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RESUMO

O florescimento ¢ um fator limitante a producdo de cana-de-aglcar pois prejudica o
armazenamento de sacarose, e, consequentemente, o rendimento da cultura. O fotoperiodo é o
principal fator ambiental responsavel pela inducdo floral da cana-de-agucar. A transi¢do para
0 estadio reprodutivo é controlada por sinais enddgenos e ambientais que induzem a
expressdo de genes integradores do florescimento. Entre esses genes, destaca-se 0
FLOWERING LOCUS T (FT), sua transcricdo ocorre em funcdo de alteragcbes no
comprimento do dia. Tanto em monocotileddneas quanto em dicotileddneas genes homdélogos
ao FT atuam na inducdo floral, sua expressdo € considerada limitante na promocdo do
florescimento. O fotoperiodo, juntamente com o relogio circadiano, promove mudancas a
niveis moleculares, levando a expressdo de genes envolvidos na inducéo floral e também a
niveis fisioldgicos e biogquimicos. Entre essas mudancas, destaca-se o metabolismo de
carboidratos que, inicialmente, pode atuar na inducdo do florescimento e posteriormente, em
cana-de-agucar, causa perda de produtividade. A sacarose e outros intermediarios do
metabolismo de carboidratos, como a trealose e enzimas envolvidas em sua sintese, podem
atuar na inducdo do florescimento. Em cana-de-agucar foram identificados genes homdlogos a
TPS (STPSI e STPSII) e ao o FT, e, possivelmente, algum desses homdlogos do FT
desempenhe um papel fundamental na inducéo floral dessa planta via fotoperiodo, podendo
ou ndo, atuar juntamente como genes homélogos ao TPS. Nesse sentido, objetivou-se, com a
realizacdo desse trabalho, o entendimento do processo de inducéo floral via fotoperiodo e suas
relagbes com o metabolismo de carboidratos. Foram realizadas analises in silico de possiveis
ortdlogos do FT em cana-de-agucar, caracterizacdo da expressdo qualitativa em diferentes
tecidos da planta e quantitativa do possivel indutor do florescimento ScFT6 ao longo do dia e
em cultivares de cana-de-acUcar contrastantes para o florescimento. Além disso, plantas de
cana-de-acucar foram submetidas a duas condi¢cdes de fotoperiodo (dia encurtando e dia
alongando) e, durante a inducdo desses tratamentos, foram analisadas trocas gasosas ao longo
do periodo de conducgdo do experimento, expressdo em tempo real dos genes ScFT6, SPSI e
SPSII e determinacdo dos teores de acUcares redutores (amido e sacarose). Entre 0s possiveis
homdlogos do FT identificados em cana-de-agUcar, destacou-se o gene ScFT6, que possui
uma sequéncia com dominio conservado e aminoacidos em posi¢Oes caracteristicas de genes
da familia PEBP indutores do florescimento. A expressdo do gene ScFT6, semelhante a outros
FTs indutores do florescimento encontrado em outras espécies, ocorre em folhas maduras e no
meristema apical de parte aérea e é controlada pelo ritmo circadiano. Variedades com
comportamento distinto para o florescimento apresentam expressdo variavel do gene ScFT6.
A reducdo do comprimento do dia, responsavel pela inducdo do florescimento em cana-de-
acucar pela via fotoperiodica, promove aumento da expressdo do possivel indutor do
florescimento ScFT6, além de promover o aumento da expressdo de STPSII, um sinalizador
do status de carbono da planta. O gene ScFT6 ndo tem sua expressdo correlacionada a niveis
de carboidrato das plantas de cana-de-agucar. Possivelmente o SCFT6 atua na inducao floral
da cana-de-agucar exclusivamente pela transmissdo do sinal luminoso.

Palavras-chave: Comprimento do dia. Metabolismo de carboidratos. Regulagcdo do
florescimento. FLOWERING LOCUS T. Saccharum spp.



ABSTRACT

Flowering is a limiting factor to sugarcane production because it impairs the storage of
sucrose and, consequently, the crop yield. The photoperiod is the main environmental factor
responsible for the floral induction in sugarcane. The transition to the reproductive stage is
controlled by endogenous and environmental signals that induce the expression of flowering
integrating genes. Among these genes, FLOWERING LOCUS T (FT) stands out: its
transcription occurs as a function of day length alterations. In both monocotyledons and
dicotyledons genes homologous to FT act in floral induction and their expression is
considered limiting in flowering promotion. The photoperiod, together with the circadian
clock promotes changes at molecular levels, leading to the expression of genes involved in
floral induction, and at physiological and biochemical levels. Among the provoked alterations
is the carbohydrate metabolism, which initially can act in the flowering induction and later, in
sugarcane, causes a loss of productivity. Sucrose and other intermediates of carbohydrate
metabolism, such as trehalose and enzymes involved in its synthesis, may act to induce
flowering. Homologous genes to TPS (STPSI and STPSII) and to FT have already been
identified in sugarcane, and possibly, some of these FT homologues play a key role in the
floral induction of this plant through photoperiod and may or may not act together as genes
homologous to TPS. In this sense, the purpose of this work was to understand the process of
floral induction through photoperiod and its relations with carbohydrate metabolism. We have
done in silico analysis of possible orthologues of FT in sugarcane, characterization of
qualitative expression in different plant tissues and characterization of quantitative expression
of the putative flowering promoter ScFT6 both throughout the day and in sugarcane cultivars
contrasting in relation to flowering. Besides that, sugarcane plants were submitted to two
photoperiod conditions (shortening day and elongating day). During these treatments, gas
exchanges were analyzed throughout the conduction period of the assay, as well as real-time
expression of ScFT6, SPSI and SPSII genes and determination of the contents of reducing
sugars (starch and sucrose). Among the possible FT homologues identified in sugarcane,
stands out the ScFT6 gene, which has a conserved domain sequence and amino acids at
characteristic positions of blossoming inducing PEBP family genes. The expression of the
ScFT6 gene, like other flowering inducers FTs found in other species, occurs in mature leaves
and shoot apex been controlled by the circadian rhythm. Varieties with distinct behavior for
flowering have variable expression of the SCFT6 gene. Reduction in day length, responsible
for flowering induction in sugarcane through photoperiod, increases expression of the putative
flowering promoter ScFT6, besides promoting the increase in expression of STPSII, sign of
carbon status of the plant. The expression of SCFT6 gene was not correlated to carbohydrate
levels in sugarcane plants. Possibly it acts in the flowering induction exclusively by the
luminous signal transmission.

Keywords: Day length. Carbohydrate metabolism. Flowering regulation. FLOWERING
LOCUS T. Saccharum spp.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar é cultivada em regiGes tropicais e subtropicais do globo terrestre,
nos dois lados da linha do equador entre as latitudes 35° N e 35° S (MUKHERJEE, 1957,
VAN DLLLEWIIN, 1952). Sua area de cultivo engloba 25.976.939 hectares pelo mundo,
com uma producdo anual de 1.890.661.751 toneladas e uma produtividade média de 70,6
toneladas por hectare (FAOSTAT; PRODUCTION, 2016). O Brasil é o maior produtor
mundial de cana-de-agucar (768.678.382 toneladas por ano), com uma produtividade média
de 75,2 toneladas por hectare (FAOSTAT; PRODUCTION, 2016).

A cana-de-acucar € considerada a principal fonte de energia renovavel brasileira. O
etanol produzido através dela é comprovadamente um substituto para os combustiveis fosseis
no Brasil, devido a sua natureza bioenergética e tecnologia empregada para sua producao
(EFE; STRAATHOF; VAN DER WIELEN, 2005). Além do etanol, a cana-de-acucar é a
principal fonte de agUcar utilizada pela populacéo, tanto no mercado interno brasileiro quanto
para exportacdo, levando o Brasil ao topo no ranking como maior produtor mundial de agucar
(OLIVEIRA et al., 2018), sendo responsavel por aproximadamente 35% de toda a producéo
mundial (CONAB, 2018).

Entre os desafios da cadeia produtiva da cana-de-acUcar, no que diz respeito a busca
pelo aumento de produtividade, destacam-se o florescimento, o déficit hidrico, salinidade,
baixa temperatura, toxicidade de aluminio, solos pobres e compactados, dentre outros. O
florescimento, em especial, prejudica 0 armazenamento de sacarose, e, consequentemente, o
rendimento da cultura (BERDING; HURNEY, 2005), sendo, portanto, considerado um dos
principais desafios para o sistema produtivo da cultura (CRESTE et al., 2010). Ele ¢
considerado prejudicial e indesejavel pois promove um deslocamento de energia armazenada
no colmo na forma de sacarose para 0 desenvolvimento da inflorescéncia e,
consequentemente, afeta a quantidade e a qualidade da matéria prima (CAPUTO et al., 2007).

O fotoperiodo é o principal fator ambiental responsavel pela inducéo floral da cana-de-
acucar, onde o fotoperiodo ideal para inducdo do florescimento varia entre 12 a 12,5 horas,
principalmente no periodo do ano em que o comprimento do dia estd encurtando e as plantas
estdo concluindo o periodo vegetativo (ARALDI et al., 2010; CLEMENTS; AWADA, 1967).
Para a inducdo floral, o fotoperiodo se relaciona com outros fatores como umidade, nutri¢do e
temperatura (MOORE, 1987; MOORE; NUSS, 1987). No caso da temperatura, valores
extremos acima de 32 °C séo limitantes ao florescimento (BERDING, 1995).
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Estudos recentes relacionados a regulacdo floral fotoperiddica, principalmente em
Arabidopsis thaliana, aumentaram o conhecimento da atuacdo do fotoperiodo a niveis
moleculares em plantas. Em angiospermas, o relégio circadiano desempenha papeis
fundamentais na regulagdo do tempo de floracdo, onde medem as mudangas no fotoperiodo
para controlar com precisdo o tempo de floragdo (SONG; ITO; IMAIZUMI, 2010). A
transicdo para o estadio reprodutivo e todas as mudancas que ocorrem no meristema apical de
parte aérea sdo controladas por sinais enddgenos e ambientais (BERNIER, 1988;
MCDANIEL; SINGER; SMITH, 1992). Tais sinais induzem a expressdo de genes
integradores do florescimento, que incorporam sinais de multiplas vias do florescimento e
seus niveis de expressdo determinam o momento do florescimento (PARCY, 2004,
SIMPSON; DEAN, 2002).

Entre os genes integradores do florescimento, destaca-se o0 FLOWERING LOCUS T
(FT). Sua transcricdo em resposta a dias longos € o passo limitante para inducdo do
florescimento em A. thaliana (CORBESIER et al., 2007). Dados semelhantes tém sido
obtidos para os homdélogos de FT em muitas outras espécies, relacionando o gene FT com a
inducdo do florescimento dependente do comprimento do dia (JIN et al., 2015; KOJIMA et
al., 2002; LI; DUBCOVSKY, 2008). Plantas de dia curto também tem o florescimento
regulado via fotoperiodo pela expressdo de homdélogos do FT, como o arroz que possui um
par de ortdlogos do FT conhecidos como Heading-date3 (Hd3a) e HICE FLOWERING
LOCUS T1 (RFT1), que s&o transcritos e traduzidos em folhas e formam proteinas que séo
transportadas através do floema até o meristema apical (KOMIYA; YOKOI; SHIMAMOTO,
2009; TAMAKI et al., 2007).

Em cana-de-acUcar ja foram identificados alguns homologos do gene FT, entre eles
ScT1 que possui envolvimento com a atividade meristematica controlando o momento do
florescimento e a formacdo de érgdos férteis (COELHO et al., 2014). Além dele, um
homdlogo de TERMINAL FLOWERL (TFL) (gene envolvido na inibigdo do florescimento) o
ScTFL1, quando superexpresso em A. thaliana provocou um atraso do florescimento e um
prolongamento do estadio vegetativo. O TFL1 apresenta cerca de 60% de sua sequéncia de
aminoacidos semelhante a sequéncia do FT, porém, enquanto o FT atua na inducdo do
florescimento, o TFL1 atua inibindo a expressdo de LEAFY (LFY) e APETALALl (AP1)
mantendo o centro do meristema apical no estddio vegetativo (AHN et al., 2006;
HANZAWA; MONEY; BRADLEY, 2005; WICKLAND; HANZAWA, 2015).

O fotoperiodo, juntamente com o reldgio circadiano promove mudancas a niveis

moleculares e também a niveis fisioldgicos e bioquimicos. Entre as alteracdes provocadas
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destaca-se o metabolismo de carboidratos, que inicialmente atua na inducdo do florescimento
e posteriormente, em cana-de-agucar, causa perda de produtividade (MARQUES et al., 2008).
Mutacbes em genes de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos (sacarose e
amido) demonstram suas fungfes sobre diversos aspectos do desenvolvimento das plantas,
incluindo o florescimento (PAUL et al., 2008).

Alguns trabalhos demonstram que a sacarose pode ser um componente inicial e
essencial do estimulo floral. Niveis de sacarose na seiva do floema e agucares solGveis no
broto apical aumentam de acordo com a inducdo do florescimento através do fotoperiodo
tanto em plantas de dia longo quanto em plantas de dia curto (BODSON; OUTLAW, 1985;
HOUSSA; BERNIER; KINET, 1991; MILYAEVA; KOMAROVA, 1996). Entre os
mecanismos que envolvem o metabolismo de carboidratos e o desenvolvimento de plantas
destaca-se a Trealose-6-Fosfato-Sintase (TPS) responsavel pela sintese de trealose-6-fosfato
(T6P).

Com relacdo ao florescimento, TREALOSE-6-FOSFATO-SINTASE 1 (TPS1), um dos
genes envolvidos na sintese de trealose-6-fosfato, € comprovadamente essencial para que sua
transicdo ocorra, possivelmente atraves do fornecimento de T6P (VAN DIJKEN;
SCHLUEPMANN; SMEEKENS, 2004). Além disso, foi demonstrado que em A. thaliana
uma rota envolvendo T6P regula o florescimento em dois sitios da planta. Na folha, TPS1 é
necessario para inducdo da expressdo do FT mesmo em um fotoperiodo favoravel, garantindo
uma maneira da planta integrar sinais ambientais e sinais fisiologicos. No meristema apical da
parte aérea a rota via T6P afeta a expressdo de genes envolvidos na inducdo e genes de
identidade de 6rgdos florais (WAHL et al., 2013).

Em cana-de-acUcar ja foram identificados genes homologos a TPS, o STPSI e STPSII.
Ambos sdo expressos em todos os tecidos da planta, STPSI esta envolvido com o estresse
hidrico em plantas tolerantes e STPSII tem pouca relacdo com o estresse hidrico, tanto em
plantas tolerantes quanto em plantas suscetiveis (JUNIOR et al., 2013).

Diante do exposto, objetivou-se com esse trabalho identificar os mecanismos que
relacionem o fotoperiodo com o metabolismo de carboidratos e o florescimento em cana-de-

acucar.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botanicos da cana-de-agucar

A cana-de-acUcar pertence ao género Saccharum L. da tribo Andropogoneae e a
familia Poaceae. A tribo Andropogoneae possui outros membros de importancia econémica,
como algumas espécies dos géneros Zea e Sorghum (DANIELS; ROACH, 1987). Estudos
genéticos recentes demonstram que as cultivares nobres de cana-de-aglcar (Saccharum
officinarum) surgiram da espécie S. robustum em Nova Guiné e, a partir dai, foram espalhadas
ao longo do globo pelos humanos (GRIVET et al., 2004).

A planta adulta de cana-de-acUcar apresenta a morfologia tipica de Poaceae. A parte
aérea é composta de unidades fitométricas repetidas, onde cada uma delas contém um né, uma
folha anexa e um internddio (ARTSCHWAGER; BRANDES, 1958; VAN DLLLEWIJN,
1952). A folha é composta do limbo foliar e de uma bainha cilindrica (ARTSCHWAGER,
1940). Os colmos se desenvolvem a partir do meristema apical e os perfilhos (colmos
secundarios) sdo originados de gemas axilares subterrdneas presentes no colmo principal
(VAN DLLLEWIJN, 1952).

Apos a transicdo do estadio vegetativo para o reprodutivo, durante a inducéo floral, a
morfologia do colmo e da folha sofrem mudancas drasticas. Com o desenvolvimento da
inflorescéncia, a distancia entre folhas sucessivas aumentam, o colmo alonga e ocorre a
producéo da folha bandeira, normalmente menor que as demais (VAN DLLLEWIIN, 1952).
As folhas de cana-de-agUcar sdo ordenadas de cima para baixo, a folha de inser¢do mais alta,
que se encontra completamente aberta e apresenta a primeira auricula visivel recebe a
denominacdo de folha +1 e, abaixo dela, as folhas recebem, sucessivamente, 0os nimeros +2,
+3 e +4 (VAN DLLLEWIIN, 1952). A inflorescéncia, também chamada de pendéo, € do tipo
panicula de forma aberta plumosa, com um eixo principal (raquis), de onde saem eixos
secundarios e terciérios. E neste local (eixos terciarios) que esta inserida a espigueta ou flor da
cana-de-agucar (ALMEIDA; VALSECCHI; GOMES, 1945).

