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RESUMO

O florescimento envolve uma cadeia de interagdes entre aspectos ambientais e sinais
enddgenos para desencadear a transcricdo de uma complexa rede génica. Em plantas comerciais
o florescimento pode ser tanto benéfico promovendo a atracdo de polinizadores e servindo
como uma ferramenta para 0 melhoramento genético, como também pode promover perda de
produtividade e dificultar o manejo das lavouras. Assim, estudos que tenham como objetivo
compreender os mecanismos do florescimento sdo essenciais para a comunidade académica,
cientifica comercial e produtora. Diante disso, no primeiro capitulo dessa tese abordamos sobre
um gap existente na literatura que envolve o metabolismo energético e o florescimento. Neste
trabalho, foram reunidas evidéncias e informacgdes sobre a influéncia das enzimas do ciclo
tricarboxilico no tempo de florescimento e as possiveis causas que levaram ao florescimento
alterado. No secundo capitulo, foi estudado a influéncia da aplicagdo da piraclostrobina no
tempo de florescimento de Arabidopsis thaliana mantidas em fotoperiodos indutivo (16 luz/ 8
escuro) e ndo indutivo (8 luz/ 16 escuro). Para isso, foi avaliado varidveis das expressées dos
genes relacionado ao florescimento, giberelina, proteinas DELLAs e aconitase; teor de
metabdlitos e tempo de florescimento. Os resultados desse trabalho supGem que a
piraclostrobina promove modificacdo na atividade da enzima aconitase e genes de giberelina
sendo capaz de alterar o tempo de florescimento em plantas. No terceiro capitulo, foi
investigado o papel da aconitase no tempo de florescimento em Arabidopsis thaliana mantidas
em fotoperiodos indutivo (16 luz/ 8 escuro) e ndo indutivo (8 luz/ 16 escuro). Nesse trabalho
também foi avaliado aexpressao dos genes relacionados ao florescimento, giberelina, proteinas
DELLA e aconitase; teor de metabolitos e tempo de florescimento. Os resultados desse trabalho
mostraram que a enzima aconitase pode promover alteracGes na expressdo de genes
relacionados ao florescimento e giberelina, sendo capaz também de alterar o tempo de
florescimento.

Palavras-Chaves: Arabidopsis thaliana. Genética reversa. Inducdo do florescimento.
Metabolismo energético. Tecnologia de aplicacgéo.



ABSTRACT

Flowering involves a chain of interaction between environmental aspects and endogenous
signals to get the transcription of a complex gene network. In commercial plants, flowering can
be both beneficial by promoting the attraction of pollinators and serving as a tool for genetic
improvement, but it can also promote loss of productivity and make crop management difficult.
Thus, studies that aim to understand the control of flowering are well accepted by the academic,
scientific, commercial and productive community. Therefore, in the first chapter of this thesis
we address a gap in the literature involving energy metabolism and flowering. In this work we
gather evidence and information about the influence of tricarboxylic cycle enzymes on
flowering time and the possible causes that led to altered flowering. In the second chapter, we
analyzed the influence of pyraclostrobin application on the flowering time of Arabidopsis
thaliana maintained in inductive (16 light/ 8 dark) and non-inductive (8 light/ 16 dark)
photoperiods. For this, we evaluated the expression of genes related to flowering, gibberellin,
DELLA proteins and aconitase; metabolite content and flowering time. The results of this work
suggest that pyraclostrobin can promote changes in the activity of the enzyme aconitase and
gibberellin genes, being able to alter the flowering time in plants. In the third chapter, we
investigated the role of aconitase in flowering time in Arabidopsis thaliana maintained in
inductive (16 light/ 8 dark) and non-inductive (8 light/ 16 dark) photoperiods. In this work we
also evaluated the expression of genes related to flowering, gibberellin, DELLA proteins and
aconitase; metabolite content and flowering time. The results of this work showed that the
enzyme aconitase can promote changes in the expression of genes related to flowering and
gibberellin is also able to change the time of flowering.

Keywords: Arabidopsis thaliana. Reverse genetics. Flowering induction. Energy metabolism.
Application technology.
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demonstrativa dos tratamentos ap6s a abertura da primeira flor. Os valores sdo apresentados
como média £ SD de dez repeticdes. As diferencas significativas entre os tratamentos sdo
indicadas pelas letras mailsculas (teste de Tukey - P<0.05).......c.ccccvvvvieiiiiieieesieennnn, 95
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CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL

As plantas, durante o seu desenvolvimento, investem energia tanto para o crescimento
vegetativo quanto para o reprodutivo e no momento da transicdo de fase que sérios prejuizos
sdo ocasionados a algumas culturas agricolas. Essas perdas podem ocorrer de diversas formas,
como por exemplo na cana-de-aglcar (Saccharum spp.), o desenvolvimento da inflorescéncia
é indesejavel, pois, provoca perda de produtividade (Silva et al., 2003); no cafeeiro (Coffea
spp.), a floracdo desuniforme é o principal obstaculo, uma vez que a maturacdo desigual dos
frutos dificulta 0 manejo da colheita (Majerovicz e Sondahl, 2005); na cultura do abacaxizeiro
(Ananas comosus), a floracdo também é desuniforme (Dass et al., 1975), sendo necessario a
aplicacéo de reguladores vegetais para induzir a transicéo floral e garantir a uniformidade dos
frutos (Cunha et al., 2003). O florescimento € um processo que pode promover perdas de
produtividade e dificultar o manejo de algumas culturas agricolas. Isso torna os estudos que
visam compreender o processo de transicdo floral e/ou invistam em estratégias tecnoldgicas
para potencializar a produtividade ou melhorar o manejo das culturas agricolas, de grande
relevancia. Assim, esse trabalho de tese foi composto por trés capitulos com foco na geracéo
de dados e informacdes sobre o florescimento.

Durante a pesquisa de materiais para o referencial bibliografico, foi verificado que ha
existéncia de um “gap” na literatura, que envolve o link entre 0 metabolismo energético e
florescimento. Em resumo, é nitido na literatura que algumas enzimas do ciclo tricarboxilico
(TCA) podem interferir diretamente e/ou indiretamente na inducdo do florescimento, podendo
acelerar ou atrasar esse processo. Diante disso, no primeiro capitulo foram reunidas evidéncias
e informacGes que resultaram na constru¢do de um artigo de revisdo com o objetivo de fazer
links entre o metabolismo energético e o florescimento. Para isso, foram utilizados diversos
artigos que tinham como objeto investigar a fungédo das enzimas do ciclo TCA em plantas. Os
resultados desses artigos foram usados como ponto de partida para demostrar a influéncia de
cada enzima do ciclo TCA no tempo de florescimento e as possiveis causas que levaram ao
fendtipo observado.

No segundo capitulo, a finalidade do estudo foi avaliar a influéncia da piraclostrobina
no tempo de florescimento em plantas de A. thaliana mantidas em fotoperiodos indutivo (16
luz/ 8 escuro) e ndo indutivo (8 luz/ 16 escuro). A hipotese deste trabalho surgiu apos o grupo
de pesquisa do Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas, da Universidade Federal de
Lavras, ter desenvolvido diversas pesquisas na investigacdo e mapeamento do mecanismo de

atuacdo da piraclostrobina em mitocéndrias e sua sinalizagdo no crescimento e
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desenvolvimento reprodutivo da cana de agucar. Os resultados desses trabalhos supdem que a
piraclostrobina pode promover modificagdo na atividade da enzima aconitase e no teor de
giberelinas, sendo capaz de alterar o tempo de florescimento dessas plantas. Dessa forma, para
testar essa hipotese, foi pulverizado piraclostrobina em A. thaliana e em seguida foi avaliado o
modo de agédo desse fungicida sobre a expressdo dos genes relacionados ao florescimento,
giberelinas, proteinas DELLA e aconitase; teor de metabolitos e tempo de florescimento.

Os resultados observados no experimento com pulverizacdo de piraclostrobina em A.
thaliana (capitulo 2), indicaram que a enzima aconitase (ACO) poderia ser um dos fatores
envolvidos na regulagéo do tempo de florescimento em A. thaliana. Diante disso, no terceiro
capitulo resolvemos investigar o papel da ACO no tempo de florescimento. Para isso, foram
construidos vetores para promover o silenciamento dos genes da ACO mitocondrial e citosolica.
Apds a construcdo dos vetores que continham o fragmento do gene da ACO, plantas de A.
thaliana foram transformadas. Em seguida, experimentos foram montados com as linhagens
obtidas e, posteriormente, realizadas analises de expressdo génica, metabolitos e tempo de
florescimento com o objetivo de comprovar a hipotese.

No geral, este trabalho de tese, buscou investigar a influéncia da piraclostrobina e da
enzima ACO no tempo de florescimento da Arabidopsis thaliana. Os dados gerados nesses
experimentos poderdo servir como ponto de partida para futuras pesquisas, ajudar no
entendimento do metabolismo energético e do florescimento e auxiliar na engenharia genética
de plantas.
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CAPITULO 2: FLORESCIMENTO EM PLANTAS: UMA ABORDAGEM ATRAVES
DO METABOLISMO ENERGETICO

RESUMO

A inducao do florescimento é uma etapa extremamente importante que ocorre naturalmente nas
plantas para garantir o sucesso reprodutivo e, consecutivamente, aumentar a produtividade das
lavouras. Para que isso aconteca, as plantas necessitam de estimulos enddgenos e exdgenos,
bem como, condi¢des ambientais ideais. Os principais estimulos que interferem diretamente no
florescimento sdo luz, temperatura, horménios, condi¢des intrinsecas dentre outras. No entanto,
atualmente alguns trabalhos utilizando a técnica de genética reversa tem reportado
adicionalmente o potencial de algumas enzimas do ciclo tricarboxilico para alterar o tempo de
florescimento em plantas. Isso sugere um possivel link entre 0 metabolismo energético e o
florescimento, o qual tem sido pouco abordado e explorado. Diante disso, 0 objetivo desse
trabalho de revisdo € reunir evidéncias e informagdes que possam conectar esses dois fatores.
Para isso, mostraremos nesta revisao qual a influéncia de cada enzimas do ciclo tricarboxilico
no tempo de florescimento e as possiveis causas que levam a alteracdo do florescimento.

Palavras chaves: Mitocondria. Metabolismo. Via de inducéo do florescimento.
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INTRODUCAO

O florescimento € um processo do ciclo de vida vegetal decorrente da transicdo do
desenvolvimento vegetativo para reprodutivo (MAC) (Huijser e Schmid, 2011). Esse processo
ocorre naturalmente e é indispensavel para a sobrevivéncia das plantas, pois, € através dos
botbes florais que as plantas atraem os polinizadores e garantem a perpetuacdo da espécie
(Araki, 2001; Faheen et al., 2004). Além disso, o florescimento é uma importante ferramenta
para 0 melhoramento genético, porque € atraves desse processo que se obtém variabilidade
genética entre as progénies (Saxena, 2008). No entanto, para que ocorra 0 processo de
florescimento € necessario que as plantas possam ter condicdes ideais, bem como, estimulos
enddgenos e ex0genos.

Nas plantas, os estimulos exdgenos e enddgenos sdo 0s principais responsaveis por
promoverem a sincronizagcdo do florescimento vegetal (Huijser e Schmid, 2011). Esses
estimulos desencadeiam a transcri¢do de uma complexa rede génica que induz a transicdo floral
(Amasino, 2010). De modo geral, o fotoperiodo, vernalizacdo, via autbnomo e giberelinas sao
0s principais estimulos que asseguram o sucesso reprodutivo das plantas (Suarez-Lopez et al.,
2001; Amasino e Michaels, 2010; Yu et al., 2012; Sharma et al., 2020). Além disso, outros
processos também podem promover a alteracdo no tempo de inducgédo do florescimento, como
por exemplo o estado metabdlico interno, a concentracdo de nutriente no solo, o estresse
hidrico, o estresse salino e os estresses bidticos, dentre outros (Blits e Gallagher, 1991; Dore,
2005; Wada e Takeno, 2010; Banday e Nandi, 2015). Sobre esses estimulos, atualmente existem
na literatura diversos trabalhos de revisdo e pesquisa fornecendo inimeras informacdes sobre
seu papel no florescimento. Entretanto, alguns estudos tém reportado que algumas enzimas do
ciclo tricarboxilico (TCA) podem alterar o tempo de florescimento em plantas.

