, indicating the

participation of these mechanisms in stress tolerance by AI3*.

Keywords: miRNAs, AI**, sugarcane, co-expression network.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agUcar é uma das culturas mais importantes para a economia mundial,
sendo o Brasil o maior produtor. A partir da sacarose presente no colmo sdo produzidos o
acucar cristalizado e o etanol; e como subproduto, sua biomassa (bagaco e palha) é destinada
para a producdo de bioenergia e em alguns casos também é empregada na alimentacao
animal. Com o crescimento populacional, hd a necessidade de aumentar a producdo de
alimentos e obter novas fontes de energias. Expandir o cultivo de cana-de-agUcar para as
diferentes regides do pais permite aumentar a producao e suprir as necessidades energéticas
e de alimento existentes. No entanto, a crescente expansdo esta associada a exposicdo da
cultura a diferentes fatores adversos, como a seca, salinidade e toxicidade por ions que
afetam negativamente o seu rendimento.

A toxicidade por aluminio (APF*) é um dos principais fatores limitantes da
produtividade agricola em solos acidos. O aluminio é um dos minerais mais abundantes do
solo, e ndo afeta o crescimento vegetativo em pH neutro ou acima de 7. Todavia, quando o
pH do solo atinge valores proximos ou abaixo de 5, as moléculas de Al solubilizam-se e sdo
liberados no meio como ions toxicos AIF* (WU et al., 2018), que reagem com diversos
componentes celulares. Os ions AI** promovem a reducéo do sistema radicular impedindo a
absorcdo de agua e nutrientes (NOGUEIROL et al., 2015), afetam o aparato fotossintético e
provocam alteracdes no metabolismo oxidativo e molecular das plantas (INOSTROZA-
BLANCHETEAU et al., 2011).

Em condicBes estressantes as plantas desenvolvem mecanismos de respostas aos
efeitos adversos. Neste sentido, sdo capazes de perceber o estresse e produzir diferentes
estimulos a nivel celular e molecular (JEANDROZ e LAMOTTE, 2017). As alteracdes a
nivel molecular incluem a variacdo na expressao de diferentes genes, fatores de transcricao
e miRNAs. Os miRNAs sdo pequenos RNAs com 20 a 25 nucleotideos, ndo codificantes, que
atuam ativando ou desligando a transcricdo de genes alvos e estdo envolvidos em muitos
processos metabolicos e crescimento vegetativo (XIE et al., 2015).

As perdas de produtividade decorrentes dos estresses abidticos, incluindo a
toxicidade por AP*, podem ser solucionadas pelos programas de melhoramento genético,
que visam o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes ao estresse. Para isso, é
necessario investigar as respostas de defesa, que podem fornecer informagdes cruciais sobre

a tolerancia das plantas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cana-de-agUcar

A cana-de-acucar (Saccharum), pertence a familia das Poaceae, que abrange também
outras espécies economicamente importantes como o milho (Zea mays), trigo (Triticum
aestivum), arroz (Oriza sativa) e sorgo (Sorghum bicolor) (VETTORE, 2003). A cana-de-
aclcar ¢ uma espécie originaria do Sul e Sudeste da Asia, conhecida ha séculos pela
producdo do acgucar cristalizado, a partir da sacarose armazenada em seu colmo.

O avanco das grandes poténcias coloniais europeias no século XV1 proporcionou a
disseminacdo da cultura para regides do Caribe, América do Sul e Pacifico. No Brasil, em
decorréncia da crise energética dos anos 70, o cultivo de cana-de-agucar passou a ter outra
vertente de producdo, ndo direcionado apenas para a producdo de agucar, mas também,
voltado para a producéo de bioetanol. Com a criagdo do programa Proalcool (1975), boa
parte do cultivo de cana passou a ser destinado para a producdo de etanol, que elevou a
expansdo da cultura canavieira para grande parte do territorio nacional (ZUURBIER e
VOOREN, 2008).

As cultivares comerciais modernas séo resultado do cruzamento entre Saccharum
officinarum e Saccharum spontaneum. Algumas foram criadas com o propdsito de aumentar
a resisténcia a patogenos sem reduzir a produtividade da cultura, os pesquisadores utilizaram
a S. officinarum, que acumula mais sacarose no colmo e a S. spontaneum que € mais
resistente a patdgenos para criar uma nova cultivar com as duas principais caracteristicas
(SHARMA et al., 2018).

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acucar (aproximadamente 530
milhdes de toneladas), destacando-se frente a paises como India, China e Tailandia
(FAOSTAT, 2018). E o segundo maior produtor de etanol (USDA, 2019). Estima-se que a
producdo de cana-de-aclcar no Brasil atinja aproximadamente 630 mil toneladas na safra
2020/2021 (CONAB, 2020). Apesar dos resultados serem bastante promissores, 0
desenvolvimento da cultura é consideravelmente afetado pelas variacdes climaticas,
principalmente pela baixa precipitacao e a ocorréncia de geadas.

Ao longo dos anos, as mudancas climaticas tém se intensificado e a frequéncia das
variacOes tem provocado grandes perdas no rendimento das culturas agricolas, incluindo a
cana-de-agucar. A grande demanda na producéo da cana, resulta na expansao da cultura para
regibes muitas vezes desfavoraveis ao seu cultivo, o que pode elevar ainda mais as perdas

de produtividade. A fim de sanar essas perdas, 0s programas de melhoramento genético estdo
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focados no desenvolvimento de cultivares que possuam maior produtividade sob condicGes
adversas (LAKSHMANAN e ROBINSON, 2013). Para isso, € necessario a compreensao

das respostas de toleréncia a nivel fisioldégico, morfoldgico e molecular.