O sistema radicular da cana-de-agUcar € fasciculado. Quando reproduzidas de forma
assexuada (forma comercial de reproducdo), a emissdo das raizes tem inicio poucos dias ap0s
o plantio, emitindo primdrdios radiculares na base do internddio e, poucos dias depois, ocorre
a emissdo de raizes planas. Posteriormente, as raizes planas sdo substituidas por raizes

maiores em didmetro e mais robustas que emergem da base da parte aerea em
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desenvolvimento, formando o sistema radicular que pode alcancar até quatro metros de
profundidade (SMITH; INMAN-BAMBER; THORBURN, 2005).

Durante o seu desenvolvimento, a cana-de-agcucar apresenta quatro estadios
fenoldgicos. O primeiro estadio é a brotacdo e a emergéncia, aonde, em condicdes ideais de
temperatura e umidade, as gemas emergem dando origem a uma nova planta. O segundo
estadio é o perfilhamento, logo apds a brotacdo das gemas, aonde ocorre 0 processo de
emissdo de colmos de uma mesma planta. No terceiro estadio, a partir do auge do
perfilhamento, os colmos crescem e se desenvolvem ganhando altura e acumulando agucar em
sua base. O quarto estadio é a maturacdo dos colmos, onde o0 acimulo de agucar nos colmos é
intenso. Nesta fase, as folhas do terco médio das plantas amarelecem e caem indicando o
acimulo maximo de agucar nessa regido (AUDE, 1993; INMAN-BAMBER, 1991).

O conhecimento sobre o desenvolvimento da cana-de-aclcar é de suma importancia
para a escolha de cultivares mais adaptados a cada regido. Os canaviais brasileiros apresentam
grande heterogeneidade devido a variabilidade dos solos, juntamente com as diferencas
climaticas durante as estacdes do ano, afetando assim o manejo e a produtividade da cana-de-
acucar (MONTEIRO; SENTELHAS, 2014). Uma das alternativas utilizadas na agricultura
para melhorar o rendimento das culturas é a utilizagdo de cultivares melhoradas
geneticamente. No entanto, mesmo diante da importancia econémica apresentada pela cana-
de-acucar, a complexidade do seu genoma dificulta o desenvolvimento de técnicas

biotecnoldgicas para esta cultura (MENOSSI et al., 2008).

2.2 Aspectos genéticos da cana-de-agucar

Atualmente o germoplasma da cana-de-agucar € dividido em trés grupos: (1) cultivares
tradicionais, que ndo sdo cultivadas comercialmente mas sdo importantes fontes para o
melhoramento; (2) plantas silvestres, consideradas progenitoras das cultivares tradicionais; e
(3) as cultivares modernas ou nobres, produzidas por cruzamentos artificiais entre as
cultivares tradicionais e Saccharum spontaneum, que sdo as mais cultivadas na atualidade
(GRIVET et al., 2004; MUKHERJEE, 1957). As anélises dos progenitores utilizados nos
programas de melhoramento revelam o envolvimento de outras espécies na origem dos
hibridos cultivados atualmente, entre elas S. sinese, S. barbieri, S. robustum, S. spontameum
além da propria S. officinarum (D’HONT et al., 1996).

A cana-de-acUcar possui um genoma polipléide, com um namero de cromossomos

variando entre 106 e 118, e, consequentemente, um numero de copias de cada gene com uma
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variacdo de 8 a 12 (GRIVET; ARRUDA, 2002; PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010).
Ela apresenta um elevado grau de complexidade do genoma, sendo a sua reproducdo sexual
lenta e dificultada por condi¢cbes ambientais (TIWARI et al.,, 2010). Todas essas
caracteristicas dificultam o processo de melhoria genética e sequénciamento do genoma, bem
como as pesquisas com transformacdo genética dessa planta (GRIVET; ARRUDA, 2002;
KINKEMA et al., 2014).

O melhoramento da cana-de-aclUcar teve inicio com o melhoramento classico
tradicional, mas ganhou forca com as atuais técnicas de hibridizacdo e engenharia genética,
alcancando um grande aumento de produtividade no ultimo século, devido a selecdo de
plantas mais produtivas, resistentes ou tolerantes a pragas, doencas e estresses ambientais
(MING et al., 2006). O melhoramento convencional, juntamente com técnicas
biotecnolégicas, como a identificacdo e utilizacdo de marcadores moleculares (MOORE,
1996), sequénciamento do genoma (GRIVET; ARRUDA, 2002; TELLES et al., 2001),
incorporacdo de genes no genoma de hibridos comerciais (BRAGA et al., 2003) e técnicas de
edicdo do genoma (MOHAN, 2016), sdo ferramentas promissoras para continuidade dos
aumentos de produtividade necessarios para garantia da demanda mundial de cana-de-acucar.

Um dos primeiros passos, e mais importante, do melhoramento de plantas utilizando a
transformacdo genética de plantas € a identificacdo de genes diferencialmente expressos em
condicbes ambientais especificas, através de técnicas de biologia molecular, incluindo a
bioinformatica. Esses genes sdo considerados candidatos promissores para estudos
aprofundados (MING et al., 2006). Uma das técnicas empregada no estudo de genes
candidatos em cana-de-agucar é a analise de transcriptomas, que permite determinar quais
genes sao expressos em determinada condicdo e a nivel de expressdo de cada um desses genes
expressos (BELESINI, 2015; CORRER, 2016; PALHARES, 2014). A utilizacdo destes
candidatos na engenharia genética pode afetar diretamente a producéo desta cultura.

2.3 Aspectos econémicos da cana-de-agUcar

A cana-de-acucar é cultivada em regides tropicais e subtropicais do globo terrestre,
nos dois lados da linha do equador entre as latitudes 35° N e 35° S (MUKHERJEE, 1957,
VAN DLLLEWIJIN, 1952). Em todo o mundo ela é cultivada em 2.674.304 hectares,
apresentando uma producéo anual de 1.890.661.751 toneladas e uma produtividade média de
70,6 toneladas por hectare (FAOSTAT; PRODUCTION, 2016).
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O Brasil se destaca como maior produtor mundial de cana-de-aglcar (768.678.382
toneladas por ano), com uma produtividade média de 75,2 toneladas por hectare, seguidos por
india (348.448.00 toneladas por ano) e China (122.663.940 toneladas por ano) (FAOSTAT;
PRODUCTION, 2016). Sdo Paulo, Goiads e Minas Gerais sdo, respectivamente, 0s trés
maiores estados brasileiros produtores, sendo responsaveis por mais de 75% de toda producgéo
do pais (CONAB, 2018).

Atualmente, a cana-de-acucar é considerada a principal fonte de energia renovavel
brasileira. O etanol produzido através dela é comprovadamente um substituto para 0s
combustiveis fosseis no Brasil, devido a sua natureza bioenergética e tecnologia empregada
para sua producdo (EFE; STRAATHOF; VAN DER WIELEN, 2005). Além do etanol, a
cana-de-acucar é a principal fonte de acUcar utilizado pela populacdo, tanto no mercado
interno brasileiro quanto para exportacdo, levando o Brasil ao topo no ranking como maior
produtor mundial de acglcar (OLIVEIRA et al, 2018), sendo responsavel por
aproximadamente 35% de toda a producdo mundial (CONAB, 2018).

Destaca-se ainda, a estrutura integrada presente na atividade canavieira brasileira, com
0 emprego de diversos subprodutos da industria dentro do préprio sistema produtivo. Entre
eles, destacam-se a utilizacdo da palha e da vinhaca no sistema produtivo da cana-de-agucar, e
a producdo de etanol de segunda geragéo, contribuindo com a receita e reduzindo o impacto
ambiental oriundo do setor sucroalcooleiro (CORTEZ; MAGALHAES; HAPPI, 1992;
MEZAROBA; MENEGUETTI; GROFF, 2010).

2.4 Aspectos produtivos da cana-de-aclcar

Entre os desafios da cadeia produtiva da cana-de-acUcar, no que diz respeito a busca
pelo aumento de produtividade, destacam-se o florescimento, o déficit hidrico, salinidade,
baixa temperatura, toxicidade de aluminio, solos pobres e compactados, dentre outros. O
florescimento prejudica o armazenamento de sacarose, e, consequentemente, o rendimento da
cultura (BERDING; HURNEY, 2005), sendo, portanto, considerado um dos principais
desafios para o sistema produtivo da cultura (CRESTE et al., 2010). Ele é considerado
prejudicial e indesejavel pois promove um deslocamento de energia armazenada no colmo na
forma de sacarose para o desenvolvimento da inflorescéncia e, consequentemente, afeta a
quantidade e a qualidade da matéria prima (CAPUTO et al., 2007).

O fendmeno de isoporizacao, altamente relacionado com o florescimento (BERDING,;
HURNEY, 2005), consiste basicamente da desidratacdo dos tecidos do colmo (CAPUTO et
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al.,, 2007). Avaliando a variagdo genotipica de seis cultivares de cana-de-aglcar e
relacionando os colmos florescidos induzidos com a intensidade de isoporizacéo, Tasso Junior
et al. (2009) verificaram que as cultivares com maiores porcentagens de florescimento
apresentaram as maiores intensidades de isoporizacdo, comprometendo entre 25 e 50% do
didmetro do colmo. Dependendo da intensidade, a isoporizagdo pode causar reducdo na
densidade do colmo, aumento no teor de acgucares redutores, fibras e reducdo no teor de
sacarose, levando a obtencdo de um caldo com baixa transparéncia e com bagacilhos (material
residual obtido pelo coamento do caldo oriundo das moendas) em suspensdo causando assim,
uma reducdo no valor da matéria prima (MARQUES et al., 2008).

O fotoperiodo é o principal fator ambiental responsavel pela inducédo floral da cana-de-
acucar, onde o fotoperiodo ideal para inducdo do florescimento varia entre 12 a 12,5 horas,
principalmente no periodo do ano em que o comprimento do dia estd encurtando e as plantas
estdo concluindo o periodo vegetativo (ARALDI et al., 2010; CLEMENTS; AWADA, 1967).
Para a inducdo floral, o fotoperiodo se relaciona com outros fatores como umidade, nutricéo e
temperatura (MOORE, 1987; MOORE; NUSS, 1987). No caso da temperatura, valores
extremos acima de 32 °C séo limitantes ao florescimento (BERDING, 1995).

Estudos relacionados a regulagdo floral fotoperiddica, principalmente em A. thaliana,
aumentaram o conhecimento da atuacdo do fotoperiodo a niveis moleculares em plantas. Em
angiospermas, o relogio circadiano desempenha papeis fundamentais na regulacdo do tempo
de floracdo, nas quais as mudancas de fotoperiodos para controlar com precisdo o tempo de
floracdo (SONG,; ITO; IMAIZUMI, 2010).

2.5 Ritmos circadianos e o fotoperiodismo

O reldgio circadiano regula uma série de aspectos bioldgicos, incluindo a fisiologia, o
crescimento e o desenvolvimento de plantas, produzindo ritmos diarios no metabolismo e
expressao génica, interagindo com sinais ambientais, e, assim, controlando as respostas das
plantas a esses sinais (MCWATTERS; DEVLIN, 2011). Portanto, ele é o responsavel por
coordenar respostas as multiplas e simultdneas mudancas ambientais que as plantas, por serem
organismos sésseis, nao podem evitar (GREENHAM; MCCLUNG, 2015).

O reldgio circadiano é regulado, na maioria dos casos, por mudancas diérias de luz e
temperatura. Em Arabidopsis thaliana, por exemplo, os sinais luminosos sdo percebidos por
uma gama de fotorreceptores incluindo fitocromos e criptocromos (FRANKLIN; LARNER,;
WHITELAM, 2004; MILLAR, 2004). O mecanismo pelo qual a temperatura regula o relogio
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circadiano ainda é desconhecido. E fato que ela atua sobre o relégio, mas como esse sinal é
percebido e traduzido pelas plantas ainda ndo foi totalmente compreendido.

Apesar de serem regulados pela luz, os ritmos circadianos ndo sao respostas diretas a
luz, pois em ambientes de constante luminosidade ou escuridéo eles sdo mantidos, pelo menos
por vérios dias (ALABADI et al., 2001; SALOME; MCCLUNG, 2004). Existe um
mecanismo enddgeno que mantém os ritmos circadianos, denominado oscilador enddgeno,
que exibe uma compensacéo de temperatura e por isso ndo € afetado por tal sinal ambiental
(GOULD et al., 2006). O nucleo dos ritmos circadianos é um feedback autoregulatorio, pelo
qual proteinas regulam direta ou indiretamente sua propria transcricdo. No caso de A.
thaliana, trés dos principais genes do reldgio ja foram identificados:TOC1 (TIMING OF CAB
EXPRESSION 1), LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) e CCA1 (CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1) (ALABADI et al., 2001; PERALES; MAS, 2007).

Em A. thaliana estima-se que até 89% dos genes expressos estdo, de alguma forma,
sob o controle do reldgio circadiano, e pelo menos 30% dos genes envolvidos no metabolismo
sdo controlados por ele (MICHAEL et al., 2008; MICHAEL; MCCLUNG, 2003). Nesse
sentido o reldgio circadiano é responsavel por controlar varios aspectos fisioldgicos das
plantas como crescimento (COVINGTON; HARMER, 2007; DOWSON-DAY; MILLAR,
1999), florescimento (ANDRES; COUPLAND, 2012; SONG et al., 2015), processos
metabdlicos como a liberacdo de oxigénio e a respiracdo, abertura e fechamento estomatico,
respostas a estresse bidtico e abiotico (GREENHAM; MCCLUNG, 2015; MCWATTERS;
DEVLIN, 2011).

Uma das funcbes mais perceptiveis do relégio circadiano sobre as plantas € o
fotoperiodismo que ativa eventos como o florescimento, senescéncia, formacao de 6rgdos de
reserva e inducdo de dorméncia em resposta a mudancas de estagdo. O reldgio proporciona
um mecanismo ideal de medicdo do comprimento do dia para as plantas (KENDRICK;
KRONENBERG, 2012; PITTENDRIGH; MINIS, 1964). A palavra fotoperiodismo é
derivada de raizes gregas para “luz” e “tempo de duracdo” e pode ser definida como a
resposta a mudancas na duracdo diaria de luz e escuriddo que permite aos organismos se
aclimatarem a mudancas sazonais do ambiente em que estdo (THOMAS; VINCE-PRUE,
1996). Essa capacidade permite aos organismos em geral se anteciparem e prevenirem efeitos
adversos de determinada sazonalidade.

Plantas cujo relégio circadiano estd com seu periodo regulado de forma
correspondente ao ciclo externo de luz e escuriddo apresentam superioridade fotossintética em

comparacao a aquelas que estdo com o reldgio alterado, como demonstrado por Dodd et al.
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(2005) em um estudo com mutantes de A. thaliana com o relégio circadiano longo ou curto e
ndo alterados. Nesse estudo, as plantas que tinham seu relégio interno compativel com o
ambiente apresentaram maiores contetdos de clorofila, maiores taxas de fixacdo de carbono e
de crescimento, e melhor sobrevivéncia em relacdo as plantas com reldgio circadiano
diferente do ambiente.

Através do fotoperiodo o reldgio circadiano atua no controle da degradacdo do amido,
sendo que a taxa de degradacdo desse metabolito € rigorosamente regulada de maneira que a
energia armazenada nessa forma ndo se esgote durante a noite antes do inicio da fotossintese
no dia sequinte (GRAF et al., 2010). O ajuste na taxa de degradacdo do amido é coordenado
pela antecipacdo do amanhecer de acordo com o reldgio circadiano. Mutantes com ritmo
circadiano de curto periodo apresentam maiores taxas de degradacdo de amido e privacao de
sacarose (GRAF et al., 2010; SCIALDONE et al., 2013). Assim como no controle da
degradacdo de amido, o reldgio circadiano atua no particionamento de carbono (POKHILKO
et al., 2014), juntamente com a sacarose derivada da fotossintese, que parece atuar como
mecanismo de entrada para incorporar ritmos circadianos ao regular a expressdo de genes
componentes do reldgio circadiano (DALCHAU et al., 2011; HAYDON et al., 2013).

2.6 Fotoperiodo e o florescimento

A transicdo entre o estadio vegetativo e o reprodutivo, onde ocorre a modificagdo do
meristema apical do caule e a formacdo da inflorescéncia, é o resultado de uma resposta a
varios sinais enddgenos e ex06genos que posteriormente se integram resultando no
florescimento. Em A. thaliana e em muitas outras plantas, foram identificados cinco rotas que
controlam o florescimento: vernalizacdo, fotoperiodismo, giberelinas, uma via autbnoma e,
uma via enddgena relacionada a idade da planta (SRIKANTH; SCHMID, 2011). No caso da
cana-de-acucar, relatos apontam que além desses mecanismos, existem outros fatores que
afetam o florescimento, como altas temperatura, fertilidade do solo e umidade (ARALDI et
al., 2010; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

Quando o desenvolvimento reprodutivo € iniciado, 0 meristema apical da parte aérea
muda de forma, dando origem diretamente ao meristema floral ou entdo ao meristema de
inflorescéncia e, a partir desse, o meristema floral é formado. No caso do meristema floral ser
formado a partir do meristema de inflorescéncia, ele se inicia nos flancos periféricos do
meristema de inflorescéncia, sendo dependente da proliferacdo celular e de sinais de

diferenciacdo que sdo espacialmente distintos da zona de diferenciagdo no centro do
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meristema de inflorescéncia (CHANDLER, 2014). Esses eventos que ocorrem no meristema
apical da parte aérea levando a producdo de flores sdo chamados de evocacdo floral. A
transicdo para o estadio reprodutivo e todas as mudancas que ocorrem no meristema apical de
parte aérea sdo controladas por sinais enddgenos e ambientais (BERNIER, 1988;
MCDANIEL; SINGER; SMITH, 1992).