Nesse contexto, foi observado em alguns trabalhos, que utilizaram a técnica de genética
reversa nas enzimas do ciclo TCA, alteracdes no tempo do florescimento em plantas (Carrari et
al., 2003 ; Nunes-Nesi et al., 2005; Urbanczyk-Wochniak et al., 2006; Lemaitre et al.,
2007 ; Studart-Guimaraes et al., 2007; Van der Merwe et al., 2009; Araujo et al. 2012). Os
resultados desses estudos indicaram a existéncia de um link entre o0 metabolismo energético e a
inducdo do florescimento. Apesar da existéncia desse link, os trabalhos atuais ndo aprofundaram
no assunto de modo a tentar elucidar o porqué e como ocorrem os fen6tipos. Além disso, dentro
do nosso conhecimento ndo existem artigos de pesquisa ou revisao que tenham como objetivo

esclarecer a sinergia entre esses dois fatores.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2633863/#bib12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2633863/#bib12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2633863/#bib56
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2633863/#bib86
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2633863/#bib41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2633863/#bib41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2633863/#bib77
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Diante do que foi exposto, esse trabalho de revisao tem como objetivo mostrar a atuacéo
de cada enzima do ciclo TCA no tempo de florescimento, bem como, tentar esclarecer quais
fatores podem interferir no link entre metabolismo energético e florescimento. Para isso, foram
utilizados dados ja publicados para tentar explicar o fenotipo encontrado nas linhagens mutantes
das enzimas do ciclo TCA. Entretanto, ndo sera possivel relacionar diretamente o metabolismo
energético com os principais genes das vias de florescimento, pois atualmente ndo existem

trabalhos que possam dar suporte neste contexto.

PRINCIPAIS VIAS DE REGULACAO DO FLORESCIMENTO EM PLANTAS

Os estimulos ambientais e enddgenos sao responsaveis por promoverem a sincronizagao
do florescimento vegetal durante condi¢bes favordveis (Huijser e Schmid, 2011). Esses
estimulos desencadeiam a transcri¢do de uma complexa rede génica que induz a transicéo floral
(Amasino, 2010). De modo geral, o fotoperiodo, vernalizacdo, processo autbnomo e giberelinas
sdo os principais estimulos que asseguraram o sucesso reprodutivo das plantas (Suarez-Lopez
et al., 2001; Amasino e Michaels, 2010; Yu et al., 2012; Sharma et al., 2020). A seguir sera
feita uma breve abordagem sobre os principais estimulos citados com a finalidade de apresentar

e contextualizar a linha base de conhecimento sobre inducdo do florescimento.

Inducéo do florescimento pela via do fotoperiodo

Na via fotoperiddica de dias longos o florescimento em A. thaliana inicia-se ap6s a
estabilizacdo da proteina CONSTANS promovida pelo GIGANTEA (Suarez-Lopez et al.,
2001). Logo apds esse processo ocorre a traducdo da proteina FT que, subsequentemente, é
transportada das folhas para o meristema apical caulinar, via floema, onde interage com a
proteina 14-3-3 e um fator de transcricdo conhecido como FD (Abe et al., 2005). Juntas essas
proteinas formam um complexo que regula genes de identidade do meristema floral como:
SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), que ativa diretamente o
LEAFY (LFY) e APETALA 1 (AP1) (Lee et al., 2000). Quando LFY e AP1 séo estabelecidos, 0
desenvolvimento das flores ocorre (Irish, 2017). Por outro lado, em fotoperiodo curto, os
principais genes dessa via sao OsGl, HEADING DATE 1 (Hd1) e HEADING DATE 3a (Hd3a)
(Hayama et al., 2003). Plantas de arroz (Oryza sativa) que sdo consideradas de dia curto
possuem os genes OsGi e Hd1 reportados como ortdlogos dos genes Gl e CO de Arabidopsis
thaliana, respectivamente (Yano et al., 2000; Hayama et al., 2003). Nesse processo, 0 OsGi
regula positivamente a expressdo de Hd1 que tem como fungéo reduzir os niveis de mMRNA de
Hd3a para promover a inducdo do florescimento nessas plantas (Izawa et al., 2002; Hayama et

al., 2003). Aqui discutimos apenas alguns pontos centrais sobre a via fotoperiddica, no entanto
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esse assunto foi bem descrito em outras revisdes (Shrestha et al., 2014; Lee et al., 2018;
Kinoshita and Richter 2020; Shim et al., 2020).

Inducéo do florescimento pela vernalizacéo

Algumas plantas para induzir o florescimento necessitam ser expostas a temperatura fria
por um periodo prolongado, no qual esse processo é denominado vernalizacéo (Helliwell et al.,
2006; Whittaker e Dean, 2017). Nessas plantas, existem trés genes chaves que regulam a
vernalizagdo: FLOWERING LOCUS C (FLC). FRIGIDA (FRI) e VERNALIZATION
INSENSITIVE 3 (VIN3) (Levy et al., 2002; Choi et al., 2011; Whittaker e Dean, 2017). O FLC
é um repressor floral envolvido diretamente na resposta a vernalizacdo e tem a fungédo de
reprimir a expressao dos genes integradores do meristema floral como FT e SOC1, promovendo
atraso do florescimento (Helliwell et al., 2006; Deng et al., 2011). Ja FRI regula positivamente
a transcricdo de FLC por meio da trimetilacdo de histonas H3 na lisina-4 em um grande
complexo proteico (ver ref. Choi et al., 2011). Por outro lado, quando a planta é exposta ao frio
ocorre a transcricao de VIN3 que é responsavel por reprimir a expressao de FLC promovendo,
assim, o florescimento (Levy et al., 2002). Nesse paragrafo descrevemos resumidamente a via
da vernalizacao, entretanto para mais informacao sobre o assunto consultar a literatura Sharma
etal., (2020).

Inducéo do florescimento pela via autbnoma

A inducdo pela via autbnoma promove a floracdo independentemente das condigcdes
ambientais (Amasino e Michaels, 2010). Nessa via foram identificados oito genes que
supostamente estdo ligados a inducdo do florescimento em A. thaliana: FLOWERING
CONTROL LOCUS, FLOWERING LOCUS D, FLOWERING LOCUS K, FLOWERING
LOCUSY, FPA, MULTICOPY SUPRESSOR OF IRA1 4, LUMINIDEPENDENS e RELATIVE
OF EARLY FLOWERING 6 (Simpson et al., 2003; Simpson, 2004; Marquardt et al., 2006; Liu
et al., 2007; Cheng et al., 2017). As proteinas codificadas por esses genes tém a funcao de
regular os niveis de FLOWERING LOCUS C, um repressor floral, por meio de modificagdes
epigenéticas da cromatina (Simpson, 2004; Cheng et al., 2017). Aqui fizemos uma pequena
introdugdo sobre a via autbnoma, no entanto, esse assunto foi bem descrito em outras revisdes
(Cheng et al., 2017; Wu et al., 2020).

Inducéo do florescimento pelas giberelinas

As giberelinas (GAs) sdo horménios que podem promover a floracdo por meio de

interacbes entre SPL (SQUAMOSA-promoter binding protein-like), miR172 e proteina
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DELLA. Nessa interagcdo as GAs promovem a reducdo da atividade da DELLA a qual se liga
fisicamente as proteinas SPL e as impedem de executar sua funcdo sob os genes-alvos (Yu et
al., 2012). Os SPL sdo reguladores positivos do miR172 que tem como funcdo regular
negativamente APETALA 2 (AP2) (Mathieu et al., 2007). Essa proteina AP2, por sua vez,
controla negativamente a transcricdo de FT que estd diretamente ligada ao florescimento
(Mathieu et al., 2007). Além disso, SPL 9/10 regula SPL 3/4/5 para promover a transcri¢do
direta da expressdo do gene florigeno e assim induzir o florescimento (Yu et al., 2012). Aqui
apresentamos apenas um resumo sobre a via de inducdo por GAs, no entanto esse assunto foi
bem descrito em outras revisoes (Bao et al 2019; Izawa 2021).

Por outra perspectiva, bem distante das principais vias de indugdo do florescimento
fotoperiddica, vernalizagcdo, autbnoma e hormonal. Estudos tém mostrado que mutacdo em
algumas enzimas chaves do ciclo TCA pode alterar o tempo do florescimento em plantas.
Aragjo et al. (2012), por exemplo, verificaram florescimento acelerado em plantas de tomateiro
com deficiéncia na expressdo da enzima 2-oxoglutarato desidrogenase. Outros resultados
semelhantes também foram encontrados por VVan der Merwe et al. (2009) ao avaliarem plantas
de tomate com inibicdo das enzimas malato desidrogenase e fumarase. Apesar dessas
evidéncias, atualmente nédo existem estudos que investigaram a fundo qual o real papel dessas
enzimas na expressao dos genes chaves das vias do florescimento (Fig. 1). Nesse contexto,
alguns questionamentos ainda nédo estdo esclarecidos, tais como: essa alteragdo no tempo de
florescimento é gerada por um desbalanco energético? a variacdo metabdlica proveniente das
mutacdes pode interferir diretamente ou indiretamente na transcricdo de genes chaves do
florescimento? Quais enzimas do ciclo TCA sdo capazes de manter, induzir ou retardar o
florescimento? Como as enzimas do ciclo TCA promove modificagio no tempo de
florescimento? Tomando como base esses questionamentos, a seguir, serdo pontuados alguns

argumentos que auxiliam nessas respostas.
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Figure 1: Possivel regulacdo do metabolismo energético nas principais vias de inducdo do
florescimento em plantas. adaptado de Bouché et al., 2015.

FT

METABOLISMO ENERGETICO E SUA INFLUENCIA NO FLORESCIMENTO

As mitocondrias sdo organelas extremamente complexas que sdo encontradas apenas
nas células eucaridticas (Giezen, 2011). Sua principal funcdo é produzir ATP a partir da
respiracdo celular (Saraste, 1999). Esse processo metabolico envolve a oxidacdo de moléculas
organicas com o objetivo de gerar saldo positivo de ATP que sera utilizado nas diversas
atividades celulares (Saraste, 1999; Giezen, 2011). Alteracdes nos metabolitos dessa organela
podem promover interferéncia em processos fundamentais do crescimento e desenvolvimento
das plantas tais como: germinacdo (Logan et al., 2001); fotossintese (Nunes-Nesi et al, 2008);
assimilacdo de nitrato (Sienkiewicz-Porzucek et al., 2010;); balanco energético (Xu et al.,
2021); desenvolvimento de flores (Carlsson et al., 2008); amadurecimento de frutos (Sweetman
et al., 2009); morte celular programada (Bras et al., 2005) e tolerancia ao estresse (Liberatore
et al., 2016). Além disso, as mitocdndrias podem fornecer esqueletos de carbono, atravées dos
intermediarios do ciclo TCA (Szal e Podgorska, 2012) e alterar a homeostase redox
(Schwarzlander e Finkemeier, 2013). Atualmente, também existem estudos mostrando que
algumas enzimas do ciclo TCA séo capazes de alterar o tempo do florescimento, mas néo esta
claro como e em que nivel esse processo é afetado.

