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RESUMO

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é uma das culturas agricolas mais importantes, sendo fonte
de producdo industrial mundial tanto no setor alimenticio como bioenergético. O florescimento
afeta diretamente a sua produgdo, uma vez que, este processo consome a sacarose armazenada
no colmo para o desenvolvimento de estruturas florais. Uma das estratégias na criacdo de novas
tecnologias para ganhos de producdo é o uso do fungicida piraclostrobina, o qual tem sido
frequentemente relacionado com efeitos fisioldégicos em plantas. Dados ainda sob andlise,
suportam a hipdtese de que a piraclostrobina pode promover algum tipo de sinalizacdo com a
inducdo do florescimento, supostamente, via metabolismo de agucares e do nitrogénio. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia da piraclostrobina nas respostas
fotossintéticas e respiratorias, bem como na producdo de 6xido nitrico (NO), em cana-de-
acucar. Adicionalmente, objetivou-se avaliar as consequéncias desses efeitos no crescimento,
desenvolvimento e florescimento a partir de analises de RNA-seq. Para tanto, foi executado um
experimento com plantas cultivadas em vaso e outro experimento em condi¢des de campo. No
experimento em vaso foram avaliados parametros fotossintéticos, respiracdo, teores clorofilas
e carotenoides, e producéo de éxido nitrico. No experimento em campo, foi avaliado um novo
sistema de manejo com intuito de otimizar e validar os efeitos no crescimento e
desenvolvimento, e sobre o florescimento. Em adicdo, os dados foram investigados a partir da
andlise do transcriptoma de plantas com e sem aplicacdo de piraclostrobina. Os resultados
mostraram que plantas de cana-de-aglUcar, submetidas ao tratamento com piraclostrobina,
apresentaram melhores respostas ao aumento da radiagdo luminosa. Verificou-se aumentos
tanto na respiracdo como nos teores de pigmentos fotossintéticos. A producdo de NO foi
incrementada nas folhas de plantas tratadas. As variaveis analisadas tiveram respostas
totalmente diferentes com o tratamento. Em campo, as plantas tiveram aumento do colmo, em
altura e didametro, apresentaram reducéo da isoporizacao, prolongamento da fase de crescimento
vegetativo e incremento da produtividade final. Dados qualitativos da visualiza¢do da regido
meristematica mostraram que o0 modelo de manejo com 3 aplicacfes de piraclostrobina tem
potencial pra inibir o florescimento da cana-de-agUcar. As analises de RNA-seq sugerem que a
piraclostrobina estd envolvida na regulacdo contra estresses, em mecanismos de tolerancia
térmica ligados a producao vegetal, em mecanismos fotossintéticos regulatorios, em impactos
nas relacdes fonte-dreno, sinalizacdo cloroplastidica e mitocondrial, e regulacdo na inducéo do
florescimento.

Palavras-Chave: Potencial de Rendimento; Florescimento; RNA-seq.



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the most important crops, being a source of worldwide
industrial production in both the food and bioenergy sectors. Flowering directly affects its
production, since this process consumes sucrose stored in the stem for the development of floral
structures. One of the strategies in the creation of new technologies for production gains is the
use of the fungicide pyraclostrobin, which has often been related to physiological effects on
plants. Data still under analysis, support the hypothesis that pyraclostrobin can promote some
type of signaling with the induction of flowering, supposedly, via sugar and nitrogen
metabolism. In this sense, the objective of this work was to investigate the influence of
pyraclostrobin on photosynthetic and respiratory responses, as well as on the production of
nitric oxide (NO), in sugarcane. Additionally, the objective was to evaluate the consequences
of these effects on growth, development, and flowering based on RNA-seq analyzes. For that,
an experiment was carried out with plants grown in a pot and another experiment under field
conditions. In the pot experiment, photosynthetic parameters, respiration, chlorophyll, and
carotenoid contents, and nitric oxide production were evaluated. In the field experiment, a new
management system was evaluated to optimize and validate the effects on growth and
development, and flowering. Also, the data were investigated from the analysis of the plant
transcriptome with and without the application of pyraclostrobin. The results showed that
sugarcane plants, submitted to treatment with pyraclostrobin, showed faster responses to the
increase in light radiation. There were increases both in respiration and in the levels of
photosynthetic pigments. NO production was increased in the leaves of treated plants. The
analyzed variables had different responses with treatment. In the field, the plants had an increase
in the diameter and height of the stalk, showed a reduction in the pith process, an extension of
the vegetative growth phase and an increase in the final productivity. Qualitative data from the
visualization of the meristematic region showed that the model of 3 applications of
pyraclostrobin has the potential to inhibit the flowering of sugar cane. RNA-seq analyzes
suggest that pyraclostrobin is involved in stress regulation, in thermal tolerance mechanisms
linked to plant production, in photosynthetic regulatory mechanisms, in impacts on source-drain
relationships, chloroplast and mitochondrial signaling, and regulation in the flowering
induction.

Keywords: Yield Potential; Flowering; RNA-seq.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acuUcar (Saccharum spp.) € uma das principais culturas agricolas mundiais,
destacando-se como uma importante fonte de producdo industrial nos setores alimenticios
humano e animal, bem como no setor bioenergético. Devido ao grande destaque econémico e
elevada capacidade bioldgica de producéo, o cultivo da cana-de-agucar tem sido alvo de estudos
que buscam um melhor entendimento de seus mecanismos fisioldégicos e moleculares no
metabolismo e no desenvolvimento reprodutivo (WANG et al., 2013). Assim, muitas pesquisas
sdo desenvolvidas com o objetivo de melhorar a producdo de biomassa, visando o rendimento
de matérias primas e seus subprodutos, especialmente para a sacarose e o etanol (DIAS et al.,
2015; MANFREDI et al., 2018).

Um dos fatores que podem limitar o ganho de produtividade da cana-de-aclcar €
florescimento. O Brasil tem sua producao afetada diretamente por esse processo, apresentando
condicGes ambientais favoraveis para a indugdo floral na maioria das regiGes produtoras. O
florescimento reduz a produtividade porque consome a sacarose armazenada no colmo para o
desenvolvimento de estruturas florais. Entretanto, existem poucas alternativas tecnologicas que
buscam regular o crescimento e o desenvolvimento reprodutivo, tais como maturadores e
inibidores do florescimento (CRUSCIOL et al., 2017; LOZANO et al., 2018).

Varios cientistas tém buscado o desenvolvimento de culturas agricolas bioenergéticas
melhoradas (MATTIELLO et al., 2015). Ainda que a cana-de-agUcar seja uma das culturas
energéticas mais eficiente, o seu desempenho metabdlico ainda pode ser extrapolado ao se
considerar os calculos de capacidade de rendimentos teéricos (WACLAWOSKY et al., 2010;
DIAS et al., 2015). Nesse sentido, uma estratégia que pode ser promissora para 0 aumento de

produtividade da cana-de-acgUcar € a utilizacdo de produtos quimicos a base de piraclostrobina.

Derivada da estrobilurina, uma substancia natural isolada a partir de fungos do género
Strobilurus (Physalacriaceae), a piraclostrobina é utilizada para a prevencéo de doencas, como
a antracnose (PESQUEIRA et al., 2016) e a ferrugem (MOURA et al., 2016), as quais afetam
as mais diversas culturas. Nos fungos, essa substancia age como inibidor da sintese de ATP, na
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, essencial para os processos metabdlicos vitais
(BECKER et al., 1981). Embora de modo incipiente, varios trabalhos j& relacionaram o efeito
desse fungicida com a fisiologia das plantas, promovendo a melhoria da producdo em diferentes

culturas agricolas, com efeitos sobre a respiracéo, fotossintese e assimilacdo de nitrogénio
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(FAGAN et al., 2010; CAMPBELL et al., 2012; KANUNGO; JOSHIO, 2014; MA’RUF et al.,
2016; LOPES et al., 2018).

Em cana-de-acgUcar, pesquisas anteriores demonstraram que a aplica¢do de produtos a
base de piraclostrobina repercutiram tanto em respostas metabodlicas rapidas, como em
respostas metabolicas e de crescimento a longo prazo. Isso foi verificado para 0 aumento no
metabolismo de carboidratos e atividade de invertases, além de incrementos em nitrogénio e
proteinas, em um periodo de 24 horas, em plantas sob aplicacdo (SMOZINSKY, 2017). A longo
prazo, verificou-se respostas ao incremento da fotossintese e de biomassa em toneladas por
hectare, em plantas sob aplicacdo (LOPES et al., 2018). Em paralelo a isso, os estudos sobre o
florescimento ja forneceram evidencias sobre uma possivel influéncia da aplicacdo de
piraclostrobina sobre genes ligados a inducdo e a represséao floral da cana-de-agucar (SILVA,
2016). Nesse sentido, novas investigacdes no presente estudo buscaram compreender como as
plantas respondem téo rapido ao metabolismo de carboidratos e nitrogénio, e como esses efeitos

se revertem em parametros de crescimento e no florescimento.

Nesse contexto, foi estudada a hipotese de que a piraclostrobina incrementa a eficiéncia
fotossintética rapidamente, devido ao aumento no metabolismo do nitrogénio, acarretando no
acumulo de agucares e de 6xido nitrico, o quais sdo sinalizadores na regulacdo do florescimento.
Baseado nisso, acredita-se que que a piraclostrobina desvia elétrons nas reagdes da fosforilacdo
oxidativa mitocondrial na planta, tal como em fungos. Isso levaria a reducdo da producédo de
ATP e ao consequente aumento da atividade de oxidases alternativas. A reducdo do ATP
poderia intensificar o ciclo dos &cidos tricarboxilicos na matriz, levando a uma maior entrada
de malato em troca de fosfatos. Isto poderia equilibrar o pH da matriz e fornecer mais substratos
para a sintese de 2-oxoglutarato, regulando positivamente a atividade da redutase do nitrato, 0

gue aumentariam os niveis de 6xido nitrico.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia da piraclostrobina nas
respostas fotossintéticas e respiratdrias, bem como na producdo de 6xido nitrico, em cana-de-
acucar. Adicionalmente, objetivou-se avaliar as repercussdes dessa influéncia no crescimento,
desenvolvimento e florescimento, em condic¢des de campo, a partir da regulacdo molecular da

piraclostrobina, por meio de analises de RNA-seq.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Cana-de-Acucar: Potencial Energético e Desafios

O Brasil é o maior produtor de agucar e etanol obtidos da cana-de-aglcar, 0s quais
representam componentes significativos para a economia do pais, a partir de uma area colhida
estimada em 8,5 milhdes de hectares (GOES et al., 2011; BIZZO et al., 2014; CONAB, 2020).
Estimativas apontam que, o Brasil produzird mais da metade do aclcar comercializado no
mundo nos proximos anos. No ano de 2017, o pais produziu cerca de 671 milhdes de toneladas
de cana-de-acucar, com crescimento de 18% em relacdo ao ano de 2016. Neste cenario, a
producdo de acucar deve alcancar em torno de 47,34 milhdes de toneladas, com exportacéo de
até 32,6 milhGes de toneladas. Para o etanol, o pais deve alcancar uma producéao de 50 bilhGes

de litros e com exportacao de cerca de 8,8 bilhdes de litros (MAPA, 2018).

No Brasil, além, da agroindustrializacdo sucroalcooleira associada aos grandes
produtores, a cultura da cana-de-agUcar contribui para a geracéo de renda, tanto para agricultura
familiar, como para pequenos e médios produtores, que contam com incentivos financeiros nas
esferas Estadual e Federal (CONAB, 2018; MAPA 2018). Atualmente, o cultivo de cana-de-
acucar ainda pode fazer parte da comercializacdo de créditos de carbono (VAL et al., 2011).
Assim, a agroindustria canavieira nacional é tecnicamente qualificada e com bom potencial

para 0 aumento da producdo e atendimento da demanda de mercado nacional e internacional.

A crescente demanda global por energia renovavel levou a uma grande expansao e
intensificacdo do setor sucroalcooleiro na agricultura e na politica de agroenergia do Brasil
(BENTO et al., 2018; MAPA, 2018). Entretanto, acredita-se que ndo devam mais acontecer
expansBes descontroladas da fronteira agricola da cana-de-agucar, 0 que pode gerar uma
limitacdo de &reas a serem plantadas, aliada a politica nacional de meio ambiente e programas
de conservacao da vegetacdo nativa. Com isso, aumenta-se a necessidade de estudos para a
otimizacdo do potencial metabdlico energético, bem como para o melhor aproveitamento da
biomassa e das condi¢bes edafocliméticas, e com isso, minimizando fatores limitantes da

produtividade

A cana-de-acgucar, sendo uma planta de metabolismo C4, € uma das culturas agricolas
mais eficientes na conversdo de energia solar em energia quimica (JANSSON et al., 2018;

WANG et al., 2018). Com uma grande capacidade bioldgica para estocar sacarose no colmo, o
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particionamento de carbono na cana € um processo crucial na distribui¢do da energia quimica
convertida pela fotossintese. O carbono fixado é convertido em agucares, ou em seus derivados,
nas celulas fotossinteticamente ativas, e posteriormente distribuido para tecidos drenos. Entdo,
0 acucar produzido pode ser armazenado em vacuolos, ou remobilizado, ou direcionados a

formagé&o de biomassa estrutural (WANG et al., 2013).

As flutuacdes entre 0 armazenamento do agUcar e o seu direcionamento para biomassa
estrutural no crescimento e desenvolvimento determinam o ponto ideal do estadio de maturagédo
fisioldgica e comercial da cana-de-agUcar. Alterar essas caracteristicas metabdlicas implica no
uso de estratégias para melhorar o seu potencial de rendimento (WANG et al., 2013; PEREIRA
et al., 2017). No entanto, atender a crescente demanda global, por biomassa vegetal para
producdo de alimentos e energia, sem impactos negativos ao meio ambiente e a economia,
exigira um aumento na produtividade das culturas entre 50-85% nas proximas décadas, sem a
expansdo da &rea de terras agricolas (JANSSON et al.,, 2018). Nessa perspectiva, sdo
necessarias pesquisas direcionadas ao melhoramento de caracteristicas biologicas ligadas aos

parametros de produtividade.

O melhoramento genético da cana-de-acucar ainda enfrenta grandes dificuldades. A
cana moderna se originou da hibridagdo interespecifica entre as espécies parentais Saccharum
officinarum L. e S. spontaneum L. (silvestre). Em uma variedade tipica, cerca de 80% dos
cromossomos séo herdados de S. officinarum, 15% de S. spontaneum e 5% sdo cromossomos
recombinantes das duas espécies (AITKEN et al., 2016). Nesse contexto, a cana-de-agucar
apresenta alta poliploidia, aneuploidia e polimorfismo, tendo um genoma com tamanho
representado por mais de 10 copias, em torno de 10 gigabases ou 10° pares de bases de
comprimento. Comparativamente, estima-se que 0 Seu genoma seja seis vezes maior que o
genoma humano e dez vezes maior que o genoma do sorgo (Sorghum bicolor L.) que € uma
cultura filogeneticamente muito proxima (BUTTERFIELD et al., 2001; AITKEN et al., 2016).

A complexidade de se trabalhar com o genoma da cana-de-acUcar limita o seu
sequenciamento e 0s avangos da manipulagédo genética de suas variedades (BUTTERFIELD et
al., 2001). Assim, o melhoramento classico tem sido o Unico responsavel pelo grande numero
de variedades de cana-de-acucar liberadas nas ultimas décadas, embora alguns esforgos que
explorem a modificagdo genética ja tenham sido realizados (MATTIELO et al., 2015), como o
desenvolvimento da primeira cana-de-agUcar transgénica resistente a broca-da-cana (Diatraea
saccharalis) (CRISTOFOLETTI et al., 2018).
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O melhoramento cléssico e 0 manejo adequado ja& contribuiram para o aumento da
eficiéncia de vérias culturas, incluindo a cana-de-agucar, por exemplo, na alta diversidade
fenotipica para caracteristicas bioenergéticas, acumulo de biomassa, sistema radicular,
arquitetura da planta e tolerancia a seca (JACKSON, 2005; DAL-BIANCO et al., 2012;
WACLAWOVSKY et al., 2010; DAROS et al 2017; SILVA et al, 2017). Entretanto, ainda
existem outros parametros promissores para se atingir superavits na produtividade da cana-de-
acucar, uma vez que, a sua eficiéncia fotossintética ainda pode ser extrapolada, levando-se em

conta os calculos de rendimentos tedricos.

2.2 O Potencial de Rendimento da Cana-de-Acucar

O rendimento de uma safra, considerando-se a captacdo de energia solar, é determinado
pela exposicdo das plantas a luz durante a estacdo de crescimento e pela eficiéncia com que elas
capturam energia, convertendo-a em acgucares e remobilizando esses acucares em biomassa
antes da colheita (JASSON et al., 2018). O potencial de rendimento (Yp) pode ser expresso
matematicamente a partir da equagdo Yp =Q . & . & . &. Em que, Yp é a massa de material
colhido por hectare de terra que um genétipo de uma cultura pode alcancar, em um determinado
ambiente, desconsiderando-se estresses bidticos e abioticos; Q: é radiacdo solar recebida
durante a estacdo de crescimento por uma unidade de éarea de terra; & € a eficiéncia de
interceptacao de luz; & ¢ a eficiéncia de conversdo de energia fotossintética; €p € a eficiéncia

de particionamento, considerado como indice de colheita (LONG et al., 2015).