Em relacdo ao fotoperiodo, as plantas podem ser classificadas de acordo com seu
florescimento em plantas de dia longo, nas quais o florescimento ocorrerd apenas apds o
comprimento do dia (luz) exceder um determinado valor (duracdo critica do dia) em cada
ciclo de 24 horas, em plantas de dia curto, onde o florescimento ocorrerd apenas quando o
comprimento do dia for menor que a duracdo critica do dia, e em plantas insensiveis ao
fotoperiodo (GARNER; ALLARD, 1920; PITTENDRIGH; MINIS, 1964, THOMAS;
VINCE-PRUE, 1996). Essas plantas podem ser categorizadas em qualitativas e quantitativas
em relacdo ao fotoperiodo, sendo que as plantas qualitativas exigem determinado fotoperiodo
para florescer, ja as quantitativas tem o florescimento acelerado por determinado fotoperiodo
(ERWIN; WARNER, 2000).

Apesar da diferenciacdo entre dias longos e curtos, as plantas necessitam ainda de
adaptacOes para evitar a ambiguidade da duracdo do dia, ou seja, para discriminar as estacoes
do ano entre primavera e outono. Para isso, as plantas desenvolveram certos mecanismos
especificos, algumas possuem uma fase juvenil que impede a resposta ao comprimento do dia
em determinada estacdo, e outras plantas exigem uma ligacao entre temperatura e a resposta
fotoperiodica (COLASANTI; CONEVA, 2009). Além disso, existe um grupo de plantas que
evitam a ambiguidade sazonal (comprimento do dia semelhante na primavera e no outono)
pela distincéo entre dias que estdo alongando e dias que estdo encurtando (ZEEVAART,
1976), 0 que parece ser 0 caso para a cana-de-acucar (ARALDI et al., 2010; CLEMENTS;
AWADA, 1967).

Tanto as plantas de dia longo quanto as plantas de dia curto percebem o estimulo
fotoperiddico pelas folhas. Em resposta ao fotoperiodo, as folhas emitem um sinal que regula
a transicdo para o florescimento no apice do caule. Esse mecanismo foi elucidado por Knott
(1934) que ao submeterem apenas folhas de espinafre (espécie de dia longo) a dias longos
observaram o desenvolvimento de primordios florais. No entanto, quando apenas o apice da
parte aérea foi exposto a dias longos as plantas permaneceram na fase vegetativa.

Atualmente, sdo propostos dois modelos para explicar como o fotoperiodo regula o
florescimento, ambos baseados em coincidéncia. O modelo de coincidéncia interna, propde

que a resposta fotoperiddica é oriunda da interacdo de dois ritmos enddgenos que em
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condicBes fotoperiodicas indutivas sdo faseados e promovem o florescimento. Em condicdes
ndo-indutivas os dois ritmos estdo descompassados e o florescimento € inibido. O papel da luz
nesse modelo é controlar a relacdo de fases dos dois ritmos (PITTENDRIGH; MINIS, 1964;
THOMAS; VINCE-PRUE, 1996). J4 o modelo de coincidéncia externa, propde que um sinal
externo, o fotoperiodo, interage com um ritmo interno, sensivel a luz, em determinada hora do
dia. Dessa maneira, sob fotoperiodos indutivos a luz e ritmo sensivel a luz interagem e as
plantas florescem, ja sob fotoperiodos ndo-indutivos, tal interacdo ndo ocorre, e 0
florescimento é inibido (PITTENDRIGH, 1972).

Em A. thaliana, uma planta de dia longo, a discriminagéo entre dias longos e curtos é
feita através da interacdo entre sinalizacdo luminosa, ritmos circadianos e a expressao do gene
CONSTANS (CO) (SAMACH et al., 2000). O gene CO codifica uma proteina dedo de zinco
que regula a expressdo de outros genes. Mutantes co de A. thaliana tem o florescimento
atrasado quando submetidos a dias longos e plantas selvagens acumulam a proteina CO em
resposta a dias longos acelerando o florescimento (PUTTERILL et al., 1995). Em dias curtos
ndo-indutivos 0 mRNA de CO tem um pico de expressdo entre oito e dez horas apos o inicio
do dia. No entanto, sua proteina € degrada no escuro ndo sendo acumulada o suficiente para
promover o estimulo floral (FORNARA et al., 2009).

A proteina CO é considerada um regulador transcricional capaz de se ligar a
sequéncias de DNA. Em A. thaliana, ela promove o florescimento em dias longos
estimulando a expressdo de um outro fator de transcricdo, o gene FT. A proteina FT €
considerada um sinal mdvel no floema que estimula a evocacédo floral no meristema apical da
parte aérea (KARDAILSKY et al.,, 1999; KOBAYASHI et al.,, 1999), porém, alguns
homologos do FT sdo responsaveis pela regulacdo negativa de genes que induzem o
florescimento. A beterraba possui dois homdélogos do FT, onde o FT1 reprime o florescimento
e FT2 promove o florescimento (PIN et al., 2010).

A relagdo entre CO e FT ¢ altamente conservada em Eudicotiledéneas (JANSSON;
DOUGLAS, 2007; KOORNNEEF; MEINKE, 2010; SRIKANTH; SCHMID, 2011) e em
monocotiledoneas (COLASANTI; CONEVA, 2009; DISTELFELD; LI; DUBCOVSKY,
2009). Em arroz, uma planta de dia curto, os genes Heading date-1 (Hd-1) e Hd3a codificam
proteinas homologas a CO e FT, respectivamente, de A. thaliana (HAYAMA; COUPLAND,
2004; IZAWA et al., 2000).

2.7 Genes integradores do florescimento
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A transicdo para o estadio reprodutivo e todas as mudancas que ocorrem no meristema
apical da parte aérea sdo controladas por sinais endogenos e ambientais (BERNIER, 1988;
MCDANIEL; SINGER; SMITH, 1992). Tais sinais induzem a expressdo de genes
integradores do florescimento. Em A. thaliana, alguns genes sdo responsaveis pela integracdo
dos sinais ambientais e enddgenos, destacando-se: FT, SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION
OF CO 1 (SOC1) e LFY. Esses genes integram sinais de multiplas vias do florescimento e
seus niveis de expressdo determinam o momento do florescimento (PARCY, 2004,
SIMPSON; DEAN, 2002). Esses integradores atuam induzindo direta ou indiretamente a
expressao do gene AP1, que é expresso nas células que dardo origem a flor, conferindo a
identidade floral no primérdio em questdio (ANDRES; COUPLAND, 2012; SRIKANTH:;
SCHMID, 2011; WIGGE et al., 2005). Trabalhos vém demonstrando que AP1 e outros genes
pertencentes a familia de fatores de transcricdo com dominio MADS, codificam proteinas que
incorporam o modelo ABC (SOLTIS et al., 2007).

O modelo ABC, em A. thaliana, e em outras angiospermas, explica como cada tipo de
orgdo floral (pétalas, sepalas, carpelos e estames) é formado, através da combinacdo de genes
de identidade de orgdos florais (BOWMAN; SMYTH; MEYEROWITZ, 1991; COEN;
MEYEROWITZ, 1991; SCHWARZ-SOMMER et al., 1990). Novos modelos de combinag6es
dos genes de identidade de 6rgédos florais vém sendo propostos, tendo em base as diferengas
consideraveis na arquitetura floral encontradas entre as espécies de angiospermas
(WELLMER; GRACIET; RIECHMANN, 2013). Entretanto, combinagdes similares de genes
homologos que codificam proteinas com dominio MADS e determinam a identidade dos
orgdos florais ja foram relatadas em diversas espécies, incluindo monocotileddneas
(BOWMAN; SMYTH; MEYEROWITZ, 2012; IRISH; LITT, 2005; ITO, 2011; WELLMER,;
GRACIET; RIECHMANN, 2013).

Os genes integradores do florescimento sdo expressos de acordo com sinais ambientais
e enddgenos especificos, levando a uma regulagdo rigorosa do momento em que a planta ird
florescer. Essa estrita regulagdo garante o sucesso reprodutivo permitindo a concluséo do
desenvolvimento das sementes em condi¢es ambientais favoraveis. Os sinais endogenos sdo
hormdnios (giberelina), uma via autbnoma e a propria idade da planta. Ja entre os sinais
ambientais estdo o comprimento do dia, a temperatura e a vernalizacdo. Esses sinais ndo
atuam sozinhos, pelo contrério, ha uma relacdo estrita entre os sinais que levam a expressdo
de um numero relativamente pequeno de genes, os integradores florais (SIMPSON; DEAN,
2002; SRIKANTH; SCHMID, 2011).
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Andlises da variacdo genética natural, em complemento as mutacgdes induzidas em
espécies modelo permitiram o isolamento de genes que controlam as respostas das plantas ao
fotoperiodo, identificando inclusive mecanismos conservados entre espéecies distantes, como
A. thaliana, e espécies de cerais, como o arroz (Oryza sativa) (ROMERA-BRANCHAT;
ANDRES; COUPLAND, 2014). A. thaliana apresenta um florescimento precoce em
condicdes de dias longos, ou seja, quando comprimento do dia é maior que o comprimento da
noite (ANDRES; COUPLAND, 2012; SONG; ITO; IMAIZUMI, 2013). Nessa condicao,
ocorre 0 aumento da transcricdo de dois genes nas células companheiras do floema: FT e
TWIN SISTER OF FT (TSF). O gene FT é expresso em maiores niveis que TSF, sendo assim,
a inducdo da sua transcricdo em resposta a dias longos é o passo limitante para inducdo do
florescimento em A. thaliana. Dados semelhantes tém sido obtidos para os homologos do FT
em muitas outras espécies, relacionando o gene FT com a inducdo do florescimento
dependente do comprimento do dia (JIN et al., 2015; KOJIMA et al.,, 2002; LI,
DUBCOVSKY, 2008).

O principal responsavel pela inducdo da expressdo do FT é o gene CONTANS (CO),
um fator de transcri¢do regulado pelo reldgio circadiano e rigidamente controlado nos niveis
transcricional e pos-transcricional pela interacdo de mudltiplos fatores de transcricdo e
fotorreceptores (ANDRES; COUPLAND, 2012; VALVERDE, 2011). Em A. thaliana, o FT é
expresso nas células companheiras do floema de folhas, sua proteina adentra os elementos
crivados e € transportada por fluxo de massa até o meristema apical do caule, onde induz o
florescimento (PIN; NILSSON, 2012).

O gene FT é membro da familia de proteinas de ligacéo fosfatidiletanolamina (PEBP).
Além dele, outro gene dessa familia esta envolvido no florescimento, o gene TFL1. O TFL1
apresenta cerca de 60% de sua sequéncia de aminoacidos semelhante a sequéncia do FT,
porém, enquanto o FT atua na inducdo do florescimento, o TFL1 atua inibindo a expressao de
LFY e AP1 mantendo o centro do meristema apical no estadio vegetativo (AHN et al., 2006;
HANZAWA; MONEY; BRADLEY, 2005; WICKLAND; HANZAWA, 2015). Enquanto o
FT é expresso em folhas e transportado até o meristema apical do caule, 0 TFL1 é expresso no
meristema apical do caule e movimenta-se apenas célula a célula (ABE et al., 2005; CONTI;
BRADLEY, 2007; CORBESIER et al., 2007). Assim como ocorre com o gene FT, o papel do
TFL1 também ¢é conservado entre varias espécies (WICKLAND; HANZAWA, 2015),
inclusive na cana-de-agtcar (COELHO et al., 2014).

Algumas espécies utilizam da mesma familia de proteinas PEPB para regular o

florescimento em dias curtos. Por exemplo o arroz, que tem o florescimento induzido por dias
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curtos e possui um par de ort6logos do FT conhecidos como Hd3a e RFT1, que sdo transcritos
e traduzidos em folhas e formam proteinas que sdo transportadas através do floema até o
meristema apical (KOMIYA; YOKOI; SHIMAMOTO, 2009; TAMAKI et al., 2007). O
Hd3a é o responsavel por promover o florescimento em dias curtos, enquanto o RFT1 é
ativado em condicdes de dias longos e, apesar de ndo impedir o florescimento, causa atraso do
mesmo (KOJIMA et al., 2002; KOMIYA; YOKOI; SHIMAMOTO, 2009). Plantas de dia
neutro (insensiveis a duracdo do dia) também tem o florescimento regulado por genes da
familia de proteinas PEPB. O tomateiro (Solanum lycopersicum) possui o SINGLE FLOWER
TRUSS (SFT), que est& envolvido na integracdo do sinal floral no meristema apical do caule
(LIFSCHITZ et al., 2006; MOLINERO-ROSALES et al., 2004).

No meristema apical do caule, os genes FT e TFL1 (e possivelmente outros genes da
familia PEPB) interagem com o fator de transcricdo FD para, de forma antagbnica, regular a
inducéo do florescimento (ABE et al., 2005; HANANO; GOTO, 2011; WIGGE et al., 2005).
Esse fator de transcricdo pertence a familia bZIP (basic leucine zipper) e atua na regulacéo de
vérios processos fisiologicos de desenvolvimento das plantas (CORREA et al., 2008). FT e
FD formam um complexo juntamente com uma proteina 14-3-3 (TAOKA et al., 2011)
desencadeando o florescimento através da ativacdo de genes chaves de identidade floral do
meristema. Em A. thaliana, mutantes sem o gene FD suprimem parcialmente o florescimento
precoce causado pela superexpressdao do FT, comprovando a importancia desse fator de
transcricdo na sinalizacdo do FT (ABE et al., 2005; WIGGE et al., 2005).

A demonstracdo de que mutantes de A. thaliana para o gene FD suprimem
parcialmente o florescimento (ABE et al., 2005), indica a necessidade de fatores além do FD
para a sinalizacdo do FT. Jaeger et al. (2013) identificaram um gene intimamente relacionado,
0 FD PARALOG (FDP), que ¢ expresso nos flancos do meristema apical do caule. Segundo
os autores, mutantes de A. thaliana para esse gene apresentam um fen6tipo com florescimento
ligeiramente tardio, e duplos mutantes fd2-fdpl suprimem em grande parte a superexpressao
de FT, demonstrando que a maioria da sinalizacdo do FT é mediada por FD/FDP.

Ao contrario do FT, em A. thaliana o gene FD é intensamente expresso no meristema
apical do caule. Seu RNA foi encontrado em pouca quantidade em folhas e em primordios
florais. Esses niveis de RNA diminuem logo apés o primdrdio floral comecar a expressar o
AP1 (WIGGE et al., 2005). A funcdo do FD na sinalizacéo do florescimento via FT é relatada
em outras espécies como no arroz (TAOKA et al., 2011, 2013) e em Actinidia spp.
(VARKONYI-GASIC et al., 2013). No milho (Zea mays L.), seu provavel ortélogo (DLF1) é
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requerido no meristema apical do caule para promocdo do florescimento por uma via
independente através do gene INDETERMINATEL (ID1) (MUSZYNSKI et al., 2006).

O fotoperiodo, juntamente com o relogio circadiano, promovem mudangas a niveis
moleculares e também a niveis fisioldgicos e bioquimicos. Entre as alteracdes provocadas
destaca-se o metabolismo de carboidratos que inicialmente atua na indugao do florescimento e

posteriormente, em cana-de-acUcar, causa perda de produtividade (MARQUES et al., 2008).

2.8 Metabolismo de carboidratos e o florescimento

Além das suas a¢Ges metabolicas e estruturais, os carboidratos podem influenciar o
crescimento e desenvolvimento de plantas atuando como elicitores ou reguladores de
crescimento (CREELMAN; MULLET, 1997). Alguns trabalhos demonstram que a sacarose
pode ser um componente inicial e essencial do estimulo floral. Niveis de sacarose na seiva do
floema e acucares sollveis no broto apical, aumentam de acordo com a inducdo do
florescimento através do fotoperiodo tanto em plantas de dia longo quanto em plantas de dia
curto (BODSON; OUTLAW, 1985; HOUSSA; BERNIER; KINET, 1991; MILYAEVA,
KOMAROVA, 1996). Além disso, mutacGes em genes de enzimas envolvidas no
metabolismo de carboidratos (sacarose e amido) demonstram sua fungdo sobre diversos
aspectos do desenvolvimento das plantas, incluindo o florescimento (PAUL et al., 2008).

Entre 0os mecanismos que envolvem o metabolismo de carboidratos e o
desenvolvimento de plantas, destaca-se a TPS, responsavel pela sintese de T6P através de
glicose-6-fostato e UDP-glicose. A T6P consiste de duas unidades de glicose ligadas em uma
conformagdo a, a-1,1, formando um dissacarideo ndo redutor estavel (CABIB; LELOIR,
1958). Encontra-se apenas tragos de T6P na maioria das plantas, com possivel funcdo de
sinalizacdo que transmite informacdes sobre a disponibilidade de carboidratos para outras vias
de sinalizacéo (LUNN et al., 2006).