Varios estudos tém se concentrado no knockout das enzimas chaves do ciclo TCA, com
0 objetivo de revelarem o papel dessas enzimas no metabolismo e morfologia das plantas
(Carrari et al., 2003; Studart-Guimarées et al., 2007; Sienkiewicz-Porzucek et al., 2008; Van
der Merwe et al., 2009; Sienkiewicz-Porzucek et al., 2010; Aradjo et al., 2011; Aradjo et al.,
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212a;). Esses estudos tém demostrado que cada enzima possui especificidades diferentes
durante o crescimento e desenvolvimento das plantas, ou seja, algumas enzimas possuem maior
relevancia no controle do fluxo metabdlico do ciclo TCA (Araujo et al., 2012). Como € o0 caso
das enzimas malato desidrogenase, aconitase e 2-oxoglutarato desidrogenase que controlam em
aproximadamente 45, 25 e 20% do fluxo metabolico em plantas, respectivamente (Aradjo et
al., 2012). Diante desse contexto, abordaremos sobre o papel de cada enzima do ciclo TCA no
processo de florescimento em plantas.

Citrato Sintase

A citrato sintase é responsavel por catalisar o primeiro passo no ciclo de Krebs (Wiegand
e Remington, 1986). Essa enzima é a Unica do ciclo TCA capaz de promover uma ligacao
carbono-carbono (Landschitze et al., 1995), ou seja, é responsavel por catalisar acetil coenzima
A (2C) e oxalacetato (4C) em citrato (6C) (Landschitze et al., 1995). Nas plantas, a citrato
sintase esta presente quase exclusivamente nas mitocondrias (Wiegand e Remington, 1986). A
excecdo ocorre no ciclo do glioxilato durante a germinacdo, onde a enzima esta presente nos
peroxissomos (Tolbert, 1981).

Atualmente, alguns estudos estdo sendo realizados com o objetivo de aumentar a
compreensdo do papel da citrato sintase em plantas. Esses estudos tém demostrado que essa
enzima tem grande influéncia durante a assimilacdo de nitrato (Scheible et. al., 2008); tolerancia
ao aluminio e eficiéncia na absorcéo de fosforo (Anoop et. al., 2003); além disso, pode alterar
o crescimento das células (Koyama et al., 1999) e aumenta a secre¢do de &cido citrico pelas
raizes (Yi et al., 2022).

Em relacdo a inducéo floral, a restri¢cdo na expressdo da citrato sintase tem promovido
atraso no tempo de florescimento e ma-formacéo dos botdes florais (Landschitze et. al., 1995).
No entanto, em plantas de tomateiro com knockout desta enzima nenhuma alteracao fenotipica
visivel foi observada quando comparada ao tipo selvagem (Sienkiewicz-Porzucek et al., 2008).
Essa resposta do florescimento pode ser explicada pelo baixo coeficiente do controle de fluxo
(FCC) desta enzima (Araujo et al., 2011). O FCC é um parametro utilizado na andlise de
controle dos metabolitos, a qual € muito utilizada para medir o grau de interferéncia que
determinada enzima pode promover nas vias metabodlicas em plantas (Kacser e Burns, 1973;
Geigenberger et al., 2004). Além disso, Sienkiewicz-Porzucek et al., (2008) observaram pouca
mudanca nos parametros fotossintéticos e nos niveis de &cido organicos do ciclo TCA em

plantas com restri¢do da enzima citrato sintase. Esses resultados encontrados corroboram com
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a indicacdo de que a enzima citrato sintase tem baixo FCC. Ou seja, essa enzima interfere pouco
nos processos fisiologicos.

Aconitase

A aconitase (ACO) é responsavel por catalisar o segundo passo no ciclo de Krebs,
através da isomerizacdo reversivel do citrato em isocitrato (Courtois-Verniquet e Dource,
1993). Essa enzima pode ser encontrada tanto no metabolismo mitocondrial onde participa do
ciclo TCA, como no citosol onde auxilia no ciclo do glioxilato (Courtois-Verniquet e Dource,
1993). Em plantas essa enzima € capaz de alterar a taxa fotossintética e crescimento; modificar
0s niveis de teor de aminoacido, acidos organicos, carboidratos e promover resisténcia a
estresse abiotico e biodtico; (Carrari et al., 2003; Moeder et al., 2007; Hooks et al., 2014).

Em relagéo ao florescimento, plantas de Lycopersicon pennellii e Nicotina benthamiana
com perda da funcdo de ACO apresentaram caracteristicas de desenvolvimento atrofiado na
fase inicial e atraso no tempo de floracdo (Carrari, 2003; Moeder et al., 2007). Além disso, um
fato intrigante dessas linhagens mutantes foi que além de aumentar os niveis de citrato também
aumentaram os niveis de isocitrato (Carrari, 2003), 0 que ndo era esperado, Vvisto que essa
enzima catalisa citrato em isocitrato (Courtois-Vernigquet e Dource, 1993). Um dos fatores que
pode ter promovido o atraso do florescimento nessas plantas pode estar relacionado com a
reducdo do teor de aminoécidos. Uma vez que durante a inducdo e desenvolvimento da
inflorescéncia pode haver uma alta demanda por aminoacidos, devido a remobilizacdo de
nitrogénio das folhas para o meristema apical (Imsande e Touraine 1994). Em consonancia ao
exposto foi demostrado que aplicacdo foliar de aminoacidos pode promover florescimento
precoce em plantas (Tanaka e Takimoto, 1977; Fuad Mondal et al., 2015).

Outro fator que pode ter promovido o atraso do florescimento em plantas com knockout
na expressdo do gene ACO é a reducdo de alguns acidos organicos do ciclo TCA. Essa reducéo
dos &cidos organicos pode promover alteracdo no balanco energético (Araujo et al., 2011).
Nesse contexto, foi verificado em mutantes de tomateiro com restrigdo na expressao dos genes
que codificam a ACO reducéo dos acidos 2-oxaglutarato, succinato e fumarato (Carrari, 2003).
Em plantas, essas moléculas estdo diretamente interligadas na produgédo de poderes redutores
(NADPH e FADH) que posteriormente serdo utilizadas para formar ATP (Araujo et al., 2011).
Além disso, a alteragdo dos niveis dos acidos do ciclo TCA podem acarretar a reducéo de
aproximadamente 33% da relagéo entre ATP/ADP, ocasionada principalmente pela queda no

nivel de ATP, o que induz a um desbalanco energético (Carrari, 2003). Outro argumento que



25

corrobora com o que foi exposto € que para uma melhor eficiéncia da indugéo floral € necessario

maior quantidade de ATP antes e durante esse processo. (Kandeler et al., 1975).

Isocitrato Desidrogenase

Nas plantas existem dois tipos de isocitrato desidrogenase (IDH): as dependentes de
NAD que participam do ciclo do acido citrico presentes exclusivamente nas mitocondrias
(Lancien et al., 1998) e as dependentes de NADP que estdo presentes no citosol, mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos (Gélvez et al., 1994; Galvez et al., 1996; Galvez et al., 1998). A
funcdo da IDH nesses compartimentos é oxidar e descarboxilar o isocitrato para produzir 2-
oxoglutarato e NADH ou NADPH, conforme sua dependéncia (Chen e Gadal, 1990). Devido a
posicdo estratégica dessa enzima, varios estudos vém sendo desenvolvidos para tentar elucidar
as fungdes metabdlicas e fisioldgicas em plantas. Entretanto, mesmo com tanto esforco, 0s
resultados obtidos sdo limitados, ou seja, essa enzima ndo promove nenhuma alteracdo no
desenvolvimento e crescimento de plantas (Kruse et al., 1998; Hodges et al., 2003; Lemaitre e
Hodges, 2006; Lemaitre et al., 2007).

Em relacdo ao florescimento, as plantas com knockout na expresséo dos genes da IDH
[NAD] também ndo apresentaram diferencas no tempo da floracdo quando comparadas com o
tipo selvagem (Lemaitre et al., 2007; Sienkiewicz-Porzucek et al., 2010). Um motivo que pode
ter contribuido para esta resposta fenotipica foi a assimilagdo do nitrogénio, que ndo foi
alterada, pois esse nutriente é um fator limitante para o florescimento (Zhang et al., 2021).
Nessa circunstancia, A enzima IDH possui um papel importante na assimilacdo de aménio, pois
é responsavel por fornecer 2-oxoglutarato como esqueleto de carbono para produzir glutamato,
através da via glutamina sintase e glutamato sintase (GS/GOGAT) (Ohyama e Jumazawa, 1980;
Chen e Gadal, 1990). No entanto, a reducdo da atividade da enzima IDH dependente de NAD
em plantas de A. thaliana ndo promoveu reducdo nos niveis de 2-oxaglutarato e,
consecutivamente, ndo alterou a assimilacédo do nitrogénio (Lemaitre et al., 2007). Dessa forma,
esses resultados sugerem que outra enzima IDH possa estar fazendo a funcdo da IDH
dependente de NAD ou o0s niveis dessa enzima ndo caiu do limiar ideal para promover
alteracdes. Outro motivo que pode ter promovido esta resposta pode estar relacionado com a
baixa FCC apresentada por esta enzima (Araujo et al., 2011). Ou seja, a IDH dependente de
NAD interfere pouco em outras vias metabolicas em planta, o que fortalece os resultados

fenotipicos observados nessas plantas.

2-Oxaglutarato Desidrogenase
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A 2-oxaglutarato desidrogenase € um complexo enzimético constituido por trés
subunidades:  2-oxaglutarato desidrogenase (subunidade E1); dihidrolipomida succinil
transferase (subunidade E2) e dihidrolipoamida desidrogenase (subunidade E3) (Millar et al.,
1999). Juntas, essas enzimas sd0 responsaveis por catalisar a reacdo de conversdao de 2-
oxaglutarato em succinil-coenzima A, liberando CO2 e NADH (Bunik e Fernie, 2009). Por se
tratar de um complexo multienzimatico, os estudos com abordagem na manipulagdo genética
sdo raros. Consequentemente, o entendimento da funcdo do complexo enzimatico sobre
processos fisioldgicos em plantas é pouco caracterizado.

Uma forma para compreender a funcdo da 2-oxaglutarato desidrogenase em plantas foi
aplicar fosfonato de succinil, um inibidor especifico desta enzima, em tubérculos de batata. A
aplicacdo desse produto além de promover reducdo na atividade da enzima 2-oxaglutarato
desidrogenase também promoveu reducdo da respiracdo e alteracdo na assimilacdo de
nitrogénio (Aradjo et al., 2008). No entanto, esse resultado pode ser uma acdo direta da
aplicacdo, uma vez que esse produto pode interferir em outros processos na planta. Em
contrapartida, em trabalhos que utilizaram plantas com knockout na expressdo dos genes que
codifica a subunidade E1 foi observado reducdo da respiracdo, teor de aminoacidos,
concentracdo de proteinas; seguida por aumento dos niveis de malato, fumarato, glicose e
frutose (Araujo et al., 2012; Condori-Apfata et al., 2019). J& os mutantes com knockout na
subunidade E2 apresentaram fotossintese inalterada; reducdo da respiracdo e aumento do
crescimento das plantas (Condori-Apfata et al., 2021). Além disso, foi descrito que a
subunidade E2 pode estar relacionada com as respostas a imunidade contra patogenos (Liao et
al., 2015; Ma et al., 2020).