2.2 Toxicidade por aluminio (Al **) e seus efeito no desenvolvimento vegetativo.

Solos acidos (pH<5.5) sdo um dos principais fatores responsaveis pela perda de
produtividade agricola. Estima-se que 50% das terras cultivaveis do mundo apresentem solos
acidos e aproximadamente 75% dos solos tropicais da América do Sul apresentam pH de 5,3
(FAGERIA e NASCENTE, 2014). A toxicidade por aluminio (AI**) é um dos principais
fatores que compromete o rendimento das culturas agricolas (HE et al., 2014). O aluminio
(Al) em solos neutros ou levemente &cidos estd presente em grande parte como
aluminossilicatos insoldveis ou 6xidos de aluminio Al (OH)s e ndo apresentam toxicidade.
Entretanto, quando o solo atinge pH proximo ou abaixo de 5, 0 aluminio (Al) é solubilizado
na forma fitotoxica [Al (H20)s]*" ou simplesmente AP, toxico principalmente para as
raizes, restringindo a captacéo de agua e nutrientes (GUO et al., 2018).

O AP* tem a capacidade de interagir com varios componentes intracelulares e
extracelulares, como interacfes com a parede celular (apoplasto), membrana plasmatica e
citosol (simplasto). Nessa condigdo, as plantas sofrem diversas alteracbes morfologicas,
fisiologicas e moleculares. A inibicdo do crescimento radicular é o primeiro efeito provocado
pelo AP*, e pode estar associado a alteracdo na divisdo celular e alongamento (SIVAGURU
et al., 2013). Kopittke et al. (2015), demostraram rapida reducédo do alongamento das raizes
de soja (Glycine max), nos primeiros 5 minutos de exposicdo ao APF* (75mM), o que pode
ter sido causado pela ligagdo do AIP* as paredes celulares da rizoderme e ao cortex externo.

De maneira geral, as plantas podem expressar dois principais mecanismos de
tolerancia ao AP*. O primeiro mecanismo consiste na exclusdo do AI** presente na rizosfera,
a partir da exsudagdo de compostos organicos que quelam o AIP*, formando compostos néo
toxicos e assim impedindo o contato de ions com as raizes. No segundo mecanismo, 0s ions
AP, sdo absorvidos pelas raizes e passam por um processo de desintoxicacdo em
compartimentos subcelulares. As espécies toxicas de A", também podem ser translocadas
para a parte aérea (KOCHIAN et al., 2015).

O AP* também interfere no metabolismo oxidativo, aumentando a concentragio de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e alterando a expressdo de genes antioxidantes
(INOSTROZA-BLANCHETEAU et al., 2011). Zhao et al. (2017) observaram um aumento
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na atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX) em folhas e raizes de milho sugerindo a capacidade de
desintoxicacdo de ROS nas plantas. Em outro estudo foi realizada a identificacdo de
proteinas responsivas ao estresse por AI** em cultivares contrastantes de sorgo. Foi possivel
verificar que proteinas envolvidas no metabolismo antioxidante como superdxido dismutase
(SOD), peroxidase (POD) e catalase (CAT) foram mais abundantes no cultivar tolerante
(ZHOU et al., 2017).

Em relacdo a cana-de-acucar existem poucos estudos que relatam a tolerancia desta ao
estresse por aluminio. Um estudo que objetivou a sele¢do de gendtipos mais tolerantes ao
estresse por aluminio, demonstrou que 0s gendtipos de cana-de-agUcar utilizam mecanismos
distintos para tolerar o estresse. Em condicfes de estresse, foi possivel verificar que alguns
genotipos modificaram seu sistema radicular, apresentando mais raizes laterais do que
primarias. Em relagdo ao acimulo de AP, enquanto alguns gendtipos apresentaram maior
conteddo nas raizes, outros apresentaram maior contetdo na parte aérea (MAIA et al., 2018).

Watt et al (2003), demostraram alteragfes no alongamento radicular em cana-de-
agucar sob estresse por AI**. Em concentragdes baixas de AI** foi observado um aumento
no alongamento radicular, porém em concentracfes elevadas houve uma reducdo do
alongamento (15%), sugerindo que as alteragdes no sistema radicular dependem da

concentragdo de AP e do tempo de exposicio ao estresse.

2.3 MIRNAs: Biogénesis e seu papel no estresse.

Os microRNAs (ou simplesmente miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs (20-25
nucleotideos), endégenos e ndo codificantes, que regulam a expressdo génica em niveis pos-
transcricionais. Os miRNAs sdo moléculas importantes na regulacdo de varios processos
biolégicos, como o crescimento, desenvolvimento, metabolismo, bem como nas respostas
aos estresses abiotico e bidtico (XIE et al., 2015).

A biogénese dos miRNAs é bastante complexa e inicia-se no ndcleo, com a transcricao
do gene do miRNA (MIR) pela enzima RNA polimerase 11, produzindo o transcrito primario
(pri-miRNA), com estrutura em “stem-loop” (BUDAK et al., 2015). Os pri-miRNAs séo
reconhecidos pela enzima Dicer-Like (DCL) e entdo clivados produzindo um miRNA
precursor (pré-miRNA), que por sua vez forma um complexo duplo miRNA/miRNA*,
contendo a sequéncia do miRNA e do miRNA complementar* (STEPIEN et al., 2017). O

complexo miIRNA/miRNA* ¢ metilado na extremidade 3’ pela enzima Hua Enchancer 1
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(HENL1), estabilizando-o e evitando sua degradacdo e em seguida é transportado para o
citoplasma. Uma cadeia de miRNA/miRNA* é incorporada e estabilizada no complexo
proteico RISC (complexo de silenciamento induzido por RNA), a cadeia guia (miRNA) ¢
construida na proteina Argonautel(AGOL1), enquanto a cadeia complementar (MiRNA*) ¢é
liberada e degradada. Ao final, os miRNAs orientam o RISC até os genes alvos, através de
pareamento de bases e mediam o silenciamento génico, pela clivagem do alvo e/ou a inibigcéo
da traducéo proteica (WANG et al., 2019).