A alteracdo na rota metabolica da T6P provoca varios efeitos sobre as plantas,
possivelmente devido a alteracdo no contetudo de T6P. Os efeitos dessas alteraces podem ser
observados no desenvolvimento do embrido, da folha, na divisdo celular, na sintese de parede
celular, na arquitetura da inflorescéncia, biomassa de plantulas e de plantas, fotossintese,
tolerancia a estresses abidticos, especialmente a seca (EASTMOND et al., 2002; GARG et al.,
2002; KOLBE et al., 2005; PELLNY et al., 2004; SATOH-NAGASAWA et al., 2006;
SCHLUEPMANN et al., 2003).
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Em A. thaliana existe um total de 11 genes que codificam para TPS, os quais se
dividem em duas classes, onde TPS1-4 pertencem a classe I, e os TPS5-11, pertencem a classe
Il (BLAZQUEZ et al., 1998). A classe Il apresenta um dominio sintase e um dominio
fosfatase caracteristicos, mas a atividade desses sitios sdo pouco conservadas em comparacao
a classe | (HARTHILL et al., 2006; VOGEL et al., 2001). Enquanto a classe | de TPS possui
expressao constitutiva e esta envolvida na sintese de T6P (BLAZQUEZ et al., 1998), a classe
Il possivelmente possui fungéo reguladora, tendo sua expressao regulada transcricionalmente
pelo status de carbono da planta e por estresses, podendo ser fosforilada e/ou interagir com
proteinas 14-3-3 (HARMER et al., 2000; HARTHILL et al., 2006; PAUL et al., 2008).

Com relacéo ao florescimento, TPS1 é comprovadamente essencial para que 0 mesmo
ocorra, possivelmente através do fornecimento de T6P (VAN DIJKEN; SCHLUEPMANN;
SMEEKENS, 2004). Além disso, recentemente foi demonstrado que em A. thaliana uma rota
envolvendo T6P regula o florescimento em dois sitios da planta. Na folha, TPS1 é necessario
para inducdo da expressao do FT mesmo em um fotoperiodo favoravel, garantindo uma
maneira da planta integrar sinais ambientais e sinais fisiolégicos. No meristema apical da
parte aérea, a rota via TGP afeta a expressdo de genes envolvidos na inducdo e genes de
identidade de 6rgdos florais (WAHL et al., 2013).

Em cana-de-acucar, a atuacdo de alguns desses genes ja comecou a ser elucidada.
Foram identificados genes pertencentes as duas classes de TPS expressos em todos os tecidos
da planta. STPS1 (classe I) tem sua expressdo reduzida em uma variedade de cana-de-agtcar
tolerante ao estresse hidrico submetida ao déficit hidrico, e aumentada em plantas susceptiveis
ao estresse hidrico submetida ao déficit hidrico. Nessas mesmas condi¢fes, o STPS2 (classe
I1) tem pouca alteracdo na sua expressdo (JUNIOR et al., 2013). Juntamente com esses genes
ja identificados, outros genes relacionados ao processo de florescimento estdo sendo
apresentados pela literatura (COELHO et al., 2013; COELHO et al., 2014). No entanto, ainda

é necessario elucidar outras possiveis proteinas envolvidas nessa rota.

2.9 Fisiologia molecular do florescimento em cana-de-acgucar

A cana-de-acgUcar tem o fotoperiodo como um dos principais fatores que determinam a
inducdo do florescimento da cultura, dias com comprimentos inferiores a um fotoperiodo
critico sdo necessarios para que ela floresca, sendo, portanto, uma planta de dia curto
(ARALDI et al., 2010; RI1ZK; KHALIL; NOSAER, 2007). Segundo Berding et al. (2004) o

pendoamento da cana-de-agucar é iniciado com a diminui¢do do comprimento do dia.
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Coelho et al. (2013) propuseram um modelo para 0 mecanismo de floragdo da cana-
de-acucar via fotoperiodo. Através de andlises no banco de dados do SUCEST
(FIGUEIREDO et al., 2001) foram identificados oito possiveis ortologos do FT e TFL1:
FtC1, FtC2, FtC3 FtS1, FtS2, FtS3, FtS4 e FtS5. Analises de expressdo quantitativa e
semiquantitativas, demonstraram que esses genes compartilham do mesmo padrdo de
expressao de seus ortélogos. A caracterizacao do FtS3, renomeado como ScTFL1, demonstrou
que esse gene pertence a subfamilia do TFL1-like, sua superexpressdao em A. thaliana levou a
um atraso do florescimento e um aumento do estadio vegetativo. A caracterizagdo do FtS1
(renomeado como ScFT1) estabeleceu seu possivel envolvimento na atividade meristematica,
controlando o momento do florescimento e a formacdo de 6rgdos férteis (COELHO et al.,
2014).

Além desses possiveis ortélogos do FT e TFL1 ja caracterizados (ScTFL1 e ScFT1),
restam outros a serem estudados. FtS3 e FtS4 (renomeados para ScFT3 e ScFT4,
respectivamente) séo os que apresentam maior semelhanga com genes do tipo promotores do
florescimento (FT-like), indicando que um, ou mais, deles possam atuar como promotores do
florescimento (COELHO et al., 2014).

2.10 Considerac0es gerais

A caracterizagdo de possiveis ortologos do gene FT em cana-de-agUcar faz-se
necessario para elucidacdo da inducdo floral da cana-de-acucar através do fotoperiodo.
Identificar mecanismos que controlam o florescimento da cana-de-agucar via fotoperiodo e
suas relacdes com o metabolismo primario, permitird o entendimento de como a inducédo
floral ocorre nessas plantas, gerando possibilidades para alteracdes desses mecanismos,
possivelmente contribuindo diretamente para aumentos de produtividade da cultura. Nesse
sentido, alguns trabalhos visando a identificacdo de genes ortélogos ao FT em cana-de-agUcar
ja foram realizados, no entanto, apenas alguns possiveis genes envolvidos na repressao do
florescimento foram identificados. A identificacdo de um possivel ortélogo ao FT, envolvido
na inducdo do florescimento em cana-de-agUcar, permitira a caracterizacdo da relacdo entre

fotoperiodo e o florescimento dessa espécie.
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO DO GENE ScFT6: CANDITADO A INDUTOR
DO FLORESCIMENTO EM CANA-DE-ACUCAR
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RESUMO

Um dos fatores que restringe a produtividade da cana-de-agucar € o florescimento, que afeta a
quantidade e qualidade da matéria prima produzida, devido ao deslocamento de sacarose
presente no colmo para emissao da inflorescéncia. O fotoperiodo € o principal fator ambiental
envolvido na inducdo floral da cana-de-aclcar. A inducdo floral ocorre via estimulos
ambientais e endogenos, e esses sinais sdo integrados em algumas rotas. Um dos genes
envolvidos nessa integracdo é o FLOWERING LOCUS T (FT), considerado um sinal mével
no floema que estimula a evocacdo floral no meristema apical da parte aérea. Assim,
objetivou-se identificar e caracterizar homélogos do gene FT em cana-de-agucar, bem como
determinar a possivel funcdo desses genes identificados na inducdo do florescimento nessa
espécie. Foram realizadas anlises in silico de possiveis ortélogos do FT em cana-de-agUcar,
caracterizacdo da expressdo qualitativa em diferentes tecidos da planta e quantitativa do
possivel indutor do florescimento ScFT6 ao longo do dia e em cultivares de cana-de-agucar
(RB 85-5453 e CTC 9003) contrastantes para o florescimento. Foram identificados trés novos
genes, possiveis ortélogos do FT, com altos valores de identidade em relagcdo a homologos do
FT em outras espécies. Dentre os trés genes identificados, destaca-se o SCFT6, que possui
uma sequéncia com dominio conservado e aminoacidos em posi¢des caracteristicas de genes
da familia PEBP indutores do florescimento e sua expressdo ocorre de acordo com o modelo
de coincidéncia, sendo controlada pelo reldgio circadiano. As cultivares com comportamento
distinto para o florescimento apresentam expressao variavel do gene ScFT6, indicando uma
possivel relacdo genotipica para expressdo do gene em questdo. Portanto, cana-de-agucar
possui pelo menos um possivel gene ortdlogo ao FT com funcédo de inducdo do florescimento.

Palavras-chave: Inducéo do florescimento. Fotoperiodo. Comprimento do dia. FLOWERING
LOCUS T. Saccharum spp.
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ABSTRACT

One of the factors that restricts the sugarcane productivity is flowering, which affects the
quantity and quality of the raw material produced, due to the consumption of sucrose present
in the stem for the emission of the inflorescence. Photoperiod is the main environmental
factor involved in the floral induction of sugarcane. Flowering induction occurs through
environmental and endogenous stimuli, and those signals are integrated within some routes.
One of the genes involved in that integration is the FLOWERING LOCUS T (FT), which is
considered a mobile signal in the phloem that stimulates floral evocation in the shoot apical
meristem. The aim of this work was to identify and characterize homologues of the FT gene
in sugarcane, as well as to determine the putative function of these identified genes in the
induction of flowering in this species. For this, we have done in silico analysis of possible
orthologues of FT in sugarcane, characterization of qualitative expression in different plant
tissues and characterization of quantitative expression of the putative flowering promoter
ScFT6 both throughout the day and in sugarcane cultivars (RB 85-5453 and CTC 9003)
contrasting in relation to flowering. Three new genes, possible FT orthologs, with high
identity values were identified in relation to FT homologues in other species. Among the three
genes identified, we highlight SCFT6, which has a sequence with has a conserved domain in
its sequence and amino acids at characteristic positions of blossoming inducing PEBP family
genes and its expression occurs according to the coincidence model, being controlled by the
circadian clock. Cultivars with distinct behavior to flowering have variable expression of the
ScFT6 gene, indicating a possible genotypic relationship for expression of the gene in
question. Therefore, sugarcane has at least one putative gene orthologous to FT that promotes
floral induction.

Keywords: Flowering induction. Photoperiod. Day length. FLOWERING LOCUS T.
Saccharum spp
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1 INTRODUCAO

A cana-de-aclcar (Saccharum spp.) é considerada a principal fonte de energia
renovavel brasileira. O etanol produzido através dela é comprovadamente um substituto para
0s combustiveis fosseis no Brasil, devido a sua natureza bioenergética e tecnologia empregada
para sua producdo (EFE; STRAATHOF; VAN DER WIELEN, 2005; GOLDEMBERG,
2007). Um dos fatores que restringe a produtividade dessa comoditie é o florescimento, que
afeta a quantidade e qualidade da matéria prima produzida, devido ao consumo de sacarose
presente no colmo para formacéo da inflorescéncia (CAPUTO et al., 2007; TASSO JUNIOR
etal., 2009).

Indiretamente, o florescimento é responsavel pela isoporizacdo do colmo, ou seja, pela
desidratacdo dos seus tecidos, causando diminui¢do de sua densidade, aumento no teor de
aclcares redutores, fibras e reducdo no teor de sacarose (MARQUES et al., 2008). Esse
processo leva a obtencdo de um caldo com baixa transparéncia e com bagacilios em
suspensdo, que consequentemente reduz o valor da matéria prima (MARQUES et al., 2008).
Genotipos de cana-de-agUcar podem apresentar comportamento independente em relacdo ao
florescimento, porém, ha uma relacdo direta entre gendtipos com maiores porcentagens de
florescimento e com maiores intensidades de isoporizacio (TASSO JUNIOR et al., 2009).

O fotoperiodo, ou seja, 0 tempo de exposicdo a luz e a escuriddo que uma planta é
submetida, é o principal fator ambiental envolvido na inducgdo floral da cana-de-acucar. Para
essa espécie, o comprimento ideal do dia para que ocorra o florescimento é uma variacdo de
12 a 12,5 horas de luz no periodo do ano em que o dia esta encurtando e que coincida com o
momento que as plantas ja concluiram o periodo vegetativo ou fase juvenil (ARALDI et al.,
2010).

Em geral, as plantas percebem o estimulo fotoperiddico pelas folhas, as quais emitem
sinais que regulam a transi¢ao para o florescimento no apice do caule. Em A. thaliana, uma
planta de dia longo, a discriminacdo entre dias longos e curtos é feita atraves da interacédo
entre sinalizacdo luminosa, ritmos circadianos e a expressdo do gene CONSTANS (CO)
(SAMACH et al., 2000). A proteina CO é um regulador transcricional capaz de se ligar a
sequéncias de DNA promovendo o florescimento de A. thaliana submetidas a condicdes de
dias longos estimulando a expresséo de um outro fator de transcricdo, o gene FLOWERING
LOCUS T (FT), considerado um sinal mével no floema que estimula a evocacéo floral no
meristema apical da parte aérea (KARDAILSKY et al., 1999; KOBAYASHI et al., 1999).
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O gene FT é membro da familia de proteinas de ligacéo fosfatidiletanolamina (PEBP),
e, além dele, um outro gene dessa familia esta envolvido no florescimento, o gene TERMINAL
FLOWER1 (TFL1). O TFL1 apresenta cerca de 60% de sua sequéncia de aminoacidos
semelhante a sequéncia do FT. Enquanto o FT atua na inducdo do florescimento, o TFL1 atua
inibindo a acdo de LEAFY (LFY) e APETALAL (AP1), genes que participam da indugdo do
florescimento, mantendo o centro do meristema apical no estadio vegetativo (AHN et al.,
2006; HANZAWA; MONEY; BRADLEY, 2005; WICKLAND; HANZAWA, 2015). Assim
como ocorre com o gene FT, a fungdo do TFL1 também é conservado entre varias espécies
(WICKLAND; HANZAWA, 2015).

Assim como plantas de dia longo, as plantas de dia curto também utilizam genes da
familia de proteinas PEPB (Phosphatidyl Ethanolamine-Binding Protein) para regular o
florescimento. O arroz (Oryza sativa L.) possui um par de ortélogos do FT conhecidos como
Heading-date3 (Hd3a) e HICE FLOWERING LOCUS T1 (RFT1) que s&o transcritos e
traduzidos em folhas, formando proteinas que sdo translocadas através do floema até o
meristema apical (KOMIYA; YOKOI; SHIMAMOTO, 2009; TAMAKI et al., 2007). O Hd3a
é o responsavel por promover o florescimento em dias curtos, enquanto que o RFT1 &
expresso em condicdes de dias longos e, apesar de ndo impedir o florescimento, causa o atraso
do mesmo (KOJIMA et al., 2002; KOMIYA; YOKOI; SHIMAMOTO, 2009; TAOKA et al.,
2011).

Em cana-de-acUcar ja foram identificados dois possiveis homologos dos genes FT e
TFL, pertencentes a familia de proteinas PEPB. O ScTFL1, pertencente a subfamilia TFL1-
like, causa atraso do florescimento e aumento do periodo vegetativo ao ser superexpresso em
A. thaliana. O ScFT1 possui um possivel envolvimento na atividade meristematica
controlando o momento do florescimento e a formacgdo de 6rgaos férteis (COELHO et al.,
2014). A identificacdo e caracterizacdo desses genes, com o auxilio da analise de expressdo
heteréloga, forneceram subsidios importantes para o0 conhecimento regulatério do
florescimento. Apesar disso, 0s avancos nas pesquisas que visam a elucidagédo os mecanismos
de controle do florescimento dessa cultura ainda precisam ser explorados considerando a sua
grande importancia econdmica e complexidade genémica.

Buscando a elucidacdo do mecanismo de inducdo floral da cana-de-agucar, via
fotoperiodo, foram realizados experimentos com o objetivo de identificar e caracterizar
homologos do gene FT em cana-de-agucar, bem como determinar a possivel fungdo desses

genes identificados.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Experimento 1: Analises in silico dos possiveis ortdlogos de FT em cana-de-agUcar

Possiveis ortélogos dos genes FT de cana-de-agucar foram identificados através de
técnicas computacionais em uma biblioteca publica (MATTIELLO et al., 2015) de dados
provenientes de RNA-seq contendo aproximadamente 48 milhdes de fragmentos de RNA. A
remocdo de adaptadores e controle de qualidade foram realizados por meio do o software
Trimmomatic versdo 0.36 (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014), restando aproximadamente
43 milhdes de fragmentos de RNA (91%) na biblioteca. A montagem dos transcritos foi
realizada utilizando o montador Trinity versdo 2.3.2 (GRABHERR et al., 2011). Ao final do
processo, foram produzidos 80647 possiveis transcritos com valor N50 de 1392 e tamanho
médio 1065 pares de bases.

A identificacdo de transcritos com potencial codante e suas respectivas cadeias
polipeptidicas foi realizada com o programa TransDecoder versdo 3.0.1 (HAAS;
PAPANICOLAOU, 2016). Apds a predicdo das proteinas, foram feitos alinhamentos de
sequéncias de FT ja caracterizados a partir de A. thaliana e S. viridis contra as sequéncias
proteicas preditas utilizando a ferramenta Blastp versdo 2.4.0 (ALTSCHUL et al., 1997). Uma
nova etapa de predicdo foi realizada a partir do transcritos referentes aos resultados do blastp
utilizando a ferramenta ORFinder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e o GeneScan (BURGE;
KARLIN, 1997).

Foi feito um alinhamento multiplo entre as possiveis proteinas do gene FT de cana-de-
acUcar preditas, possiveis proteinas do gene FT identificadas por Coelho et al. (2013) e
homdlogos de outras espécies relacionadas (APENDICE A) utilizando o  Clustalw
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). Apos o alinhamento foi realizada a construcéo
de uma arvore filogenética no programa MEGA 5.2.2 (TAMURA et al., 2007) seguindo o
modelo de comparacdo neighbor-joing (SAITOU; NEI, 1987) e utilizando a matriz de
distancia entre sequéncias Jones-Taylor-Thornton (JTT) e o teste estatistico com 2000
randomizagdes.