Em relacdo a caracteristica fenotipica, as plantas de tomateiro com silenciamento na
expressao dos genes da subunidade E1 apresentaram um desenvolvimento acelerado, exibindo
floracdo precoce (Araujo et al., 2012). Essa resposta pode estar relacionada a reducdo de
aproximadamente 40% no nivel de GAs nas linhagens mutantes (Aradjo et al., 2012). Nas
plantas de tomateiro a redugédo da concentracdo de GAs € um fator importante para induzir o
florescimento e promover o desenvolvimento da inflorescéncia (Silva et al., 2019). O aumento
na concentracdo de agUcares, sobretudo sacarose, pode ser outro fator que contribui para o
florescimento precoce nas linhagens mutantes de 2-oxaglutarato desidrogenase em tomateiro
(Araujo et al., 2012). O aumento de sacarose, na maioria das plantas, promove o florescimento
por atuar como um possivel sinalizador para esse processo (Cho et al., 2018). Entretanto, em

plantas de A. thaliana foi observado os dois extremos, enquanto os mutantes el-ogdh2
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apresentaram florescimento precoce, os mutantes e2-ogdh2 mostraram atraso no inicio da
floracdo (Condori-Apfata et al., 2019). Esses resultados demostram que a caracterizagdo
fenotipica vai depender de cada gene que codificam as subunidades da 2-oxaglutarato

desidrogenase.

Succinil CoA Ligase

Em tomateiro, trés genes sao responsaveis por codificar as duas subunidades da succinil
CoA ligase (SCoAL) (Studart-Guimarées et al., 2005). Sendo essas: a subunidade a, que se
presume estar relacionada com processos cataliticos; e a subunidade £ que atua na regulacao
(Studart-Guimaraes et al., 2005). Em plantas, essa enzima é encontrada tanto na mitocondria
quanto no citosol (Araujo et al., 2011). Nesses compartimentos, a SCoAL é responsavel por
catalisar reversivelmente succinil-CoA em succinil, formando uma molécula de ATP (Studart-
Guimardes et al., 2005).

Até onde sabemos, existe apenas um Unico trabalho funcional para tentar compreender
a fungdo da SCoAL em plantas. Nesse estudo, foram utilizados mutantes que apresentavam
reducdo da atividade da SCoAL, e foi observada pouca alteracdo na taxa fotossintética (Studart-
Guimardes et al., 2007). Além disso, ndo apresentaram reducdo nas concentracdes de sacarose,
glicose, frutose e amido (Studart-Guimaréaes et al., 2007). Bem como, pouca altera¢do nos niveis
dos &cidos do ciclo do &cido tri carboxilico, até mesmo succinato que é o produto desta enzima
ndo foi alterado (Studart-Guimarées et al., 2007).

Em relacdo ao florescimento, as plantas mutantes na expressdo do gene que codifica a
subunidade f ndo apresentaram nenhuma alteracdo, mesmo em linhagens que reduziram cerca
de 91% a expressdo do gene (Studart-Guimaraes et al., 2007). Segundo 0s mesmos autores, 0
fendtipo observado, pode estar atrelado a atividade do GABA. Ou seja, nessas linhagens o
GABA foi utilizado como uma via alternativa para suprir a producdo de succinato, podendo ser
essa a causa da respiracdo pouco alterada nessas linhagens (Studart-Guimardes et al., 2007).
Outros fatores que corroboram com esses resultados € a baixa FCC encontrado para essa enzima
(Aradjo et al., 2011). Assim, esses resultados demostram que essa enzima possui baixo impacto

no metabolismo das plantas promovendo nenhuma alteracdo metabodlica e fenotipica.

Succinato Desidrogenase

A succninato Desidrogenase (SDH), também chamada de complexo Il, esta
exclusivamente localizada na membrana mitocondrial (Araujo et al., 2011; Huang e Millar,
2013). Em planta, essa enzima é responsavel tanto por catalisar succinato em fumarato,
formando FADH: no ciclo TCA (Dudkina et al., 2006), como também, oxidar FADH; para
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liberar dois hidrogénios na cadeia transportadora de elétrons (Dudkina et al., 2006). Até o
momento, existem apenas trés trabalhos que utilizaram estratégias genéticas com o objetivo de
estudar a funcdo da SDH em plantas. Esses trabalhos mostraram que o gene SDH1-1 em
Arabidopsis € essencial para o desenvolvimento gametofito (Leon et al., 2007); e que a inibicéo
da expresséo do gene SDH2-3 em Arabidopsis pode inibir a germinagdo (Roschzttardtz et al.,
2009); além disso, o knockout no gene SDH2-2 em tomateiro é responsavel por aumentar a
fotossintese, respiracdo e biomassa (Araujo et al., 2011a).

Em relacdo ao fenotipo, ndo houve alteracdo durante o tempo do florescimento tanto em
tomateiro como em A. thaliana (Leon et al., 2007; Aradjo et al., 2011a). Esse resultado pode
ser explicado, pois, nos mutantes ndo houve diferenca de aminoacidos totais, agicares sollveis
e amido quando comparada com a planta selvagem (Aradjo et al., 2011a). Além disso, a SDH
foi responsavel por reduzir a taxa de respiracdo em apenas 15%, mesmo apresentando reducéo
na expressao de aproximadamente 60% nas linhagens (Araujo et al., 2011a). Esse resultado
corrobora como a baixa FCC encontrada para essa enzima, que é de apenas 7% (Araujo et al.,

2011), indicando, assim, baixo interferéncias em outras vias metabdlicas.

Fumarase

O papel da fumarase (FUM) é catalisar a hidratacdo reversivel de fumarato em malato
(Tseng et al., 2001). Essa € uma reagdo que ocorre exclusivamente no ciclo TCA na maioria
das plantas (Araujo et al., 2011). Entretanto, a Unica planta apontada na literatura com duas
FUM é a A. thaliana que apresenta uma mitocondrial (FUM1) e a outra citosélica (FUM2)
(Pracharoenwattana et al., 2010).

Na atualidade, existem alguns estudos que foram realizados com o objetivo de tentar
compreender o papel da FUM no metabolismo e fen6tipo das plantas. Foi observado que tanto
a fumarase como o acido fumarico sdo elementos essenciais para as respostas ao dano no DNA
(Yogev et al., 2010). Acredita-se também que o fumarato e o malato podem servir como contra-
anions durante a assimilacdo de nitrogénio em folhas (Smith e Raven, 1979; Tschoep et al.,
2009). Além disso, utilizando planta mutante com knockout na expressédo do gene FUM, foi
verificado deficiéncia na abertura estomética; reducdo da respiracéo, fotossintese e biomassa
(Nunes-Nesi et al., 2007). Bem como, redugdo do comprimento radicular e alteragdo no
contetdo dos fitohormonios (van der Merwe et al., 2009).

Em plantas com inibicéo da expressdo do gene FUM nédo houve diferenga marcante no
tempo de floragdo (Nunes-Nesi et al., 2007; van der Merwe et al., 2009). Mesmo essa inibigéo

resultando em uma diminuicdo da atividade da FUM em aproximadamente 75% (Nunes-Nesi



29

et al., 2007). O curioso disso, foi que tanto fumarato como malato aumentaram nessas
linhagens, o que pode ter contribuido para a falta de fen6tipo (Nunes-Nesi et al., 2007). Nesse
caso, 0 aumento de fumarato, que ja era esperado, pode ser explicado pela baixa atividade dessa
enzima, o qual é utilizado como substrato para produzir malato (Nunes-Nesi et al., 2007). Mas,
0 aumento de malato pode ser explicado pelo mecanismo do bombeamento de malato-aspartato.
Resumindo esse processo, 0 aspartato é transformado em oxalacetato (OAA) que por
conseguinte forma malato no citosol (Indiveri et al., 1987). O malato é entdo transportado
através da membrana mitocondrial e reoxidado a OAA no ciclo TCA (Indiveri et al., 1987).
Assim, esse processo pode auxiliar na regulacdo do ciclo TCA e promover a falta de fen6tipo

visivel nessas linhagens.

Malato desidrogenase

A Ultima etapa do ciclo TCA é finalizada pela acdo da enzima malato desidrogenase
(MDH) que tem como funcéo catalisar a oxidagdo reversivel do malato a oxalacetato (OAA)
gerando reducdo do NAD™ (Nunes-Nesi et al., 2005). Nas plantas, existem quatro tipos de MDH
que sdo classificadas conforme sua localizagdo subcelular e fungo bioldgica: mitocondriais
(mMDH); peroxissomais (pMDH); citoplasmaticas (cMDH); cloroplasticas (chMDH) (Miller
et al., 1998). Acredita-se que a mMDH parece ser importante ndo apenas para a oxidacdo do
NADH, mas também opera no sentido inverso, reduzindo OAA a malato e aumentando o
fornecimento de NAD* (Journet et al., 1981).

Nas plantas, estudos elucidaram algumas das fun¢bes da enzima MDH no metabolismo
e fisiologia. Dentre essas fungdes, a enzima MDH pode promover o equilibrio redox (Bykova
et al., 2005); fornece malato para o metabolismo das plantas C4 (Rebeille e Hatch, 1986);
promove tolerancia ao estresse por metais pesados (Tesfaye et al., 2001; Wu et al., 2019);
melhora a eficiéncia da assimilacéo de nitrogénio (Setién et al., 2014); promove o equilibrio do
pH (Miller et al., 1998); interfere no movimento estomatico (Scheibe et al., 1990); altera a
fotossintese, respiracdo e biomassa (Nunes-Nesi et al., 2005); modifica a viabilidade e
germinacdo das sementes (Beeler et al., 2014; Sew et al., 2016) e participa do processo de -
oxidagéo (Pracharoenwattana et al., 2007).

Em relacdo a inducdo do florescimento, a inibi¢cdo da enzima mMDH em plantas de
tomateiro promoveu florescimento precoce (Nunes-Nesi et al., 2005). Esse resultado pode estar
relacionado a baixa concentracdo de GAs, mesmo mecanismo que foi descrito para a enzima 2-
oxaglutarato desidrogenase. Ou seja, em tomateiros os niveis de GAs reduzidos promovem a

inducdo do florescimento (Silva et al., 2019). Nesse sentido foi verificado em tomateiro com
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limitacdo da atividade da enzima mMDH reducdo da expressdo de GAss, GAz, GAx e GA1
genes relacionados a biossintese de GA (Van der Merwe et al., 2009). Além disso, essa enzima
apresentou um valor elevado de FCC (Araujo et al., 2011), o qual confirma que a mMDH possui

um papel importante no metabolismo das plantas, justificando o florescimento precoce.