Alguns dos miRNAs existentes, tornaram-se fortemente conservados ao longo da
evolucdo das plantas, atuando em componentes importantes na regulagdo dos genes, de
modo, a controlar varios processos fisioldgicos e de desenvolvimento vegetativo. Muitos
desses miRNAs conservados controlam a formagé&o de fatores de transcrigdo (GRAMZOW,
et al., 2019). Oito familias de miRNAs foram encontradas conservadas em plantas
Embryophyta, como o miR156, miR159/319, miR160, miR390, miR166, miR171, miR395 e
miR408 (CUPERUS et al., 2011).

O miR390 regula o fator de transcricdo ARF (auxin response factor), responsavel pela
sinalizacd@o de auxina e pelo crescimento de raizes laterais em Arabidopsis (MARIN, et al.,
2010). Reyes et al. (2007) demostraram a expressdo de fatores de transcricio MYB
(transcription factor MYB) regulado pelo miR159, durante a germinacdo de Arabidopsis,
bem como atuantes no desenvolvimento floral (LUO, et al., 2013). O miR164 regula o gene
NAC (NAC domain-containing protein) que participa do processo de senescéncia foliar e
morte celular. Li et al. (2017) demostraram que o miR164 desempenha papel importante na
senescéncia de frutos de morango, regulando negativamente seu alvo NAC.

Os miRNAs também sdo regulados em resposta a estresses abioticos como seca
(AKDOGAN et al., 2016), salinidade (MITTAL et al., 2016) e estresse por metais pesados
(GUPTA et al., 2014). Em cana-de-acucar a identificacdo de miRNAs ja foi descrita, em
estresses como seca, salinidade e baixa temperatura. Por meio de analise de bioinformatica,
foram identificados 98 miRNAs conservados e 33 novos miRNAs em cana-de-agucar sob
estresse salino (BOTTINO et al., 2013). Gentile et al. (2013) realizaram sequenciamento de
pequenos RNAs, que permitiu a identificacdo de 18 familias de miRNAs em cana-de-agucar
sob estresse por seca. Nosso grupo de pesquisa identificou 394 miRNAs diferencialmente
expressos, em cultivares contrastantes de cana-de-agucar sob estresse por aluminio, 104
miRNAs diferencialmente expressos eram especificos para a cultivar tolerante (CTC-2) e 116
miRNAs especificos para a cultivar sensivel (RB855453) e 87 miRNAs comuns entre as
cultivares (SILVA et al., 2019).
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2.4 Rede de co-expressdo na identificacéo de genes.

As andlises in silico contribuem consideravelmente para as pesquisas atuais. A
realizacdo de andlises in silico em conjunto com estudos biol6gicos, sdo muito importantes
na compreensao e exploracdo de mecanismos regulados durante o estresse. Em especial, as
redes de co-expressao permitem avaliar a interacdo genética entre genes, como interacdo por
co-expresséao e co-localizacéo.

Através de rede de co-expressdo foi possivel identificar alguns fatores de transcricao
associados a biossintese da parede celular em cana-de-acUcar, favorecendo estudos que
visam 0 aumento da producdo de biocombustiveis (FERREIRA et al., 2016). Ransbotyn et
al., 2014, combinaram a expressao de varios genes de Arabidopsis com a analise de rede de
co-expressdo de RNA responsivos a multiplos estresses como salinidade, frio, estresse
hidrico e outros, para selecionar genes candidatos na tolerancia de maltiplos estresses.

Em plantas de arroz, foi realizada a analise de rede de co-expressao do transcriptoma
em raizes sob condicdes de estresse por cadmio, identificando varios genes funcionais chave
regulados pelo estresse por cadmio (TAN et al., 2017). Genes envolvidos no processo
biossintético de clorofilas, foram identificados através da andlise de rede de co-expressao
em plantas de arroz, indicando que esses genes participam da tolerancia ao estresse salino
(NOUNJAN et al., 2018).

30OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de 10 miRNAs selecionados no processo de tolerancia ao aluminio nos
cultivares CTC-2 (tolerante) e RB855453 (sensivel) de cana-de-agucar por meio de RT-
gPCR, analise in silico e rede de co-expressao.

3.2 Obijetivos especificos

i. Validacdo de miRNAs por RT-gPCR.
ii. Selecdo dos miRNAs submetidos a analise in silico: predicdo dos genes alvos,

anotacdo funcional e construcdo de rede de co-expressao.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material Bioldgico

Em trabalho anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa, duas cultivares de cana-
de-agUcar foram determinadas como tolerante (CTC-2) e sensivel (RB855453) ao estresse
por aluminio (AF*) (MANTOVANINI et al. 2017). Mudas dos dois genétipos pré-brotados
em recipiente plastico de 700 ml contendo substrato comercial (Carolina soil®) durante 60
dias, foram transferidas para caixas contendo 12 L de solugdo nutritiva (HOAGLAND &
ARNON, 1975) e mantidos em casa de vegetacdo sob condi¢cdes de temperatura e umidade
controlados. Ap6s 20 dias de aclimatacdo em sistema hidropdnico, foi adicionado a solugédo
nutritiva o cloreto de aluminio hexahidratado (AICI3-6H20) na concentracdo de 221umol
L. O pH da solugdo foi monitorado e mantido a 4,5, mantendo a estabilidade da molécula
de Al na sua forma toxica (AIP*). As amostras de raizes (todo o sistema radicular) utilizadas
no presente trabalho foram coletadas apos 7 dias de estresse e armazenadas em freezer -80°C
para posterior extracdo do RNA e miRNASs.