As sequéncias de proteinas obtidas foram submetidas a analise de dominios
conservados pela ferramenta CDD (Conserved Domains Database) (MARCHLER-BAUER et
al., 2014) afim de identificar e caracterizar todos os dominios presentes nas proteinas e

comparar com os dominios presentes no FT de outras espécies ja caracterizados.
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2.2 Experimento 2: Caracterizacdo da expressdo qualitativa do ScFT6 em tecidos de

cana-de-agucar

A partir das sequéncias obtidas nas andlises in silico, os primers para amplificagdo do
gene ScFT6 foram desenhados através da  ferramenta OligoPerfect
(http://tools.thermofisher.com/content.cfm?pageid=9716). A qualidade dos primers
desenhados foram analisadas por meio do software Oligo Analyzer3.1 (OWCZARZY et al.,
2008) no site da empresa IDT (Integrated DNA Technologies). Foram desenhados dois pares
de primers (TABELA 1), um deles para amplificacdo através da PCR (Reacdo em Cadeia da

Polimerase) e outro para amplificacdo pela técnica de PCR em tempo real (RT-qPCR).

Tabela 1 — Sequéncia dos primers desenhados a partir da identificacdo in silico do possivel
gene ScFT6 de cana-de-acucar.

Identificacdo Sequéncia 5°—3’ Amplicon estimado (pb) Eficiéncia
ScFT6 gPCR Fw GTGTGGAGGCAGACGATA 112 1,02
ScFT6 gPCRRv  GCTTTGCGAAGTGGCTGG 112 1,02

ScFT6 Fwl CGGCTTCTTTGTTCTCTA 247 -

ScFT6 Rvl CTTGGTTCATTTGCTACT 247 -

Fonte: Do autor (2019).

Para obtencéo dos diferente tecidos a serem analisados, cultivou-se mudas de cana-de-
acucar (cultivar RB 85-5156) durante seis meses em vasos de 40L contendo solo previamente
analisado. A necessidade de adubacdo durante a condugéo do experimento foi determinada de
acordo com Oliveira et al. (1991), sendo realizadas em intervalos de 30 dias. Foram mantidas
duas plantas em cada vaso, o restante dos perfilhos produzidos ao longo do periodo de
conducdo do experimento foram eliminados com auxilio de tesoura de poda uma vez por
semana. As plantas foram mantidas a pleno sol sob irrigacdo a capacidade de campo, com
intervalo de rega de dois dias. Ao final dos seis meses, foram coletados tecidos da folha 3+
(VAN DLLLEWIIN, 1952), de folhas imaturas, do colmo (do entreno envolto pela folha 3+)
e do meristema apical de parte aérea de cana-de-acucar.

Imediatamente apds a coleta, os tecidos foram resfriados com nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -80°C. Posteriormente a coleta e armazenamento, o material foi
macerado em nitrogénio liquido e novamente armazenado em freezer -80°C. A extracdo de
RNA foi realizada seguindo o protocolo do Qiazol® adaptado para tecidos de cana-de-agucar
(APENDICE B).
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ApoOs a extracdo de RNA as amostras foram tratadas com o kit DNA-free (Ambion)
para eliminar DNA residual. A integridade das amostras foi determinada através de
eletroforese em gel de agarose 1,2%, corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain e
visualizado em fotodocumentador UVITEC. Posteriormente as amostras foram quantificadas
em espectrofotometro (Nanovue®) a A260, A230 e A280nm, determinando-se a quantidade e
a qualidade do material extraido. As amostras que apresentaram alto grau de integridade e
pureza foram utilizadas para a sintese de cDNA, com o Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Apo6s a sintese de cDNA, as amostras foram
armazenadas em freezer a -20° C até o uso.

A expressdo do gene ScFT6 foi caracterizada nos diferentes tecidos através da
amplificacdo via PCR semi-quantitativa utilizando o cDNA oriundo de cada um dos tecidos
coletados, com visualizacdo do resultado por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2%,
corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em fotodocumentador UVITEC.

2.3 Experimento 3: Expressdo quantitativa do gene ScFT6 ao longo do tempo em folhas

de cana-de-agucar

2.3.1 Condigdes de cultivo

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras, na area experimental
do Setor de Fisiologia Vegetal, S21°14°43” - W44°59°59” com aproximadamente 900 m de
altitude e na sala de crescimento do Setor de Fisiologia Vegetal, durante o periodo 28 de
agosto de 2017 a 16 de dezembro de 2017. Foram utilizadas mudas provenientes do Sistema
AgMusa™, doadas pela empresa BASF. A cultivar utilizada foi a RB 85-5156 que possui
florescimento frequente na regido sudeste do Brasil (DAROS et al., 2010).

Inicialmente, no dia 28 de agosto de 2017 as mudas foram transplantadas para vasos
de 25L contendo solo previamente analisado. A necessidade de adubagdo e 0 manejo durante
o cultivo foram os mesmos descritos no subitem 2.2. As plantas foram condicionadas a pleno
sol até dia 14 de novembro de 2017 quando foram transferidas para sala de crescimento com
luminosidade controlada (400 pmol m st) em condic@es de dia curto (11 horas de luz e 13
horas de escuro). Durante todo o experimento as plantas foram mantidas sob irrigacdo a

capacidade de campo, com intervalo de rega de dois dias.
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2.3.2 Analises da expressado génica em tempo real do gene ScCFT6

Aos 30 dias apds a submissdo das plantas a luminosidade e fotoperiodo controlados
foram realizadas coletas das folhas 3+ (VAN DLLLEWIJN, 1952) para posterior analise da
expressdo génica. As coletas foram realizadas as 06 horas, 12 horas, 18 horas e 00 horas
durante 48 horas. As folhas coletadas foram maceradas com nitrogénio liquido e armazenadas
em freezer -80°C. A extracdo do RNA foi feita seguindo o protocolo Qiazol® adaptado para
tecidos de cana-de-agUcar, de acordo com os procedimentos citados no subitem 2.2., assim
como a sintese de cDNA.

A partir das sequéncias obtidas (das andlises in silico) no item 2.1 foram desenhados
primers para amplificar o gene previamente identificado como ScFT6. Foi realizado um
ensaio de quantificacdo para determinacdo da curva padrdo, eficiéncia dos primers e melhor
diluicdo das amostras. A PCR em tempo real (qPCR) foi conduzida utilizando o equipamento
Rotor-Gene Q Real-Time PCR (Qiagen) pelo sistema de deteccdo por SYBR Green com
cDNA obtido a partir de RNA previamente extraido. O volume de cDNA a ser utilizado para
cada reacdo foi determinado apds quantificacao da eficiéncia dos primers, utilizando-se 10 uL
de volume de reagdo por amostra com MasterMix SYBR Green (Qiagen). Foi realizado o
experimento de expressdo relativa determinado pelo método do AACT (Ciclo Threshold)
comparativo obtidos a partir dos genes de referéncia GAPDH e eEF-/a (LING et al., 2014).
Os dados de expressao do gene ScFT6 foram analisados por meio do programa Rotor-Gene
Series Pure Detection Software (Versédo 2.0.2) e a expressao relativa foi calculada de acordo
com Pfaffl (2001).

2.3.3 Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis tratamentos

(horérios de coleta) e trés repeticoes.

2.4 Experimento 4: Analise de crescimento e expressdo quantitativa do gene SCFT6 em

cultivares de cana-de-agucar contrastantes para o florescimento

2.4.1 Condicoes de cultivo
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O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras, na area experimental
do Setor de Fisiologia Vegetal, S21°14°43” - W44°59°59” com aproximadamente 900 m de
altitude durante o periodo de 09 de novembro de 2016 a 20 de junho de 2017. Foram
utilizadas mudas provenientes do Sistema AgMusa™ doadas pela empresa BASF. As
cultivares utilizadas foram a RB 85-5453 que possui florescimento frequente, e a CTC 9003
que possui florescimento raro para regido sudeste do Brasil (DAROS et al., 2010).

Inicialmente, no dia 09 de novembro de 2016 as mudas foram transplantadas para
vasos de 40L contendo solo previamente analisado. A necessidade de adubagdo e 0 manejo
durante o cultivo foram os mesmos descritos no subitem 2.2. As plantas foram mantidas a

pleno sol sob irrigacdo a capacidade de campo, com intervalo de rega de dois dias.

2.4.2 Anélises de crescimento

Aos 140, 160, 180, 200 e 220 dias ap0s o transplantio das mudas foram realizadas
medicOes de estatura média do colmo (EMC), didmetro médio do colmo (DMC),
comprimento da folha 3+, largura do inicio, meio e fim da folha 3+ (VAN DLLLEWIJN,
1952), nimero de folhas verdes completamente abertas, nimero de folhas emergentes e
numero de folhas mortas de acordo com metodologia descrita por Marafon (2012). A partir
desses valores foi estimada a area foliar das plantas de cana-de-agucar (HERMANN;
CAMARA, 1999).

2.4.3 Analises da expressdo em tempo real do gene ScFT6

Aos 140, 180 e 220 dias apos o transplantio das mudas foram realizadas coletas das
folhas 3+ (VAN DLLLEWIJN, 1952) para posterior anélise da expressdo génica. A extracdo e
determinacdo da qualidade e quantidade de RNA foi realizada de acordo com o0s
procedimentos citados no subitem 2.2., assim como a sintese de cDNA. As folhas coletadas
foram maceradas com nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80. Ap0s a sintese de
cDNA, as amostras foram armazenadas no freezer a -20° C até o uso.

O desenho de primers, determinacdo da eficiéncia dos primers, a PCR em tempo real
(qPCR) e o experimento de expressdo relativa foram feitos de acordo com 0s procedimentos

citados no subitem 2.2.
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2.4.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes, em
esquema de parcelas subdividas no tempo (2 x 5) com duas cultivares e cinco tempos de
avaliacdo. Os dados obtidos nas medidas biométricas foram submetidos a anélise de variancia
pelo teste F (p < 0,05) e, em caso de significancia da andlise de variancia, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) ou submetidas a analise de regressao (p < 0,05)
quando ocorreu interacdo entre cultivares e tempos de avaliacdo. Os dados de expresséo
foram analisados por meio do programa Rotor-Gene Series Pure Detection Software (Versédo

2.0.2), a expressdo relativa foi calculada de acordo com Pfaffl (2001).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 O gene ScFT6 é um possivel indutor do florescimento em cana-de-agucar

O alinhamento das sequéncias ja caracterizadas do gene FT de A. thaliana e Setaria
viridis com o banco de dados de RNA-seq resultou em 51 possiveis sequéncias homologas
aos genes FTs de A. thaliana e S. viridis. A partir dos resultados de alinhamento entre as
proteinas dos genes AtFT, SiFT e as 51 possiveis sequéncias de proteinas homologas foram
selecionadas as sequéncias de cana-de-acUcar com identidade acima de 50% e query cover
acima de 70%. Dessa maneira, foram identificadas 3 sequéncias compativeis com essas
caracteristicas, sendo nomeadas de ScFT6, SCFT7 e SCFT8 com 174, 173 e 197 aminocidos,
respectivamente. Essas trés sequéncias foram alinhadas com sequéncias homologas do gene
FT em diferentes espécies (TABELA 2).

Tabela 2 — Resumo dos trés possiveis homologos do gene FT de cana-de-agtcar comparados
com genes FT de A. thaliana, Zea mays, Oryza sativa, Sorghum bicolor e S.

italica.
L . Identidade (%0)
Nome Espécie Referéncia ScFT6  SCET7 SCFTS
(KARDAILSKY etal.,
AtFT  Arabidopsis thaliana 1999; KOBAYASHI et al., 72 56 56
1999)

ZCN8 Zea mays L (MUSZYNSKI et al., 2006) 54 49 52
ZCN12 Zea mays L (DAN'LE\Z/&;;)AYA etal, g4 53 57
Hd3a Oryza sativa (KOJIMA et al., 2002) 68 59 62
SbFT1 Sorghum bicolor (WOLABU etal., 2016) 68 57 62
SbFT8 Sorghum bicolor (WOLABU etal., 2016) 55 51 55
SIFT Setaria italica (BENNETZEN et al., 2012) 87 52 53

Fonte: Do autor (2019).

Os trés possiveis homdlogos do gene FT identificados em cana-de-agUcar
apresentaram altos valores de identidade com os de outras espécies, destacando o SCFT6 que
apresentou, em geral, os maiores valores. SCFT6, SCFT7 e ScFT6 possuem o dominio
conservado PEBP (FIGURA 1), presente em sequéncias de genes que atuam de forma
generalista como reguladores de complexos de sinalizagdo (PNUELI et al., 1998) ou de forma
mais especifica, no caso de genes que atuam como reguladores da transicdo da fase vegetativa
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para fase reprodutiva, estando envolvidos ainda na determinacgdo da arquitetura das plantas
(BRADLEY etal., 1996; KARDAILSKY et al., 1999; KARLGREN et al., 2011).

Figura 1 — Dominio conservado PEBP presente no gene ScFT6 de cana-de-agucar.

uery seq. e

substrate binding site
Superfanilies PEBF super- Family

Fonte: Do autor (2019).

Genes com dominio PEBP envolvidos na transicdo da fase vegetativa para reprodutiva
em plantas podem sem classificados como repressores ou indutores do florescimento,
dependendo de aminoacidos especificos presente em suas sequéncias (CORREA et al., 2008).
No caso dos possiveis FTs identificados em cana-de-aclcar, 0 SCFT6 possui um residuo de
tirosina (Y) na posicdo 85 (FIGURA 2) que caracteriza os genes FT indutores do
florescimento, e os outros dois (SCFT7 e ScFT8) possuem um dominio histidina (H) que é
caracteristico de genes TFL-like, considerados repressores do florescimento (HANZAWA,;
MONEY; BRADLEY, 2005; KOBAYASHI et al., 1999).

Em diversas espécies de plantas, a histidina (H) é o aminoacido chave dos membros da
familia PEBP com funcdo semelhante ao TFL1 e a tirosina (Y) nos membros com funcGes
semelhantes ao FT (HANZAWA; MONEY; BRADLEY, 2005). Apesar da importancia dos
residuos presentes na posicao 85, para que o gene exerca sua fungdo plena, € necessario que a
proteina esteja completa. Perdas de funcdo em outras regides da proteina tém demonstrado
alteragdes nas funcdes tanto de TFL quanto do FT (BRADLEY et al., 1997; KOBAYASHI et
al., 1999).

Existem espécies de plantas que possuem genes homologos ao FT que sdo repressores
ou indutores do florescimento. Nas sequéncias proteicas dos FTs dessas espécies, além da
posicdo 85 no exon 2, as posi¢des 134 e 139 do exon 4 sdo importantes na determinacéo da
caracteristica indutora ou repressora do florescimento (HO; WEIGEL, 2014; PIN et al., 2010).

Nas espécies que possuem homologos do FT repressores do florescimento, em sua
maioria, os FTs indutores possuem uma tirosina (Y) na posicdo 134 (baseado no alinhamento
com a proteina FT de A. thaliana) e outro residuo que néo seja tirosina (Y), € encontrado nos
FTs repressores. No caso da cana-de-agucar o SCFT1 é comprovadamente um repressor do
florescimento (COELHO et al., 2014), e possui um residuo fenilalanina (F) na posicdo 134.
Além do ScFT1, ScFT2, ScFT7 e ScFT8 possuem residuos diferentes de tirosina (Y) na
posicdo 134 (FIGURA 2). Ja ScFT3, ScFT4, SCFT5 ScFT6 possuem um residuo tirosina (YY)
na posi¢do 134 (FIGURA 2), caracteristico de homélogos do FT indutores do florescimento.
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Com relagdo a posicdo 139 nas sequéncias de aminoacidos dos homologos de FT, as
espécies que possuem FTs repressores, em sua maioria, apresentam nas sequéncias dos FTs
indutores um residuo conservado de triptofano (W), e os FTs repressores apresentam um
amino&cido que ndo seja o triptofano (HO; WEIGEL, 2014; PIN et al., 2010). A presenca do
triptofano (W) nos homdlogos do FT de cana-de-agUcar foi observado apenas nos genes
ScFT3, ScFT4, ScFT5 ScFT6 (FIGURA 2).
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Figura 2 — Alinhamento multiplo de sequéncias proteicas de cana-de-acucar e, demais
espécies relacionadas em uma porcdo do dominio PEBP demonstrando as
varia¢Oes de aminoacidos na posicdo 85 do Exon 2 e nas posi¢des 134 e 139 no
“loop” externo do Exon 4.
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A andlise filogenética (FIGURA 3) permitiu a classificacdo dos possiveis FTs
identificados em cana-de-actcar em quatro clados. O primeiro clado representado por AtFT e
SVFT, incluindo o ScFT5 (COELHO et al., 2014) e o ScFT6. O segundo clado, Hd3a,
apresenta juntamente com os genes funcionais ja caracterizados em monocotileddneas (exceto
ZCNB8), ScFT3 e ScFT4 identificados por Coelho et al. (2014).. O terceiro clado, representado
pelo ZCNS8, incluindo o ScFT1 e ScFT2 (COELHO et al., 2014). Ja o quarto clado €é dividido
em dois subclados, um deles representado pelo AtMFT, com nenhum membro de cana-de-
acucar, e o segundo subclado, representado AtTFL, com membros j& caracterizados como

repressores do florescimento, onde se encontram os genes SCFT7 e ScFT8.