De fato, a eficiéncia de interceptacdo (&i) e de particionamento (gp) j& estdo proximos
dos seus limites biologicos teodricos, ndo obstante, a eficiéncia de conversdo (&) € um
componente promissor para o potencial de rendimento (ZHU et al., 2010; FERREIRA et al.,
2015; WANG et al., 2018). Para uma planta C4, o limite tedrico para converter a radia¢do solar
total em biomassa é cerca de 6,0%, e 0s valores para conversao de radiacao fotossinteticamente
ativa sdo cerca de 12% (JANSSON et al., 2018). Nesse sentido, uma das estratégias
tecnologicas, seguindo por essa abordagem do Yp e alterando os componentes da equacdo de
rendimento, seria um decorrente aumento do rendimento fotossintético. Por conseguinte, uma
perspectiva em potencial seria manter o ponto de maturagéo ideal, em que a cana-de-agucar
permaneca por mais tempo em estadio vegetativo, retardando ou inibindo o seu

desenvolvimento reprodutivo no periodo final de safra.
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Uma das estratégias na criacdo de novas tecnologias para aumentar produtividade da
cana-de-acgucar e prolongar o tempo de maturacdo pode ser a aplicacdo de Piraclostrobina. Nas
ultimas décadas, esse fungicida tem sido relacionado com aumentos de producéo em algumas
culturas, ndo apenas por sua acao fitossanitaria preventiva, como também pelo possivel “efeito
fisiologico” em plantas (FAGAN etal., 2010; CAMPBELL etal., 2012; KANUNGO; JOSHIO,
2014; MA’RUF et al., 2016; LOPES et al., 2018) . Estas caracteristicas podem estar ligadas a
natureza quimica da molécula. Em sua esséncia, a Piraclostrobina age como inibidor do
transporte de elétrons nas mitocondrias das células flngicas, interrompendo a transferéncia de
elétrons no local de oxidacdo do quinol no complexo do citocromo-bcl, inibindo a sintese de
ATP, que é essencial para o seu funcionamento metabdlico normal (BECKER et al., 1981).

2.3 A Piraclostrobina e 0 Aumento do Rendimento Vegetal

A Piraclostrobina pertence ao grupo quimico das Estrobilurinas e pode ser encontrada
no mercado agricola como Comet® (Piraclostrobina — 250 g L), usado em cana-de-agucar
contra a ferrugem (Puccinia melanocephala). Pode ser encontrada na forma conjugada com
outros grupos quimicos, como Triazol no Opera® (Piraclostrobina — 133 g L e Epoxiconazol
— 50 g L) contra P. melanocephala e ferrugem alaranjada da cana-de-aglcar (Puccinia
kuehnii), bem como conjugada com Carboxamida no Orkestra® (Piraclostrobina —333 gLt e
Fluxapiroxade — 167 g L) contra P. melanocephala, P. kuehnii e podriddo da coroa
(Ceratocystis paradoxa). Ainda, em menor concentracdo, a Piraclostrobina estad contida no
Ativum® (Piraclostrobina 81 g L*, Epoxiconazol — 50 g L e Fluxapiroxade — 50 g L%), que é
indicado para outras culturas (BASF, 2020). Geralmente, recomendam-se duas aplicacdes do
produto, em intervalos de 20 a 30 dias (FIGURA 1).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do modelo convencional de aplicagdo de produtos a base de
piraclostrobina.

AgMusa™ | Tolete Cana Soca

Legenda: Duas aplicagbes de Opera® ou Orkestra® séo, geralmente, recomendadas em intervalos de 20
a 30 dias, sendo uma delas para prevencdo fitossanitaria e a outra para o ganho de produtividade. Uma
aplicacdo de Comet® pode ser incluida, sendo realizada durante o pré-plantio; AgMusa™: sistema de
mudas sadias, de alta qualidade, desenvolvido pela BASF. Fonte: BASF (2020).

Varios pesquisadores ja inferiram sobre o efeito fisioldgico dos produtos comerciais a
base de Piraclostrobina, apresentando consequéncias positivas para a produtividade
(CAMPBELL et al., 2012; KANUNGO; JOSHIO, 2014; MA’RUF et al., 2016). Dentre 0s seus
efeitos, destacam-se o incremento da fotossintese (BECK et al., 2002; BALBA, 2007), que é
de grande importancia para a cana-de-agUcar. Na cultura de soja, por exemplo, a aplicacdo de
Piraclostrobina promove a reducdo da respiracdo, incremento da fotossintese e da atividade da
enzima redutase do nitrato, aumento da massa de gréos e produtividade final (FAGAN et al.,
2010). Entretanto, para a cultura do milho (Zea mays L.) ndo se constataram efeitos na
produtividade, mesmo sendo aplicada em diferentes épocas e combinaces de aplicacdo
(SCHUMACHER et al., 2017).

Na cana-de-agUcar, estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Fisiologia Molecular de Plantas (LFMP), da Universidade Federal de Lavras, tém levado a
hipotese de que a Piraclostrobina interfere no metabolismo de carbono da cana-de-agucar.
Foram verificadas alteraces no teor de sacarose e na atividade das enzimas invertases acida,
invertases neutras e invertases da parede celular (SMOZINSKI, 2017), tal como no aumento da
fotossintese (LOPES et al., 2018). No crescimento, foi verificado um acentuado alongamento
de colmos (LOPES, 2018) e aumento de TCH (tonelada de colmo/hectare) (LOPES et al.,
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2018). Uma possivel relacdo metabolica com a Piraclostrobina pode estar ligada ao aumento de
atividade da redutase do nitrato, contribuindo com a biossintese de amino&cidos, clorofilas
(MARTINAZZO et al., 2016) e hormdnios (HARDIANSYAH et al., 2017).

Estudos sugerem que o aumento da expressdo génica da redutase do nitrato, em
Arabidopsis thaliana, eleva os niveis de 6xido nitrico (NO), o qual influencia na respira¢do da
via alternativa ao citocromo mitocondrial, regulando positivamente a atividade da oxidase
alternativa (AOX) (HUANG et al., 2002). Isso se deve a possivel relacdo entre o aumento do
NO enddgeno e a inibi¢do da enzima aconitase nas mitocéndrias, e isto acarreta no acimulo de
citrato que é um forte indutor da expressao génica da AOX (GUPTA et al., 2012). O citrato é
precursor de 2-oxoglutarato, o qual estd ligado a assimilacdo do nitrogénio e, portanto, a

biossintese de aminodcidos e clorofilas.

Existem evidéncias que a atividade da AOX também pode induzir a producdo de NO
dentro das mitocondrias (GUPTA et al., 2018; VISHWAKARMA et al., 2018). Nesse sentido,
a funcdo quimica da Piraclostrobina, inibindo o fluxo de elétrons pelo citocromo-bcl
mitocondrial de fungos (BECKER et al., 1981; BASF, 2018), implica em sua possivel relacéo
com o aumento da atividade de AOX em plantas para desviar os elétrons da rota bloqueada no
complexo Ill. Apesar disso, ainda ndo ha relatos de atividades chaves da regulacdo por
Piraclostrobina no metabolismo mitocondrial vegetal envolvendo o NO e a biossintese da

sacarose, sobretudo, em cana-de-agUcar.

A sintase da sacarose-6-fosfato (SPS) € a enzima chave da regulacdo da sintese de
sacarose e, consequentemente, na produtividade da cana-de-agucar. A atividade da SPS pode
ser regulada pela glicose-6-fosfato e inibida por fosfato inorganico (DOEHLERT et al., 1983;
DOEHLERT et al., 1984). A sua expressdo génica pode ocorrer em diferentes tecidos (SOLIS-
GUZMAN et al., 2017), sendo importante na regulacdo do acumulo de amido, armazenamento
de proteina, sintese de celulose e crescimento vegetativo (PARK et al., 2008; WANG et al.,
2018). Na manutencgéo energética biologica, a SPS possui estreita relagdo com as invertases,
catalisando a hidrdlise da sacarose, além de estarem envolvidas na regulacdo da alocacédo de
carbono (WANG et al., 2018). Em conjunto, essas enzimas podem ser indicadores da possivel

atuacdo bioquimica da piraclostrobina em cana-de-agucar.

Com base nessas pesquisas, sdo necessarios estudos que contemplem a associacao da
Piraclostrobina com a fisiologia molecular da cana-de-agucar, visando 0 aumento de producao,
tanto atraves da eficiéncia energética como pela inibicdo do florescimento. Em outro estudo

preliminar, desenvolvido pelo LFMP, constatou-se indicios de que a aplicacdo de
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Piraclostrobina pode promover alteracdo no padrdo de expressdo de genes ligados ao
florescimento (SILVA, 2016), sendo necessarias mais investigacdes. Assim, ndo ha estudos
suficientes que elucidaram o envolvimento direto da Piraclostrobina nos processos bioquimicos
celulares nos tecidos da cana-de-acUcar e na sinalizacdo desses efeitos para a transi¢éo da fase

vegetativa para a fase reprodutiva.

2.4 Sinalizacdo Molecular e Metabolica do Florescimento

O processo de transicdo para a fase reprodutiva envolve uma complexa rede de sinais
ambientais e endogenos, por meio de promotores e repressores florais (MATSOUKAS et al.,
2012; KHAN et al., 2014). Em A. thaliana, o florigeno FLOWERING LOCUS T (FT) promove
a transicdo para o desenvolvimento reprodutivo e floracdo, enquanto TERMINAL FLOWER 1
(TFL1) reprime essa transicdo (WICKLAND; HANZAWA, 2015). O gene da identidade do
meristema floral, o LEAFY (LFY), ativa diretamente 0 FLOWERING LOCUS D (FD), criando
um ciclo de retroalimentacdo positiva (WIGGE et al., 2005; JAEGER et al., 2013). A proteina
FT é translocada da folha para o meristema apical do caule, onde interage com a proteina FD
formando um complexo FT/FD, associado a outras proteinas. Esse mecanismo, entdo, promove
as mudancas ontogénicas do estadio vegetativo para o estadio reprodutivo do meristema
(WIGGE et al., 2005; MEDEIROS et al., 2016).

Em cana-de-acgucar, sabe-se que o processo de inducdo do florescimento se da com a
diminuicdo do comprimento do dia, temperaturas amenas durante a noite e elevadas
temperaturas diurnas com alta umidade. Entretanto, as pesquisas sobre a regulacdo genética do
florescimento da cana-de-acucar ainda sdo inscientes. Nos estudos de expressdo génica, foi
observada floragdo tardia em plantas de A. thaliana com superexpressdo dos homdlogos de FT
e TFL provenientes da cana-de-agucar, identificados como ScFT1 e ScTFL1 (COELHO, 2013).
Desse modo, foi proposto que o SCFT1 atua como um repressor floral em cana e a expressdo
deste varia sob condi¢des ndo indutiva e indutivas (COELHO et al., 2014). Além desses
homologos, foram também identificadas quatro sequéncias incompletas denominadas ScFT2,
ScFT3, ScFT4 e ScFT5. O ScFT1 apresenta a maior similaridade com o FT de A. thaliana,
enquanto que ScFT2 é mais similar ao SCFT1 e ao candidato FT em Z. mays (ZCN8) (COELHO,
2013).
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Uma sequéncia semelhante ao gene INDETERMINATEL (ID1), expresso em folhas
imaturas de Z. mays (CONEVA et al., 2007), foi isolada e identificada parcialmente como
ScID1 em cana-de-actcar (COELHO, 2010), sugerindo um possivel papel como indutor do
florescimento da cana-de-agucar tal como em Z. mays, podendo ser autdbnomo e distinto da via
do fotoperiodo (COELHO, 2010). Uma possivel semelhanga entre genes ID1 de outras
gramineas, como arroz (Oryza sativa L.), também refor¢a uma relagcdo com a sua funcéo no
florescimento (COLASANTI et al., 2006; AGARWAL et al., 2007). Em Z. mays, o gene ID1
codifica um fator de transcri¢do que esta ligado a regulacdo da transicao para floracao, em que
plantas mutantes id1 se apresentam apenas em estadio vegetativo com crescimento prolongado
e ndo desenvolvem flores normais (CONEVA et al., 2007).

O tempo da floracdo também pode ser regulado pelo status de carboidratos na planta e,
consequentemente, sendo um indicativo para a maturacdo da cana-de-agucar. Acredita-se que
0s agUcares desempenham um papel crucial na regulacdo da floracdo, em que a trealose-6-
fosfato (T6P) atua com um indicador desse status (WAHL et al., 2013). A T6P, precursora da
trealose na via biossintética, € um importante metabolito de sinalizacéo envolvido na regulacédo
do crescimento e desenvolvimento das plantas em resposta a disponibilidade de carbono
(O’HARA et al., 2013). Por exemplo, a perda da enzima TREHALOSE-6-PHOSPHATE
SYNTHASE 1 (TPS1) pode atrasar o florescimento, como ja foi demonstrado em A. thaliana.
Assim, a via T6P afeta a inducéo floral, unindo a TPS1 ao grupo de reguladores do tempo de

floracdo em resposta balanco de carboidratos (WAHL et al., 2013).

Além do teor de carboidratos, o balango de nitrogénio tem seu papel no florescimento
que é modulado pela atividade da enzima redutase do nitrato (SELIGMAN et al., 2008). Plantas
de A. thaliana deficientes em redutase do nitrato, representadas pelo mutante duplo nial e nia2,
emitem menos 6xido nitrico (NO). Este mutante floresce precocemente quando comparado com
plantas selvagens. Ressalta-se que, este fendtipo parece resultar dos niveis acentuadamente
reduzidos de NO nas folhas durante o crescimento vegetativo, revelando o papel da redutase do
nitrato no florescimento. Assim, o NO é identificado como um potencial repressor da inducéao
floral (HE et al., 2004).

Os limites de desempenho fisioldgico da cana-de-agUcar estdo em foco, diante dos
grandes desafios da cultura em acompanhar e superar as expectativas de mercado. Um sistema
de manejo estratégico com produtos a base de piraclostrobina vem a ser promissor para
extrapolar as capacidades de producgdo, mediando as capacidades fotossintéticas e balango de

carbono e nitrogénio. Tais observacbes levaram a hipGtese de um possivel papel da
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piraclostrobina ndo s6 no metabolismo energético, como também na regulacdo do
florescimento. A piraclostrobina pode ter ligagdo direta com o complexo 111 mitocondrial sendo
bem conservado entre fungos e plantas. Dessa forma a molécula pode estar envolvida na
respiracdo celular e integrando o metabolismo do carbono e do nitrogénio com as vias de

inducgéo do florescimento, via sinalizagcdo com o NO.
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3 MATERIAL E METODOS

A execucao experimental deste trabalho foi dividida em dois experimentos principais.
No experimento 1, foram utilizadas plantas de cana-de-agucar cultivadas em vasos para
investigacdo de aspectos bioguimicos e metabolicos. O experimento 2 foi realizado em
condigOes de campo, onde foi realizado no novo modelo de 3 aplicagdes piraclostrobina no
periodo real de safra, em que foram obtidos dados de desempenho no crescimento,
desenvolvimento e florescimento, bem como o sequenciamento de RNA (RNA-seq) para o

estudo da expressdo génica ligada a regulacédo da piraclostrobina sobre a cana-de-acucar.

3.1 Experimento | — Plantas cultivadas em vaso

3.1.1 Material Vegetal e CondicGes Experimentais

No experimento em vasos, foram utilizadas mudas de cana-de-acucar cv. RB966920
oriundas do Sistema AgMusa™. Os vasos foram mantidos a pleno sol sob irrigagdo e adubagéo
controladas a cada 2 e 40 dias, respectivamente. O experimento foi conduzido na Universidade
Federal de Lavras (UFLA), na area experimental do Setor de Fisiologia Vegetal, S21°14°43” -
W44°59°59” com 900 m de altitude aproximadamente.

3.1.2 Aplicacédo de Piraclostrobina e Avaliacbes

A aplicacdo de piraclostrobina foi realizada uma Unica vez em plantas de 7 meses de
idade, utilizando-se o produto comercial Comet® (Piraclostrobina 250 g L™ de ingrediente
ativo) na dose recomendada pelo fabricante de 1 L ha, por meio de pulverizador costal ajustado
para aplicacdo do volume de calda de 150 L ha, considerando-se que cada planta ocupe 1 m?
e que, com uma Unica pulverizacdo, ndo ocorra escoamento da calda. As aplicacfes foram
realizadas entre 8 e 9 horas da manhg, utilizando-se todos os equipamentos de protecdo
individual necessérios. Para as plantas controle, foi aplicada 4gua nas mesmas proporcées de

volume.
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O experimento teve 48 plantas para avaliagOes destrutivas e 20 plantas para avaliagfes
ndo-destrutivas, totalizando 68 vasos, além da bordadura. Nas plantas destinadas para amostras
destrutivas foram realizadas a quantificacdo dos teores de pigmentos e de oxido nitrico. J& nas
plantas ndo-destrutivas foram realizadas a analise de trocas gasosas e de fluorescéncia da
clorofila a. As avaliagdes fotossintéticas foram realizadas de 1 a 5 dias apos a aplicacdo. As
coletas foram realizadas com 1, 5, 10, 15, 20 dias apds a aplicacdo para pigmentos

fotossintéticos e com 5, 10 e 15 dias ap0s a aplicacdo para o 6xido nitrico.