4.2 Extracdo do RNA, miRNAs e sintese de cDNA

Os miRNAs foram extraidos utilizando o “mirVana MiRNA lIsolation kit” (Ambion),
a partir do RNA total, seguindo as recomendac6es do fabricante. O RNA foi quantificado
em “Nanodrop” e sua qualidade avaliada em gel de agarose desnaturante. O cDNA foi
sintetizado utilizando-se o0 kit “RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis” (Thermo
Scientific), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para a sintese foi adicionado a

reacao os primers RT (primers longos de extensdo em stem-loop) (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos dos primers RT dos miRNAs

mMiRNAs Primers RT

miR160 5S’GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGGCAT 3’

miR395 5’GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGAGTT 3’

MiR6225-5p | 5>GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGAGATG 3’
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4.3 Anélise da expressdao dos miRNAs

A quantificacdo da expressdo dos miRNAs foi realizada utilizando o kit ”SYBR Green
Jump Start Taq Ready Mix” (Sigma Aldrich), pelo método de stem-loop RT-gqPCR descrito
por Varkonyi-Gasic (2011), utilizando primers forward especificos para cada miRNA e o
primer reverse comum para todos os miRNAs (universal). Na Tabela 2, estdo descritas as
sequéncias de nucleotideos que compdem os primers forward e o primer reverse universal.

O gene constitutivo 18SrRNA foi utilizado como normalizador da reagdo. Os
parametros de ciclagem utilizados para a analise por RT-gPCR foram: 94°C - 2 minutos;
94°C - 15 segundos; 60°C - 1 minuto; 72°C - 30 segundos, repetido por 40 vezes.
Posteriormente, foi construida uma curva de dissociacdo baseada em: 95°C-1 minuto; 55°C-
30 segundos e 95°C- 30 segundos. Os niveis de expressdo dos miRNAs foram analisados
utilizando o software “MxPro QPCR Software versdo 4.10” (Stratagene). Os valores de
expressao relativa foram estabelecidos pela razdo entre a expresséo do gene alvo e o controle,

neste caso considerado 1.

Tabela 2. Sequéncia de nucleotideos dos primers dos miRNAs

MiRNAs Primer Forward (5°-3”)
miR160 CGATGCCTGGCTCCCTGT
miR395 CGCCTGAAGTGTTTGGGGG
miR6225 CGCCGCAACTAGACTCAAAAGAA
Universal CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA

18SrRNA: Forward- CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA
Reverse- ACACTTCACCGGACCATTCAA

4.4 Selecdo de miRNAs para analise in silico

Para a analise in silico foram selecionados miRNAs envolvidos no estresse por
aluminio. Foram submetidos a analise in silico trés miRNAs validados no presente trabalho,
0 miR395, miR160 e miR6225-5p; sete miRNAs validados anteriormente pelo nosso grupo
de pesquisa: 0 miR121, miR156, miR159, miR167, miR168 e miR6253 avaliados por SILVA
et al. (2019) e 0 miR164 avaliado por MANTOVANINI, 2017.

A sequéncia madura dos miRNAs foram obtidas do banco de dados miRBASE e
submetidas a analise in silico. A predicdo dos genes alvos (targets) regulados pelos miRNAs
foi realizada utilizando 0S softwares “psRNA targer”
(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) e WMD3-Web microRNA Designer 3.1
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(http://wmd3.weigelworld.org/). A anotagdo funcional e localizacdo subcelular foram
obtidas pelos softwares “Gene Ontology” (http://geneontology.org/) e Uniprot
(https://www.uniprot.org/), respectivamente. A construcdo da rede de co-expressdo foi
realizada pelo software “Gene Mania” (https://genemania.org/) a partir dos pardmetros
disponiveis pela ferramenta (Interacdo fisica, predicdo, co-expressdo, dominio proteico,
interacdo genética e co-localizacdo). Todas as analises in silico foram realizadas utilizando
nos bancos de dados o genoma referéncia de Arabidopsis thaliana.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Expressdo de miRNAs em cana-de-agticar sob estresse por AIP*

Os dados de expressdo dos miRNAs validados nos outros trabalhos foram compilados
no mesmo grafico para melhor compreensdo dos resultados. A expressdo dos miRNAs nas
cultivares CTC-2 e RB855453 estdo apresentados na Figura 1. Analisando os graficos de
expressdo foi possivel verificar que houve expressdo diferencial dos miRNAs entre as
cultivares no estresse por aluminio. Os miRNAs miR167 e miR168 foram regulados
positivamente na cultivar CTC-2 e regulados negativamente na cultivar sensivel RB855453.
O miR395 também foi induzido na cultivar CTC-2, porém ndo foi responsivo na cultivar
RB855453. O miR6225-5p, por outro lado, foi regulado negativamente na CTC-2 e induzido
na RB855453 (Figura 1).

Gao et al. (2019), também demostraram a expressao diferencial de miRNAs em plantas
de milho expostas a metais pesados, como o aluminio (Al) e cddmio (Cd). O miR395 e
miR167, por exemplo, foram regulados positivamente frente ao estresse por APF*, enquanto
0 mMiR159 e miR160 foram reprimidos no estresse por Al e Cd. O miR395 também foi
induzido no tratamento com diéxido de enxofre (SO2) em plantas de Arabidopsis,
consequentemente levando a uma diminuicdo nos niveis de expresséo de seus genes alvos a
ATP sulfurilase e o transportador e assimilador de sulfato de baixa afinidade (SULTR2;1),
indicando desse modo, a participacdo do miR395 na protecao contra os danos oxidativos sob
estresse por SO (Li et al. 2017). Zhang et al. (2013) estudaram a regulacdo de miRNAs sob
estresse salino em folhas e raizes de Thellungiella salsuginea e mostraram a inducédo do
miR168a, miR395a e miR395b nas raizes, indicando a participacdo desses miRNAS na
tolerancia ao estresse salino.