Figura 3 — Andlise filogenética dos possiveis homologos ao FT ScFT6, SCFT7 e ScFT8
baseada na sequéncia completa de aminoacidos das proteinas codificados pelos
mesmos. Analise realizada seguindo o modelo de comparacdo neighbor-joing
(SAITOU; NEI, 1987) e utilizando a matriz de distancia entre sequéncias Jones-
Taylor-Thornton (JTT) com 2000 randomizacgGes.
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Esses resultados indicam que possivelmente o gene ScFT6 atua na cana-de-agucar
como indutor do florescimento podendo ser classificado como FT-like devido a presenca do
residuo tirosina () nas posicOes 85 e 134 e do triptofano (W) na posicdo 138 (FIGURA 2) e
ainda pela sua classificacdo na arvore filogenética (FIGURA 3). J& 0s genes SCFT7 e SCFT8
sdo possiveis repressores do florescimento, podendo ser classificados como o TFL-like devido
a presenca do residuo histidina (H) na posicdo 85 e pelas suas classificacBes na arvore
filogenética (FIGURA 3).

Em cana-de-aclcar, 0 gene ScFT6 é expresso especificamente em folhas maduras
(FM) e no meristema apical do caule (MA) (FIGURA 4), assim como seu homoélogo em A.
thaliana, onde é capaz de induzir o florescimento ao ser expresso nas células do floema das
folhas ou no meristema apical (AN et al., 2004; CORBESIER; COUPLAND, 2005). O
mesmo padrdo é observado em arroz, onde Hd3a (homdlogo ao FT) tem sua expressao
elevada em fotoperiodismo indutivo em tecidos da folha e no meristema apical (HAYAMA,
COUPLAND, 2004)(TAMAKI et al., 2007).

Figura 4 — Padréo de expressdo do gene ScFT6 em diferentes tecidos de cana-de-agucar por
PCR semi-quantitativa. Fl: Folha Imatura; FM: Folha madura; MA: Meristema
Apical; C: Colmo; DNA: Pool de DNA — controle positivo.

100 bp FI FM MA C DNA

Fonte: Do autor (2019).

3.2 O reldgio circadiano controla a expressdo do gene ScFT6

O reldgio circadiano atua sobre a expressdo do gene FT de forma indireta. Segundo o
modelo de coincidéncia, ha uma correlacdo direta entre a luz e a estabilidade da proteina do
gene CONSTANS (CO), de maneira que a luz aumenta a estabilidade dessa proteina, levando
ao seu acumulo durante o dia e, consequentemente, com que ocorra a inducdo do
florescimento (KIM; YU; MICHAELS, 2008; VALVERDE et al., 2004). O gene CO é um

regulador transcricional que promove o florescimento através da inducdo da expressao do
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gene FT em plantas de dia longo submetidas a essa condigo especifica (SUAREZ-LOPEZ et
al., 2001) e inibe o florescimento de plantas de dia curto submetidas a condi¢Ges de dias
longos pela inibicdo da expressdo de homdlogos do FT (HAYAMA; COUPLAND, 2004;
YANO et al., 2000).

Através do modelo de coincidéncia, € possivel determinar que o gene FT tem sua
expressao controlada pelo reldgio circadiano e, assim, seu pico de expressdo sobrepde-se com
o dia, tanto em plantas de dia longo como em plantas de dia curto (GREENHAM,;
MCCLUNG, 2015; VALVERDE et al., 2004). Dessa maneira, também é o comportamento do
gene ScFT6 em cana-de-agucar, um possivel homologo do FT, que é acumulado ao longo do
dia, € no decorrer da noite tem sua expressao reduzida (FIGURA 5). Por essa perspectiva,
podemos inferir que o gene ScFT6 tem sua expressdo controlada pelos ritmos circadianos,

assim como seus homologos indutores do florescimento em outras espécies.

Figura 5 — Perfil da expressdo relativa por RT-qPCR do gene ScFT6 em folhas de cana-de-
acucar. Os valores de expressdo de cada gendétipo foram obtidos a partir de trés
repeticdes biologicas, a diferenca na expressao ao longo do periodo de conducéo
do experimento foi calculada em relagdo a uma amostra normalizadora (06:00
horas). As barras de erro representam o erro padrdo entre elas. Os valores de
expressao foram normalizados pelos genes de referéncia GAPDH e eEF ] a.

1

Expressio Relativa
S = W AR Y] 0D
1

06:00 12:00 18:00 00:00 06:00 12:00
Hora do dia

Fonte: Do autor (2019).

A determinacdo do tempo de florescimento em plantas de dia curto e dia longo
apresenta dependéncia da sinalizacdo luminosa, onde esse sinal deve coincidir com fases
sensiveis estabelecidas por componentes enddgenos do reldgio circadiano (SHRESTHA et al.,
2014; SONG et al., 2015). O gene FT e seus homdlogos, incluindo o possivel indutor do

florescimento de cana-de-agUcar ScFT6, sdo comprovadamente controlados por tais sinais,
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sendo sua expressdo regulada indiretamente por fatores de transcri¢do controlados pela luz e
pela duracdo da sua exposicao a luz (KOMIYA et al., 2008; SHRESTHA et al., 2014).

3.3 Variedades de cana-de-agUcar possuem comportamentos distintos em relacdo a

expressao de SCFT6

Cultivares de cana-de-agucar podem apresentar comportamentos distintos com relacéo
a inducdo do florescimento, sendo afetadas de diferentes maneiras pelo fotoperiodo. Ha
diferengas com relagdo ao numero de dias requeridos dentro do fotoperiodo indutivo para que
ocorra o estimulo floral e, além disso, a quantidade de estimulo floral necessario varia entre as
cultivares (BERDING; HURNEY, 2005). Existem cultivares em que ocorre a inducdo ao
florescimento, porém, ndo ha o desenvolvimento completo do 6rgao floral, devido a regimes
sub 6timos de fotoperiodo (BERDING; PENDRIGH; DUNNE, 2010) e outras condic¢des
ambientais estressantes, apesar de haver comprometimento da qualidade da matéria prima
(TASSO JUNIOR et al., 2009).

O processo de florescimento na cana-de-agucar se da pela indugdo e posterior
realocacdo de reservas presentes no colmo para o 6rgao floral (ARALDI et al., 2010). Dessa
maneira, um maior desenvolvimento inicial caracterizado pelo maior didmetro médio do
colmo e estatura média do colmo, ocorrido na cultivar RB85 5453 (FIGURA 6)
possivelmente sdo caracteristicas que levam ao florescimento frequente dessa cultivar. Além
disso, a cultivar RB85 5453 apresentou uma menor senescéncia e maior area foliar no inicio
do periodo de cultivo (FIGURA 7), o que denota melhores caracteristicas para maior
producdo e armazenamento de sacarose, garantindo maior fonte de energia para o

desenvolvimento do 6rgéo floral.
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Figura 6 — Diametro médio do colmo (A) e estatura média do colmo (B) das cultivares RB85
5453 e CTC 9003. * indica diferenca estatistica entre médias pelo teste F ao nivel
de 5% de probabilidade. A barra de erros indica o erro padrdo da média.
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Fonte: Do autor (2019).
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Figura 7 — Porcentagem de folhas mortas (%FM, a direita) e area foliar (AF, a esquerda) das
cultivares RB85 5453 e CTC 9003. * indica diferenca estatistica entre médias pelo
teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Do autor (2019).

Possivelmente, associada as caracteristicas fenoldgicas da cultivar florifera (RB 85
5453), a expressao do gene ScFT6, possivel indutor do florescimento, apresentou maiores
niveis de expressdo em relacdo a cultivar CTC 9003, com florescimento ausente (FIGURA 8).
Sendo assim, de acordo com os resultados apresentados, a sensibilidade de cada cultivar em
relacdo ao fotoperiodo é uma caracteristica genotipica envolvendo a expressdo do possivel

gene indutor do florescimento ScFT6.
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Figura 8 — Perfil da expressdo relativa por RT-gPCR do gene ScFT6 em folhas de duas
variedades de cana-de-acucar. As barras representam a diferenca na expressao
entre as variedades ao longo do periodo de condugdo do experimento em relagdo a
uma amostra normalizadora (CTC 9003 — 17/06/2017). Os valores de expressao
de cada gendtipo foram obtidos a partir de trés repeticdes bioldgicas e as barras de
erro representam o erro padrdo entre elas. Os valores de expressdo foram
normalizados pelos genes de referéncia GAPDH e eEFla. O eixo Y secundario
representa a reducdo do comprimento do dia ao longo do periodo de conducao do
experimento.
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Fonte: Do autor (2019).

Estes resultados demonstram que a cana-de-agucar possui pelo menos um possivel
gene homologo ao FT com funcdo de indugdo do florescimento. O gene ScFT6 possui uma
sequéncia com dominio conservado e aminoacidos em posi¢des caracteristicas de genes da
familia PEBP indutores do florescimento, expressdo nos diferentes tecidos de cana
semelhante aos seus homdlogos em outras espécies e é controlado pelos ritmos circadianos de
acordo com o modelo de coincidéncia. Além disso, corroborando com os resultados expostos,
as variedades de cana-de-agUcar com comportamentos distintos para o florescimento,
apresentam expressao variavel do gene ScFT”, demonstrando uma possivel caracteristica

genotipica de expressao desse gene.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados demonstram que a cana-de-agucar possui pelo menos um possivel
gene homologo ao FT com funcdo de indugdo do florescimento em cana-de-agucar. O gene
ScFT6 possui uma sequéncia com dominio conservado e aminoacidos em posicOes
caracteristicas de genes da familia PEBP indutores do florescimento. A expressdo de SCFT6
ocorre em tecidos de cana-de-acUcar de modo semelhante a expressdo de seus homologos em
outras espécies e é controlado pelos ritmos circadianos de acordo com o modelo de
coincidéncia. Alem disso, corroborando com os resultados obtidos, as variedades de cana-de-
actcar com comportamentos distintos para o florescimento apresentam expressao variavel do
gene ScFT6.
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APENDICE A — Sequéncias proteicas de homélogos do FT de diversas espécies.

SbFT1 (XP_002436509.1), ZCN15 (NP_001106252), VRN3 (AAW23034), HVFT1
(AAZ38709), Hd3a (AB052941.1) HVFT2 (ABB99414), ZCN14 (NP_001106251), AtFT
(NP_001320342.1), A(TSF (AT4G20370.1), SbFT6 (XP_002462655.1), SbFT11
(XP_002443085.1), SbFT5 (XP_002489297.1), SbFT3 (XP_002446704.1), ZCN16
(NP_001106253), SbFT7 (XP_002451827.1), SbFT12 (XP_002446272.1), SbFT9
(XP_002438551.1), SOFT8 (XP_002456354.1), ZCN12 (NP_001106250), ZCNS8
(NP_001106247), SbMFT1 (XP_002457494.1), HVMFT (BAK06374), AtMFT
(AT1G18100.1), SbTFL1-2 (XP_002442808.1), SbTFL1-3 (XP_002450283.1), HvTFL1
(BAH24197), SbTFL1-1 (XP_002453931.1), ZCN2 (NP_001106241), SbTFL1-4
(XP_002447782.1), ZCN4 (NP_001106243). SVFT (XP_004953015.1)
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APENDICE B - Protocolo de extragdo de RNA Qiazol® com adaptacbes para cana-de-
acucar.

1. Adicionar 1 mL de Qiazol® para cada 100 mg de tecido macerado. VVortex de 30 segundos;
Obs.: Adiciona o Qiazol, agita brevemente no vortex para que todo o tecido descongele com o
Qiazol. Faz isso para todas as amostras a serem extraidas. Depois, vortex de 30 segundos para
cada amostra.

2. Deixe em temperatura ambiente por 5 minutos; Obs.: Os tubos devem ser mantidos
deitados para aumentar a superficie de contato do Qiazol® com o tecido macerado.

3. Adicionar 300 pL de cloroférmio para cada 1 mL de Qiazol® e homogeneizar
rigorosamente no vortex por 15 segundos; Obs.: Adicionar o cloroférmio e ja homogeneizar.
4. Deixar em temperatura ambiente por 3 minutos;

5. Centrifugar por 15 minutos a 12000 g ou 12125,74 rpm a 4°C;

6. Transferir o sobrenadante para novos tubos (1,5 mL), aproximadamente 300 pL; Obs.:
Muito cuidado para ndo misturar as fases. Usar duas ponteiras para fazer a transferéncia do
sobrenadante (ponteiras de 1000 e 200 uL).

7. Adicionar 500 pL de isopropanol para cada 1 mL de Qiazol®. Vortex rigoroso de 30
segundos; Obs.: Adicione e ja promova o vortex de 30 segundos, amostra por amostra.

8. Deixar em temperatura ambiente por 10 minutos;

9. Centrifugar por 10 minutos a 12000 g ou 12125,74 rpm a 4°C;

10. Aspirar o sobrenadante e descarta-lo; Obs.: O tubo deve ser virado em um béquer com
cuidado para ndo remover o pellet junto com o contetdo liquido.

11. Adicionar 1 mL de etanol 75% para cada 1 mL de Qiazol® e centrifugar por 10 minutos a
7500 g ou 9586 rpm a 4 °C;

12. Remover completamente o sobrenadante, deixar secando por 15 minutos
aproximadamente, até que o pellet esteja seco e ressuspender em 20 pL de &gua livre de
RNAse - agua MiliQ autoclavada.

Segunda lavagem

13. Adicionar 500 pL de isopropanol para cada 1 mL de Qiazol®. Vortex rigoroso de 30
segundos; Obs.: Adicione ja promova o vortex de 30 segundos, amostra por amostra.

14. Deixar em temperatura ambiente por 10 minutos;

15. Centrifugar por 10 minutos a 12000 g ou 12125,74 rpm a 4°C;

16. Aspirar o sobrenadante e descarta-lo; Obs.: O tubo deve ser virado em um béquer com
cuidado para ndo remover o pellet junto com o contetdo liquido.

17. Adicionar 1 mL de etanol 75% para cada 1 mL de Qiazol® e centrifugar por 10 minutos a
7500 g ou 9586 rpm a 4 °C;

18. Remover completamente o0 sobrenadante, deixar secando por 15 minutos
aproximadamente, até que o pellet esteja seco e ressuspender em 20 pL de agua livre de
RNAse - 4gua MiliQ autoclavada.
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CAPITULO 3 - EXPRESSAO DO GENE ScFT6 EM FUNCAO DO FOTOPERIODO
EM CANA-DE-ACUCAR E SUA RELACAO COM O METABOLISMO DE
CARBOIDRATOS
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RESUMO

O florescimento é considerado um entrave na busca de altas produtividades em cana-de-
acucar, pois promove uma realocacdo de carboidratos do colmo para a inflorescéncia, levando
a reducdo da quantidade e qualidade da matéria prima. O fotoperiodo é o principal fator
ambiental responsavel pela inducdo floral da cana-de-agucar. Ha relatos que demonstram a
relacdo entre o fotoperiodo, o metabolismo de carboidratos e a inducéo do florescimento em
algumas espécies, por exemplo atraves da regulacdo da expressao do FLOWERING LOCUS T
(FT) via Trealose-6-fosfato-sintase (TPS). O objetivo desse trabalho foi avaliar, em cana-de-
aclcar, o efeito de alteragdes do comprimento do dia sobre a atividade fotossintética, o
metabolismo de carboidratos, a expressdo do gene ScFT6 e as correlagbes entre essas
variaveis condicionadas ao fotoperiodo. Plantas de cana-de-agucar foram submetidas a duas
condi¢Bes de fotoperiodo (dia encurtando e dia alongando) e, durante a inducdo desses
tratamentos, foram analisadas trocas gasosas ao longo do periodo de conducdo do
experimento, expressdo em tempo real dos genes ScFT6, SPSI e SPSII e determinacdo dos
teores de acucares redutores, amido e sacarose. A reducdo do comprimento do dia,
responsavel pela inducdo do florescimento em cana-de-agucar pela via fotoperiddica promove
aumento do possivel indutor do florescimento ScFT6, além de promover o aumento da
expressdo de STPSII, um sinalizador do status de carbono da planta. O gene SCFT6 nédo tem
sua expressao correlacionada a niveis de carboidrato das plantas de cana-de-acUcar.
Possivelmente ele atue na indugéo do florescimento exclusivamente pela transmisséo do sinal
luminoso.

Palavras-chave: Comprimento do dia. Metabolismo energético. Inducdo do florescimento.
FLOWERING LOCUS T. Saccharum spp
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ABSTRACT

Flowering is considered an obstacle in the search for high yields in sugarcane, as it promotes
carbohydrate reallocation from the stem into the inflorescence, reducing the quantity and
quality of the raw material. The photoperiod is the main environmental factor responsible for
floral induction in sugarcane. There are reports that demonstrate a relationship between
photoperiod, carbohydrate metabolism and flowering induction in some species, for example
by regulating FLOWERING LOCUS T (FT) expression via Trehalose-6-phosphate-synthase
(TPS). The aim of this work was to evaluate the effect of day length changes in
photosynthetic activity, carbohydrate metabolism, expression of the ScFT6 gene and
correlations between these variables conditioned to the photoperiod. Sugarcane plants were
submitted to two photoperiod conditions (shortening day and elongating day). During these
treatments, gas exchanges were analyzed throughout the conduction period of the assay, as
well as real-time expression of ScFT6, SPSI and SPSII genes and determination of the
contents of reducing sugars (starch and sucrose). Reduction in day length, responsible for
flowering induction in sugarcane through photoperiod increase expression of the putative
flowering promoter ScFT6, besides promoting the increase in expression of STPSII, sign of
carbon status of the plant. The expression of SCFT6 gene was not correlated to carbohydrate
levels in sugarcane plants. Possibly it acts in the flowering induction exclusively by the
luminous signal transmission.