CONCLUSOES

Como vimos nos ultimos anos, Varios estudos tém utilizado da técnica de genética
reversa com a finalidade de compreender a fungédo das enzimas do ciclo TCA mitocondrial das
plantas. Os trabalhos que utilizamos para escrever essa revisao revelaram que a inibicdo dos
genes relacionados a maioria das enzimas do ciclo TCA promoveram alteracdo dos
intermediarios do proprio ciclo e reducdo da taxa de respiracdo. Bem como, cada enzima
apresentou caracteristica propria durante o crescimento e desenvolvimento das plantas. Como
por exemplo, a reducdo da atividade da enzima aconitase atrasou o tempo do florescimento,
enquanto as enzimas 2-oxaglutarato desidrogenase e malato desidrogenase apresentaram
florescimento precoce em tomateiro (Fig. 2). Por outro lado, a manipulacdo genética das
enzimas citrato sintase, isocitrato desidrogenase, succinil CoA ligase, succinato desidrogenase
e fumarase ndo apresentaram nenhuma alteracdo no tempo de floracédo (Fig. 2). Essa alteracédo
do tempo do florescimento pode estar ligada a diversos fatores como balanco energético e
hormonal; teor de acucares, aminoacidos, amido; assimilacdo de nitrogénio dentre outros. No
entanto, os fatores discutidos aqui sdo apenas hipotéticos, pois, 0s dados apresentados para
justificar o florescimento para cada enzima do ciclo TCA foram obtidos de plantas que se
encontravam na fase vegetativa. Em vista disso, é necessario mais estudo com foco na fase
reprodutiva e em outras espécies para compreender melhor a influéncia de cada enzima do ciclo

TCA na expressao dos genes relacionados as vias de inducdo do florescimento das plantas.
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Figure 2: Influéncia das enzimas do ciclo tricarboxilico no tempo de florescimento em plantas.
Fonte: do autor (2023).
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CAPITULO 3: A APLICA(;AO DE PIRACLOSTROBINA ALTERA O TEMPO DE
FLORESCIMENTO EM Arabidopsis thaliana

RESUMO

O florescimento € um processo decorrente da transicdo do crescimento vegetativo para
reprodutivo, que envolve uma sequéncia de mudangas no padrdo morfol6gico. No entanto, em
algumas culturas agricolas esse processo promove perdas de produtividade e dificulta 0 manejo
das lavouras. Recentemente, alguns estudos apontaram que a pulverizagédo de piraclostrobina
em plantas poderia promover sinalizacdo para a inducdo do florescimento. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da piraclostrobina no tempo de florescimento
em Arabidopsis thaliana. Para isso, foi montado dois experimentos: o primeiro em fotoperiodo
indutivo (DL) e o secundo em fotoperiodo ndo indutivo (DC). Os tratamentos utilizados nos
experimentos foram T1: aplicacdo de agua e T2: aplicacdo de piraclostrobina. Nos
experimentos foram feitas analises de expressdo relativa dos genes relacionados ao
florescimento, biossintese de giberelinas e aconitase. Também foram verificados o perfil
metabdlico e tempo de florescimento. Os resultados deste estudo demonstraram que a aplicacdo
de piraclostrobina promoveu aumento na expressdo dos genes da aconitase e teor de citrato nas
primeiras horas ap0s a aplicagdo. Tambem, foi possivel notar alteragdes nas expressdes de
AtFT, AtGA30x2 e AtGAI2. Além disso, a piraclostrobina promoveu atraso do florescimento
em plantas de A.thaliana cultivadas em fotoperiodo ndo indutivo.

Palavras-chave: Fungicida. Giberelina. Inducdo do florescimento
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INTRODUCAO

O fungicida piraclostrobina pertence ao grupo quimico das estrobilurinas, as quais
foram descobertas a partir de substancias naturais produzidas por uma variedade de
basidiomicetos (Bartlett et al., 2002). Nesses fungos, as estrobilurinas sdo produzidas através
do aminoacido fenilalanina derivado do acido chiquimico, (Anke et al., 1977), que possui
grande potencial para controlar alguns fungos filamentosos (Anke et al., 1977). Essas
substancias fungicas sdo sensiveis a luz e possuem baixo poder de agdo, o que dificulta o
controle de fungos mais resistentes (Anke et al., 1977; Balba, 2007). No entanto, empresas
agroguimicas perceberam a capacidade fungica das estrobilurinas e investiram em pesquisas,
utilizando-as como base para produzir fungicidas sintéticos que sao mais estaveis e poderosos
(Bartlett et al., 2002).

O fungicida piraclostrobina € uma molécula que possui alta eficiéncia na inibicéo da
germinacdo dos esporos, crescimento e penetracdo de micélios fungicos em plantas, o que
promove uma maior sanidade das lavouras (Venancio et. al., 2003; ADAPAR, 2018). No
entanto, nesses Ultimos 22 anos, estudos vém demostrando que esse fungicida, além de controlar
diversas doengas fungicas, também tem estimulado efeitos fisiologicos benéficos em muitas
culturas agricolas (Kdehle et al. 2003; Moro et al. 2017; Smozinski 2017; Marek et al. 2018;
ADAPAR, 2018; Linhares Neto 2020).

Diversas modificacfes genéticas, metabolicas e fisioldgicas foram observadas em
experimentos com aplicacéo de piraclostrobina. Nesse contexto, foi notado através de RNAseq
que a aplicacdo de piraclostrobina em cana-de-acUcar alterou a expressao de aproximadamente
877 genes relacionados a cloroplastos, mitocondrias, hormonios e proteinas de sinalizacdo de
defesa (Linhares-Neto, 2020). Além disso, foi observado que a aplicacdo desse fungicida
aumenta a concentracdo de sacarose, amido, fotossintese e produtividade; promove alteracao
da respiracdo, atividade das enzimas redutase do nitrato e invertases (Koehle et al. 2003; Moro
et al. 2017; Smozinski 2017; Linhares Neto 2020).

A aplicacdo de piraclostrobina em plantas, também, é capaz de aumentar a concentracéo
de oxido nitrico (NO) e, consecutivamente, regular o desenvolvimento (Linhares Neto, 2020).
Nas plantas, o aumento de NO celular € capaz de promover reducéo na atividade da enzima
aconitase (Gupta et al., 2012). Essa reducdo pode ocorrer devido & oxidacao do cluster de ferro-
enxofre 4Fe-4S presente na aconitase, (Hentze e Kuhn, 1996). Além disso, a molécula de NO
é capaz de promover alteracdes na inducédo do florescimento (Zhang et al., 2019), bem como,
regula negativamente a sinalizacdo de giberelinas (Chen et al., 2022), hormdnios que estdo
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diretamente relacionado ao processo de inducé@o do florescimento (Goldberg-Moeller et al.,
2013). Nesse contexto, foi observado que a aplicacdo de piraclostrobina em cana-de-agutcar foi
capaz de prover alteracdes na expressdo de genes relacionados ao florescimento (SclD1, ScFT1
e ScFT2) (Silva, 2016). Bem como, foi capaz de promover atraso na diferenciacdo do meristema
vegetativo para reprodutivo (Linhares Neto, 2020). No entanto, nenhum desses estudos
conseguiram observar alteragdo no tempo de inducgéo floral. Diante desses resultados, surgiram
evidéncias de que a piraclostrobina pode estar envolvida na regulacdo do tempo de
florescimento em plantas.

Atualmente, diversos estudos tém como objetivo a busca por tecnologias e/ou manejo
que possam melhorar as condic6es de lavouras que apresentam problemas durante o processo
de inducéo do florescimento. Nesse caso, 0 surgimento das flores em algumas culturas promove
grande perdas econdmicas para os produtores. Por exemplo, na cultura da cana-de-acucar
(Saccharum spp.), o desenvolvimento da inflorescéncia provoca perda de produtividade (Silva
etal., 2003). No cafeeiro (Coffea spp.), a floragdo desuniforme é o principal obstaculo, uma vez
qgue a maturacdo desigual dos frutos dificulta 0 manejo da colheita (Majerovicz e Sondahl,
2005). Na cultura do abacaxizeiro (Ananas comosus), a floracdo também nao é uniforme, sendo
recomendado o uso adicional de produtos para induzir o florescimento uniforme (Dass et al.,
1975). Assim, é possivel verificar que nem sempre o florescimento das culturas é benéfico para
0 produtor, quando se trata dessas culturas.

Em razéo do que foi exposto, foi notado que em algumas culturas agricolas o surgimento
das flores € um obstaculo para maximizar a produtividade. Como também, a aplicacdo de
piraclostrobina em plantas surge com possivel potencial para controlar o tempo de
florescimento. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo investigar a influéncia da aplicagéo
de piraclostrobina na expressao relativa de alguns genes relacionados ao florescimento, bem

como, qual o efeito desse fungicida no tempo de florescimento em Arabidopsis thaliana.

MATERIAS E METODOS

Local do experimento

Os experimentos foram realizados em ambiente controlado, na sala de crescimento de
plantas do Setor de Fisiologia Vegetal, pertencente ao Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil. As anélises foram realizadas no
Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas (LFMP) e Laboratério Central de Analise e
Prospec¢do Quimica (CAPQ).
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Material Vegetal e conducéo do experimento

As sementes de A. thaliana (Columbia 0) utilizadas nos experimentos sdo provenientes
do estoque do LFMP. Essas sementes foram embebidas em agua destilada e mantidas a 4°C no
escuro por dois dias para quebrar a dorméncia. ApOs esse processo, as sementes foram
colocadas em placas contento meio MS meia forga, 1% de sacarose e 2,8% de Phitagel para
germinarem. Em seguida, foram transplantadas para vasos contendo substrato Carolina Soil
CSC® e vermiculita na proporcio 2:1. Durante o periodo experimental algumas plantas foram
mantidas no fotoperiodo indutivo (16 horas luz e 8 horas escuro - DL) e outras em fotoperiodo
ndo indutivo (8 horas luz e 16 horas escuro - DC). As condig¢des dos experimentos foram:
irrigacdo na capacidade de campo do substrato; temperatura entre 18 e 25°C; umidade relativa

do ar entre 30-80% e intensidade da luz de 180 pmol m2 s,
Delineamento experimental e aplicacédo do produto

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticOes
bioldgicas, sendo cada repeticdo formada por um pool de cinco plantas. Os tratamentos
utilizados foram T1: aplicacdo de agua; T2: aplicacéo de piraclostrobina (Comet®- 250g/L) na
dosagem de 0,5L/ha. As coletas foram realizadas em trés tempos: 8, 32 e 104 horas ap0s a
aplicacdo (HAA), em plantas mantidas em DL (Fig. 3 - A); e 4, 28 e 100 horas apds a aplicacdo
(HAA) em plantas em DC (Fig. 3 - B). Para a analise do florescimento foram utilizadas 10
plantas por tratamento. A aplicacdo de agua e piraclostrobina foram realizadas utilizando-se
borrifador manual (300 mL, Sanremo), em plantas de A. thaliana com 14 dias de idade
(experimento DL) e 27 dias de idade (experimento DC), considerando o periodo prévio da
inducdo do florescimento. Em cada aplicagdo foi usado 0,8 mL de calda por planta. As
aplicacdes foram realizadas duas horas ap6s o acender das luzes.
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A Fotoperiodo DL B Fotoperiodo DC
Coleta das
8h amostras

Aplica¢do de Coleta das Aplicacio de
Piraclostrobina amostras Piraclostrobina ﬁ

Luz Luz

Figure 3: Momento da aplicacao de piraclostrobina e coleta das amostras. A) plantas cultivadas
em dia longo e B) plantas cultivadas em dia curto.

Analises bioquimicas
Determinacéo do perfil metabolico

A extracdo e derivatizacdo dos metabolitos para cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa foi realizada de acordo com Lisec et al. (2006), com adaptacdes. Para
esse processo, foi pesado aproximadamente 50 mg de folha macerada em nitrogénio liquido em
tubos de Eppendorf de 2 mL. Foi adicionado em conjunto as amostras 700 pL de metanol (grau
de cromatografia - Sigma) e 30 pL de ribitol (utilizado como um padrdo quantitativo interno).
Em seguida, a extragao foi realizada a 70°C por 15 min. O extrato resultante foi centrifugado a
11000 rcf por 10 min, e 550 puL do sobrenadante foram transferidos para outro tubo de 2 L,
onde 375 pL de cloroférmio (grau de cromatografia- Sigma) e 750 pL de agua desionizada
foram adicionados. Apos vortex por 15s, outra centrifugacdo foi realizada por 15 min a 12000
rcf. Em seguida, foi coletado um total de 150 pL do sobrenadante e transferido para um tubo
de 1,5 pL. Essa solucdo foi seca a vacuo utilizando um speed vac. Para a derivatizacdo foi
adicionado 20 pL de cloridrato de metoxiamina (20 mg/mL em piridina) e mantido por 2 horas
a 37°C no Shake (Solab, SL 222). Em seguida, foi adicionado 35 pL de N-Methyl-N-
(trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA — Sigma®) e mantido no shake por 30 min a 37°C.
Apos a derivatizacdo, as amostras foram corridas utilizando uma cromatografia a gas (GC-
2010, Shimadzu) acoplada a um espectro de massa (GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu). Em
seguida, a analise de abundéncia relativa de isotopdmeros de massa foi realizada usando o

software Xcalibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham).