Os miRNAs miR160, miR159, miR156, miR121 e miR6253 foram regulados

negativamente nas duas cultivares. No entanto, € possivel verificar que houve diferenca entre
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os niveis de repressao desses miRNAs (Figura 1). O miR160, por exemplo, foi mais reprimido
na cultivar CTC-2 em comparacdo a RB855453, isso sugere que 0s niveis de expressao do
seu gene alvo o fator de resposta a auxina (ARF) estd mais induzido na cultivar tolerante
(CTC-2). Dubey et al. (2020) demostraram resultados similares em plantas de arroz sob
estresse por cromo (Cr), indicando que a regulacdo negativa do miR160 pode estar
provocando um aumento no nivel de auxina mediado por ARF em resposta ao estresse por
Cr. O miR160 também foi reprimido em genétipo tolerante de cevada sob estresse por
aluminio, demostrando que o miR160 associado a via de sinalizacdo de auxina responde ao

estresse por aluminio como estratégia de desintoxicagdo (WU et al., 2018).
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Figura 1. Expressdo de miRNAs em cana-de-aglcar sob estresse por APP*

A)
3
= I
1
i .
- e
)
o eI #, & X
2 & oS S T
i-l*fp Q};?J- @Q‘ -lfsﬁ {3" {_‘Qﬁ' \-:Q‘.-r .;:S:- (:S; <
= R - =
[T s ]_
_2 o
T
-3
B)
1.5
1
I .
o 05 "
£ , MR
F=1
aF
205 & & @ & & J 3 P ¢
-5 _é&-— A _§.'- \$., _&_ Q—b .3" I.§" & -&
s o @ b o o e o & &
gz -l & T
22 _ o
g-l._:n .
Iﬁ 20
2.5
_3. I I
3.5

A) Cultivar CTC-2 (tolerante) B) Cultivar RB855453 (sensivel). NR= N&o responsivo.

5.2 Predicdo dos genes alvos, anotacdo funcional e localizacdo subcelular

A predicdo dos genes alvos utilizando as ferramentas: PSRNA target e WMD3 e o tipo
de inibicdo realizada pelos miRNAs, estdo descritos na Tabela 3. E possivel verificar que a
maioria dos miRNAs realizam inibicdo por clivagem e apenas o miR6225-5p silencia seus
genes alvos inibindo a traducgdo da proteina. De acordo com as duas ferramentas de predigdo
utilizadas, o miR156 regula um gene Squamosa promoter binding like protein 3 (SPL3), 0

miR159 regula um fator de transcri¢do (transcription factor MYB), o miR160 regula o gene
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Auxin response factor (ARF17), o gene NAC- domain contaning protein (NAC) é
possivelmente regulado por miR164 e o miR395 regula o gene sulfate transporter 2.1
(SULTR2;1). A ferramenta WMD3 néo apresentou resultados na predicdo dos alvos para o
miR121, miR167, miR168 e miR6225-5p (Tabela 3).

Na Tabela 4, esté apresentada a anotacdo funcional dos genes alvos e sua localizagao
subcelular. E possivel verificar que dos 10 miRNAs analisados, quatro deles (miR121,
miR156, miR168 e miR395), regulam genes que possuem funcgdo de ligacdo a ions de metal
ou participam no processo de transporte e estdo envolvidos no silenciamento génico, na
diferenciacdo celular e no desenvolvimento de raizes adventicias. Esses genes podem ser
encontrados em diferentes componentes celulares como o ndcleo, reticulo endoplasmatico,
citoplasma, membrana e cloroplastos.

Os genes AAH e AGOL regulados pelo miR168, estdo envolvidos no processo da ureia,
no desenvolvimento de raizes adventicias e no metabolismo de auxina, sdo encontrados no
reticulo endoplasmatico e citosol. O miR395 regula os genes APS4 e SULTR2;1, que estdo
envolvidos na assimilacéo e transporte de sulfato. Os miRNAs miR159, miR160 e miR167
regulam os genes ACS8, ARF17 e FBX5, respectivamente que estdo envolvidos no
metabolismo de fitohormdnios como, o etileno e auxina e participam do desenvolvimento
de raizes laterais e adventicias. Alem disso, esses genes podem ser encontrados no nucleo e
reticulo endoplasmatico. O miR6253 regula os genes KCS5 e ATHBY, que estdo envolvidos
no processo de biossintese dos acidos graxos. O miR6225-5p, regula o gene KIN12E
(Kinesin like protein) que esta envolvido com a movimentacdo de microtubulos e SIT4 que

desempenha funcao de fosfatase.

21



Tabela 3. Predicdo dos genes alvos dos miRNAs

mMiRNA SEQUENCIA PsRNA target WMD3 INIBICAO
miR121 | CGCUGCAGCGCUGAAGUAUGAG vl SR Clivagem
miR156 UGACAGAAGAGAGUGAGCACA SPL3 SPL3 Clivagem
. ACS8 .
miR159 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUG MYB104 Clivagem
MYB101
miR160 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCG ARF17 ARF17 Clivagem
miR164 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA NACO080 NAC Clivagem
ATHBG6
miR167 AGGUCAUGCUGUAGUUUCAUC Alpha/beta-hydrolase SR Clivagem
FBX5
. AAH .
miR168 UCGCUUGGUGCAGAUCGGGAC AGO1 SR Clivagem
miR395 CUGAAGUGUUUGGGGGAACUCC SSE‘?‘I;Z SULTR2 Clivagem
. KIN12E x
miR6225-5p | AACUAGACUCAAAAGAUUCAUCUC SIT4 SR Traducéo
. KCS5 . . .
miR6253 GAGGAAAGUGGGCAGUUGGGUU ATHB-9 WEB family protein Clivagem

Softwares: PSRNA target e WMD3 SR= Sem Resultado
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Tabela 4. Anotacéao funcional e localizagcdo subcelular dos genes alvos.