3.1.3 Quantificacdo de Pigmentos Fotossintéticos

Para determinacdo dos teores de pigmentos foi utilizado o terco médio de folhas +3. Foi
macerado 0,1 g de folha em nitrogénio liquido, misturados com 5 mL de acetona (80% v/v).
Apos filtracdo, o volume final foi completado para 10 mL e, em seguida foram realizadas as
leituras espectrofotométricas a 663,2e 646,8 nm para as clorofilas a e b respectivamente, e 470
nm para 0s teores de carotenoides totais, de acordo com a metodologia descrita por
Lichtenthaler; Buschmann (2001). A quantificacdo de pigmentos foi dada em pg de matéria
fresca e realizada de acordo com as equagdes:

Chla = 12,25 X Ases,z - 2,79 X A646,8
Chlp = 21,50 X A646,8 - 5,10 X Asea,z

Car = (1000 x A470—1,82 x Cla — 85,02 x Clb) / 198

3.1.4 Deteccdo de Oxido Nitrico e Microscopia de Epifluorescéncia

A deteccdo de d6xido nitrico (NO) foi realizada de acordo com avaliacGes feitas com
cana-de-agucar, realizadas por Silveira et al. (2017) a partir de analises de fluorescéncia, com
adaptacGes. O NO intracelular foi visualizado utilizando o corante especifico de NO permeéavel

para a célula, o diacetato de 4,5-diaminofluoresceina-2 (DAF2-DA). Os segmentos frescos de
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folhas foram incubados em tampdo MES-KCI (MES 10 mM, KC1 50 mM, CaCl; 0,1 mM, pH
6,15), a temperatura ambiente durante 15 min. Em seguida, esses segmentos foram incubados
em solucdo de 10 uM de DAF2-DA, misturando-se suavemente por 40 min no escuro em

temperatura ambiente.

As amostras foram lavadas com tampdo para remover o excesso de DAF2-DA e
colocadas em uma lamina de vidro e cobertas com um deslizamento de vidro antes de observar
a fluorescéncia usando microscopio de epifluorescéncia com filtro verde de excitacdo em
450/50 (425-475) e emissdo a 510/50 (485-535, espelho discrobico 480 (Microscépio de Epi-
Fluorescéncia Zeiss Observer Z.1). As fotos foram tiradas utilizando uma objetiva de 10x, 10
seg de exposicao e 30% de intensidade. As imagens foram analisadas usando o software ImageJ
(NIH, Bethesda, MD, EUA) por densidade ética de pixels, a partir da imagem convertida para
8 bits, e com um algoritmo para escalas de cores do branco ao preto (utilizando-se uma régua
de cores com 10 tonalidades de coloragdo do branco ao preto). Os dados foram apresentados
como porcentagem da intensidade média de pixels para a intensidade da fluorescéncia:

BNO = [(ZPiXClSODl—G) * 100] /ZPiX@lSODl—lO

Em que, %NO é o teor de 6xido nitrico, > Pixelsopi-s € 0 somatdrio de pixels com
densidades de Opticas representadas pela fluorescéncia do 6xido nitrico, e Pixelsopi-10 € 0

somatorio de pixels das densidades Opticas da imagem como um todo.

3.1.5 Analises Fotossintéticas

Foram realizadas coletadas de dados de trocas gasosas no periodo diurno, entre 8:00 e
15:00 horas, sempre nas mesmas folhas +3 (terceira folha completamente expandida), a partir
de um analisador-infravermelho de gas portatil com fluorémetro integrado (LI-6800XT, LI-
COR, Lincoln, EUA). Foram obtidos dados de respostas a luz, fluorescéncia da clorofila a e

respiragéo no escuro.

Para as curvas de respostas a luz, foram padronizados uma concentracdo de CO> de 400

umol mol?, umidade relativa de 50%, oxigénio em 21% e fluxo de ar em 900 pmol s*. Os
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niveis de radiacdo fotossinteticamente ativa (I) foram de 2000, 1800, 1500, 600, 400, 200, 100,
60, 40, 20 e 0 pmol m s, aplicados em intervalos de 120 segundos.

Simultaneamente as medicGes de troca gasosa, durante as curvas de resposta a luz, foram
realizadas as leituras de emissdo de fluorescéncia da clorofila, no entanto, sem aclimatacéo ao
escuro. Para as medigdes de fluorescéncia com adaptacdo ao escuro, medig¢Oes foram realizadas
a noite, entre 0:00 e 02:00 horas. As medidas no claro (pardmetros adaptados ao claro) e no
escuro (parametros adaptados ao escuro) foram mescladas. Foram utilizados os dados das
relacGes Fv/Fm (eficiéncia quantica do fotossistema Il) e taxa aparente de transporte de elétrons
(ETR), ambos fornecidos pelo equipamento. Para a medicdo da respiragdo no escuro, foram
utilizadas leituras durante o dia (ponto 0 da curva de luz) e medi¢des a noite (0:00 e 02:00 h).

Em todas as medicGes, as folhas foram aclimatadas por 5 minutos.

Modelos matematicos foram testados e comparados para as curvas de resposta a luz,
considerando-se o coeficiente de determinacéo para a regresséao, calculado como o quadrado do
coeficiente de correlacdo entre os dados originais e as estimativas dos valores de fotossintese
liquida. Para os calculos, foi utilizada a ferramenta Excel Solver (Microsoft Excel ver. 2016).
Foi utilizado o modelo descrito por Prioul e Chartier, (1977) como o mais adequeado (pelo

valor minimo da soma dos quadrados dos erros):

PN = ((f(IO) X1+ Pgmax — ((f(IO) X1+ Pgmax)2 -40x f(IO) x | X Pgmax)04)/2e) - RD

Em que,

Pn = Fotossintese liquida [umol (CO2) m2s]

f(1o) = Rendimento quéntico, quando | = 0 [umol (CO,) pumol? (fétons)]
| = Densidade de fluxo de fotons fotossintéticos [umol (fotons) m2s]
Pgmax = Fotossintese bruta maxima [pumol (COz) m? s

0 = fator de convexidade (admensional)

Rp = Respiragdo no escuro [pumol (COz) m2 s?]
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3.1.6 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi realizado com adaptacdo em faixa para evitar 0s
efeitos adversos da pulverizacdo, com 2 tratamentos (uma linha com plantas controles e outra
linha com plantas aplicadas com piraclostrobina) distribuidos em amostras destrutivas e ndo
destrutivas. Para pigmentos fotossintéticos, foi usado um fatorial 2 x 5 x 4 (2 tratamentos x 5
tempos x 4 blocos), sendo a unidade experimental constituida por uma planta por bloco (para
oxido nitrico foram usados 3 tempos de coleta). Para as avaliagfes ndo destrutivas, foi usado
um fatorial 2 x 3 x 4 (2 tratamentos 3 tempos x 4 blocos) sendo a unidade experimental
representada por duas plantas por bloco.

3.1.7 Andlises Estatisticas dos Dados

Todos dados foram submetidos a analise de normalidade e homogeneidade de
variancias. Por conseguinte, os dados foram submetidos a analise de variancia, pelo teste F,
sendo as médias comparadas por Tukey(HSD) para comparacdes em fatorial e Teste-t para
comparacOes entre amostras ndo pareadas. Dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste
de Kruskal Wallis e as médias comparadas pelo teste de Mann Whitney. Tomados em conjunto,
alguns dados foram submetidos a analise multivariada de componentes principais, a partir de
matrizes de correlacdo de Pearson, integradas ao calculo de cosseno quadrado (variavel cos? *

100) / (cos? total da componente). Todas as analises foram feitas em ambiente R versdo 3.6.1.
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3.2 Experimento Il — Plantas em condi¢6es de campo

Nessa etapa do trabalho foi adaptado um novo modelo de manejo integrado com 3
aplicacdes de piraclostrobina. O intuito da terceira aplicacdo foi atingir o periodo provavel de
inducdo do florescimento da cana-de-agucar, considerando-se os efeitos piraclostrobina a curto

prazo e 0 acumulo das duas aplicacGes realizadas consecutivamente de maneira convencional.

3.2.1 Material Vegetal e Area Experimental

Foram utilizadas plantas de cana-de-acucar da cultivar SP801842 — considerada de alta
produtividade e com alto indice de florescimento — inicialmente com 4 meses de idade desde 0
ultimo corte (cana-de-agUcar ressoca, em 3° corte de agosto a setembro). O experimento em
campo foi conduzido no municipio de Campo Florido, MG, fazenda Santo Inécio de Jaborandi
S19°51.673° - 048°38.292°, com altitude de 543 m. A area experimental foi delimitada em
4,000 m? (100 x 40 m), dividida em 20 parcelas (18 x 10 m) com 3 subparcelas (6 x 10 m) cada
uma (FIGURA 2). As parcelas de cada tratamento foram constituidas de 12 linhas de cana-de-

aglicar com espagamento de 1,5 m.

Figura 2 — Area experimental localizada na fazenda Santo Inacio de Jaborandi, no municipio de Campo
Florido, MG.

Legenda: Barra = 50 m. Fonte: Do autor (2018).
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3.2.2 Aplicagéo dos Produtos e AvaliagOes

Os produtos selecionados foram aplicados com base nas recomendacdes do fabricante:
Opera® (1 L ha'l), Orkestra® (0,350 L ha*), Ativun® (1 L ha) e 0 BAS751 (0,5 L ha* - produto
ainda ndo comercial em fase de avaliacdo). O equipamento utilizado para aplicacdo foi uma
barra estilo “trave” de 5 metros, contendo 6 bicos do tipo leque espagados a 0,75 m, acoplada
a um cilindro de gas COz que alimenta o sistema de vazdo. A vazao de calda gerada por este
sistema foi ajustada para 15 mL seg™, quais foram pulverizados por metro percorrido para que
toda a parcela recebesse um volume de calda de 150 L ha? (2,7 L) na dosagem especifica

calculada para cada produto.

Os produtos foram aplicados entre 8 e 10 horas da manha, utilizando-se todos os
equipamentos de protecdo individuais necessarios. Para as plantas controle, foi aplicada agua

nas mesmas proporcdes de volume.

O experimento foi composto por plantas que receberam uma aplicacdo, plantas com
duas aplicacdes e plantas com trés aplicacdes, sendo cada aplicacdo em um momento
estratégico, obedecendo a previsdo do periodo de inducdo do florescimento. Essa terceira
aplicacdo foi determinada para que o acumulo de resposta fisioldgicas causadas pela
piraclostrobina fosse concentrado no periodo de inducao do florescimento. Portanto, seguindo-
se 0 cronograma de safra, a 12 aplicacdo foi realizada no inicio do més de janeiro, a 22 aplicagéo

no inicio de fevereiro e 3% aplicacdo no inicio de marco.

O periodo de coletas se deu 30 dias apds cada aplica¢do dos produtos, isto €, sequindo-
se 0 cronograma de safra, a primeira coleta ocorreu na primeira semana de fevereiro, a segunda
coleta na primeira semana de marco e a terceira coleta na primeira semana de abril. O material
coletado nos tempos 1 (fevereiro), 2 (marco) e 3 (abril) foram destinados para analises de
expressdo génica, totalizando 180 amostras (5 tratamentos x 3 modelos de aplicacdes x 4
repeticdes x 3 tempos de coleta). As amostras foram armazenadas e utilizadas de acordo com

resultado do florescimento.

! Produto ndo comercial, ainda em fase de avaliagao.



34

3.2.3 Delineamento Experimental

O experimento foi desenvolvido em esquema de faixas com parcelas subdivididas em
15 tratamentos (5 tratamentos x 3 modelos de aplicacdo). Cada tratamento continha com 4
parcelas (4 repetices) sendo a unidade experimental constituida por 4 plantas em cada parcela,
sendo assim para cada tipo de anélise. Os tratamentos também foram avaliados em parcelas
subdividas no tempo, coletados e avaliados com 0, 30, 60 e 90 dias ap0s a aplicacdo. As parcelas
tiveram aplicacdo de 4 produtos a base de piraclostrobina e agua como controle, as quais foram
subdivididas em trés subparcelas que se referem ao numero de aplicacBes desses produtos.
Assim, a primeira subparcela recebeu somente uma aplicagéo (janeiro), a segunda recebeu duas
aplicacdes (janeiro e fevereiro) e a terceira recebeu 3 aplicacdes (janeiro, fevereiro e margo)
(FIGURA 3).

Figura 3 - Representacdo da area experimental ilustrando as parcelas (T1, T2, T3, T4 e T5) e as
subparcelas as quais representam o numero de aplicacGes de cada tratamento (LAp, 2Ap,

3Ap).
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Legenda: T1: controle (Agua); T2: BAS751; T3: Ativun®; T4: Orkestra®; T5: Opera®. Pontos vermelhos
representam a touceira mantida como unidade experimental. Para cada tipo de analise, foram
selecionadas 4 touceiras independentes adjacentes umas das outras. Linhas amarelas representam a
bordadura.
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3.2.4 AvaliacOes Biométricas

As plantas foram avaliadas com 0, 30, 60, e 90 dias ap6s o inicio do experimento, bem
como no momento da colheita. Foram registrados o diametro (DMC) e altura média de colmos
(AMC), altura da planta (AMP), érea foliar (AF), nimero de folhas verdes e senescentes. O
DMC foi medido a partir do entrend maduro padronizado ao centro do colmo e a AMC foi
medida da base do colmo até a insercdo da folha +1. Adicionalmente area foliar por perfilho
(AF) foi determinada aplicando-se a formula: AF = C x L x 0,75 x (N + 2), em que, C é 0
comprimento, L a largura, N é o nimero de folhas verdes abertas, 2 o fator de ponderacao para

as folhas que ainda néo estdo totalmente expandidas e 0,75 o fator de correcédo para a cultura.

3.2.5 Determinacgdo do TCH

Ao final do experimento as touceiras selecionadas para a colheita foram coletadas para
determinacéo da produtividade média, utilizando a tonelada de colmo por hectare (TCH) como
referéncia. A relacdo de massa verde e TCH, para toneladas por hectare, foi feita através da
relagcdo: Metros lineares em 1 hectare * kg em 10 metros / metros da parcela /1000 tal como
realizado por Lopes et al. (2018).

3.2.6 Avaliacdo da Maturacao

Em seguida amostras padronizadas (1,5 cm) do entreno de colmos foram retiradas para
quantificacdo de acgUcares solluveis por meio da quantificacdo de sacarose descrita no
experimento 1 e pela obtencdo do °Brix (porcentagem em massa de sélidos sollveis contidos
em uma solugéo de sacarose quimicamente pura) o qual também foi usado para a determinacgéo
do indice de maturacdo usando-se a base e a extremidade superior do colmo (maturidade
adequada °Brix > 18): IM = (°Brix da ponta / °Brix da base) *100.

Adicionalmente, amostras de cada repeticdo foram submetidas a analise tecnoldgica

para medir a pureza do caldo extraido apds a moagem do colmo nas usinas. Os dados coletados
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incluem ATR (acUcares totais recuperaveis), POL (porcentagem em massa de sacarose aparente
contida em uma solucdo em luz polarizada), °Brix, agUcares redutores e porcentagem de fibras,

e serdo usados em etapas posteriores desta pesquisa.

3.2.7 Avaliacao da Isoporizagdo

Foi avaliada a porcentagem de area isoporizada a partir de se¢des longitudinais e
transversais dos entrenos da base, do meio e do apice do colmo. O nivel de isoporizagéo foi

medido escalonando a &rea isoporizada em 0, 25, 50, 75 e 100% de area afetada.

3.2.8 Andlise Estatistica dos Dados

Os dados referentes as avaliagdes em campo foram submetidos a analise de variancia
pelo Teste F, sendo as médias comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05). Todos os resultados
foram verificados quanto a homogeneidade e homocedasticidade de variancias, submetendo os

dados ao teste estatistico mais adequado.

3.2.9 Avaliagéo do Florescimento

O florescimento foi avaliado qualitativamente mediante a observacdo da alteracdo
morfoldgica do meristema apical da parte aérea, sendo classificado como: sem inducéo visivel
(sem meristema de inflorescéncia visivel), induzido (com meristema de inflorescéncia visivel).
Como na safra 2017/2018 ndo houve ocorréncias de florescimento na regido experimental, ndo
foi possivel realizar a aplicacdo do método do Percentual de Intensidade de Fournier, cujos o0s
valores obtidos em campo seriam dados através de uma escala intervalar semi-quantitativa de
cinco categorias (0 a 4) com intervalo de 25% entre cada categoria. Isto permitiria estimar a
porcentagem da intensidade fenologica em cada individuo (BENCKE; MORELLATO, 2002).
Os valores obtidos no presente estudo corresponderam a uma propor¢do meramente restrita a

observacdo de 4 plantas aleatdrias por parcela em cada tratamento.
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3.2.10 Anélises Moleculares

3.2.10.1 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA total foi realizada a partir do terco médio de folhas completamente
expandidas (+3), por meio do Protocolo QlAzol de acordo com as instrugdes do fabricante e
com adaptacOes feitas para folha madura de cana-de-agUcar. Apds a extracdo do RNA, as
amostras foram analisadas quanto a quantidade e qualidade (relacdes A260\280 e A260\230),
utilizando-se o espectrofotdmetro Nanovue® (NanoVue GE Healthcare). Para avaliar a
integridade do RNA extraido, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em fotodocumentador UV-
transilluminator (UVITEC FireReader XS D-77Ls- 20. M).

3.2.10.2 Tratamento com DNase e Sintese de cDNA

As amostras foram tratadas com o Turbo DNA freeTM kit (Ambion) para eliminacéo
do DNA residual. Em seguida, um volume de 1,5 pL. do RNA tratado foi utilizado para
quantificacdo no Nanovue®. Para avaliar a integridade e pureza do RNA, as amostras foram
submetidas a eletroforese, visualizadas em fotodocumentador UV-transilluminator,

armazenadas posteriormente em freezer -80°C.

Apds a extracdo do RNA e do tratamento com DNase, as amostras apresentando alto
grau de integridade e pureza foram submetidas para o sequenciamento do RNA (RNA-seq).
Parte das amostras foram armazenadas para a sintese DNA complementar (cCDNA) a serem

utilizados para analises de expressdo génica por RTgPCR, em continuidade dessa pesquisa.