Analise de Giberelinas totais
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A extracgéo de giberelinas foi feita de acordo com o protocolo de Lisec et al. (2006), com
adaptacdo. Em resumo, aproximadamente 50 mg de amostra macerada e 1 mL de metanol foram
adicionados em tubo Eppendorf. Em seguida, as amostras foram submetidas a 70°C por 15 min.
O extrato foi centrifugado em 10.000 rpm por 10 min e 750 pL do sobrenadante foi coletado e
transferido para outro tubo de 2 mL. A analise de GA foi feita realizada de acordo com (Almeida
et al., 2014) com adaptacgdes. Para isso foi utilizado 300 pL do extrato mais 200 pL de metanol
80%. Em seguida 2,0 mL de solucéo de acetato de zinco (21,99 de acetado de zinco em 100 mL
de &gua destilada e 1 mL de &cido acético glacial) foi adicionado. Foi adicionado, também, 2,0
mL de ferrocianeto de potassio (10,6 g em 100 mL de &gua). O extrato foi centrifugado a 10.000
rpm por 10 min. Em seguida, 3,75 mL do sobrenadante foi coletada e adicionado junto com
3,75 mL de HCL a 30% em um tubo de 10 mL e incubado a 20°C por 75 min. Em seguida foi

feita a leitura no comprimento de 254 nm.
Anélise Molecular

Amostras de folhas foram coletadas e congeladas em nitrogénio liquido, em seguida,
armazenadas a -80°C até a extracdo do RNA utilizando o protocolo descrito por Oliveira et al.
(2015). Apobs a extracdo, foi verificado a qualidade e quantidade de RNA das amostras
utilizando o espectofotdmeto Nanovue® (NanoVue GE Healthcare). Para avaliar a integridade
do RNA das amostras, foi feito gel de agarose o qual foi visualizado utilizando um
fotodocumentador UV-transilluminator (UVITEC FireReder XS D-77Ls-20.M).

Para a sintese de DNA complementar (cDNA) as amostras foram tratadas utilizando
DNA free TM kit (Invitrogen™) para eliminar o DNA. A avaliacdo da integridade e pureza do
RNA foram feitas utilizando eletroforese e fotodocumentador UV-Transilluminator.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas temporariamente em freezer -20°C. Apds o
tratamento com DNase, as amostras que apresentarem alto grau de integridade e pureza foram
tratadas com Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™) e
novamente armazenadas em freezer -20°C.

Para a expressdo dos genes alvos foram utilizados os seguintes pares de primers: AtFT,
AtASOC1, AtGA3, AtRGAL, AtGAI, AtFLC, AtACO1, AtACO2, AtACO3 incluindo os genes de
referéncia PUX7 e TIP4 (Skiljaica et al., 2022) (Tabelal — suplementar). A amplificacdo dos
genes foi feita utilizando um termociclador Rotor Gene Q Real-Time PCR (Qiagen). As anéalises
foram feitas em duplicatas técnicas para todos os ensaios de andlise de expressdo. Os dados

foram analisados utilizando-se Rotor-Gene Series Puré Detections Software (Versdo 2.0.2).

Avaliacao do tempo de florescimento
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A andlise do florescimento em A. thaliana foi realizada de acordo com Mouradov et al.,
(2002). Para isso, foi contado o numero de folhas presentes na roseta e os dias que antecederam

0 aparecimento da primeira flor.
Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de estatistica descritiva e analisados quanto a
distribuicdo, normalidade e homogeneidade de varidncias. Diferengas significativas de
expressdao génica foram determinadas usando modelo linear misto (Steibel et al., 2009). Os
dados cromatograficos de perfil metabolico foram analisados utilizando a plataforma
MetaboAnalyst (Chong et al., 2018). Para isso, os dados foram transformadas em log? e
autoescalados, o qual é recomendado para reduzir a variabilidade da escala entre o conjunto de

dados metabolémicos, aumentando a confiabilidade dos resultados (Xia & Wishart, 2011).

RESULTADOS

Nesse trabalho, foram realizados dois experimentos com o objetivo de investigar a a¢éo
da molécula piraclostrobina no tempo de florescimento em A. thaliana. Para isso,
primeiramente, foi estudado a influéncia da piraclostrobina no experimento com plantas
submetidas a DL e, posteriormente, foi executado o experimento com plantas cultivadas em
DC. Nesses estudos, foram utilizados dois fotoperiodos diferentes, pois, cada um possui
caracteristicas especifica para induzir o florescimento nas plantas (Wilson et al., 1992). Dessa
forma, as coletas dos experimentos foram realizadas em horérios diferentes como esté descrito
nos materiais e métodos. Em cada experimento, foram avaliadas variaveis como expressdo de
genes relacionados ao florescimento e biossintese de giberelina. Bem como, foi verificado o

comportamento dos metabolitos e tempo de florescimento.

Influéncia da aplicacdo de piraclostrobina na expressdo dos genes relacionados ao
florescimento, biossintese de GA e aconitase em plantas de A. thaliana mantidas em

fotoperiodo indutivo

Nas plantas cultivadas em fotoperiodo de DL foram avaliadas as expressdes relativas de
FLOWERING LOCUS T (FT), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1) e
FLOWERING LOCUS C (FLC). Essas andlises foram realizadas por que o gene FT é
responsavel por codificar uma proteina com a funcéo de sinalizar a indugdo do florescimento
em DL (Reeves e Coupland, 2001), SOC1 atua como um integrador central do florescimento
(Blazquez et al., 1998) e FLC atua na inibicdo do florescimento em plantas cultivadas em DL

(Li et al., 2008). Em resumo, nossas analises através de PCR em tempo real revelaram que a
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expressdo do gene AtFT foi mais expresso as 8HAA em plantas que foram pulverizadas com
piraclostrobina em relacéo ao controle (Fig. 4 — A). Entretanto, as 32 e 104 HAA néo houve
diferenca entre os tratamentos (Fig. 4 — A). Além disso, também foi verificado que as
expressdes dos genes AtSOC1 e AtFLC ndo diferenciaram significativamente entre os
tratamentos (Fig. 4 — B e C).
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Figure 4. Expresséo relativa dos genes relacionados ao florescimento em plantas de A. thaliana
pulverizadas com agua (controle) e piraclostrobina mantidas em fotoperiodo indutivo. A)
expressao relativa de FLOWERING LOCUS T (FT); B) expresséo relativa de SUPPRESSOR
OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1); C) expressao relativa de FLOWERING LOCUS C
(FLC). Os dados sdo medias de n = 3. Letras mailsculas, nas colunas, indicam diferenca
significativa entre os tratamentos e letras minasculas, nas colunas, indicam diferenca estatistica
significativa entre os tempos de coleta (p<0.05).

Também foram realizadas analises das expressdes relativas de GA3 OXIDASE (GA30X)
que esta relacionada a Ultima etapa de biossintese das GAs bioativas (Bai et al., 2022) e,
REPRESSOR OF gal-3 (RGA) e GA-INSENSITIVE (GAIl) que atuam na repressdo da
sinalizacdo de GAs (Sun e Gubler, 2004; Daviére e Achard, 2013). Nas plantas que foram
pulverizadas com piraclostrobina foi possivel observar reducéo na expressao do gene AtGA30x2
as 8 HAA (Fig. 5— A). Nessas plantas, o nivel de expressdo foi de aproximadamente 2,7 vezes
menor. No entanto, ndo foi observado diferenca significativa para AtGA30x2 nas coletas as 32

e 104 HAA (Fig. 5 — A). Além disso, é possivel observar que as plantas tratadas com
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piraclostrobina possuem um padrdo no aumento da expressdo de AtGA3ox2 durante 0s
intervalos das coletas, mas no controle ndo notamos esse comportamento (Fig. 5— A). Por outro
lado, quando analisamos as expressdes dos genes AtGAI2 e AtRGA1 ndo observamos nenhuma
alteracdo clara entre os tratamentos (Fig. 5 — B e C). também foi notado que no tratamento
controle apesar de promover redugdo do contetdo total de GA nas primeiras horas (8 e 32 HAA)
nédo houve diferenca significativa em relacdo ao tratamento com piraclostrobina (Fig. 5 — D).
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Figure 5. Expresséo relativa dos genes relacionados ao florescimento em plantas de A. thaliana
pulverizadas com agua (controle) e piraclostrobina mantidas em fotoperiodo indutivo. A)
expressdo relativa de GA3 OXIDASE (GA3); B) expressdo relativa de GIBBERELLIN
INSENSITIVE (GAI); C) expressdo relativa de REPRESSOR OF GA1-3 (RGA). Os dados sédo
médias de n = 3 As letras maiusculas indicam diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos e as letras minusculas indicam diferenga estatistica significativa entre os tempos de
coleta. Diferenca entre as letras indicam diferenca significativa igual p<0.05.

Também foram feitas analises das expressdes relativas dos genes AtACOL citosdlica, e
AtACO2 e AtACO3 que sdo mitocondriais, responsaveis por sintetizarem a enzima aconitase
(Bernardo et al., 2009). Em geral, foram observadas diferengas nas expressdes génicas relativas
dos genes AtACO1, AtACO2 e AtACO3, que aumentaram na primeira coleta (8 HAA) em
plantas com pulverizacdo de piraclostrobina quando comparada ao controle (Fig. 6). Esse

aumento na expressao foi de aproximadamente 2.14, 4.53 e 3.35 vezes, respectivamente. Logo
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em seguida, as 32 HAA foi possivel observar que a expressdo dos genes da aconitase, em
plantas tratadas com o fungicida, reduziram significativamente em relagdo as 8 HAA (Fig. 6).
Por outro lado, as 32 e 104 HAA ndo foi possivel notar diferenca entre os tratamentos em estudo
(Fig. 6). Uma das possiveis causas para este padrdo pode estar relacionada ao tempo de
respostas genica que normalmente ocorre logo em seguida ao tratamento ou ao tempo de meia

vida do fungicida que é entorno de 3-8 dias.
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Figure 6. Expressao relativa dos genes relacionados ao florescimento em plantas de A. thaliana
pulverizadas com &gua (controle) e piraclostrobina mantidas em fotoperiodo indutivo. A)
expressao relativa de ACONITASE 1 (ACO1); B) expressao relativa de ACONITASE 2 (ACO2);
C) expressao relativa de ACONITASE 3 (ACO3). Os dados sdo médias de n = 3. As letras
mailsculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos e as letras
minusculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tempos de coleta. Diferenca entre
as letras indicam diferenca significativa igual p<0,05.

Para avaliar as respostas metabolicas das folhas de A. thaliana foi aplicado agua e
piraclostrobina, em seguida realizamos analise do perfil metabolico. Logo depois, foi realizada
uma andlise de componentes principais (PCA) para correlacionar os diferentes padrbes
provocados pelos tratamentos entre as amostras. Primeiramente, foram analisadas as trés coletas
juntas com o objetivo de encontrar alguma diferenca entre os tratamentos. Curiosamente, nesse

contexto ndo foi possivel observar nenhuma alteracdo nos padrdes dos metabolitos entre os
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tratamentos (Fig. 7 - A). Quando foram analisadas as trés coletas juntas, os dois primeiros
componentes da PCA explicaram 69.8% das respostas observadas (Fig. 7 - A). Esse
comportamento pode ter ocorrido por causa dos intervalos das coletas, o qual promoveu alta
dispersdo entre os pontos plotados, tornando os cluster dos tratamentos com maior area e, assim,
promovendo sobreposigéo.
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Figure 7. Resultados das alteracdes do perfil metabdlico em folhas de A. thaliana sob influéncia
da aplicacdo de agua (controle) e piraclostrobina em fotoperiodo indutivo, coletadas em 8, 32
e 104 HAA. A) analise de componentes principais (PCA); B) analise com heatmap. Os *
mostram 0s metabolitos que apresentaram diferenca estatistica significativa pelo teste t de
Student com nivel de significancia de p < 0,05. As andlises foram realizadas na plataforma
Metaboanalyst com dados de médias n = 9.