miRNA Targets Funcdo Molecular” Processo Biologico” Localizagéo”
. PXMT1 Ligacdo com metal e . A .
miR121 DRM?2 metiltransferase Silenciamento génico Nucleo
Ligacdo a ions metal e ligagdo ao Diferenciagdo celular Nucleo e
miR156 SPL3 gag DNA gat desenvolvimento de flores e citonlasma
transcricao P
. ACS8 Alividade catallrtlca/ ligagdo a Envolvido na biossintese de etileno .
miR159 proteinas . o Nucleo
MYB101 S - Diferenciacdo celular
Ligacdo a fatores de transcrigao
miR160 ARF17 Ligacdo a fator de transcrigao De§ gnvolv!mepto cile raizes Nucleo
adventicias e sinalizagdo de auxina
miR164 NAC080 Ligagao a DNA eNfatores de Regulacdo da transcrigdo Nucleo
transcrigdo
ATHBG6 C s Ativacgéo via ABA e regulagéo Nucleo e
miR167 Alpha/beta-hydrolase Ligagao tarlag;\cl;ﬁ Z(i;atores de negativa de ABA membrana
FBX5 ¢ao. Desenvolvimento de raizes laterais plasméatica
Ligacdo a ions metal e a Envolvido com processo da ureia, .
. AAH . C . . Reticulo,
miR168 metalopeptidase; atividade de desenvolvimento de raizes . .
AGO1 o . . ndcleo e citosol
endonuclease. adventicias, metabolismo de auxinas
. APS4 Ligacdo a ATP; Transporte S Cloroplasto e
MIR395 SULTR2 transmembranar de sulfato. Assimilagdo e transporte de sulfato membrana
. KIN12E ATPase, ligacdo a ATP, ligacdo de Envolvido no movimento de .
MIR6225-5p SIT4 microtubulos; fosfatase microtubulos Citoesqueleto
MiR6253 KCS5 Aciltransferase; Transferase; Env;);\)g)ds? B?fg:gf]i'igte;g g:ljl(;'?os Reticulo e
ATHB-9 Ligacdo ao DNA e a Lipideos. g ' ¢ membrana

*Gene Ontology

#Uniprot
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5.3 Andlise das redes de co-expressdo dos genes alvos

Os miRNAs sdo capazes de regular varios genes alvos, que podem estar envolvidos
em diferentes processos biologicos. De acordo com suas func¢Bes e processos envolvidos,
selecionamos apenas um gene alvo para cada miRNA: PXMT1- miR121, SPL3- miR156,
ACS8- miR159, ARF17- miR160, NAC080- miR164, FBX5- miR167, AAH- miR168,
SULTRZ2;1- miR395, SIT4- miR6225-5p e ATHB-9- miR6253. A rede de co-expressdo
correlaciona genes que possuem interacfes genéticas e associa a CO-expressdo e co-
localizacdo entre eles. Assim é possivel analisar os genes de acordo com suas interacdes e
processos envolvidos.

Redes individuais para cada gene alvo foi gerada pelo software GENEMANIA,
seguindo os parametros disponiveis pela ferramenta. Os genes alvos estdo envolvidos em
diferentes processos bioldgicos. Na biossintese de etileno (ACS8), via de sinalizacdo de
auxinas (ARF17), processo de diferenciacdo celular (SPL3 e ATHB-9), bem como,
envolvidos no desenvolvimento de raizes laterais e adventicias (ACS8, ARF17 e FBX5), na
ligacdo a ions de metal PXMT1, SPL3, AAH e SULTR2;1, entre outros processos (SIT4 e
NACO080). Cada circulo representa um gene dentro da rede e o tipo de interacéo entre eles é
determinado pelas diferentes linhas. A interacdo de co-expressao entre 0s genes € observada
pela presenca da linha roxa. Analisando as redes é possivel verificar que a co-expressao
ocorre nas redes de SPL3, ARF17, NAC080, AAH, SULTR2;1, SIT4 e ATHB-9 (Figura 2).
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Figura 2. Rede de co-expresséo individual dos genes alvos.
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Continuacéo figura 2
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(A)-PXMT1, (B)-SPL3, (C)-ACS8, (D)-ARF17, (E)-NAC080, (F)-FBX5, (G)-AAH, (H)-
SULTR2;1, (I)-SIT4, (J)-ATHB9. Fonte: GENEMANIA

Para investigar a participacdo dos possiveis genes alvos no mecanismo de
detoxificacdo, foi realizada uma rede conjunta com os genes AAH e SULTR2;1 (Ligacdo
com metais pesados) e com o gene MATE (Multidrug and toxic compound extrusion
transporter) conhecido por participar do processo de detoxificacao.

Analisando a rede conjunta é possivel verificar que os genes alvos AAH e SULTR2;1
interagem com o gene MATE. Alguns membros da familia MATE estdo envolvidos na
detoxificacdo do AP* em diferentes plantas e sdo responsaveis por liberar citrato (quelante
de Al) das raizes para a rizosfera em resposta ao estresse por A" (MA et al., 2018).

O SULTR2;1 é um transportador de baixa afinidade pelo sulfato, expresso em
estruturas de raizes (periciclo) de plantas vasculares e células do xilema. Esse transportador

é responsavel pela captacdo e transporte de sulfato para o espaco apoplastico de células
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periciclo e ceélulas do xilema, mantendo o fluxo de sulfato direcionado para o xilema (DING
etal., 2016; TAKAHASHI, 2019). Na rede esse gene interage diretamente com o gene MATE
e com outros genes SULTRs (sulfate transporter). Os SULTR3;1 e SULTR3;3 foram
denominados genes intermediadores, pois permitem a interacdo entre as redes. Enquanto o
SULTR3;1 interage com o gene MATE, o SULTRS3;3 interage com 0 gene AAH.

GUO et al (2017), demostraram a participacdo de genes envolvidos no transporte e
metabolismo de enxofre S (SULTRS) na tolerancia ao estresse por aluminio em plantas de
citrus. A cultivar mais tolerante ao estresse por AI** apresentou maior nivel de enxofre nas
raizes e folhas, possivelmente pelo aumento da absorcéo e diminuicdo da exportacao de S,
contribuindo para a detoxificacido do AI**. Além disso, as plantas tolerantes apresentaram
maior capacidade de desintoxicacdo externa, mediado pelo aumento da secrecdo de citrato e
malato. A interacdo do gene SULTR2;1 com o gene MATE sugere sua participacdo no
processo de detoxificagdo do AP, através do controle do fluxo de sulfato (Figura 3).