Keywords: Day length. Energetic metabolism. Flowering induction. FLOWERING LOCUS
T. Saccharum spp
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1 INTRODUCAO

O etanol produzido através da cana-de-aglUcar faz dessa cultura uma das principais
fontes de energia renovavel brasileira. Além disso, ela € a principal fonte de aclcar para o
Brasil e para 0 mundo (EFE; STRAATHOF; VAN DER WIELEN, 2005; OLIVEIRA et al.,
2018). Um dos obstaculos enfrentados pelos canavieiros do Brasil é o florescimento da cana-
de-acucar, o qual promove um deslocamento de energia armazenada no colmo na forma de
sacarose para o desenvolvimento da inflorescéncia e, consequentemente, afeta a quantidade e
a qualidade da matéria prima (CAPUTO et al., 2007).

O fotoperiodo é o principal fator ambiental responsavel pela inducéo floral da cana-de-
acucar, relacionando-se com outros fatores como umidade, nutricdo e temperatura (MOORE,
1987; MOORE; NUSS, 1987). O comprimento ideal do dia para indugdo do florescimento
varia entre 12 a 12,5 horas, principalmente no periodo do ano em que os dias estdo encurtando
e as plantas estdo concluindo o periodo vegetativo (ARALDI et al., 2010; CLEMENTS;
AWADA, 1967).

O gene FLOWERING LOCUS T (FT), um membro da familia de proteinas de ligacao
fosfatidiletanolamina (PEBP), tem papel central na integragcdo entre sinais ambientais
(fotoperiodo) e o florescimento das plantas (JIN et al., 2015; KOJIMA et al., 2002; LlI;
DUBCOVSKY, 2008). Em A. thaliana, o FT é expresso nas células companheiras do floema
das folhas, onde, a partir deste local, ela adentra os elementos crivados e € transportada por
fluxo de massa até o meristema apical do caule induzindo o florescimento (PIN; NILSSON,
2012). Homologos do FT promovem o florescimento em resposta a alteraces de
comprimento do dia tanto em plantas de dia curto quanto em plantas de dia longo (KOMIYA
et al., 2008; LIN et al., 2007; TAMAKI et al.,, 2007). Em cana-de-agucar ja foram
identificados alguns membros da familia do FT, incluindo alguns envolvidos no atraso do
florescimento (COELHO et al., 2014).

Além de possiveis ortélogos do FT e TERMINAL FLOWERL1 (TFL1) ja caracterizados
(SCTFL1 e ScFT1), restam outros a serem estudados. FtS3 e FtS4 (renomeados para SCFT3 e
ScFT4, respectivamente), 0s quais apresentam maior semelhanca com genes do tipo
promotores do florescimento (FT-like), indicando que um ou mais deles pode atuar como
promotor do florescimento (COELHO et al., 2014).

Outro fator envolvido na inducéo floral e, em alguns casos, na expressdo do gene FT, é
0 metabolismo de carboidratos (VAN DIJKEN; SCHLUEPMANN; SMEEKENS, 2004,
WAHL et al., 2013). Os niveis dessas biomoléculas podem influenciar o crescimento e
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desenvolvimento de plantas atuando como elicitores ou reguladores de crescimento
(CREELMAN; MULLET, 1997). Um dos mecanismos que envolvem o metabolismo de
carboidratos e o desenvolvimento de plantas, € via Trealose-6-Fosfofato-Sintase (TPS), que é
encontrada em concentragdes traco com possivel fungdo de sinaliza¢do, transmitindo
informacdes sobre a disponibilidade de carboidratos para outras vias de sinalizagcdo (LUNN et
al., 2006).

Em A. thaliana, TPS1 é comprovadamente essencial para que a transicdo para o
florescimento ocorra, possivelmente através do fornecimento de trealose-6-fosfato (T6P)
(VAN DIKEN; SCHLUEPMANN; SMEEKENS, 2004). Além disso, recentemente foi
demonstrado que em A. thaliana, uma rota envolvendo T6P regula o florescimento em dois
sitios da planta. Na folha, TPS1 € necessario para inducdo da expressdo do FT mesmo em um
fotoperiodo favoravel, garantindo uma maneira da planta integrar sinais ambientais e sinais
fisiologicos. No meristema apical da parte aérea, a rota da via T6P afeta a expressdo de genes
integradores do florescimento e genes responsaveis pela determinacdo de padrdes florais, tais
como 0 SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 3 (SPL3) (WAHL et al.,
2013).

Em cana-de-acucar foram identificados dois homdélogos de TPS, os genes STPSI e
STPSII, que codificam proteinas responsaveis pela sintese de trealose-6-fosfato, e atuam
possivelmente como sinalizadores da disponibilidade de carboidratos para outras vias de
sinalizacdo (LUNN et al., 2006). O STPSII, pertencente a classe 11 (JUNIOR et al., 2013),
apresenta possivel funcdo reguladora, tendo sua expressao regulada transcricionalmente pelo
status de carbono da planta e por estresses, podendo ser fosforilados e/ou interagir com
proteinas 14-3-3 (HARMER et al., 2000; HARTHILL et al., 2006; PAUL et al., 2008).

Fundamentado nas informacdes mencionadas anteriormente, o objetivou-se com esse
trabalho avaliar, em cana-de-acucar, o efeito de alteracdes do comprimento do dia sobre a
atividade fotossintética, o metabolismo de carboidratos, a expressdo do gene ScFT6 e as

correlacGes entre essas variaveis condicionadas ao fotoperiodo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condic0es de cultivo

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras, na &rea experimental
do Setor de Fisiologia Vegetal, S21°14°43” - W44°59°59” com aproximadamente 900 m de
altitude e na sala de crescimento do Setor de Fisiologia Vegetal, durante o periodo 21 de
setembro de 2017 a 08 de fevereiro de 2018. Foram utilizadas mudas provenientes do Sistema
AgMusa™ doadas pela empresa BASF. A cultivar utilizada foi a RB 85-5156 que possui
florescimento frequente na regido sudeste do Brasil (DAROS et al., 2010).

Inicialmente, no dia 21 de setembro de 2017 as mudas foram transplantadas para vasos
de 40 L contendo solo previamente analisado e a necessidade de adubacéo durante a conducao
do experimento foi determinada de acordo com Oliveira et al. (1991), sendo realizadas em
intervalos de 30 dias. Foram mantidas duas plantas em cada vaso e o restante dos perfilhos
eram eliminados com auxilio de tesoura de poda uma vez por semana. As plantas foram
condicionadas em pleno sol até dia 17 de dezembro de 2017 quando foram transferidas para
sala de crescimento e mantidas em camaras de 6,2 m? com luminosidade controlada (400
umol m?2 s1) com trés lampadas de vapor metalico (HQI OSRAM 400W E40TUB®) em
condicdes de dia neutro (12 horas de luz e 12 horas de escuro) para aclimatizacao.

Vinte dias ap0s o inicio da aclimatizacdo as plantas foram submetidas aos tratamentos,
onde um grupo de plantas foi submetido a uma condicédo de dia encurtando (reducéo diaria de
1 minuto de luz) e o outro grupo foi submetido a uma condigdo de dia alongando (aumento
diario de 1 minuto de luz) de acordo com a Figura 1. Durante todo o experimento a plantas

foram mantidas sob irrigacéo a capacidade de campo, com intervalo de rega de dois dias.
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Figura 1 — Comprimento do dia ao longo do experimento de acordo com cada tratamento
imposto
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Fonte: Do autor (2019).

2.2 Analises de trocas gasosas

As determinacdes de trocas gasosas foram realizadas por meio de um sistema aberto
portatil de trocas gasosas, IRGA (Infra Red Gas Analyzer), modelo LI-6400 (Li-cor®),
sempre no terco médio das folhas +3, onde cada medida foi tomada duas vezes. Em todas as
avaliacOes de trocas gasosas, 0 inicio das medicdes ocorreu, no minimo, uma hora apo6s o
acendimento das lampadas em cada uma das camaras.

Durante as medicdes, o terco central da folha +3 (VAN DLLLEWIIN, 1952) de cada
planta foi colocada dentro da cdmara selada do equipamento, ndo suprida por ar externo, sob
2000 pmol m? s da densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF). O tempo de
equilibrio entre as medidas de fotossintese e a respiracdo foliar foi de 5 minutos e o valor
méaximo de déficit de pressdo de vapor em que foram realizadas as medidas foi de 1,8 kPa e
temperatura do ar média de 30 +2 °C. As determinacdes de trocas gasosas foram realizadas

aos 0, 15 e 30 dias ap6s a imposicdo dos tratamentos, entre 9 e 11 horas da manha.
2.3 Quantificacdo de amido, acUcares sollveis totais, sacarose e agucares redutores
Para quantificagdo de amido, agucares solUveis totais, sacarose e agUcares redutores,

amostras do terco central de folhas 1+ (VAN DLLLEWIJN, 1952) completamente expandidas

foram coletadas aos 30 dias ap0s a imposi¢ao dos tratamentos no horério entre 10 e 11 horas
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da manhd. O material vegetal foi seco em estufa com circulagdo forcada de ar, a 65 °C,
durante 72 horas, e, posteriormente, armazenados em papel tipo craft até o0 momento das
analises. Os carboidratos foram extraidos pela homogeneizacdo de 0,2 g de massa seca (MS)
de folhas em 5 mL de tampéo fosfato de potassio, 100 mM e pH 7,0. O homogenato foi
centrifugado a 5.000 g por 10 minutos, coletando-se o sobrenadante. O processo foi repetido e
os sobrenadantes combinados, perfazendo um volume final de 10 mL. O extrato bruto foi
utilizado para a quantificacdo de amido e sacarose pelo método Antrona (DISCHE, 1962), os
acucares soluveis totais e os agucares redutores foram quantificados de acordo com protocolo
descrito por Miller (1959), utilizando-se o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

2.4 Analises da expressao em tempo real dos genes ScFT6, SPS | e SPSII

Aos 30 dias ap6s a submissao das plantas aos tratamentos foram realizadas coletas das
folhas 3+ (VAN DLLLEWIIN, 1952) para posterior analise da expressdo génica. As folhas
coletadas foram maceradas com nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 °C. A
extracdo do RNA foi feita seguindo o protocolo Qiazol® adaptado para tecidos de cana-de-
actcar (APENDICE A). Em seguida, as amostras foram tratadas com o kit DNA-free
(Ambion) para eliminagdo de DNA residual nas amostras. A integridade das amostras de
RNA extraidas foi determinada por meio de eletroforese em gel de agarose 0,7% corado com
GelRed Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em fotodocumentador UVITEC. Posteriormente,
as amostras foram quantificadas em espectrofotémetro (Nanovue®) a A260, A230 e A280nm,
determinando-se a quantidade e a qualidade do material extraido. As amostras que
apresentaram alto grau de integridade e pureza foram utilizadas para a sintese de cONA, com
o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Apds a sintese de
cDNA, as amostras foram armazenadas no freezer a -20 °C até o uso.

Os primers utilizados para analise de expressdo (TABELA 1) do gene ScFT6
desenhados a partir da sequéncia previamente identificada e os primers dos genes STPSI e
STPSII foram os mesmos utilizados no trabalho de Janior et al. (2013), onde esses genes

foram identificados e caracterizados em cana-de-acucar.
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Tabela 1 — Sequéncia dos primers para analise da expressdo dos genes ScCFT6, STPSI e STPSII
de cana-de-aculcar.

Identificacdo Sequéncia 5°—3’ Eficiéncia
ScFT6 gPCR Fw GTGTGGAGGCAGACGATA 1,02
ScFT6 gPCR Rv GCTTTGCGAAGTGGCTGG 1,02

STPSI Fw GTGCCAACAAGAACTGACG 0,95
STPSI Rv TGTGCCTGTGTCGTTTCTC 0,95
STPSII Fw GTGGACGAGAGATGAAGGG 0,92
STPSII Ry AGCCAAGTCATCCTCCAAC 0,92

Fonte: Do autor (2019).

Foi realizado um ensaio de quantificagdo para determinagdo da curva padréo,
eficiéncia dos primers e melhor diluicdo das amostras para o gene ScFT6. Para 0s genes
STPSI e STPSII a eficiéncia dos primers foi determinada através do software LinRegPCR
(RUIJTER et al., 2009).

A PCR em tempo real (QPCR) foi conduzida utilizando o equipamento Rotor-Gene Q
Real-Time PCR (Qiagen) pelo sistema de deteccdo por SYBR Green com cDNA obtido a
partir de RNA previamente extraido. A concentracdo de cDNA a ser utilizado para cada
reacdo foi determinado apds quantificacdo da eficiéncia dos primers, utilizando-se 10 pL de
volume de reagdo por amostra com MasterMix SYBR Green (Qiagen). Foi realizado o
experimento de expressao relativa utilizando o método do AACT (Ciclo Threshold)

comparativo utilizando como genes de referéncia 0 GAPDH e 0 eEF-/a (LING et al., 2014).

2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com dois tratamentos
(comprimento do dia) e quatro repeticbes. No caso das analises de trocas gasosas 0
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) no esquema de
parcelas subdivididas no tempo (Comprimento do dia X Dias ap6s imposicdo dos
tratamentos). Os dados de trocas gasosas, amido, acUcares solUveis totais, sacarose e aglucares
redutores foram submetidos ao teste F (p<0,05) para analise de varidncia ¢ quando necessario
ao teste de Tukey (p<0,05) para comparagdo de médias. Os dados de expressdao dos genes
ScFT6, STPSI e STPSII foram analisados por meio do programa Rotor-Gene Series Pure
Detection Software (Versdo 2.0.2), a expresséo relativa foi calculada de acordo com Pfaffl
(2001).
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Foi realizado uma analise de correlacéo linear simples com os dados de trocas gasosas,
amido, acUcares solUveis totais, sacarose, acgUcares redutores e expressdo dos genes ScFT6,
STPSI e STPSII, utilizando-se o teste t (p<0,05) para determinagdo de correlagao positiva ou

negativa entre as varaveis.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 A fotossintese de cana-de-agucar é alterada em fungao do fotoperiodo

Aos dezesseis dias apds a imposicdo dos tratamentos, as plantas submetidas a
condicdo de dias encurtando, tiveram sua fotossintese (A) reduzida se comparada ao tempo
inicial e a condicdo de dia alongando. Entretanto, a concentragdo de CO, na camara
subestomatica (Ci), a condutancia estomatica (gs) e a transpiracdo (E) ndo foram alteradas,
independentemente do nimero de dias apo6s a imposicdo dos tratamentos ou do comprimento
do dia (FIGURA 2). A condicdo de dia alongando ndo alterou a taxa fotossintética, a
concentracdo de CO2 na camara subestomatica, a condutancia estomatica e a transpiracdo ao
longo do periodo em que foram realizadas as avaliagdes (FIGURA 2).

Figura 2 — Fotossintese (A - A), concentragdo de CO> na camara subestomaética (Ci - B), a
condutancia estomatica (gs - C) e a transpiragdo (E - D) ao longo do periodo de
conducdo do experimento. Presenca de letras mailsculas nas colunas indica
diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de avaliagao e letras mintsculas
indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos em cada um dos

tempos de avaliacdo. As barras de erro representam o erro padrdo da média oriunda
de quatro repeticoes.
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AlteracBes na transpiracdo e na abertura estomética ocorrem devido a alteragdes
ambientais, como temperatura, concentragdo de COo, intensidade luminosa e devido a
alteragdes hormonais (CASSON; GRAY, 2008; ZANDALINAS et al., 2018). Com relacdo a
luz, os fatores que se destacam sdo intensidade e a qualidade (comprimento de onda), sendo
que o fotoperiodo pouco interfere nessa varidvel e, consequentemente, na transpiracéo
(FIGURA 2D).

No ambiente, a reducé@o no tempo total de luz diaria (dia encurtando) € capaz de causar
um decréscimo da fotossintese, em diversas espécies de plantas, antes mesmo do pico de
temperatura do ar (BAUERLE et al., 2012). Dessa maneira uma reducdo da assimilagéo
liquida de CO> devido a redugdo do comprimento do dia pode limitar o ganho de carbono
(BAUERLE et al., 2012), alterar o teor de nitrogénio nas folhas (OLLINGER et al., 2008;
HALE et al., 2017), o que leva a uma alteracdo do metabolismo primério, desencadeando

mudancas no crescimento e desenvolvimento das plantas.

3.2 O fotoperiodo altera os teores de carboidratos em cana-de-agucar

Em cana-de-aclcar, a producdo de carboidratos se torna ineficiente quando o
comprimento do dia é menor do que dez horas de luz (RANGANATHAN, 2016). Os
resultados apresentados demonstram uma correlacdo positiva direta entre 0 metabolismo de
carboidratos e a fotossintese (APENDICE A), com o um decréscimo da fotossintese
(FIGURA 2A) e do teor de sacarose e agucares redutores (FIGURA 3) no tratamento com
reducdo do comprimento do dia. Ou seja, a reducdo do comprimento do dia provoca uma
reducdo na assimilacdo liquida de CO- e, consequentemente, uma reducdo dos teores de
sacarose e agucares redutores.