Embora a anélise de PCA ndo tenha mostrado diferenca entre os padrbes do perfil
metabolico, a andlise pelo teste t de Student, plotada na forma de heatmap, revelou que os
tratamentos diferem substancialmente em niveis metabolicos (Fig. 7 - B). Por exemplo, a
aplicacdo de piraclostrobina quando comparada com o controle causou alteracdo na
concentracdo de glicina em plantas expostas ao DL (Fig. 7 - B). Devido a esta alteracdo
proveniente da aplicacdo de piraclostrobina decidimos analisar separadamente cada coleta.
Portanto, foi feita uma PCA e heatmap para cada coleta separadamente para comparar o efeito

da piraclostrobina em relacéo ao controle.

Metabolitos que foram influenciados pela aplicagdo de piraclostrobina em plantas A.

thaliana cultivadas em fotoperiodo indutivo

Utilizamos a analise de PCA para verificar padroes metabdlicos das folhas de A.
thaliana sob influéncia de piraclostrobina em cada coleta. Os graficos de PCAs, das coletas 8,

32 e 104 HAA, revelaram que os tratamentos diferem consideravelmente um do outro (Fig. 8).
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Esse comportamento metabdlico pode ser explicado pelos dois primeiros componentes da PCA
que foi de 89.9, 82.3 e 94.5%, respectivamente (Fig. 8). Ou seja, as plotagens das PCAs
mostraram que a piraclostrobina promove uma resposta diferente do controle em todos os
tempos em estudo. Diante disso, resolvemos apresentar o teor dos metabolitos das folhas na

forma de heatmap para cada coleta.
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Figure 8. Analise de componentes principais (PCA) dos perfis metabdlicos de folhas de A.
thaliana sob influéncia de aplicacdo de agua (controle) e piraclostrobina em fotoperiodo
indutivo. A) coleta as 8 HAA; B) coleta as 32 HAA e C) coleta as 104 HAA. As analises foram
realizadas na plataforma Metaboanalyst com dados de medias n = 3.

No presente estudo, o heatmap foi construido utilizando o coeficiente de correlacéo de
Pearson, que mede a correlacdo das varidveis de escalas métricas que estdo sendo analisadas.
No experimento com DL é possivel ver diferencas significativas nas concentragdes dos

metabolitos entre os tratamentos nas coletas as 8, 32 e 104 HAA (Fig. 9). Na coleta as 8 HAA
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houve aumento significativo de citrato, frutose e malato no tratamento com piraclostrobina (Fig.
9 — A). Por outro lado, na coleta as 32 HAA apenas a glicose apresentou reducao significativa
para piraclostrobina em relacdo ao controle (Fig. 9 — B). J& na coleta as 104 HAA foi observado
que plantas que foram pulverizadas com piraclostrobina reduziram significativamente o teor de
citrato, glicina e succinato em relagdo ao controle (Fig. 9 — C).
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Figure 9. Representacdo em heatmap das diferencas do teor de metabolitos nas folhas de A.
thaliana sob aplicacdo de agua (controle) e piraclostrobina em fotoperiodo indutivo. A) coleta
as 8 HAA,; B) coleta as 32 HAA e C) coleta as 104 HAA. Os dados sdo médias de n = 3. As
diferencas significativas entre os tratamentos sdo indicadas pelo * (p<0.05 pelo teste t de
Student). O agrupamento foi feito pela correlacdo de Pearson. As analises foram realizadas na
plataforma Metaboanalyst.

Influéncia da aplicacdo de piraclostrobina durante o tempo de florescimento em A.

thaliana cultivadas em fotoperiodo indutivo

Tomando como base os resultados encontrados para expressdo génica e perfis
metabdlicos, resolvemos refazer o experimento para avaliar a agao da piraclostrobina no tempo
de florescimento em plantas de A. thaliana. Para isso, pulverizamos ao 14° dia agua e
piraclostrobina nas plantas que estavam em DL. Como indicadores para a analise do tempo do
florescimento, utilizamos o nimero de folhas produzidas na roseta e os dias apds a semeadura
(DAS) que antecederam a abertura da primeira flor (Mouradov et al., 2002). Esses indicadores

demostram que plantas com florescimento tardio apresentam mais folhas e DAS do que plantas
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com florescimento precoce. Assim, ao avaliarmos o nimero de folhas e DAS néo foi possivel
observar diferenca significativas para esses padroes (Fig. 10 — A e B). Esses resultados
demostraram que a pulverizacdo com piraclostrobina ndo promoveu alteracdo no tempo de
florescimento em A. thaliana em DL (Fig. 10 — C).
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Figure 10: Anéalise do tempo de florescimento em A. thaliana sob influéncia da aplicagdo de
agua (controle) e piraclostrobina em fotoperiodo indutivo. A) nimero de folhas na roseta que
antecederam a abertura da primeira flor; B) dias apds a semeadura que antecederam a abertura
da primeira flor C) foto demonstrativa dos tratamentos apds a abertura da primeira flor. Os
valores das medias sdo n = 10. As diferencas significativas entre os tratamentos sdo indicadas
pelas letras maiusculas (teste t de Student - p<0.05).

Influéncia da aplicacdo de piraclostrobina na expressdo dos genes relacionados ao
florescimento, biossintese de GA e aconitase em plantas de A. thaliana mantidas em

fotoperiodo ndo indutivo

Apesar da aplicagédo de piraclostrobina ndo ter promovido alteracdo no tempo de
florescimento em A. thaliana em DL, resolvemos refazer o experimento em DC, pois,
observamos que a aplicacdo de piraclostrobina alterou a expresséo de alguns genes da via de
sinalizagcdo de GAs e alguns metabolitos do ciclo TCA. Neste contexto, verificamos que néo

houve diferenga estatistica significativa entre os tratamentos, na expressao relativa dos genes
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AtSOCL1 e AtFLC (Fig. 11). Esse resultado pode ser explicado, pois, provavelmente as coletas
foram realizadas quando as plantas ndo se encontravam no periodo de inducéao do florescimento,
0 qual iniciou-se aos 27 dias apoés a aplicacao.
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Figure 11. Expressao relativa dos genes relacionados ao florescimento em plantas de A.
thaliana pulverizadas com agua (controle) e piraclostrobina mantidas em fotoperiodo néo
indutivo. A) expressdo relativa de SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1);
B) expressao relativa de FLOWERING LOCUS C (FLC). Os dados sdo médias de n = 3. As
letras maidsculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos e as letras
minusculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tempos de coleta. Diferenca entre
as letras indicam diferenca significativa igual p<0,05.

Em condigéo de DC, a aplicacgéo do fungicida em plantas de A. thaliana causou reducéo
da expressao relativa de AtGA30x2 as 4 e 28 HAA quando comparada ao controle (Fig. 12 - A).
No entanto, apenas nas primeiras horas (4 HAA) a pulverizacdo desse fungicida promoveu
diferenca significativa (Fig. 12 - A). Essa reducdo na expressao foi de aproximadamente 2.9
vezes. Surpreendentemente, esse padrdo também se repetiu no experimento em DL. Houve
também diferenca para expressdo relativa de AtGAI2 que reduziu em plantas tratadas com
piraclostrobina as 28 HAA quando comparadas ao controle (Fig. 12 — B). Por outro lado, ndo
foi possivel verificar diferenca na expressdo do gene AtRGAL e teor total de GA. Mas,
curiosamente, quando comparamos o teor total de GA nos dois fotoperiodos é possivel observar

comportamento semelhante para os dois tratamentos.
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Figure 12. Expressdo relativa dos genes relacionados ao florescimento em plantas de A.
thaliana pulverizadas com agua (controle) e piraclostrobina mantidas em fotoperiodo néo
indutivo. A) expressdo relativa de GA3 OXIDASE (GA30X); B) expressao relativa de
GIBBERELLIN INSENSITIVE (GAl); C) expressao relativa de REPRESSOR OF GA1-3 (RGA).
Os dados sdao médias de n = 3. As letras mailsculas indicam diferenca estatistica significativa
entre os tratamentos e as letras mindsculas indicam diferenca estatistica significativa entre o0s
tempos de coleta. Diferenca entre as letras indicam diferenca significativa igual p<0,05.

Também foi avaliado a expressdo relativa dos genes AtACO1, AtACO2 e AtACO3.
Dessa forma, foi notado que a aplicacdo de piraclostrobina ndo alterou a expressao de AtACO1
guando comparada ao controle (Fig. 13 — A). Por outro, foi possivel observar que a aplicacédo
do fungicida promoveu aumento significativo nas expressdes de AtACO2 e AtACO3 em relagéo
ao controle, as 4 HAA (Fig. 13 — B e C). Esse aumento na expressdo foi de aproximadamente
4.53 e 3.35 vezes, respectivamente. Foi possivel observar que tal como no DL os padrfes se
repetiram para as expressoes dos genes AtACO2 e AtACO3 neste experimento. Nesse contexto,
foi verificado que a partir das 28 HAA o tratamento com piraclostrobina promoveu reducédo da
expressao desses genes em relacdo as 4 HAA Fig. 13).
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Figure 13: Expressdo relativa dos genes relacionados ao florescimento em plantas de A.
thaliana pulverizadas com agua (controle) e piraclostrobina mantidas em fotoperiodo nédo
indutivo. A) expressdo relativa de ACONITASE 1 (ACO1); B) expressdo relativa de
ACONITASE 2 (ACQO2); C) expressdo relativa de ACONITASE 3 (ACO3). Os dados sdo médias
de n = 3. As letras mailsculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos e
as letras mindsculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tempos de coleta.
Diferenca entre as letras indicam diferenca significativa igual p<0,05.

Respostas metabolicas de folhas de A. thaliana mantidas em fotoperiodo nédo indutivo sob

influéncia de piraclostrobina

No experimento com DC também foram realizadas analises de PCAs com o objetivo de
tentar identificar alteracGes nos padrbes dos perfis metabolicos entre os tratamentos. De inicio
foi analisada as trés coletas juntas, o que mostrou uma pequena sobreposicao dos cluster. Isso
indica que a aplicacdo de piraclostrobina promoveu modesta alteracdo no comportamento dos
metabolicos quando comparado com o controle (Fig. 14 - A). Esse comportamento é explicado

pelos dois principais componentes da PCA que foi de 68.8% (Fig. 14 - A).
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Figure 14: Resultados das alteracdes do perfil metabolico em folhas de A. thaliana nas trés
coletas 4, 28 e 100 HAA sob influéncia de aplicacdo de agua (controle) e piraclostrobina em
fotoperiodo ndo indutivo. A) andlise de componentes principais (PCA); B) andlise com
heatmap. Os * mostram os metabolitos que apresentaram diferenca significativa pelo teste t de
Student com nivel de significancia de p < 0,05. As analises foram realizadas na plataforma
Metaboanalyst com dados de médias n = 9.

Nesse estudo, também foram apresentadas as concentracGes dos metabolitos através do
heatmap. Quando foi comparada as trés coletas juntas, foi verificado que a aplicacdo de
piraclostrobina promoveu aumento significativo no teor da maioria dos metabdlitos em relacéo
ao controle. Como exemplo: sacarose, isocitrato, citrato, succinato, prolina e glicina (Fig. 14 —
B). Além disso, quando confrontamos os dois fotoperiodos estudos foi possivel notar que a
aplicacdo de piraclostrobina alterou significativamente a concentracdo apenas de glicina em
plantas cultivadas em DL. No entanto, em DL a glicina foi reduzida (Fig. 7 - B) e em DC a
glicina aumentou (Fig. 14 — B). Esses resultados sugerem que a aplicacdo de piraclostrobina
pode mudar o padrdo de resposta nas plantas dependendo do fotoperiodo. Ou seja, 0 ambiente

pode influenciar na acdo do produto.