Para o sequenciamento das amostras, o RNA tratado foi transferido para tubos
estabilizantes que foram mantidos em temperatura ambiente por 5 minutos e, em seguida, foram
submetidos ao SpeedVac™ até a secagem total, mantendo-Se a concentracdo e qualidade

recomendados pela empresa de sequenciamento.
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3.2.11 Analises de RNA-seq

2.11.1 Predicdo de mRNAs

Foram produzidos 1.367.779.374 paired-end reads (2x150pb) com um sequenciador
Illumina modelo Hiseq 2500. Para a separagdo do RNA mensageiro (MRNA) de RNAs
ribossomais, utilizou-se a técnica de selecdo de cauda poli-A (poly-A tail selection), na qual
diferentes tipos de RNA sdo separados em funcédo de sua afinidade com sequéncias compostas
por longas repeticdes do nucleotideo timina. Os fragmentos de RNA foram inspecionados por
sequéncias de baixa qualidade PHRED e adaptadores de sequenciamento com 0s programas
Minion e Trimmomatic versdo 0.39. Apds esta etapa de controle de qualidade, 1.046.300.689

fragmentos foram selecionados para a predic¢éo de novo.

As sequéncias de RNA (mRNA e alguns tipos de ncRNA sequenciados por possuirem
cauda poli-A) foram inferidas (assembly) com o programa Trinity, versdao 2.8.5, com 0
pardmetro “no_normalize reads” ativado. Esse procedimento reconstroi o RNA sequénciado
pelo alinhamento mdltiplo e massivo de diversas subsequéncias de 35 pb (denominadas kmers)
presentes nos paired-end reads. RNAs preditos com similaridade superior ou igual a 95% foram
colapsados com o programa CD-HIT-EST. As sequencias preditas foram caracterizadas por
meio de buscas de similaridade com outros RNAS presentes na base de dados RefSeq obtida no
servidor FTP do NCBI (National Center for Biotechnology Information) no dia 22/02/2020

utilizando-se o programa Blastn versao 2.9.0+.

2.11.2 Anélises de Expresséo Diferencial

Os genes diferencialmente expressos nos tratamentos T1 (controle) e T5
(piraclostrobina — Opera®) foram inferidos a partir da comparagéo dos conjuntos de fragmentos
de RNA presentes nestas bibliotecas com o transcriptoma de novo montado anteriormente. A
quantificacdo dos transcritos expressos foi conduzida com o programa Salmon e apresentou
uma taxa alinhamento de aproximadamente 89%. Nesse sentido, 89% dos fragmentos foram
mapeados com sucesso ao transcriptoma. A partir do nimero de fragmentos alinhados ao

transcriptoma, o pacote EdgeR foi utilizado para inferir genes diferencialmente expressos entre
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0s tratamentos. Genes quatro vezes mais expressos, em T1 ou T5 (log2FC igual a 2) e com
valor FDR (False Discovery Rate) inferior a 0,05, foram considerados como Diferencialmente

EXxpressos.
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4 RESULTADOS

4.1 Analises Fotossintéticas

As curvas de reposta a luz forneceram informacdes importantes sobre caracteristicas de
desempenho fotossintético geral das plantas. Nesse estudo, verificou-se que plantas de cana-
de-agUcar submetidas a aplicacdo de piraclostrobina apresentaram respostas mais rapidas ao
aumento da radiacdo luminosa, com diferencas significativas sobre a fotossintese liquida
(FIGURA 4).

Figura 4 - Assimilacdo de CO; (A) em funcdo da variacdo do fluxo de fétons fotossinteticamente ativos
(1), em plantas de cana-de-acucar (cv. RB966920) submetidas a aplicacdo de piraclostrobina
(Comet®).
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Legenda: Linha e quadrados vermelhos representam plantas com piraclostrobina; Linha e pontos pretos
representam plantas controle. * indica diferenca significativa pelo teste-t para amostras independentes
com equivaléncia de variancias (p < 0,05).

A assimilacéo liquida de CO2, no ponto méximo de radiagdo (Pnmax)), aumentou em
cerca de 12,2% com a aplicagdo de piraclostrobina. Para as estimativas de fotossintese bruta
(Pgmax), foi verificado um aumentou de 14,9% com a aplicacdo. O incremento na relagdo FvFm

foi sutil, representando menos de 1% para as plantas com aplicacdo. Para a taxa aparente de
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transporte de elétrons, bem como para a relacdo ETR/Pn, ndo foram observadas diferencas
significativas (FIGURA 5).

Figura 5 - Estimativas de parametros de desempenho fotossintéticos em plantas de cana-de-aglcar (cv.
RB966920) submetidas a aplicacdo de Piraclostrobina.
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Legenda: Pnamaxy: Maxima fotossintese obtida em | = I max; Pgmax: fotossintese bruta méxima; FvFm:

eficiéncia quéantica do fotossistema Il. * Indica diferenga significativa pelo Teste-t para amostras
independentes com equivaléncia variancias (p < 0,05); n = 8.

Para uma melhor compreensdo sobre os efeitos da piraclostrobina na atividade
respiratdria, foram tomadas em conjunto as respostas durante o dia e durante a noite. Para as
estimativas de respiragdo no escuro (Rp), a partir das medicGes diurnas, verificou-se um
incremento de 19,5%, enquanto que, para a Rp na madrugada o aumento foi de 25%, em plantas
com aplicacdo (FIGURA 6). Entre os dados medidos durante o dia e durante a noite também

foram verificadas diferencas significativas, sendo as maiores atividades respiratorias durante o
dia para ambos os tratamentos.
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Figura 6 - Respiracdo diurna estimada a partir das curvas de respostas a luz, e respiracdo durante a na
madrugada, em plantas de cana-de-agucar (cv. RB966920) submetidas a aplicacdo de
Piraclostrobina.

Rp (Mmol (COp) m™ s1)
o B B
o ol o ol

o
(S}
1

o
o
L

Controle Piraclostrobina Controle Piraclostrobina

Diurna Madrugada

Legenda: Rp: Respiracdo no escuro. * Indica diferenca significativa pelo Teste-t para amostras
independentes com variéncias equivalentes (p < 0,05).

4.2 Analises de Pigmentos Fotossintéticos

Os teores de pigmentos fotossintéticos apresentaram aumentos significativos nas folhas
de plantas com aplicacdo de piraclostrobina (FIGURA 7). Os dados foram analisados ao longo
de 20 dias ap6s a aplicacdo. Néo foi verificada alteragdo nos teores em funcdo do tempo. O
efeito do tratamento foi observado somente com um dia apds a aplicacdo. Clorofilas a e b
aumentaram em média cerca de 94 e 66%, respectivamente, com o tratamento. Carotenoides

apresentaram um aumento médio de 63%.
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Figura 7 - Teor de pigmentos fotossintéticos das folhas de plantas de cana-de-agUcar (cv. RB966920)

submetidas a aplicacdo de piraclostrobina (Comet®).
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Legenda: C: plantas controle; P: plantas tratadas com piraclostrobina; d: dias passados ap6s a aplicacao.
Dados expressos em g por g de matéria fresca. Letras maitsculas comparam os tratamentos ao longo
do tempo e letras mindsculas comparam entre os tratamentos em cada tempo. Médias nas colunas

seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey(HSD) (p < 0,05); n = 4.
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4.3 Andlises de Epifluorescéncia e Teores de Oxido Nitrico

A partir das analises de Epifluorescencia foi possivel avaliar se a aplicacdo de
piraclostrobina induziu o acimulo da producdo de 6xido nitrico (NO) em cana-de-agucar
(FIGURA 8 e 9). Com isso, foi possivel observar e quantificar in sito a presenca do NO
intracelular, tanto em folhas quanto no meristema apical da parte aérea. Verificou-se que esse
acumulo foi mais pronunciado em folhas do que no meristema. Ha indicios de que as maiores
quantidades de NO estdo detectadas no apoplastos do que dentro das células, nas plantas com
15 dias apds a aplicacdo (Figura 8E e F). As varia¢des ao longo do tempo de analise ndo foram
significativas (FIGURAS 10 e 11).

As dificuldades de se trabalhar com o meristema apical da parte aérea da cana-de-agUcar,
em técnicas e reaces in sito, dificultam a quantificacdo e a analise dos dados, uma vez que o
meristema sofre oxidacdo muito rapidamente, podendo mascarar ou anular os resultados. No
meristema foi observado niveis de fluorescéncia acentuados no tratamento com piraclostrobina,
porém sem variacdo significativa (p < 0,05), levando-se em conta a ocorréncia de elevados

coeficientes de variacdo para a densidade de pixels contabilizados.
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Figura 8 - Fotomicrografias da fluorescéncia do 6xido nitrico (NO) em folha de cana-de-agucar com e
sem aplicacdo de piraclostrobina (Comet®).

Legenda: A fluorescéncia verde é emitida pela reacdo quimica entre NO intracelular e DAF-2A aplicado
in sito. Cada imagem esté representada pela vista superior de segmentos da face adaxial foliar de regides
semelhantes entre si. A, C, E: plantas controle; B, D, F: plantas com piraclostrobina. A/B: plantas com

5 dias; C/D plantas com 15 dias; E/F: plantas com 15 dias; n = 4.
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Figura 9 - Fotomicrografias da fluorescéncia do 6xido nitrico (NO) no meristema apical da parte aérea
de cana-de-aclcar com e sem aplicacéo de piraclostrobina (Comet®).

100 um

Legenda: A fluorescéncia verde é emitida pela reacdo quimica entre NO intracelular e DAF-2A aplicado
in sito. Cada imagem esté& representada pela vista da secdo longitudinal de regides semelhantes do
meristema apical. A linha tracejada vermelha indica a delimitacdo da zona meristemética A, C, E:
plantas controle; B, D, F: plantas com piraclostrobina. A/B: plantas com 5 dias; C/D plantas com 15

dias; E/F: plantas com 15 dias; n = 4.
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Figura 10 - Fluorescéncia relativa da reagdo quimica entre DAF-2A e ¢6xido nitrico intracelular, em
folhas de cana-de-acgucar (cv. RB966920).
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Legenda: Médias nas colunas representam a fluorescéncia quantificada em porcentagem de pixels, a
partir de fotomicrografias obtidas por epifluorescéncia e analisadas por ImageJ. C: plantas controle. P:
plantas com piraclostrobina (Comet®). d: nimero de dias passados apds a aplicagéo. Letras mailsculas
nas colunas comparam os tratamentos ao longo do tempo e letras mindsculas comparam entre 0s
tratamentos em cada tempo. Médias nas colunas seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente
pelo teste de Wilcoxon - Mann Whitney (p < 0,05).

Figura 11 — Fluorescéncia relativa da reacdo quimica entre DAF-2A e oxido nitrico intracelular, em
meristemas apicais da parte aérea de cana-de-agucar (cv. RB966920).

0,0040 - Aa
0,0035 A
0,0030 A

0,0025 -
Aa

0,0020 -
0,0015 A
0,0010 A

Fluorescéncia (%Pixels)

0,0005 1 Aa Aa Aa Aa
0,0000 - = - L i

5d 10d 15d

Legenda: Médias nas colunas representam a fluorescéncia quantificada em porcentagem de pixels, a
partir de fotomicrografias obtidas por epifluorescéncia e analisadas por ImageJ. C: plantas controle. P:
plantas com piraclostrobina (Comet®). Médias nas colunas representam a fluorescéncia verde
quantificada em porcentagem de pixels. d: nimero de dias passados apés a aplicacdo. Letras maiusculas
nas colunas comparam os tratamentos ao longo do tempo e letras mindsculas comparam entre 0s
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tratamentos em cada tempo. Médias nas colunas seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente
pelo teste de Wilcoxon - Mann Whitney (p < 0,05).

3.4 Analises de Correlacéo

Os dados mostraram que no tratamento com piraclostrobina ha uma relacéo positiva
maior entre o incremento de pigmentos, em torno dos primeiros dias ap6s a aplicagdo, com a
eficiéncia fotossintética e posterior aumento na producdo de NO foliar. As variaveis analisadas
mostraram correlacGes totalmente diferente entre plantas com e sem tratamento com
piraclostrobina (FIGURAS 12 e 13).

Figura 12 — Analise de correlagdo e mapa de calor representado a intensidade da correlagdo entre as
variaveis analisadas, em plantas de cana-de-agucar (cv. RB966920) sem tratamento com
piraclostrobina.
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Legenda: T1: plantas sem aplicagdo de piraclostrobina; NO: 6xido nitrico; M: meristema apical da parte
aérea; F: folha; A: fotossintese; FvFm: eficiéncia quantica do fotossistema Il, Cha: clorofila a; Chb:
clorofila b; Car: carotenoides; Corr: codigo de cores em indica variacdo gradativa do indice de
correlagéo de Pearson.
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Para as plantas controle, os resultados mostraram uma correlacdo altamente negativa
entre o teor de NO foliar com clorofila b e carotenoides, e quase nenhuma correlagdo com
clorofila a e fotossintese (FIGURA 12). No tratamento com piraclostrobina, destaca-se que 0s
pigmentos estdo positivamente correlacionados, e que houve uma correlagdo positiva entre o
teor de NO foliar com o teor de clorofila a e com a FvFm (FIGURA 13). A fotossintese se

correlacionou positivamente com a FvFv em ambos os tratamentos.

Figura 13 — Andlise de correlacdo e mapa de calor representado a intensidade da correlagdo entre as
variaveis analisadas, em plantas de cana-de-agUcar (cv. RB966920) com tratamento com
piraclostrobina.
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Legenda: T2: plantas com piraclostrobina; NO: dxido nitrico; M: meristema apical da parte aérea; F:
folha; A: fotossintese; FvFm: eficiéncia quantica do fotossistema Il, Cha: clorofila a; Chb: clorofila b;
Car: carotenoides; Corr: codigo de cores em indica variacdo gradativa do indice de correlacdo de
Pearson.

A influéncia de cada variavel sobre a outra pode ser investigada tanto do ponto de vista
fisiologico, quanto do ponto de vista matematico. A partir de uma transformacdo linear

ortogonal dos dados da matriz de correlacdo, foram geradas ortogonizacdes de vetores a partir
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da analise de componentes principais, para se verificar o impacto da variancia de cada variavel
em funcgdo da outra, em cada tratamento. Para a visualizacdo do nivel de contribui¢do de cada

variavel, a analise foi integrada ao célculo do quadrado cosseno (FIGURAS 14 e 15).

De acordo com a Figura 14, as variaveis nas plantas sem aplicacdo de piraclostrobina
foram menos entrelagadas e estdo condizentes pela representatividade de cerca de 76% da
variabilidade total dos dados nas duas dimensdes. O teor de NO na folha néo teve contribuigéo
sobre as demais variaveis, apresentando um comportamento totalmente isolado e negativamente
correlacionado. Semelhante aconteceu para o teor de NO no meristema, para a fotossintese e
para o teor de clorofila a. O comportamento para A e teor de clorofila a esta representado em
somente cerca de 30% da variabilidade total dos dados (dimenséo 2), tendo pouco impacto uma
sobre a outra. A FvFm e A, embora tenham apresentado uma correlagdo positiva, tiveram baixa
contribuicdo sobre as outras variaveis em cada dimensdo em que se encontram (vetores menores
e coloragdo mais clara). Os teres de carotenoides e clorofila b parecem ter promovido maiores
influéncias sobre as demais variaveis, sendo o teor de clorofila b a componente principal e

carotenoides a secundaria

De acordo com a Figura 15, plantas tratadas com piraclostrobina (T2) exibiram padrdes
de impacto totalmente diferentes em relagdo as plantas controle. Maiores contribui¢cdes foram
promovidas pelos pigmentos fotossintéticos, estando altamente correlacionados entre si
(angulos mais agudos entre os seus vetores). Esses impactos repercutiram em FvFm, seguido
do teor de NO foliar, os quais estdo altamente correlacionados (angulos mais agudos entre si).
Esses dados foram mais entrelacados e condizentes pela representatividade de cerca de 84% da
variabilidade total dos dados. Para os impactos gerados pela A e teor de NO no meristema, 0s
dados seguem comportamentos mais desarmonicos, tendo uma relagéo entre si representada em
apenas 24%. Apesar NO no meristema ja apresentar maiores relacdes com a fotossintese, teve
pouca ou nenhuma contribui¢do com as demais variaveis. Nesse caso, clorofila a e carotenoides
sdo as componentes principais e resumem efetivamente a variancia amostral em torno de 60%

(dimensé&o 1).
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Figura 14 — Andlise de componentes principais integrada ao calculo de cosseno quadrado, representado
a intensidade variabilidade da correlacdo entre as variaveis analisadas, em plantas de cana-
de-aglcar (cv. RB966920) sem aplicacédo de piraclostrobina.
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Legenda: T1: plantas controle; NO: 6xido nitrico; M: meristema apical da parte aérea; F: folha; A:
fotossintese; FvFm: eficiéncia quantica do fotossistema Il, Cha: clorofila a; Chb: clorofila b; Car:
carotenoides; Dim1: Dimensdo 1; Dim2: Dimensdo 2; cos2: codigo de cores indicando a variacdo
gradativa do coeficiente de correlagdo dado pelo cosseno quadrado do angulo dos vetores, mostrando o
impacto da contribuigdo das varidveis em uma escala de 0 a 1.
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Figura 15— Andlise de componentes principais integrada ao calculo de cosseno quadrado, representado
a intensidade variabilidade da correlacdo entre as variaveis analisadas, em plantas de cana-
de-aglcar (cv. RB966920) com aplicacéo de piraclostrobina.