Figura 3. Rede de co-expressdo entre 0s genes SULTR2;1 e AAH.
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O gene AAH (allantoate deiminase), por sua vez, tem funcdo de ligacdo com ions de
metal e de metalopeptidase, participa da via de degradacgdo de alantoina e no catabolismo de
ureide. Esse gene também interage diretamente com o gene MATE, com trés genes IAAs
(metabolismo de auxina), ATG1 e PYD2 (metabolismo de amino acidos e fotorrespiragéo)
(Figura 3). Ja foi demostrado que o acimulo de alantoina pode proteger as plantas, reduzindo
os danos oxidativos (IRANI, et al., 2016 e NOURIMANDI, et al., 2016). Em Arabidopsis,
houve um aumento de alantoina sob toxicidade por cadmio (Cd), sugerindo aumento de
enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase e ascorbato peroxidase
(NOURIMANDI, et al., 2016).

As andlises in silico do gene AAH (miR168) mostraram que este desempenha funcéao
de ligacdo a ions de metal, além disso interage com o gene MATE. No entanto nenhum
trabalho relata a relacio desse gene com o estresse por AI**, parece que este ativa outros
mecanismos de resposta, como por exemplo o sistema antioxidante. Neste sentido, podemos
sugerir que a interacdo de AAH com os genes SULTR2;1 e MATE, observado na rede de co-
expressdo, ndo esta envolvido no processo de detoxifiagdo do AIP* e sim na ativagdo do
sistema antioxidante como resposta ao estresse por A",

Além da detoxificacdo do A" o desenvolvimento de raizes laterais, também é um
importante mecanismo de tolerancia ao estresse por AIP*. Na figura 4 esta apresentada a rede
de co-expressdo integrada entre os genes ARF17, ACS8 e FBX5, envolvidos no
desenvolvimento de raizes laterais. E possivel observar que os genes estdo interagindo entre
as redes.

O ARF17 (Auxin response factor), localizado no ndcleo, esta envolvido em muitos
processos bioldgicos, participa da via de sinalizacdo ativada por auxina, do desenvolvimento
de raizes adventicias, desenvolvimento de pdlen e na deposicdo de calos na parede celular
(NCBI 1d: 844120). Na rede, o ARF17 interage com genes IAA (Auxin responsive protein)
envolvidos no metabolismo de auxina, dois tipos de HSP (Heat shock protein) envolvidos
na resposta a ions de cadmio, resposta a estresse por altas temperaturas e na resposta de
estresse no reticulo endoplasmatico. Interage também com gene LCB (long chain base),
envolvido na via biossintética de moléculas lipidicas, na regulacdo da morte celular e no
desenvolvimento embrionario (Figura 4).

Além disso, ARF17 interage com gene da proteina TPL (protein TOPLESS) que tém

funcdo de ligacdo a proteinas e estd envolvido na via de sinalizacdo do acido jasménico e

em resposta a auxina, outros genes como WUS (processo de homeostase do acido giberélico),

HRD3 (resposta a salinidade) e IRE (ligacé&o e clivagem do RNA) também interagem com

ARF17. Osgenes IAA, LCB e TPL sdo os intermediadores dessas redes, enquanto IAAe LCB
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permite a interacdo entre ARF17 e ACS8, o gene TPL permite a interacdo de ARF17 e FBX5
(Figura 4).

O FBX5 regula uma proteina ARABIDILLOZ1 presente no nicleo e tém como principal
funcéo fazer ligagdo com proteinas, além de estar envolvido no desenvolvimento de raizes
laterais (NCBI 1d: 819099). Interage com outra proteina ARABIDILLO 2, que desempenha
as mesmas funcdes e com o gene TPL presente também na rede de ARF17. O gene FBX5
também interage com o gene ACS4 presente na rede de ACS8 (Figura 4).

O ACS8 (1-amino-cyclopropane-1-carboxylate synthase 8), por sua vez, esta
envolvido na via biossintética do etileno e possui fungdo de ligagdo a proteinas (NCBI 1d:
829933), interage com outros cinco genes ACS (ACS4, ACS5, ACS7, ACS9 e ACS11) e com
0s genes LCB (LCB2B, LCB2A e LCB1) e IAA (IAA1 e IAA29), também presentes na rede
de ARF17, descritos acima. (Figura 4). O fitohormdnio etileno é o mais associado a auxina
na alteracdo da morfologia e arquitetura das raizes, ele regula o crescimento radicular,
aumentando a biossintese e o transporte de auxina. Isso demonstra que a acdo integrada entre
esses hormonios é fundamental para o desenvolvimento de raizes laterais (ROWE et al.,
2016; LIU et al., 2017).

Durante a privacao de fosforo (P) em Arabidopsis, foi verificado a expressdo de
genes envolvidos no metabolismo de auxinas (ARFS) e genes pertencentes a via biossintética
do etileno (ACS) na formacdo de raizes laterais (SUN et al., 2016). Essas informacdes
explicam a interacdo de ARF17 e ACS8 na rede de co-expressdo. O gene FBX5 interage por
co-expressao tanto com genes envolvidos na via de auxina (ARF17) como na via do etileno
(ACSB8), supostamente a interacdo entre esses genes ativam em conjunto a formacao de raizes

laterais como resposta ao estresse por APR*.
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Figura 4. Rede de co-expresséo entre os genes ARF17, ACS8 e FBXS5.
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Os dados de expressdo dos miRNAS em conjunto com as redes de Cco-expressao
possibilitam a compreenséo de possiveis mecanismos de tolerancia ao estresse por APt em
cana-de-acucar. Neste estudo, identificamos dois possiveis mecanismos regulados na
cultivar CTC-2 (tolerante) durante o estresse por A*: O processo de detoxificacio mediado
pelo miR395 e seu gene alvo SULTR2;1 e o desenvolvimento de raizes laterais mediado
pelos miRNAs (miR160, miR6225-5p e miR167) e seus respectivos alvos ARF17, KIN12E e
FBX5 (Figura 5).