Ao final do periodo de imposicao dos tratamentos, a reducdo do comprimento do dia
levou a um incremento do teor de amido e uma reducdo dos teores de sacarose e agucares
redutores em comparagdo ao aumento do comprimento do dia (FIGURA 3). As reacdes de
sintese de amido e sacarose sdo competidoras, portanto, seus teores dependem de reacGes
inversas (MACNEILL et al., 2017; THALMANN; SANTELIA, 2017), ou seja, uma reducao
da quantidade de sacarose em condigdes de dias encurtando pode ser devido a um aumento da

sintese de amido.
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Figura 3 — Teores de amido, sacarose e agucares redutores (AR) ao final do periodo de
conducdo do experimento. * indica a diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos. As barras de erro representam o erro padrdo entre da média oriunda
de quatro repetices.
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Fonte: Do autor (2019).

A reducdo na quantidade de sacarose em condig¢des de reducdo do comprimento do dia
pode ser indicativa de remobilizacdo desse metabolito para regides dreno da planta, incluido o
meristema apical de parte aérea, que podera dar origem ao meristema de inflorescéncia
através da inducdo floral. Tal alteracdo, levando possivelmente a um aumento dos teores de
sacarose na seiva do floema e acUcares sollveis no meristema apical da parte aérea, ocorre de
acordo com a inducéo floral via fotoperiodo em plantas de dia curto e plantas de dia longo
(CHO et al., 2018; ORTIZ-MARCHENA et al., 2014). E possivel que um maior teor de
amido, observado em condigdes de dia encurtando, contribui com um maior fornecimento de
energia para a manutencao celular e de esqueletos de carbono estruturais para o crescimento

durante a noite.

3.3 A expressdo de STPSI, STPSII e ScFT6 € alterada pelo fotoperiodo

Assim como a maioria das variaveis analisadas, a expressao relativa dos genes STPSI,
STPSII e ScFT6 variou em funcédo da alteracdo no comprimento do dia (FIGURA 4). O gene
STPSI é mais expresso quando o dia esta alongando, ja os genes STPSII e SCFT6 sdo mais
expressos em condi¢Bes de encurtamento do dia. Contraditério ao que foi relatado por
Blazquez et al. (1998), em A. thaliana, a expressdo de STPSI em cana-de-aclUcar nao é
constitutiva, sendo alterada pelo comprimento do dia (FIGURA 4) e por condicdes de estresse
hidrico (JUNIOR et al., 2013).
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Figura 4 — Perfil da expressdo relativa por RT-qPCR dos genes STPSI, STPSII e SCFT6 em
folhas de cana-de-agUcar. As barras representam a diferenca na expressao entre as
duas condicdes de fotoperiodo em relacdo a uma amostra normalizadora (dia
encurtando para o STPSI e dia alongando para os demais genes). Os valores de
expressao em cada tratamento foram obtidos a partir de quatro repeticdes biologicas
e as barras de erro representam o erro padrdo entre elas. Os valores de expressdo
foram normalizados pelos genes de referéncia GAPDH e eEF I o.
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Fonte: Do autor (2019).

Em A. thaliana, TPS1, pertencente a classe I, € comprovadamente essencial para que a
transicdo para que o florescimento ocorra, possivelmente atraves do fornecimento de T6P
(VAN DIJKEN; SCHLUEPMANN; SMEEKENS, 2004). Porém, em cana-de-acUcar, STPSII,
pertencente a classe Il, tem sua expressdo aumentada em condi¢fes de fotoperiodo indutivo
(FIGURA 4), e, possivelmente estd relacionada ao florescimento dessa planta. Néo esta
descartado o envolvimento de STPSI com o florescimento da cana-de-agUcar, pois em outras
espécies ha relatos de sua atuacdo sobre a expressdo de genes envolvidos na inducdo e genes
de identidade de 6rgaos florais no meristema apical de parte aérea (WAHL et al., 2013).

O aumento da expressdo do gene ScFT6 em condicGes de dias encurtando (FIGURA
4) é mais um indicativo de sua funcdo como indutor do florescimento. Seus homologos em
outras espécies, como A. thaliana, arroz e sorgo, apresentam comportamento semelhante, ou
seja, sdo expressos em condicdes indutivas de fotoperiodo (LIN et al., 2007; TAMAKI et al.,
2007; WOLABU et al., 2016).

As andlises de correlacdo (Material Suplementar) demonstraram haver correlagdo
positiva (R? > 70%) entre a expressdo de STPSI, os niveis de aglcares redutores, a taxa
fotossintética, a conduténcia estomatica e a transpiracdo, ja para sacarose ndo houve tal
correlagdo. Em A. thaliana o silenciamento da expressdo de TPS1 promove um atraso do

florescimento, uma reducdo dos niveis de T6P e um aumento nos niveis de sacarose das
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plantas mutantes (WAHL et al., 2013), indicando assim, que possivelmente os niveis de
sacarose intrinsecamente ndo tem correlacdo direta com o florescimento dessas plantas.

A expressdo do gene STPSII se correlacionou positivamente apenas com o teor de
amido. O controle da degradacao de amido tem sua regulacéo vinculada ao fotoperiodo e ao
relogio circadiano (GRAF et al., 2010). Uma vez que a classe Il dos genes TPS, onde esta
incluso o gene STPSII (JUNIOR et al., 2013), possui funcdo reguladora e € regulada pelo
status de carbono na planta a correlagdo positiva entre amido e a expressdo de STPSII pode
ser devido a funcdo de STPSII no controle da degradacdo de amido em cana-de-agUcar via
sinalizag&o fotoperiodica.

A expressdo do gene ScFT6 ndo se correlacionou com nenhuma das variaveis
analisadas nesse experimento (APENDICE B). Alguns trabalhos demonstram uma relacio
entre a expressdo de FTs com o metabolismo de carboidratos, principalmente com a trealose e
seus intermediarios (MOGHADDAM; ENDE, 2013; WAHL et al., 2013). Porém, o FT é
primordialmente um intermediario da via de sinalizacdo fotoperiddica do florescimento, sua
expressdao € controlada pelo ritmo circadiano através da coincidéncia entre a expressao de
homologos dos genes CO e FT em diversas espécies de dicotiledéneas (JANSSON;
DOUGLAS, 2007; KOORNNEEF; MEINKE, 2010; SRIKANTH; SCHMID, 2011) e
monocotiledoneas(COLASANTI; CONEVA, 2009; DISTELFELD; LI; DUBCOVSKY,
2009). Dessa maneira, sua relacdo com o metabolismo de carboidratos e com a sacarose nao é
essencial para inducdo do florescimento. Ademais, ha a possibilidade de que um outro
homélogo do FT, ainda ndo caracterizado, possa fazer essa interacdo entre metabolismo o de

carboidratos e o florescimento em cana-de-agucar.



86

4 CONSIDERACOES FINAIS

AlteracBes no fotoperiodo, ou seja, reducdo ou aumento do comprimento do dia,
promovem alteracBes metabdlicas em cana-de-acUcar. A reducdo do comprimento do dia,
responsavel pela inducdo do florescimento em cana-de-acucar pela via fotoperiddica,
promove aumento na expressdo do possivel indutor do florescimento ScFT6, além de
promover o aumento da expressdo de STPSII, um sinalizador do status de carbono da planta.
O gene ScFT6 ndo tem sua expressao correlacionada a niveis de carboidrato das plantas de
cana-de-acucar e possivelmente ele atue na inducdo do florescimento exclusivamente pela

transmissdo do sinal luminoso.
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APENDICE A — Protocolo de extracdo de RNA Qiazol® com adaptacdes para cana-de-
acucar.

1. Adicionar 1 mL de Qiazol® para cada 100 mg de tecido macerado. VVortex de 30 segundos;
Obs.: Adiciona o Qiazol, agita brevemente no vortex para que todo o tecido descongele com o
Qiazol. Faz isso para todas as amostras a serem extraidas. Depois, vortex de 30 segundos para
cada amostra.

2. Deixe em temperatura ambiente por 5 minutos; Obs.: Os tubos devem ser mantidos
deitados para aumentar a superficie de contato do Qiazol® com o tecido macerado.

3. Adicionar 300 pL de cloroférmio para cada 1 mL de Qiazol® e homogeneizar
rigorosamente no vortex por 15 segundos; Obs.: Adicionar o cloroférmio e ja homogeneizar.
4. Deixar em temperatura ambiente por 3 minutos;

5. Centrifugar por 15 minutos a 12000 g ou 12125,74 rpm a 4°C;

6. Transferir o sobrenadante para novos tubos (1,5 mL), aproximadamente 300 pL; Obs.:
Muito cuidado para ndo misturar as fases. Usar duas ponteiras para fazer a transferéncia do
sobrenadante (ponteiras de 1000 e 200 pL).

7. Adicionar 500 pL de isopropanol para cada 1 mL de Qiazol®. Vortex rigoroso de 30
segundos; Obs.: Adicione e ja promova o vortex de 30 segundos, amostra por amostra.

8. Deixar em temperatura ambiente por 10 minutos;

9. Centrifugar por 10 minutos a 12000 g ou 12125,74 rpm a 4°C;

10. Aspirar o sobrenadante e descarta-lo; Obs.: O tubo deve ser virado em um béquer com
cuidado para ndo remover o pellet junto com o contetdo liquido.

11. Adicionar 1 mL de etanol 75% para cada 1 mL de Qiazol® e centrifugar por 10 minutos a
7500 g ou 9586 rpm a 4 °C;

12. Remover completamente o sobrenadante, deixar secando por 15 minutos
aproximadamente, até que o pellet esteja seco e ressuspender em 20 pL de &gua livre de
RNAse - agua MiliQ autoclavada.

Segunda lavagem

13. Adicionar 500 pL de isopropanol para cada 1 mL de Qiazol®. Vortex rigoroso de 30
segundos; Obs.: Adicione ja promova o vortex de 30 segundos, amostra por amostra.

14. Deixar em temperatura ambiente por 10 minutos;

15. Centrifugar por 10 minutos a 12000 g ou 12125,74 rpm a 4°C;

16. Aspirar o sobrenadante e descarta-lo; Obs.: O tubo deve ser virado em um béquer com
cuidado para ndo remover o pellet junto com o contetdo liquido.

17. Adicionar 1 mL de etanol 75% para cada 1 mL de Qiazol® e centrifugar por 10 minutos a
7500 g ou 9586 rpm a 4 °C;

18. Remover completamente o0 sobrenadante, deixar secando por 15 minutos
aproximadamente, até que o pellet esteja seco e ressuspender em 20 pL de agua livre de
RNAse - 4gua MiliQ autoclavada.
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APENDICE B — Andlise da correlacdo linear simples com entre dados de trocas gasosas, amido, aglcares sollveis totais, sacarose,
acucares redutores e expressdo dos genes SCFT6, STPSI e STPSII pelo teste t (p<0,05).
Varidveis* Amido Sacarose AR A gs Ci E ScFT6 SPSI SPSII
Amido R 1,00 -0,64 -0,60 -0,73 -0,60 0,24 -0,42 0,63 -0,49 0,73
Teste t p= --- p=0,120  p=0,114 p=0,040 p=0,119 p=0,562 p=0,303 p=0,095 p=0,216 p=0,041
Sacarose R -0,64 1,00 0,91 0,83 0,53 -0,44 0,75 -0,32 0,71 -0,41
Testet  p=0,120 p= - p=0,005 p=0,021 p=0,223 p=0,327 p=0,050 p=0,485 p=0,075 p=0,361
AR R -0,60 0,91 1,00 0,81 0,40 -0,66 0,87 -0,24 0,71 -0,35
Testet  p=0,114 p=0,005  p=-- p=0,015 p=0,324 p=0,072 p=0,005 p=0,567 p=0,049 p=0,396
A R -0,73 0,83 0,81 1,00 0,86 -0,12 0,87 -0,42 0,94 -0,40
Testet  p=0,040 p=0,021 p=0,015 = p=0,006 p=0,769 p=0,005 p=0,300 p=0,000 p=0,330
gs R -0,60 0,53 0,40 0,86 1,00 0,39 0,61 -0,40 0,87 -0,26
Teste t p=0,119 p=0,223 p=0,324  p=0,006 p=--- p=0,336 p=0,110 p=0,320 p=0,006 p=0,534
Ci R 0,24 -0,44 -0,66 -0,12 0,39 1,00 -0,31 0,03 0,02 0,25
Testet  p=0562 p=0,327 p=0,072 p=0,769  p=0,336 =---  p=0451 p=0947 p=0,959 p=0,545
E R -0,42 0,75 0,87 0,87 0,61 -0,31 1,00 -0,30 0,87 -0,09
Teste t p=0,303 p=0,050 p=0,005 p=0,005 p=0,110 p=0,451 p=--- p=0,474  p=0,005 p=0,830
SCET6 R 0,63 -0,32 -0,24 -0,42 -0,40 0,03 -0,30 1,00 -0,25 0,24
Testet  p=0,095 p=0,485 p=0,567 p=0,300 p=0,320 p=0,947 p=0,474 p=---  p=0,543 p=0573
Sps| R -0,49 0,71 0,71 0,94 0,87 0,02 0,87 -0,25 1,00 -0,17
Testet  p=0,216 p=0,075 p=0,049 p=0,000 p=0,006 p=0,959 p=0,005 p=0543  p=--  p=0,693
SPsI| R 0,73 -0,41 -0,35 -0,40 -0,26 0,25 -0,09 0,24 -0,17 1,00

Teste t p=0,041 p=0,361 p=0,396 p=0,330 p=0534 p=0545 p=0,830 p=0,573 p=0,693 p=---

AR — Acucar redutor

A — Fotossintese

gs — Condutancia estomatica

Ci — Camara substomatica

E — Transpiracao

R — Coeficiente de correlacédo

* - Valores grifados de vermelho indicam uma correlacdo significativa entre as variaveis.
Fonte: Do autor (2019).
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1 PERSPECTIVAS FUTURAS

O fotoperiodo €, para cana-de-aclicar, um dos principais fatores ambientais envolvidos
na inducdo floral. Sua funcéo esta ligada a definicdo do momento em que o florescimento
ocorre nessa espécie, sendo necessario um periodo de dias com comprimento inferiores a um
fotoperiodo critico para que ela floresca. Ademais, estudos demonstraram que, a cana-de-
acucar, exige um periodo de dias encurtando, associado a temperaturas abaixo de 32 °C, para
emitir sua inflorescéncia.

A identificagdo e caracterizagdo funcional de genes envolvidos no florescimento da
cana-de-agucar via fotoperiodo teve seu inicio com a identificacdo de alguns genes
homologos ao FT com possivel funcdo de repressao do florescimento. Com os trabalhos de
sequenciamento de RNA da cana-de-aclUcar foi possivel desenvolver novas pesquisas
buscando a identificacédo e caracterizacdo de genes envolvidos na sua inducéo floral.

Foram identificados e caracterizados novos possiveis ortologos do FT em cana-de-
aclcar, o SCFT6, SCFT7 e ScFT8. Entre esses, destacou-se 0 gene ScFT6, que apresentou
caracteristicas em sua sequéncia semelhante a outros genes envolvidos na inducédo floral de
outras espécies, tanto monocotiledéneas quanto dicotileddneas. Além do mais, sua expressao,
semelhante a outros FTs indutores do florescimento encontrado em outras espécies, ocorre em
folhas maduras e no meristema apical de parte aérea e é controlada pelo ritmo circadiano.

Foi caracterizada a relacao entre a reducdo do comprimento do dia, responsavel pela
inducdo do florescimento em cana-de-acUcar pela via fotoperiddica, a expressdao do gene
ScFT6 e 0 metabolismo de carboidratos. A reducdo do comprimento do dia promove aumento
da expressdo do possivel indutor do florescimento ScFT6, além de promover o aumento da
expressdo de STPSII, um sinalizador do status de carbono da planta. No entanto, o gene
ScFT6 nédo tem sua expressdo correlacionada a niveis de carboidrato das plantas de cana-de-
acucar. Dessa maneira, possivelmente, 0 gene ScFT6 atue na inducdo floral da cana-de-
acucar exclusivamente pela transmissdo do sinal luminoso, relacionado ao comprimento do
dia.

Futuros trabalhos poderdo focar na superexpressao do gene ScFT6 de cana-de-acUcar
em plantas modelo (Setaria viridis ou A. thaliana) visando confirmar sua funcédo na inducao
floral. A identificacdo de possiveis ortdlogos do gene FD ja foi iniciada (dados néo
publicados), andlises de interacdo (proteina-proteina via “yeast two-hybrid’) entre o SCFT6 e
FDs de cana-de-agUcar, permitirdo a definicdo da ocorréncia da formagdo do complexo FT-
FD, caracteristico da inducéo floral em diversas espécies. Uma outra linha é dar continuidade

aos experimentos com cana-de-agucar em ambiente controlado (fotoperiodo e temperatura)
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visando obter material para realizagdo de analises de RNA-seq afim de gerar informacoes
completas do transcriptoma de cana-de-acUcar nessas condi¢cdes e assim identificar todos os
genes gque tem sua expressdo alterada por esses fatores ambientais. Nesse sentido sera possivel
identificar redes de co-expressdo entre vias metabdlicas e de sinalizacdo envolvidas na

inducdo floral de cana-de-agUcar.