T2.Chb cos2
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e 04
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Legenda: T2 plantas com piraclostrobina; NO: 6xido nitrico; M: meristema apical da parte aérea; F:
folha; A: fotossintese; FvFm: eficiéncia quantica do fotossistema Il, Cha: clorofila a; Chb: clorofila b;
Car: carotenoides; Dim1: Dimensdo 1; Dim2: Dimensao 2; cos2: c6digo de cores indicando a variacdo
gradativa do coeficiente de correlagdo dado pelo cosseno quadrado do angulo dos vetores, mostrando o
impacto da contribuigdo das varidveis em uma escala de 0 a 1.
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4.5 Crescimento Vegetativo

Os resultados obtidos no experimento em campo mostraram que os produtos Opera®,
Orkestra®, Ativum® e BAS751" apresentaram efeitos positivos no crescimento e
desenvolvimento da cana-de-agucar. Esses efeitos variaram tanto entre o tipo de produto como
entre a quantidade de aplicacdes. Destaca-se que os resultados foram mais significativos com o
acumulo de 3 aplicacdes dos produtos feitas a cada 30 dias, em que na maioria dos parametros,

a utilizacdo apenas de 1 e 2 aplicacdes ndo promoveram diferencas significativas.

As plantas sob aplicacéo piraclostrobina apresentaram efeitos positivos em parametros
ligados ao crescimento vegetativo e na produtividade final, bem como na regulacdo da
expressao génica. Os dados indicaram uma forte influéncia da piraclostrobina no metabolismo
e na transicdo do estadio vegetativo para o reprodutivo. Esses resultados apontam para a
necessidade de uma maior investigacao dos efeitos dos produtos no controle do florescimento,
considerando-se a adigdo de uma 32 aplicagdo, no manejo convencional usado em cana-de-

acucar, em momentos estratégicos da inducdo floral e da maturacéo.

4.5.1 Diametro do colmo

A partir da coleta de dados biométricos foram feitas as analises sobre o crescimento das
plantas, considerando-se o efeito dos produtos e o efeito do numero de aplicacdes feitas a cada
30 dias. Em média, 0o BAS751, o Ativum, o Orkestra e 0 Opera promoveram aumentos de 8,4%;
7,9%; 7,7%; e 9,4%; respectivamente, 30 dias apos a 3? aplicacdo (FIGURA 16).

Em média, todos os produtos aumentaram o DC em 3,84, 7,84 e 13,37%, com 1,2 e 3
aplicagdes, respectivamente, em relagdo as plantas sem aplicacdo (FIGURA 17). Os resultados
apresentaram maiores diferencas 30DAA (30 dias apos a 32 aplicacéo). Isso indica que o efeito
dos produtos se intensifica 90 dias apos a 12 aplicacdo em todas as parcelas.
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Figura 16 — Diametro médio do colmo de plantas de cana-de-aglcar (cv. SP801842) submetidas a

aplicacdo de produtos a base de piraclostrobina.
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Legenda: As colunas representam a média geral, de plantas com 1, 2 e 3 aplicacOes de cada tratamento.
30 DAA indica que as avaliaces foram feitas 30 dias ap6s a 32 aplicacdo dos tratamentos no més de
abril de 2018. Colheita representa as avaliagdes realizadas no momento antes da colheita, no més de

setembro de 2018. Letras minudsculas nas colunas indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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Figura 17 — Didmetro do colmo de plantas da cana-de-agUcar (cv. SP801842) submetida a diferentes
doses de aplicacdo de produtos a base de piraclostrobina.
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Legenda: Valores nas colunas representam a média geral das alturas das plantas sob aplicacéo de todos
os produtos. 30 DAA indica que as avaliagdes foram feitas 30 dias ap6s a 32 aplicagéo.

4.5.2 Altura do colmo

A altura do colmo apresentou diferencas significativas apenas no momento da colheita.

Todos os produtos promoveram o incremento do crescimento do colmo em relagdo ao controle

(FIGURA 18). Quanto ao numero de aplicacdes, o crescimento so foi significativo com o

acumulo de 3 aplicacdes dos produtos, com um incremento médio em torno de 6% (FIGURA

19).
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Figura 18 — Altura do colmo de plantas de cana-de-agucar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de
produtos a base de piraclostrobina.
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Legenda: As colunas representam a média geral, de plantas com 1, 2 e 3 aplicacOes de cada tratamento.
30 DAA indica que as avaliagdes foram feitas 30 dias apds a 3% aplicac&o dos tratamentos realizada no
més de abril de 2018. Colheita representa as avaliagdes realizadas no momento antes da colheita, no més
de setembro de 2018. Letras minusculas diferentes, nas colunas, indicam diferenga significativa (p <
0,05).
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Figura 19 - Altura de colmo da cana-de-agUcar (cv. SP801842) submetida a diferentes doses de aplicacdo
de produtos a base de piraclostrobina.
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Legenda: Valores nas colunas representam a média geral das alturas das plantas sob aplicacéo de todos
os produtos. 30 DAA indica que as avaliacbes foram feitas 30 dias ap6s a 32 aplicacdo, 60 dias apds a
22 aplicacdo e 90 dias ap0s a aplicacdo dos produtos.

4.6 Senescéncia Foliar

A partir dos dados quanto ao numero de folhas vivas e senescentes, foram realizadas
estimativas da senescéncia foliar (FIGURA 20). Os resultados indicaram que todos os produtos
reduziram a senescéncia foliar, destacando-se o Ativum, o Orkestra e o Opera, com 3
aplicacdes. No momento da colheita, ndo houveram diferencas significativas para os produtos
e quantidade de aplicacdes. Em observacfes qualitativas no interior do canavial, foi possivel
notar grandes diferencas em relacdo a quantidade de folhas secas em plantas sem aplicacéo e

folhas verdes em plantas com aplicagdo (FIGURA 21).
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Figura 20 — Senescéncia foliar de plantas de cana-de-agucar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de
produtos a base de piraclostrobina.
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Legenda: As colunas no primeiro grafico representam a média geral, de plantas com 1, 2 e 3 aplicacGes
de cada tratamento. 30 DAA indica que as avalia¢cdes foram feitas 30 dias apds a 32 aplicagdo dos
tratamentos, realizadas no més de abril (2018). Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam
diferenca significativa entre os produtos em cada nivel de aplicacdo. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre cada produto dentro dos 3 niveis de aplicagdes (p < 0,05).



59

Figura 21 — Vista superior do canavial (cv. SP801842), safra 2017/2018 sem emissdo de pendéo floral.

20

Legenda: Diferencas na densidade de folhas verdes & esquerda (plantas sem aplicacdo - Controle) e do
centro para direita (plantas com aplicacdo de produtos a base de piraclostrobina). Barra = 10 m. Fonte:
Do autor (2018).

4.7 Maturagao

Os resultados quanto ao indice de maturagdo foram obtidos a partir da relagéo entre a
afericdo do °Brix da base e do &pice de colmos. As varia¢hes entre todos os tratamentos para o
acucar na base do colmo foram minimas, sendo as variagdes no &pice determinantes para a
andlise da influéncia do agucar sobre o florescimento. Plantas com aplicagdo de Ativum foram
mais sensiveis para 3 aplica¢fes, com cerca de 50% de reducdo do aglcar no apice. O Opera
promoveu reducdo de 47% ainda que sem variacao quanto ao numero de aplicacGes. O BAS751
e 0 Orkestra promoveram reducdo de 32% e 37 %, respectivamente, sendo menos sensiveis ao
numero de aplicagdes (FIGURA 22).

As medicdes feitas na base e no apice mostraram a relagéo entre o agtcar disponivel nos
entrends maduros e entrends imaturos, o que € importante agronomicamente no manejo da cana-
de-acgUcar para inferéncias sobre o nivel de maturacdo em que as plantas se encontram. Esses
dados mostraram que as plantas com piraclostrobina apresentaram reducdo de agucares préximo
a regido apical, podendo limitar o desenvolvimento floral.
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Figura 22 - Determinacdo do teor de agUcares sollveis a partir do °Brix (porcentagem em massa de
solidos sollveis contidos em uma solucdo de sacarose quimicamente pura) da base e do
apice do colmo, em cana-de-agucar (cv. SP801842), sob aplicacdo de piraclostrobina.
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Legenda: A linha tracejada indica o °Brix do colmo ideal para o corte da cana-de-agucar (°Brix > 18).
Al: Plantas que receberam 1 aplicacdo; A2: Plantas que receberam 2 aplicages; A3: Plantas que
receberam 3 aplicagdes. As medidas foram realizadas antes da colheita no més de setembro do ano de
2018. Letras maitsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para o entrend
da base e letras minusculas entre os tratamentos para o entreno6 do apice (p < 0,05).

Vale destacar que, em todos os tratamentos as plantas se encontravam no ponto de
colheita ideal (°Brix > 18). No entanto, ao se considerar a maturagdo fisioldgica, as plantas
tratadas com os produtos podem estar menos propensas ao florescimento (FIGURA 23). Os
resultados mostraram que as plantas mantiveram niveis ideais de agucares na base do colmo, e
reduziram os acgucares proximo ao meristema. Esses dados sugerem que as plantas se
mantiveram em estadio de crescimento vegetativo por mais tempo. As plantas sem aplicacéo
ficaram mais proximas do limite de maturacao, estando mais sujeitas a degradacao de actcares
e ao florescimento. As indicagdes para os valores de IM s&o: menor que 0,60 para a cana verde;
entre 0,60 e 0,85 para a cana em processo de maturacédo; entre 0,85 e 1 para a cana madura;
maior que 1 para a cana em processo de declinio de sacarose (CESNIK, et al., 2004).
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Figura 23 - Indice de maturacio (IM) de plantas de cana-de-aclcar (cv. SP801842) submetidas a
aplicacdo de produtos a base de piraclostrobina.
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Legenda: Al: Plantas que receberam 1 aplicacdo; A2: Plantas que receberam 2 aplicacdes; A3: Plantas
que receberam 3 aplicagdes. As medidas foram realizadas previamente antes da colheita, no més de
setembro (2018). Letras mailsculas nas colunas indicam diferenca significativa entre o nimero de
aplicacdes em cada tratamento. Valores médios (IM) representados pela relagdo entre entren6s da base
(EB) e do &pice (EA). Letras minusculas nas colunas indicam diferenca significativa entre os produtos
em cada nivel de aplicagdo (p < 0,05).

4.8 Isoporizagao

A aplicagdo dos produtos promoveu reducdo significativa da isoporizacdo do colmo da
cana-de-acucar, o que pode significar em ganhos finais do aglucar (FIGURA 24). Nas plantas
sem aplicacao, a isoporizagdo ocorreu ao longo da base, do meio e da extremidade do colmo
(FIGURA 25). N&o houveram diferencas significativas entre o nimero de aplicacdo. No
entanto, os dados brutos em todos os niveis de aplicagdo mostraram que 0s produtos apresentam
mais de 50% de inibicdo da isoporizacéo.
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Figura 24 - Isoporizacdo de plantas de cana-de-agUcar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de
produtos a base de piraclostrobina.
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Legenda: Letras diferentes nas colunas indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre os produtos em
todos os niveis de aplicagdo (1, 2 e 3 aplicagBes). 1A: Plantas que receberam 1 aplicagdo; 2A: Plantas
que receberam 2 aplicacgdes; 3A: Plantas que receberam 3 aplicagdes.

Figura 25 — Distribuicéo da isoporizacdo ao longo da base, do meio e do apice do colmo de plantas de
cana-de-agUcar (SP801842) submetidas a aplicacdo de produtos a base de piraclostrobina.
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Legenda: Dados expressos em porcentagem relativa de isoporizacdo na base, no centro e no apice do
colmo.



63

49TCH

Os dados quanto a produ¢do meédia, incluindo a tonelada de colmo por hectare (TCH) e
analises tecnologicas realizadas em usina, ainda estdo em fase de analises. Em geral, tomadas
em conjunto as médias dos 3 niveis de aplicacGes, foi possivel constatar que os produtos
promovem um ganho final de biomassa da cana-de-aglucar (FIGURA 26).

Todos os tratamentos apresentaram diferencas significativas, sobre plantas controle, a
partir de duas aplicacdes. As diferencas ndao foram significativas entre os produtos e nem entre
0 namero de aplicacBes. Maiores efeitos sobre o TCH foram promovidos pelo BAS751, com
aumento médio de 32,6 t ha a mais em relacdo as plantas sem aplicacdo. O Ativum promoveu
aumento de 7,8 t ha, o Orkestra 12 t ha*, o Opera 8,3 t hal,

Figura 26 - Incremento do TCH (%) de plantas de cana-de-agucar (cv. SP801842) submetidas a
aplicacdo de produtos a base de piraclostrobina, em relagdo as plantas sem aplicagéo.
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Legenda: Diferenca média para todos os produtos nos 3 niveis de aplica¢fes (média das plantas com 1,
2 e 3 aplicagdes).
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4.10 Florescimento

Os dados quanto ao florescimento foram registrados por meio de analise visual a partir
de imagens da sesséo longitudinal da regido meristematica. Das plantas observadas em cada
parcela, foi contabilizada a ocorréncia de meristema apical da parte aérea diferenciado (ou
inicio de ponto de vela?) (TABELA 1). Detalhes da regido meristematica podem ser observadas
na figura 27.

Tabela 1 - Contagem de meristemas diferenciados em plantas de cana-de-acucar (cv. SP801842)
submetidas a aplicacdo de piraclostrobina, no momento da colheita.

Controle BAS751 Ativum Orkestra Opera
1A 4 4 3 1 3
2A 3 2 2 2 3
3A 4 1 1 0 0

Legenda: 1A: Plantas que receberam 1 aplicacdo; 2A: Plantas que receberam 2 aplicagGes; 3A: Plantas
que receberam 3 aplicages (n = 4)

2 Termo agrondmico referente ao inicio do desenvolvimento da inflorescéncia em cana-de-agucar;
estrutura em forma de chama de vela relativo ao inicio da imissdo do penddo floral.
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Figura 27 - Detalhe da regido meristematica da parte aérea de plantas de cana-de-agUcar (cv. SP801842)
submetidas a aplicacdo de produtos a base de piraclostrobina.
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Legenda: Corte longitudinal do &pice do colmo de plantas com 1, 2 e 3 aplicagdes dos produtos. Imagens
obtidas previamente antes da colheita. Setas indicam a presenca de “ponto de vela”, caracterizado como
o inicio a emissdo da inflorescéncia.
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4.10 RNA-seq

Foram identificados 148.923 genes codificadores de RNAs com um total de 280.090
isoformas. O valor N50 para a maioria das isoformas de cada gene foi 1.367. Neste caso, 50%
das isoformas dos genes preditos tiveram um tamanho igual ou superior a 1.367 pares de bases.
O tamanho médio dos genes foi 1.021 pb, sendo a proximidade dos valores dessas métricas um
indicativo que diversos genes foram preditos em toda sua extensdo. Um total de 267.951
isoformas (aproximadamente 96%) possuiram similaridade média de 91% com alguma
sequéncia nucleotidica depositada no NCBI até a data de 22/02/2020 (FIGURA 28).

Figura 28 — Relacdo de similaridade das sequéncias obtidas do RNA-seq da folha de cana-de-agucar
preditas por meio do RefSeq (NCBI).
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Foram observados 213 genes desconhecidos (ndo alinhados pelo bast-hit)
diferencialmente expressos do total de genes diferencialmente expressos, apresentando
regulacdo descendente (down-regulation) para as plantas tratadas com piraclostrobina. Em
contrapartida, a piraclostrobina aumentou a expresséo de 223 genes. Cerca de 30 genes ligados
ao cloroplasto, foram diferencialmente expressos. Cerca de 6 genes mitocondriais foram
diferencialmente expressos. Outros genes possivelmente ligados a resposta para auxina, etileno,

giberelina também foram positivamente regulados. A maioria dos conjuntos de dados tinha alta
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homologia com genes no genoma de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), auxiliando na

identificacdo da identidade e relagGes entre eles (FIGURA 29).

Figura 29 — Mapa de calor de assinaturas moleculares e agrupamento hierarquico, indicando genes
diferencialmente expressos, a partir das analises dos dados de RNA-seq, de folhas de cana-
de-aglcar (cv. SP801842) submetidas a aplicacéo de Piraclostrobina (Opera®).
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Legenda: A cor gradiente purpura ao amarelo representa a propor¢do da variagdo de expressao génica
absoluta, em contagem por milhdo (CPM). As anotagdes na parte superior do mapa de calor mostram o
agrupamento das amostras (bibliotecas), as anotaces na parte lateral mostram o agrupamento entre 0s
genes.
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Os dados de expressdo para cada amostra sequenciada mostraram que havia uma boa
distribuicdo entre as repeti¢des bioldgicas. Cada tratamento continha 3 repeti¢Bes bioldgicas,
constituidas de um pool de 4 plantas por repeticdo o que garantiu uma melhor consisténcia dos
resultados (FIGURA 30). As analises em T1 (tratamento controle) representam a expressdo
negativa dos genes promovidas pelo tratamento T2 (tratamento com piraclostrobina) e as
analises em T2 representam a expressao positiva dos genes. O que foi positivamente expresso

em T1 indica que foi negativamente expresso em T2.

Figura 30 — Representacdo da variabilidade da expresséo génica entre as amostras de cada tratamento.
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Legenda: A cor gradiente purpura ao amarelo representa a propor¢édo da variagdo de expressdo génica
entre repeticBes dos tratamentos pelo coeficiente de correlacdo. As anota¢des na parte superior do mapa
de calor mostram o agrupamento hierarquico das amostras, as anotacdes na parte lateral mostram o
agrupamento entre os genes. T1-: plantas sem aplicacéo de piraclostrobina; T5-: plantas com aplicacdo

de piraclostrobina (Opera®).