A detoxificacio ou exclusdo do AP' através das raizes é um dos principais
mecanismos de tolerancia ao estresse por APF* (KOCHIAN, 2015). O estresse por aluminio
associado com a privacao de sulfato permite a complexacdo do Al com o sulfato, formando
0 AISOs* (ALARCON-POBLETE et al. 2018) esse complexo pode estar envolvido na
detoxificacdo de AP (VERA-VILLALOBOS et al., 2020). Durante a privagdo de sulfato,
os fons de sulfato (SO.*) sdo absorvidos e translocados pelas proteinas de membrana-

transportadoras de sulfato (SULTRs), que adentram o0s compartimentos celulares e
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subcelulares através das bicamadas lipidicas da membrana, controlando o fluxo de SO4*
(TAKAHASHI et al., 2019).

O miR395 regula o gene SULTR2;1, que esta envolvido na translocacdo de SO4% das
raizes para a parte aérea (CAPALDI et al., 2015). Esta bem estabelecido a inducdo do
miR395 durante a privacdo de sulfato e consequentemente a repressdao de SULTR2;1
(JAGADEESWARAN et al., 2014). Além de participarem da translocacdo de sulfato das
raizes para a parte aérea, 0 SULTR2;1 também transporta o sulfato entre as folhas. LIANG
e YU (2010) demostraram que a inducdo do miR395 possivelmente reprimindo o SULTR2;1,
limita o transporte de sulfato de folhas maduras para folhas jovens em Arabidopsis.

A partir disso, podemos sugerir que, a repressao de SULTR2;1, mediada pelo miR395
pode estar interrompendo o fluxo de sulfato e do complexo AISO4" das raizes para a parte
aérea, assim mantendo o fluxo de sulfato e a possivel detoxificagdo do Al pelas raizes na
cultivar CTC-2 (Figura 5).

Pode-se observar que trés dos miRNAs estdo participando do desenvolvimento de
raizes laterais. O gene KIN12E regulado pelo miR6225-5p, pertence a familia das kinesinas-
12, proteinas motoras de microtubulos, que desempenham papel crucial no desenvolvimento
das plantas, atuando principalmente a nivel celular na organizacdo de microtubulos e
expansdo de fragmoplastos (estruturas celulares) e na divisdo celular (NEBENFUHR e
DITIX, 2018). Miller e Livanos (2019) revisaram o papel da subfamilia de Kinesin-12,
mostrando que muitos membros dessa familia sdo necessarios para a estabilidade e expansédo
de fragmoplastos e para o desenvolvimento da placa celular.

O gene KIN12E ainda ndo é bem explorado, porém, um estudo do perfil de
transcricdo, mostrou a inducdo desse gene durante a mitose, sugerindo sua participacdo na
divisdo celular (VANSTRAELEN et al., 2006). No esquema proposto, podemos observar
que KIN12E esta possivelmente induzido na cultivar CTC-2, assim ativando o processo de
expansdo celular e contribuindo para a formacéo de raizes laterais mediado pelo miR160 e
miR167.

O miR160 desempenha papel crucial na formacao de raizes adventicias e seu gene alvo
ARF17 participa do controle da embriogénese e do desenvolvimento radicular (LI et al.,
2019; ZHANG et al., 2020). Além do ARF17 a proteina ARABIDILLO regulado pelo gene
FBX5, também esta envolvido no desenvolvimento de raizes laterais. Nibau et al. (2011)
demostraram que homdlogos da proteina ARABIDILLO sdo conservados no reino vegetal e
que as plantas que ndo possuem ou superexpressam ARABIDILLO1 respondem normalmente
a sinais reguladores de raiz lateral conhecidos, como auxina, citocinina e ABA, ou seja, sua
fungdo ndo é afetada pelos sinais hormonais.
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Aqui, demostramos a interacdo entre 0 ARF17 e FBXS5 através da rede de co-expresséo,
iSso sugere que eles podem estar sendo regulados mutuamente, ou seja, mesmo que ARF17
ndo fosse regulado positivamente, o desenvolvimento de raizes laterais seria ativado da
mesma maneira, pois FBX5 atua independente de ARF17.

Dessa forma, podemos concluir que a indugdo de KIN12E (miR6225-5p- reprimido)
participa da expansdo das células de raiz, contribuindo com a formacdo de raizes laterais,
regulado pela inducdo de ARF17 (miR160- reprimido) em conjunto com a repressao de FBX5

(miR167- induzido) como resposta ao estresse por AIP* (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de tolerancia em cana-de-aglcar sob estresse por AP*,
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6 CONCLUSAO

Os miRNAs foram diferencialmente expressos nos dois genotipos de cana-de-agucar
(CTC-2 e RB855354), indicando a regulacdo de diferentes mecanismos de resposta sob o
estresse por AP, Além disso, conseguimos demostrar no gendtipo tolerante CTC-2, através
da rede de co-expressdo e analise do perfil de expressdao de miRNAs, a regulacdo de dois
possiveis mecanismos: a detoxificacdo de A" mediada pelo miR395 e o desenvolvimento
de raizes laterais mediada pelo miR160, miR6225-5p e miR167 na tolerancia ao estresse por
AR*. Em contrapartida, o gendtipo sensivel RB855354 perece ativar o sistema antioxidante
através da repressdo do miR168. Esses resultados fornecem informagdes importantes sobre
a tolerancia da cana-de-aclcar sob estresse por AP*, contribuindo para programas de

melhoramento genético, que visam o desenvolvimento de novas cultivares.
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