A andlise preliminar do transcriptoma da cana-de-agucar foi realizada no RNA total

derivado de amostras individuais de folhas de plantas tratadas com o Opera® em contraste com
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o controle. Os resultados da expresséo diferencial mostraram que, muitos genes tiveram uma
enorme mudancga na expressdo quando as plantas foram tratadas com piraclostrobina. As
diferencas de magnitude entre a expressdo dos genes estdo representadas na Figura 31,
indicando o total de transcritos e o impacto biolégico da diferenca de expressao, em relacdo ao

nivel de expressao génica dada em log2 de Fold Change e a expressao absoluta.

Figura 31 - Expressdo diferencial de genes em folhas de cana-de-agucar (cv. SP801842) submetidas a
aplicacdo de Piraclostrobina (Opera®), determinada a partir de analises de RNA-seq.
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Legenda: Os genes que foram diferencialmente expressos significativamente sdo indicados pelos pontos
vermelhos. Os genes que ndo apresentaram diferenca significativa na expressdo estdo representados
pelos pontos pretos. Os dados sdo organizados ao longo das dimensdes biolégicas (dada em -log de Fold
Change entre o controle e tratamento) e o valor de significancia estatistica em FDR (n = 3). O eixo X
indica o impacto biologico da diferenga de expressdo, enquanto o eixo “y” indica o nivel de expressao
génica em log de Fold Change.
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As identidades genéticas dos conjuntos foram confirmadas pela analise BLAST e,
quando apropriado, classificadas. Do total de genes analisados que foram expressos de maneira
significativa, destacam-se, principalmente, aqueles com regulacdo negativa (FIGURA 32). Na
figura 30, os genes de maiores magnitudes em -log2FC estdo distribuidos a direita,
representando 0s genes suprimidos com a aplicagdo do produto. Estes genes foram
positivamente regulados no tratamento controle, em relacdo ao tratamento com o
piraclostrobina (mais pontos vermelhos do lado direito indicam genes reprimidos pelo

tratamento em sua ordem de magnitude).

Figura 32 — Representacao esquematica da magnitude da expressdo diferencial de genes em folhas de
cana-de-aglcar (cv. SP801842) tratadas com Piraclostrobina (Opera®).
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Legenda: Os genes que foram diferencialmente expressos significativamente sdo indicados em
vermelho. Os dados séo organizados ao longo das dimens@es biolégicas (dada em -log de Fold Change
entre o controle e tratamento) e o valor de significancia estatistica com base em FDR (n = 3). O eixo X
indica o impacto bioldgico da diferenca de expressdo, enquanto o eixo y indica o nivel de significancia
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estatistica da diferenca de expressdo. Quanto maior o valor de -1*log10(FDR) maior foi o nivel de
significancia na diferencga de expressao relativa desses genes.

A partir da analise de expressdo diferencial foram identificados 877 genes sendo
expressos diferencialmente. A aplicacdo de piraclostrobina causou a redugdo na expresséo de
654 genes, muitos deles codificadores de proteinas de choque térmico (heat shock - HSP).
Genes negativamente regulados foram observados com identidade para diversos fungos, tais
como Zymoseptoria tritici, Polysphondylium pallidum, Isaria fumosorosea, Fusarium
graminearum, Alternaria alternata, Lachnellula hyalina e outros. Muitos genes que respondem
ao estresse reduziram a expressdo, como genes envolvidos em ubiquitinacdo ligados a

sinalizagdo de defesa.
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5 DISCUSSAO

5.1 Efeitos da piraclostrobina na eficiéncia fotossintética e no acimulo de 6xido nitrico

O rendimento energético potencial da cana-de-acUcar € uma de suas principais
qualidades, tornando-a alvo de pesquisas que vao desde de programas de melhoramento varietal
até os programas de manejo para aumento da produtividade, sustentabilidade e lucratividade de
mercado. Um dos grandes desafios para aumentar a produtividade dessa cultura é a expansao
de fronteiras agricolas e as consequéncias ambientais desse processo. A perspectiva principal
nesse contexto tem sido otimizar e melhorar pard@metros do rendimento energético metabdlico,
explorando mais a cultura em menos tempo e espaco agricola. Esses parametros incluem em

destague os aspectos ligados ao potencial de rendimento fotossintético da cultura.

A melhoria em pardmetros do potencial de rendimento tem sido uma das perspectivas
com a piraclostrobina, para otimizar e usufruir das capacidades bioldgicas da cana-de-agucar.
No presente trabalho, a assimilagdo liquida de carbono Py foi potencializada com a aplicacdo
de piraclostrobina. A Pn desempenha um papel importante na melhoria da producéo vegetal.
Os resultados mostraram que esse desempenho em Py, a partir das curvas de resposta a luz, se
estendeu desde alta intensidade luminosa (Pgmax)) até os pontos de baixa fluéncia apés a
inclinacdo maxima da curva, a qual é limitada por assimilagdo de CO>. Esses dados garantem
um passo importante no estabelecimento fotossintético da planta, uma vez que, folhas
localizadas em regifes mais inferiores consigam melhorar a eficiéncia na assimilacdo de

carbono mesmo estando sombreadas.

A vantagem de melhores respostas a luminosidade inclui ganhos de rendimentos
energético em situagdes de espacamento em linha assimétrico e, consequente, fechamento de
dossel, o que sdo comuns em diversos canaviais. O resultado disso pode levar ao melhor
desempenho fisiologico e contribuir com a produtividade final. Estudos anteriores ja mostraram
que folhas de cana-de-agUcar com baixa incidéncia luminosa, devido ao sombreamento, tém
concentragdes de clorofilas a/b e nitrogénio foliares afetadas negativamente, além de reducGes
na capacidade de carboxilagdo da Rubisco (MARCHIORI, et al., 2014). Diante dessa
abordagem, outras pesquisas ja buscaram o desenvolvimento de modelos para quantificar o
impacto potencial do espacamento assimeétrico no ganho de carbono para a cana-de-agtcar
(WANG et al 2017), além de outras culturas (SONG; Zhu, 2012). Assim, 0 manejo estratégico
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com piraclostrobina pode permitir a extrapolacdo dos limites da plasticidade fisiol6gica da

cana-de-acgucar.

As plantas tratadas com piraclostrobina apresentaram respostas mais rapidas a variacao
da intensidade de luz. Apos o ponto de inclinacdo da curva de resposta a luz, mesmo ao
atingirem o platd, os dados mostram que a resposta continuou levemente ascendente, ndo
apresentando evidencias de fotoinibicdo e nem declinios acentuados em Pn. Adicionalmente,
o0s tratamentos apresentaram valores semelhantes quanto ao quenching nao-fotoquimico (NPQ)
(dados ndo mostrados), ndo havendo provavelmente fatores danosos ao aparato fotoquimico
que interferiram entre os resultados. No campo, as plantas frequentemente sofrem flutuacoes
frequentes da luz e levam certo tempo para responder. Tal fato reduz a eficiéncia fotossintética,
uma vez que, a reducdo da luminosidade exige o relaxamento dos processos de energia
dissipativa, isto €, NPQ, enguanto que, as mudancas no aumento da intensidade da luz requerem
aumento da gs e, sobretudo, a ativagdo da Rubisco (WANG et al., 2020). Assim, estudos futuros
devem ser incrementados nessa pesquisa para se investigar as relagdes entre temperatura foliar

e temperatura ambiente, gs e déficit de pressdo de vapor.

O aumento da eficiéncia fotossintética nas plantas tratadas pode ser verificado com a
estimativa de Pgmax € Pn. Entretanto, mesmo que os valores de Pgmax N80 possam ser
considerados como variavel resposta para determinar a capacidade fotossintética maxima entre
os tratamentos, ela ainda € um indicativo para as inferéncias na estimativa da Rd. Esses dados
se justificam uma vez que a Rd foi superior nas plantas tratadas. Esses resultados contribuiram
para maiores atividades respiratorias tanto diurnas, a parir das estimativas de Rd feita a partir
de andlises realizadas durante o dia, quanto noturnas, a partir da coleta de dados realizadas na
madrugada.

E interessante salientar que, as medias de Rd no presente estudo, referem-se aos efeitos
da piraclostrobina em curto prazo, de 1 a 5 dias apés a aplicagdo. Esses efeitos ndo estdo em
consonancia com resultados ja relatados na literatura, os quais observaram a reduc¢éo da Rd
longo prazo (LOPES et al., 2018). Alem disso, a respiracao no escuro pode ainda ser mascarada,
ja que, o CO2 produzido pela respiragdo mitocondrial também pode ser reassimilado,
principalmente no ciclo fotossintético C4. Ainda assim, mesmo em curto prazo, a atividade
respiratoria pode ter papel importante, tanto para a respiragdo de manutencdo quanto para a
respiracdo de crescimento, atendendo a demanda dos drenos. Esses aumentos em Rp, embora
menores a noite (atrelado possivelmente a reducdo da condutancia estomatica), indicam que o

tratamento influencia no metabolismo de agUcares ndo apenas durante o dia. Isto pode ter levado
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a maiores taxas de exportacdo e disponibilidade de energia e hexoses para sustentar maiores

demandas bioquimicas ao amanhecer

Vale ressaltar que, mesmo sendo o colmo o dreno mais interessante para mensurar a
produtividade da cana-de-acUcar, as respostas imediatas da aplicacdo de piraclostrobina sobre
a fotoquimica puderam ser verificadas rapidamente nas folhas. As respostas no colmo podem
ser secundérias e resultantes do metabolismo foliar. Entretanto, estudos reforcam a ideia da
melhoria da forca dos drenos em induzir o aumento da sua propria demanda, para estimular o
descarregamento de carboidratos no floema e estimular a fotossintese (ROOPENDRA et al.,
2019). Tais observagOes podem ser confirmadas em trabalhos anteriores em que o efeito da
piraclostrobina na producéo e parti¢do de carboidratos se deu em curtos periodos, em menos de
24 h apds a aplicacdo, intensificando o teor de carboidratos, tanto na folha como ao longo do
colmo (SMOZINSKY, 2017). Sendo uma via de méo dupla, esses dados podem responder sobre

a prolongacéo dos efeitos da piraclostrobina a longos prazos.

Diante disso, as perguntas iniciais se norteavam em saber como os fatores supracitados
controlam uns aos outros. Mais especificamente, se a melhoria na eficiéncia quantica
fotossintética é controlada por fatores moleculares ligados ao metabolismo de carboidratos ou
o inverso disso. Sabe-se que a cana-de-agucar tratada com piraclostrobina j& apresentou grandes
variacdes nos niveis ndo apenas de aglUcares a curto prazo, como também nos niveis de
nitrogénio, aminoéacidos e proteinas totais (SMOZINZKY, 2017). Isso pode ter incrementado

primordialmente a robustez do aparato fotoquimico, levando aos maiores fluxos fotossintéticos.

As diferencas entre os tratamentos, para a eficiéncia quantica maxima do fotossistema
I1 (PSII), indicaram que as folhas de plantas tratadas com piraclostrobina, tendo maiores razdes
FvFm, apresentaram maior eficiéncia na absorcéo de luz pelos complexos antena e conversao
dessa energia em energia quimica. As medicGes de fluorescéncia da clorofila realizadas a noite
mostraram que o leve aumento na eficiéncia quantica do PSII parece ndo ter provocado grandes
alteracdes no transporte de elétrons, pelo método utilizado no experimento do presente estudo.
Ainda assim, isso contribuiu consequentemente com a maior assimilagdo de CO: e teve
contribuicdo com a elevacao do contetido de pigmentos. A partir do quinto dia ap6s a aplicagéo,
ndo foi verificado aumento progressivo ou diferenca com plantas sem aplicacdo. Em
decorréncia disso, pode ter ocorrido equilibrio no tamanho das antenas ou regula¢éo negativa
devido a dissipagdo ndo-fotoquimica posteriormente, incluindo o aumento dos carotenoides,
atuando na regulacdo do fluxo de energia dos estados excitados da clorofila (CHEN et al.,

2017), ou devido ao decaimento da acdo da piraclostrobina na planta.
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O conteudo de clorofilas na folha é um fator importante para ajudar na compreenséo de
estimativas da capacidade fotossintética e tem impactos potenciais na fotossintese. A resposta
no incremento de pigmentos fotossintéticos foi maior no primeiro dia, possivelmente devido a
uma maior interferéncia da piraclostrobina nos estagios iniciais de difusdo no mesofilo. Quando
a concentracdo de pigmentos diminuiu, o investimento no uso de nitrogénio para a biossintese
de clorofilas a e b pode ter sido alterado e direcionado para outros metabolitos. Por participar
estrutural em anéis tetrapirroicos de clorofilas, parece ter havido uma rapida demanda na
assimilacdo ou na remobilizacdo de nitrogénio nesse periodo. As altas atividade fototoquimicas
da fotossintese podem ter contribuido com a assimilag&o do nitrogénio, disponibilizando poder
redutor (ferredoxina reduzida) para a atividade da redutase do nitrato.

Estudos apontam que maior atividade na assimilacao de nitrogénio acarreta no acimulo
de 6xido nitrico (NO) intracelular (HUANG et al., 2002). Neste contexto, os dados do presente
trabalho fornecem indicios de que a aplicacdo de piraclostrobina promoveu o aumento na
producdo de NO intracelular em cana-de-agUcar. Esse aumento de NO parece ser uma possivel
relacdo da piraclostrobina com sinalizacbes que acarretaram, incialmente, na melhoria da
capacidade fotossintética em cana-de-agucar. Nessa hipétese, 0 NO pode ser produzido tanto
em vias de assimilacdo de nitrato, a partir da redutase do nitrato, quanto pela sintase do 6xido
nitrico, além de poder ser gerado direto pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
(SELIGMAN et al., 2008; GUPTA et al., 2018).

No presente estudo, é possivel que a piraclostrobina interage diretamente com o
complexo do citocromo-bcl interrompendo a transferéncia de elétrons no local de oxidacdo do
quinol, tal como atua em fungos (BECKER et al., 1981), inibindo, consequentemente, a sintese
de ATP. Isso possivelmente estaria intensificando a entrada de malato na mitocondria, em troca
de fosfato inorganico, para equilibrar o pH no espaco intermembranas mitocondrial e na matriz.
A entrada de malato no ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA) pode fornecer maiores
quantidade de piruvato e oxaloaceto, via Enzima Malica e Desidrogenase do Malato,
respectivamente. 1sso poderia acarretar em maiores niveis de 2-oxoglutarato, o qual € um bom
regulador da assimilagéo de nitrogénio, corroborando com o papel importante do ciclo TCA na
assimilacdo de nitrogénio (FOYER et al., 2011). Tais observagdes sdo congruentes com o
aumento verificado na atividade respiratéria em plantas com aplica¢do, uma vez que, grande

parte do CO: liberado é proveniente da atividade do ciclo TCA.

Considerando uma possivel regulacdo negativa do citocromo-bcl por piraclostrobina,

IS0 acarretaria em maiores atividades da via alternativa ao citocromo mitocondrial, pela enzima
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oxidase alternativa (AOX). Em outras perspectivas, existem evidéncias de que o aumento da
atividade da AOX também pode induzir & producdo de NO mesmo dentro das mitocondrias
(GUPTA et al., 2018; VISHWAKARMA et al., 2018). Adicionalmente, outros estudos apoiam
a hipdtese de que os tecidos vegetais também sintetizam NO via reducdo ndo enzimatica do
nitrito apopléstico (BETHKE et al., 2004), o que foi qualitativamente evidenciado nas imagens
de epifluorescencia, indicando uma possivel intensificacdo na difusdo do NO. Nesse sentido,
etapas paralelas do presente trabalho tém sido realizadas para a elucidacdo da atuacéo celular e

mitocondrial da piraclostrobina em plantas, sob uma 6tica bioquimica e molecular.

O padrdo fisioldgico desempenhado nas variaveis fotossintéticas avaliados e a produgéo
de NO pode ter sido decorrente da promocao de fatores ndo apenas ligados aos pigmentos
fotossintéticos, mas também de outras moléculas inerentes aos sistemas de antenas. Esses
resultados sugerem que uma regulacdo molecular cloroplastidica mais profunda ndo esta
descartada e precisa ser investigada. Outro passo importante nesse estudo é a possivel
contribuicdo do NO como um sinalizador em potencial para a transicdo da fase vegetativa para
a reprodutiva em cana-de-acUcar. Isso sugere que had uma integracdo entre o metabolismo do

carbono e do nitrogénio com os sinais moleculares envolvidos no florescimento.

5.2 Manejo com piraclostrobina beneficia o crescimento e o desenvolvimento da cana-de-

acucar.

O crescimento vegetativo é um interessante indicativo para a melhoria de producdo.
Parametros ligados ao crescimento podem ser estudados de duas maneiras, seja aumentando as
capacidades organicas para a distribuigdo e o armazenamento de carboidratos, e/ou aumentando
capacidade fisico-quimica e estrutural em biomassa. A dinamica de crescimento das plantas
tratadas com piraclostrobina teve uma relacao positiva entre o nimero de folhas verdes, a altura
e o diametro dos colmos, estendendo-se entre o periodo de maturacdo até o momento da
colheita. Levando-se em conta a busca de cultivares de boa qualidade, uma estrutura
morfofisilogica que evite o tombamento e da maior suporte para 0 armazenamento de sacarose
garantem grandes prerrogativas para a busca de maiores produtividades. Essa relagéo representa
um fator importante no estabelecimento de cultivares que apresentam boas caracteristicas. Por
exemplo, cultivares com boa maturacdo e baixa tendéncia ao florescimento, porém, sem boa

producdo final, seja pelo crescimento reduzido ou estruturas de colmo sujeitas ao tombamento.
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Diametro do colmo chega no periodo de colheita com o didmetro maior nas plantas com
piraclostrobina, contudo, sem grandes diferencas na altura em relagdo ao nimero de aplicaces.
Ainda assim, as plantas com 1, 2 ou 3 aplicacdes apresentaram altura de colmo maiores que
plantas sem aplicacdo. Isso pode ser favoravel para maiores armazenamento de agucares, sem
riscos com tombamento de colmos muito altos. A grande vantagem da terceira aplicacdo, em
relacdo ao manejo convencional, neste caso, € o investimento maior no diametro do colmo.
Vale ressaltar que, uma diminuicéo na taxa de crescimento estrutural do colmo caracteriza a
fase lenta e tardia do crescimento, e acarreta, possivelmente, no maior armazenamento de

carboidratos nessa fase.

Provavelmente, os mecanismos de atuacgdo da piraclostrobina se estendem nédo apenas
ao metabolismo de carboidratos, como sacarose, glicose, frutose e amido (SMOZINSKY,
2017), mas também a carboidratos estruturais. Em analises no campo também foi verificada
uma elevada rigidez da casca em plantas com aplicacdo, principalmente com os tratamentos
com Opera®. Tais observacdes fornecem grande vantagem em se tratando do mercado para
Cana-energia, 0 qual visa maiores quantidades de bagaco, fibra e toneladas de biomassa por
hectare. Tais caracteristicas tém grande valor para os custos de producdo e tornam mais

competitivos os projetos que venham a utilizar esse tipo de cana-de-agicar como matéria-prima.

A dindmica foliar é também crucial na determinacdo da produtividade da cana-de-
acucar. Os resultados sobre o grau de senescéncia podem demonstrar que mecanismos
envolvidos na regulacdo do desenvolvimento foliar devem ter contribuido diretamente no
rendimento da cultura. Pardmetros ligados a isto, melhoraram, consequentemente, a eficiéncia
de interceptacdo e absorcdo da irradiagdo solar incidente, acarretando em actmulos de
biomassa. O ganho em TCH é um reflexo disso (LOPES et al., 2018) e parece ser um fator

adjacente para indicar o rendimento lucrativo sobre os efeitos da piraclostrobina em campo.

As plantas tratadas com os diferentes produtos parecem ter mantido o estadio vegetativo
por mais tempo, ao longo do periodo de maturacdo da cultivar estudada. Esse padrdo é mais
pronunciado em plantas que receberam 3 aplicacgdes, sobretudo, dos produtos Opera e Ativum.
Isso é importante para o produtor e para a industria, uma vez que, sendo dificil se mensurar o
percentual de plantas que se encontram em estadio ideal de maturacdo no momento da colheita.
Nesse caso, o produtor corre o risco de colher plantas que ainda estéo verdes, levando ao maior
conteudo de fibras e dificuldades na extracdo do ATR (AcgUcares Totais Recuperaveis). Por
outro lado, os riscos também incluem plantas que ja passaram do ponto de maturacéo, levando

aos maiores niveis de acUcares indesejaveis para a industria, além da ocorréncia de
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isoporizacdo. Neste Ultimo caso, os riscos incluem, tanto a desidratagdo dos colmos, o que
dificulta ainda mais a obtencdo do ATR nas usinas, quanto a remobilizacdo e consumo da

sacarose pra sustentar transicdo da fase vegetativa para a reprodutiva.

Nesses casos, verifica-se nesse trabalho que as plantas sob aplicacdo, mantiveram seus
niveis ideais de maturacdo e reduziram a quantidade de agucares no ponteiro (verificados no
ultimo entrend imaturo, proximo aos meristemas intercalares abaixo do meristema apical da
parte aérea). Esses dados confirmam a hipdtese de que menos agUcares estariam suprindo o
desenvolvimento apical para a transicdo para o meristema de inflorescéncia, o qual consumiria
elevadas quantidades de energia. Nesse contexto, os dados sobre a maturagdo se tornam
importantes na analise do florescimento, uma vez que, estdo sendo investigados, em paralelo a
esta pesquisa, aspectos ligados a disponibilidade de agucares sinalizadores para 0 meristema e

a efeitos na inducdo do florescimento.

Os incrementos obtidos em TCH e isoporizacéo justificam ainda mais a adi¢do de mais
uma aplicacdo de piraclostrobina pelos produtores, visando um novo objetivo, inibir o
florescimento. Os custos de aplicacdo podem ainda ser inferiores ao lucro, considerando-se 0s
ganhos em toneladas por hectare convertidos em valor de safra. Tendo em vista, os fatores
climaticos, bem como o ajuste fino da regulagédo génica do florescimento, o estabelecimento do
manejo com 3 aplicagdes ainda necessita de mais investigacdes em nivel molecular para uma

efetiva adequacdo nos métodos.

5.3 Perspectivas sobre o florescimento e 0 manejo com piraclostrobina

Os dados visuais indicaram uma maior ocorréncia de diferenciagdo meristematica nas
plantas sem aplicagdo, ao se avaliar a presenca de “ponto de vela”, isto €, desenvolvimento do
meristema de inflorescéncia. Plantas que receberam aplicagdo dos produtos apresentaram pouca
ou nenhuma ocorréncia de diferenciagéo, especialmente quando houveram 3 aplicagdes. Uma
possivel relacdo poderia estar ligada ao elevado grau de isoporizacao nas plantas sem aplicacgéo.
Esses resultados foram registrados com 30 dias ap6s a 22 aplicacdo (més de margo), 30 dias
apos a 3?2 aplicacdo (més de abril) e no momento antes da colheita (més de setembro). Dados
adicionais, sobre a importancia do agucar nesse contexto, sugerem uma possivel relagdo

envolvida na sinalizacdo de carboidratos na folha para a inducéo ou represséo floral em cana-
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de-aglcar, como uma via de regulacdo poés-transcricional ligada a trealose-6-fosfato e
fotoperiodo (SCHUMAKER, 2019).

Embora a area experimental tenha chegado ao fim do periodo de safra, a colheita
impossibilitou as observacdes fenotipicas subsequentes, como o desenvolvimento parcial ou
total do pendéo floral. Contudo, todo o material vegetal — referente ao colmo, folha e meristema
apical da parte aérea — foi armazenado para futuras pesquisas bioquimicas e moleculares. Os
resultados quanto ao IM e as analises visuais da regido meristematica indicaram que uma
terceira aplicacdo dos produtos pode retardar a transi¢do da fase vegetativa para a reprodutiva

e ainda contribuir com ganhos de produtividade final.

Nesse cenario, os produtos a base de piraclostrobina ganham uma nova perspectiva de
mercado como inibidores do florescimento da cana-de-agUcar, além da sua atuacdo na
prevencdo fitossanitaria e no ganho de biomassa. Com isso, uma das possibilidades promissoras
€ 0 posicionamento comercial desses produtos, em paralelo a produtos concorrentes no
mercado, tais como como maturadores e inibidores do florescimento. Nesse caso, tanto as
melhorias na eficiéncia energética como o controle da inducéo floral expandem o espectro de

acao da piraclostrobina no agronegécio.

Mais especificamente, foi confirmado aqui que a aplicagéo do fungicida piraclostrobina
altera significativamente a expressao de genes de diferentes vias metabdlicas e do crescimento
e desenvolvimento em cana-de-agucar. A capacidade da cana-de-acucar de acumular grandes
guantidades de acgucares depende de atividades metabolicas complexas que ocorrem de forma
dindmica e coordenada (WANG et al. 2013), a depender do 6rgdo e da maturidade em que se
encontra. Estudos anteriores identificaram diferencas transcricionais de cana-de-agUcar, no
entanto, este estudo é o primeiro a examinar o transcriptoma da cana-de-acucar sob os efeitos

da piraclostrobina.

5.4 Expressao diferencial por RNA-seq: uma visdo holistica de funcionalidades

A técnica de RNA-seq foi empregada com o objetivo de identificar o padrdo de
expressdo génica da cana-de-agucar submetida a aplicagéo de piraclostrobina, em condigdes de
campo e sob condi¢des fotoperiodicas ideais para a inducdo do florescimento. Dos produtos a
base de piraclostrobina utilizados nessa etapa da pesquisa foi selecionado o Opera®, uma vez

tendo efeitos mais pronunciados em relacdo a transicdo do estadio vegetativo para o
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reprodutivo, considerando-se os dados de maturacdo. A seguir, foram discutidos aspectos
ligados a fatores genéticos que controlam vias principais do estresse, metabolismo, crescimento
e desenvolvimento reprodutivo. As diferencas de expressdo absoluta de alguns genes abordados

estdo apresentadas no Apéndice A.

5.4.1 A piraclostrobina esté envolvida na regulacéo contra estresses

A principal recomendacéo para a aplicacdo da piraclostrobina é atribuida a sua atuagéo
contra doencas. Por ser um fungicida com modo de acéo protetivo e sisttmico, a piraclostrobina
possui amplo espetro de alvos flngicos, proporcionando uma boa garantia fitossanitaria. A
efetividade do efeito fungicida foi observada a partir do sequenciamento do RNA total das
amostras, uma vez que, foram detectadas varias sequéncias preditas correspondentes a
diferentes espécies de fungos nas plantas sem aplicacdo. Nesse sentido, espera-se que
mecanismos de estresse bidticos ligados ao ataque de fungos sejam poupados em plantas

tratadas. 1sso verificado com algumas enzimas diferencialmente expressas.

Foram identificados 2 genes relacionados ao metabolismo da glutationa com func¢éo de
transferase, provaveis isoformas de Transferases da S-Glutationa (GST) negativamente
regulados pela piraclostrobina. A GST constitui uma classe de enzimas versateis, as quais
catalisam uma ampla gama de reacGes, sobretudo em processos fisioldgicos como
desintoxicacdo xenobidtica, tolerancia ao estresse e metabolismo secundario. Isso repercute em
seu envolvimento na a sintese de compostos contendo enxofre, como compostos volateis e
glucosinolatos, bem como na conjugacéo, transporte e armazenamento de oxilipinas, fendlicos
e flavonoides reativos (DIXON et al. 2010). Essa regulacdo negativa de expressdo de GSTs
pode ser o reflexo da atividade antiflngica da piraclostrobina na prevencdo de doengas nas

folhas.

Pesquisas anteriores suportam a hipotese de que o metabolismo da glutationa controla o
acumulo e o transporte de NO. Entretanto, embora 0 NO tem seus niveis aumentados com a
superexpressdo de GST em animais, ainda ndo se tem estudos suficientes que corroborem isto
em plantas. O que é mais coerente é 0 aumento do NO em situacdes de resisténcia exigidas
pelas plantas contra fatores ambientais, como seca, estresse salino e, especialmente, na resposta
hipersensivel e sisttmica a infeccdo com patogenos (KRASYLENKO et al., 2010). Nesses

casos, a sinalizacdo de NO, em plantas, pode ser por interacdo com ions de célcio e proteina
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quinases. Neste mecanismo, o NO pode promover a ativacdo de proteinas quinase e maiores 0s
niveis de cations de célcio citosdlico, acarretando em eventos dependentes da fosforilagdo
(LAMOTTE et al., 2006; COURTOIS et al., 2008).

Doze genes regulados positivamente, com a aplicacdo de piraclostrobina, sdo
codificadores de proteinas quinases, sendo uma delas dependente de célcio (CPK7). Essas
evidencias estdo atreladas a participacdo do NO com a termotoleréncia, visto que, este
sinalizador pode estimular a atividade de ligacdo dos fatores de transcri¢do do choque térmico
ao DNA, bem como o acimulo desses fatores (XUAN et al. 2010). Isso pode ter grande relagéo

com o desempenho no crescimento e no desenvolvimento das plantas sob aplicagéo.

5.4.2 Mecanismos de tolerancia térmica e repercussao na producéo vegetal

Do total de genes negativamente regulados, destacam-se 42 que foram identificados
como codificadores de proteinas de choque térmico (heat chocks - HSPs). As HSPs sdo
detectadas em células procarioticas e eucariéticas, e aumentam de maneia transitoria seus niveis
em presenca de agente estressores como forma de protecdo (JESPERSEN, 2020). As HSPs sdo
alvos para 0 a engenharia no melhoramento de culturas agricolas, porque tém alta diversificacdo
funcional distinta e sobreposta na resisténcia ao estresse e no desenvolvimento vegetal (JACOB
et al., 2016). Essas proteinas ja tém sido alvos de estudos de clonagem génica em cana-de

acucar, com o intuito de explorar o mecanismo de resisténcia ao estresse (LIANG et al., 2017).

No presente estudo, genes importantes, ligados as HSPs com expressdo reduzida, foram
identificados como fatores de transcricdo RAP2-1 e ERF. Eles sdo responsivos ndo apenas ao
estresse térmico, contudo também & seca, em vias de sinalizacdo com o etileno (HINZ et al.,
2010). A relacéo entre os dois genes, tendo ainda regulacéo descendente em cana-de-agUcar, é
gue RAP2 possui um dominio AP2 (APETALA2) que se liga a elementos responsivos a
desidratacdo (conhecidos como DREs) e um motivo de repressdo anfifilica (conhecido como
EAR) associados ao ERF (DONG,; Liu, 2010). Plantas de A. thaliana, por exemplo, quando
superexpressaram 0 RAP2.1, mostraram elevacgdo da sensibilidade ao estresse pelo frio e pela
seca. (DONG; Liu, 2010). Além disso, esses fatores de transcricdo podem ter relacdo com os
resultados de fotossintese em cana-de-agUcar, ja que estdo ligados as respostas ao aumento de
irradiancia, revelando efeitos genotipicos associadas a aclimatagdo para a manutencdo da
eficiéncia fotossintética (VAN ROOIJEN et al., 2018).
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Embora a separacdo da resposta fisioldgica, para o tecido fotossinteticamente ativo,
entre temperatura e irradiancia ndo seja trivial, as alteracdes sobre os genes de HSPs
representam um indicativo para essa resposta. Nesse contexto, sugere-se que as plantas com
aplicacdo de piraclostrobina se ajustaram em parametros térmicos e hidricos e fotoquimicos,
mantendo o balangco homeostatico e minimizando a atuacao de fatores de transcri¢do de choque

térmico.

Em resposta a grande alteracdo na regulacao de HSPs, as proximas etapas desta pesquisa
devem ser alcangadas quanto ao reflexo das mudancas no transcriptoma da cana-de-agucar em
andlise. Diante dos produtos proteicos e metabdlitos gerados, considera-se que o metabolismo
do carbono é um indicador central para refletir as capacidades de aclimatacdo da planta. Um
importante direcionamento a seguir estd nos produtos génicos indicadores que refletem a
eficiéncia da capacidade fotossintética e toda a trajetdria de influéncias que culminem na

melhoria de producéo vegetal.

5.4.3 Mecanismos fotossintéticos regulatorios

Relacionado ao cloroplasto, o tratamento com piraclostrobina resultou na regulacéo
positiva de 11 genes e regulacdo negativa de 19 genes. Esses dados sugerem que a
piraclostrobina esta fortemente ligado ao controle da fotossintese. Isto pode determinar
respostas inerentes aos indices de produtividade em decorréncia de melhorias na eficiéncia na
captacdo e conversdo de energia fotossintética, o que leva aos incrementos de variaveis do

crescimento vegetativo, além de maior producdo de agucares na folha.

O aproveitamento da energia luminosa pode levar em conta o “efeito verde”, o qual é
observado em campo nas plantas de cana-de-agUcar que receberam produtos a base de
piraclostrobina. Aqui, foi verificado uma possivel regulacdo pds-transcricional, a partir da
reducdo da expressao do gene cloroplastidico ligado a degradacéo de clorofilas, RCCR, o qual
codifica a enzima (RED CHLOROPHYLL CATABOLITE REDUCTASE) que realiza a
clivagem de porfirina (WUETHRICH et al., 2000). Por outro lado, em relagéo a carotenoides,
foi verificada alta express@o para o gene CA2 que codifica a Hidroxilase do beta-Caroteno-2

cloroplastidica, contribuindo com o aumento do papel de fotoprotecéo.

Outro gene positivamente regulado no cloroplasto foi o 1-deoxy-D-xylulose-5-

phosphate synthase 1 (DXS) que esta diretamente conectado com o desenvolvimento
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cloroplastidico. A enzima DXS catalisa a reacdo de condensacéo entre piruvato e gliceraldeido-
3-fosfato para produzir 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP). A DXS é limitadora da
biossintese de isoprendides plastidicos e essencial para o desenvolvimento de cloroplasto
(ESTEVEZ et al., 2000; ESTEVEZ et al., 2001). Essa relacdo esta no envolvimento com o gene
responsavel pelo desenvolvimento de cloroplasto CL1. Este gene regula uma enzima DXS, pela
via do C-metil-D-eritritol-4-fosfato. O CLAL € positivamente regulado pela luz e tem efeitos
sobre diferentes nos niveis de RNA de genes fotossintéticos (MANDEL et al., 1996). Isso
sugere um papel importante da piraclostrobina na regulacédo cloroplastidica, em que pode se

estender desde aspectos fotoquimicos até aspectos ligados ao descarregamento de agucares.

5.4.3 Impactos nas relacdes fonte-dreno

A aplicagéo de piraclostrobina pode ter influéncia direta na regulacéo transcricional para
o0 sistema fonte-dreno. Foram detectadas diferencas de expresséo para o gene Sucrose Export
Defective 1 (SXD1), o qual foi positivamente regulado. Esse gene € considerado de grande
importancia na regulacdo da estruturacdo de células companheiras e elementos crivado,
modulando a carga do floema (YAN; LIU, 2019). E possivel que o tratamento tenha promovido
alteracbes na modulacdo do desenvolvimento da cana-de-agclcar como um todo. 1sso vai em
direcdo aos processos envolvidos no particionamento e alocagéo de nutrientes, 0 que representa

grande importancia para a qualidade interna dos colmos.

Em milho por exemplo, parente proximo da cana-de-agUcar, mutantes sxd1 exibem
disturbios de plasmodesmos entre a bainha do feixe vascular e células parenquimaticas. Isso se
deve a interrupcéo da sinalizacdo do cloroplasto para o nucleo, causando efeitos pleiotropicos
na folha, e resultando na obstrucdo desses plasmodesmos. Nesse contexto, plantas com folhas
afetadas, em relacdo ao SDX1 estdo sujeitas a morte celular do parénquima vascular e ndo
conseguem exportar sacarose com eficiéncia (PROVENCHER et al., 2001). Esses estudos
fornecem evidencias de que o aumento da expressdo de SDX1 em cana-de-agUcar pode ter
influéncias benéficas, diretas e indiretas, sobre a exportacdo de fotossintatos a partir do

cloroplasto e, consequentemente, no crescimento vegetativo e na maturacao.

O crescimento Otimo da cana-de-agUcar estd sujeito a varios fatores, sejam eles
edafoclimaticos ou internos, sendo responsavel pela qualidade da producdo. Nos ultimos anos

tem havido grande interesse em biocombustiveis, que podem ser obtidos a partir de biomassa
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lignocelulosica, no caso da cana, pelo bagaco (ASGHER et al., 2013). Um dos genes
positivamente regulados pela piraclostrobina foi CESA1, correspondente a subunidade
catalitica 1 da enzima Sintase da Celulose A. O CESAL esta relacionado com a formacéo e
expansdo da parede celular primaria, incluindo formacgdes mais complexas da parede celular
epidérmica e de células-guarda (DESPREZ et al., 2007). Isso fornece informac6es importantes
como ferramenta de estudo promissora na manipulagéo do metabolismo de carboidratos, para
a modulacdo entre biossintese de acglcares e de fibras, a depender de caracteristica das

variedades de cana-de-acUcar e da demanda industrial.

Os impactos sobre o crescimento ainda se estendem para a regulacédo de elementos de
catalise em reagdes redox. Outro gene envolvido no crescimento, positivamente regulado por
piraclostrobina, codifica uma provavel Oxidoredutase-1 dependente de NAD(P)H. Esta enzima
pode estar envolvida com o crescimento celular, induzido por auxina, gerando radicais hidroxila
que tendem a aumentar o afrouxamento da parede celular (OGUCHI et al., 2004). Ressalta-se
que, as oxidoredutases dependentes de NAD(P)H compreendem diferentes classes de enzimas,
sendo capazes de atuar promiscuamente em varios substratos para catalisar reacGes de
transferéncia de elétrons (VIDAL et al., 2018). Esses aspectos ddo suporte para futuras
investigagBes acerca do envolvimento dessas enzimas em resposta as atividades de transporte

de elétrons, especialmente em cloroplastos e mitocéndrias.

5.4.4 Sinalizacdo mitocondrial e metabolismo de sacarose

Em relacdo a genes mitocondriais, um dos genes positivamente regulados com a
piraclostrobina codifica um transportador integral de membrana mitocondrial, com funcéo
especifica ainda desconhecida (CGI-69). O outro gene se refere a um RNA da subunidade
pequena ribossémica metiltransferase, o qual tem a capacidade de modificar o dinucleotideo
AA nos nucleotideos de rRNA 18S mitocondrial, envolvido no desenvolvimento radicular
(RICHTER et al., 2010; WIECKOWSKI; SCHIEFELBEIN, 2012). Dos genes mitocondriais
negativamente regulados, dois genes codificam HSPs, um gene codifica uma chaperona
mitocondrial sem ligagdo com estresse térmico e outro gene codifica um tipo de invertase

alcalina/neutra (A/N-Inv) exclusiva da mitocondria.

As Invertases sdo enzimas fundamentais para a coordenacao do balanco de carboidratos

na planta, sobretudo, por apresentarem diferentes isoformas e estarem em varios locais. Em A.
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thaliana, a invertase mitocondrial (INV) pode ocorrer em raizes, em partes aéreas (brotos e
folhas) e flores e vem a ser uma grande novidade para os estudos com cana-de-agucar. Em
A.thaliana ja foram caracterizados trés genes A/N-Inv: A/N-InvA e A/N-InvC e A/N-InvH. Uma
analise fenotipica detalhada de plantas de A.thaliana mutantes de perda de fungéo (inv) revela
um fenotipo de crescimento prejudicado, sem comprometimento do desenvolvimento radicular.
Curiosamente, mutante inv apresentou atrasos significativos na floragcdo que se estenderam ao
longo do periodo de producdo de flores (MARTIN et al., 2013; BATTAGLIA et al., 2017).
Esses dados sugerem uma possivel relacdo entre a hipotese de atuagdo mitocondrial da
piraclostrobina com a participacdo na regulacdo da transicdo do estadio vegetativo para o

reprodutivo em cana-de-agucar.

Embora a invertase mitocondrial tenha sido regulada negativamente pela
piraclostrobina, outras invertases, incluindo a citosolica, vacuolar e de parede celular, ja
demonstraram desempenho aprimorado em cana-de-agUcar. Esses efeitos contribuiram
especialmente para uma aceleracdo no particionamento e realocacdo do carbono em entrends
com diferentes estadios de desenvolvimento no colmo (SMOZINSKY, 2017). As novas
informacdes sobre invertase mitocondrial em cana-de-agucar elevam as possibilidades para
mais esclarecimentos sobre a relacdo da piraclostrobina com o metabolismo e florescimento da

cultura.

5.4.5 Impactos sobre o florescimento

Os resultados desse transcriptoma indicaram evidéncias de a aplicacdo de
piraclostrobina em cana-de-agUcar acarreta em alteracbes em genes da rota de inducdo do
florescimento. O gene que codifica a proteina UFC (Protein UPSTREAM OF FLC) foi
positivamente regulado com a aplicacdo. Ele é parte de um agrupamento de genes, contendo
FLC (FLOWERING LOCUS C), os quais sao regulados coordenadamente, inibindo genes
necessarios para a mudanca do meristema vegetativo para o floral. O FLC contém sequéncias
que se ligam a um fator responsivo & vernalizacao, o que facilita a disseminacao da cromatina
repressiva do FLC para genes de ambos os lados, incluindo o UFC (em A. thaliana:
UPSTREAM OF FLC-like protein, At5g10150) (FINNEGAN et al., 2004; YAN et al., 2010).

A repressdo de genes ligados ao florescimento também foi percebida com genes

importantes da via fotoperiodica. A constatacao de uma regulagéo negativa do gene GIGANTEA
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(GI) e positiva para CONSTANS (CO), reforca a hipétese de participacdo da piraclostrobina
nesse contexto. Ainda assim, o modo como esses fatores se conectam ainda permanece em
profunda analise genotipica e fenotipica, e envolve ortélogos contrastantes de funcdo em cana-
de-acucar, tais como genes repressores e indutores homologos de FLOWERING LOCUS T
(FT).

A expressao de Gl esté sob controle do reldgio circadiano e promove controle sobre CO
na inducéo de genes do florescimento. Em pesquisas realizadas com A. thaliana, o Gl resgata
o fendtipo de floragdo tardia do mutante de perda de funcdo gi-2, tanto em condigdes de dia
curto e dia longo. Mais interessante é que GI (expresso no meséfilo ou nos tecidos vasculares)
aumenta a expressao do florigeno principal FT-like, sem mesmo regular a expressdo de CO em
fotoperiodo reduzido, isto é, de forma direta com FT em dias curtos (SAWA; Kay, 2011). Esses
dados parecem ser razoaveis para a cana-de-acucar que é uma “planta de dia encurtando”, uma
vez tendo FTs indutores e repressores putativos em analise de estudos decorrentes (COELHO
etal., 2014; SCHUMAKER, 2019).

Assim, a instigante inibicdo de Gl por piraclostrobina pode reprimir a inducéo floral via
FTs indutores como € o caso do ScFT6, ao passo que a promoc¢do de CO também pode reprimir
ainducao floral via FTs repressores, como € caso do SCFT2. Em outra perspectiva, esse aumento
na expressao de CO por piraclostrobina também pode atrasar o florescimento em condicGes de
dias curtos, assim como em A. thaliana, via inibicdo de FT (LUCCIONE et al., 2019) e do seu
homologo em Oriza sativa que é uma “planta de dia curto” (HAYAMA et al 2003). Em virtude
da complexa arquitetura genotipica, na qual as cultivares de cana-de-acUcar se caracterizam,

muitas perguntas vao continuar para a elucidacao dessa rede regulatoria.

A regulacdo por Gl ainda pode bloquear a sinalizacao floral via giberelina (GA) (através
da estabilizacdo das proteinas DELLA) em A. thaliana (NOHALES et al., 2019). Curiosamente,
verificou-se que, o gene que codifica a enzima GA20-Oxidase 1 foi regulado negativamente
em plantas com piraclostrobina. As GAs promovem a floracao através da ativacdo de genes que
codificam os integradores florais, SUPRESSOR DE SUPEREXPRESSAO DE CONSTANS 1
(SOC1), LEAFY (LFY) e FT, (MUTASA-GOTTGENS; HEDDEN, 2009), essenciais para 0
desenvolvimento de meristemas e érgdos florais (OLIMPIERI et al., 2011). Portanto, mesmo
ndo sendo essencial para a indugéo floral, esse tipo de sinalizacdo pode afetar as etapas iniciais
da transicdo do meristema de inflorescéncia da cana-de-acglcar (agronomicamente visto como
“ponto de vela”) ou segurando a formacgao dos primordios florais e até o desenvolvimento da

panicula.
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Este estudo fornece evidencias do papel direto da piraclostrobina nas respostas
fotossintéticas, envolvendo melhoria na plasticidade fisiologica em resposta a luz,
possivelmente decorrente do incremento no metabolismo mitocondrial. Essas respostas incluem
0 aumento nos teores de pigmentos fotossintéticos, podendo estar relacionado a intensificacdo
do metabolismo do nitrogénio, verificado pelo aumento dos teores de NO. O NO constitui uma
peca chave para o entendimento da relagdo entre o metabolismo energético e a transic¢éo da fase

vegetativa para a reprodutiva em cana-de-agucar.

Neste trabalho, informac6es relevantes sdo fornecidas sobre o transcriptoma de cana-
de-aglcar expresso apos a aplicacdo de piraclostrobina (Opera®). O sistema de manejo
integrado com 3 aplicagdes foi efetivo para o desempenho no crescimento, na manutengao da
maturacdo, levando a fortes evidencias do seu potencial para regulacdo da inducdo do
florescimento e na inibicdo do florescimento. Considerando-se a medida da expressdo génica
apenas indicativa do controle biolégico, mais investigacdes sdo necessarias para confirmar
padrdes de expressdo e suas correlacbes com atividade de enzimas-chaves do metabolismo

energético, no crescimento e desenvolvimento reprodutivo.
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6 CONCLUSOES

A piraclostrobina promove o aumento da eficiéncia fotossintética, aumento da
respiracdo diurna e noturna, e aumento dos teores de pigmentos fotossintéticos, em cana-de-
acucar. Esses efeitos foram acompanhados pelo acimulo de 6xido nitrico intracelular nas folhas

e no meristema apical da parte aérea.

Os efeitos metabdlicos da piraclostrobina apresentam repercussées no crescimento e
desenvolvimento a longo prazo. A aplicacdo de produtos comerciais a base de piraclostrobina,
em condic¢des de campo, promove 0 aumento do crescimento de colmos, em diametro e altura,
reduz a isoporizacdo e a senescéncia foliar, e acarreta no aumento da produtividade final. O
estadio vegetativo das plantas foi prolongado durante a safra, mantendo, ainda, os niveis ideais
de acUcares durante a maturacao. Esses resultados foram mais intensos com o acumulo de trés
aplicacdes consecutivas dos produtos. O manejo com uma terceira aplicacdo, no periodo de
inducdo do florescimento, inibiu ou atrasou a transi¢é@o da fase vegetativa para a reprodutiva da

cana-de-acgucar.

As alteracdes verificadas na expressdo génica mostraram uma intricada rede regulatoria
promovida por piraclostrobina, entre multiplos genes com identidades altamente importantes
para estudos que busquem maiores ganhos de producdo. Com isso, 0s resultados permitiram
identificar alvos putativos para uma investigacdo mais aprofundada acerca das vias

metabolicas, do crescimento e desenvolvimento e, especialmente, envolvidas na inducéo floral.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

No presente estudo, identificamos um papel importante da piraclostrobina no
metabolismo vegetal e no desenvolvimento reprodutivo da cana-de-agucar mediados por vias
multigénicas. Esses aspectos compreendem niveis jamais estudados até o0 momento, trazendo
impactos relevantes para varias pesquisas nessa area, além de fornecer evidéncias para futuros
estudos. Outros aspectos do desenvolvimento e da regulacdo metabdlica da piraclostrobina em
plantas ainda precisam ser investigados, em nivel pds-transcricional e pos-traducional. Assim,
sdo fornecidos subsidios para novas investigacdes sobre os efeitos da piraclostrobina no balanco
de carbono e nitrogénio vegetal, visando melhorias no rendimento energético e controle do

florescimento em cana-de-agUcar.

O entendimento total do transcriptoma sera essencial na interpretacdo dos elementos
funcionais do genoma da cana-de-acucar. Futuros trabalhos devem ser desenvolvidos para a
anotacdo funcional em trabalhos de ontologia genética com os dados gerados pelo RNA-seq.
Em outras etapas, esses dados serdo explorados quanto ao reflexo transcricional em cana-de-
acucar durante fotoperiodo indutivo do florescimento, atrelando-se o zoneamento climatico e o
manejo com piraclostrobina. Com isso, podem ser revelados constituintes moleculares-chaves

para o ajuste do manejo e previsao de possiveis padroes de modificacdes transcricionais.
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APENDICE A — Expressdo diferencial de alguns genes putativos identificados em cana-
de-acucar (cv. SP801842) partir das analises de RNA-seq.

Figura 1 - Expressdo diferencial de dois provaveis genes que codificam isoformas de Glutationa-S-
transferases (GSTs) em folhas de cana-de-agUcar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de
450 —

piraclostrobina.
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Legenda: Dados expressos em contagem por milhdo (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacéo; T5;
Plantas com aplicacdo de piraclostrobina (Opera®).
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Figura 2 - Expressao absoluta dos genes RAP2-1 e ERF em folhas de cana-de-agucar (cv. SP801842)
submetidas a aplicacdo de piraclostrobina.
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Legenda: Dados expressos em contagem por milhdo (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacdo; T5:
plantas com aplicacdo de piraclostrobina (Opera®); gréfico a esquerda: RAP2-1; grafico a direita: ERF.
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Figura 3 - Expressdo absoluta dos genes RCCR e CA2 encontrados em folhas de cana-de-aglcar (cv.
SP801842) submetidas a aplicagédo de piraclostrobina.
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Legenda: Dados expressos em contagem por milh&o (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacéo; T5:
plantas com aplicacédo de piraclostrobina (Opera®); grafico a esquerda: RCCR; gréfico a direita: CA2.

Figura 4 - Expressdo absoluta do gene 1-DEOXY-D-XYLULOSE-5-PHOSPHATE SYNTHASE 1 (DXS)
em folhas de cana-de-acucar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de piraclostrobina.
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Legenda: Dados expressos em contagem por milhdo (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacao; T5:
plantas com aplicacéo de piraclostrobina (Opera®).
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Figura 5 — Expresséo absoluta do gene SUCROSE EXPORT DEFECTIVE 1 (SXD1), em folhas de cana-
de-agUcar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de piraclostrobina.
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Legenda: Dados expressos em contagem por milhdo (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacéo; T5:
plantas com aplicacdo de piraclostrobina (Opera®).
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Figura 6 — Expressao absoluta do gene CELLULOSE SYNTHASE A (catalytic subunit 11 — CESA1), em
folhas de cana-de-agucar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de piraclostrobina.
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Legenda: Dados expressos em contagem por milhdo (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacdo; T5:
plantas com aplicacdo de piraclostrobina (Opera®).
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Figura 7 — Expressdo absoluta do gene CGI-69 (necessario para o acimulo de coenzima A na matriz

mitocondrial) em folhas de cana-de-acUcar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de
piraclostrobina.

Normalized CPM

| I

T1 T5

Legenda: Dados expressos em contagem por milhdo (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacao; T5:
plantas com aplicacdo de piraclostrobina (Opera®).

Figura 8 — Expresséo absoluta do gene A/N-INV (NEUTRAL/ALKALINE INVERTASE 1 mitocondrial)
em folhas de cana-de-acucar (cv. SP801842) submetidas & aplicacdo de piraclostrobina.

1_ .
0- _
T1 T5

Legenda: Dados expressos em contagem por milhdo (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacdo; T5:
plantas com aplicacéo de piraclostrobina (Opera®).
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Figura 9 — Expresséao absoluta do gene UFC (codifica a proteina UPSTREAM OF FLC) em folhas de
cana-de-agUcar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de piraclostrobina.
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Legenda: Dados expressos em contagem por milhdo (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacao; T5:
plantas com aplicacdo de piraclostrobina (Opera®).

Figura 10 — Expressdo absoluta do gene Gl (GIGANTEA) e CO (CONSTANS) em folhas de cana-de-
acucar (cv. SP801842) submetidas a aplicacdo de piraclostrobina.
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Legenda: Dados expressos em contagem por milhdo (Normalized CPM); T1: plantas sem aplicacdo; T5:
plantas com aplicagéo de piraclostrobina (Opera®); gréafico a esquerda: GI; gréafico a direita: CO.