Metabolitos que foram influenciados pela aplicagdo de piraclostrobina em plantas A.

thaliana cultivadas em fotoperiodo indutivo

Decidimos avaliar no experimento com DC as respostas metabolicas para cada coleta
separadamente. Para isso, também, foram utilizados os graficos de PCAs, 0s quais mostraram
uma clara discriminacgdo entre os tratamentos nas coletas 4, 28 e 100 HAA (Fig. 15). Essa
resposta € confirmada pelos dois componentes principais que sdo de 73.4, 88.4 e 87.2%

respectivamente (Fig. 15). Essas analises sugerem que a aplicacéo de piraclostrobina promove
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respostas diferentes a nivel metabdlico quando comparada ao controle. Além disso, quando foi

comparadas as PCAs dos dois fotoperiodos é possivel verificar que os tratamentos diferem

substancialmente um do outro independente do fotoperiodo (Fig.s 9 e 15).
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Figure 15. Analise de componentes principais (PCA) dos perfis metabdlicos de folhas de A.
thaliana sob influéncia de aplicacdo de agua (controle) e piraclostrobina em fotoperiodo nédo
indutivo. A) coleta as 4 HAA; B) coleta as 28 HAA e C) coleta as 100 HAA. As analises foram
realizadas na plataforma Metaboanalyst com dados de medias n = 3.

Ao analisar o teor dos metabolitos em folhas de A. thaliana sob influéncia da

pulverizagdo de piraclostrobina é possivel observar que apenas as coletas aos 28 e 100 HAA

apresentaram algumas alteracfes significativas (Fig.16). Na coleta as 4 HAA dos dez

metabolitos analisados nenhum apresentou diferenca consideravel entre os tratamentos (Fig. 16
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- A). Por outro lado, na coleta as 28 HAA o tratamento com piraclostrobina aumentou
significativamente o teor de citrato e sacarose (Fig. 16 — B). Ja na coleta as 100 HAA a maioria
das moléculas em estudo aumentaram a concentracao quando foi aplicado piraclostrobina (Fig.
16, C). No entanto, foi possivel observar que a aplicacdo com piraclostrobina aumentou
consideravelmente o ter de glicose e serina e reduziu glicina e succinato em relacdo ao controle
(Fig. 16, C).
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Figure 16. Representagdo em heatmap das diferencas do teor de metabolitos nas folhas de A.
thaliana sob aplicacdo de agua (controle) e piraclostrobina em fotoperiodo néo indutivo. A)
coleta as 4 HAA,; B) coleta as 28 HAA e C) coleta as 100 HAA. Os dados sdao médias de n = 3.
As diferencas significativas entre os tratamentos sdo indicadas pelo * (p<0.05 pelo teste t de
Student). O agrupamento foi feito pela correlagcdo de Pearson. As anélises foram realizadas na
plataforma Metaboanalyst.

Influéncia da aplicacdo de piraclostrobina durante o tempo de florescimento em A.

thaliana cultivadas em fotoperiodo nédo indutivo

Em seguida, decidimos refazer o experimento com o objetivo de avaliar a atuacdo da
piraclostrobina no tempo do florescimento. Para isso, plantas de A. thaliana que estavam em

DC foram pulverizadas trés vezes, sete em sete dias, iniciando aos 27° dias apds a semeadura.
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Nesse contexto, a dosagem cheia de piraclostrobina foi diluida nas trés aplicacfes. Apds esse
processo, para avaliar o tempo de florescimento, foi realizada a contagem do nimero de folhas
presente na roseta e DAS que antecederam a abertura da primeira flor (Mouradov et al., 2002).
Foi possivel observar claramente que aproximadamente 50% das plantas tratadas com
piraclostrobina apresentaram atraso no florescimento. Assim, foi observado aumento do
namero de folhas e DAS no tratamento com piraclostrobina em relacéo ao controle (Fig. 17 —
A e B). Dessa forma, esses resultados apontam que a piraclostrobina pode ser capaz de

promover atraso no tempo de florescimento em A. thaliana cultivadas em DC (Fig. 17 — C).
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Figure 17: Analise do tempo de florescimento em A. thaliana sob influéncia da aplicacdo de
agua (controle) e piraclostrobina em fotoperiodo ndo indutivo. A) nimero de folhas na roseta
gue antecederam a abertura da primeira flor; B) dias ap0s a semeadura que antecederam a
abertura da primeira flor C) foto demonstrativa dos tratamentos ap6s a abertura da primeira flor.
As medias séo n = 10. As diferencas significativas entre os tratamentos sdo indicadas pelas
letras maiUsculas (teste t de Student - p<0.05).

DISCUSSAO

A influéncia da piraclostrobina na expressdo da aconitase e citrato

A piraclostrobina é um inibidor do transporte de elétrons das mitocdndrias em células
de fungos. Essa molécula é capaz de se ligar ao citocromo bcl no sitio Qo, e bloquear o
transporte de elétrons do complexo 11 para o citocromo ¢, promovendo reducdo na producéo
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de ATP, que é essencial para os processos metabolicos dos fungos (Brandt et al., 1993;
Ammermann al., 2000). Apesar de ser um produto direcionado para o controle sanitario de
alguns fungos em lavouras, existem diversos relatos, como ja foi descrito, que essa molécula
promove alteracdo em processos fisiologicos em plantas (Koehle et al. 2003; Moro et al. 2017;
Smozinski 2017; Marek et al. 2018; ADAPAR, 2018; Linhares Neto 2020).

No presente estudo, foi demostrado que a aplicacdo de piraclostrobina em A.thaliana
promoveu aumento da expressao dos genes da ACO nos dois fotoperiodos (fig. 6 e 13), bem
como aumento do teor de citrato em folhas (Fig. 9 e 16). Desta forma, acreditamos que a
pulverizagéo de piraclostrobina possa ter promovido a reducdo da atividade da enzima ACO, e
por seguinte, aumentado os niveis de citrato. Uma vez que a ACO é responsavel pela catalisagcdo
reversivel de citrato em isocitrato (Courtois-Verniquet e Dource, 1993). O aumento da
expressao de ACO nas primeiras horas pode estar relacionado a regulacdo interna, visto que
existe um alto teor de citrato nas células das plantas pulverizadas com o fungicida.

Um dos fatores que podem ter promovido a alteracdo no teor de citrato e,
consecutivamente, aumentado a expressdo de ACO em plantas ¢ a sinalizacdo pelo NO. Nesse
contexto, alguns estudos tém reportado que plantas que foram submetidas a aplicacdo de
piraclostrobina apresentaram aumento nos niveis de NO (Conrath et al., 2004; Linhares-Neto,
2020). Esse aumento do NO é capaz de interferir em varios processos fisiolégicos, bem como,
reduzir a atividade da enzima ACO em planta (Gupta et al., 2012). A reducéo da atividade
enzimatica acontece, pois, 0 NO é responsavel por oxidar o agrupamento ferro-enxofre (4Fe-
4S) presente na ACO (Hentze e Kuhn, 1996).

Alem do mais, em A. thaliana foram identificadas trés isoenzimas ACO1, ACO2 e
ACO3 com propriedades bioquimicas diferentes que sdo codificadas por genes nucleares
distintos (Courtois-Verniquet e Dource, 1993; Arnaud et al., 2007). Entretanto, neste estudo foi
observado que a aplicacao de piraclostrobina promoveu maior alteracdo na expressdo de ACO2
seguida de ACO3 e ACO1, respectivamente (Fig. 9 e 16). Essa resposta provavelmente pode
estar atrelada a fatores intrinsecos das plantas, como por exemplo localizacdo subcelular de
cada isoenzima e fase de desenvolvimento da planta (Jaenisch e Bird, 2003). Atualmente,
existem diversas divergéncias na literatura sobre o local de acéo de cada proteina. Entretanto,
Bernardo et al., (2009) sugeriram que ACO1 é exclusiva do citosol enquanto ACO2 e ACO3

sdo mitocondriais.

A influéncia da piraclostrobina na via fotoperiddica e giberelina
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Aqui, fornecemos evidéncias experimentais de que a aplicacdo de piraclostrobina pode
ter potencial para alterar o teor de GAs bioativas em plantas. Visto que neste estudo, foi
verificado que a pulverizacao do fungicida em plantas promoveu reducdo da expressao do gene
GA30x2 nos dois fotoperiodos (Fig. 5 e 12). Esse gene é responsavel por codificar uma proteina
que tem como funcéo catalisar a hidroxilacdo de GA9 e GA20 em GA4 e GAL, respectivamente
(He et al., 2019; Bai et al., 2022). Durante o ciclo de vida das plantas, existem indicativos de
que as GAs, além de estarem envolvidas no crescimento, participam de eventos do
desenvolvimento que levam a competéncia reprodutiva (Evans e Poething, 1995). Em muitas
espécies, como por exemplo a Arabidopsis, a transicdo floral é acelerada pela acdo da GA
(Eriksson et al., 2006). Entretanto, no presente estudo ndo conseguimos observar diferenca do
tempo de florescimento em plantas mantidas em DL, mesmo com alteracdo da expressdo de
GA30x2 (Fig. 5 e 12). Esse resultado pode ser explicado pelo fato que o fotoperiodo pode ter
mascarado o tempo de floragdo. Uma vez que, em plantas de A. thaliana cultivadas em DL a
via do fotoperiodo é predominante (Reeves e Coupland, 2001; Wilson et al., 1992). Por outro
lado, as plantas que foram cultivadas em DC apresentaram atraso do florescimento e reducéo
na expressao de GA30x2, o que indica que o teor de GA foi alterado. Esse resultado pode ser
explicado, pois, plantas de A. thaliana cultivadas em dia curto sdo amplamente dependentes de
GA s para que ocorra a inducao do florescimento (Wilson et al., 1992).

Os resultados do presente estudo, também, sugerem que a pulverizacdo de
piraclostrobina pode estar relacionada direta e/ou indiretamente a expressdo de FT. Aqui
notamos que a expressdo de AtFT sofreu alteracdo com a aplicacdo desse produto nas primeiras
horas (Fig. 4). Esse gene responsavel por codificar uma proteina conhecida como florigeno que
se move das folhas para o meristema apical caulinar, onde tem como fungdo promover a
transicdo da fase vegetativa para reprodutiva (Corbesier et al., 2007). Atualmente, sabe-se que
existem alguns fatores que interferem diretamente na expressdo do FT, dentre deles a
concentracdo de acucares. Nas plantas, as moléculas de aguUcares possuem papel muito
importante em diversos processos fisioldgicos. Como também, alguns estudos tém relacionado
diretamente o teor de agucares com o conteido de FT nas folhas das plantas (Ortiz-Marchena
et al.,, 2015; Cho et al., 218). Além disso, estudos com aplicacdo de piraclostrobina tem
corroborado com os nossos resultados, como por exemplo foi observado que a aplicacéo de
produto a base de piraclostrobina causou alteracdo na expressao de ScFT1 e SCFT2 em cana-
de-agUcar (Silva, 2016). Por outro lado, Linhares Neto (2020) constatou que esse fungicida foi

capaz de atrasar a diferenciagdo do meristema apical em cana-de-agucar.
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Outro fator que pode ter influenciado nas respostas do florescimento pode estar
relacionado ao manejo. Nesse caso, no experimento de DL, apesar da aplicagdo com
piraclostrobina ter promovido aumento da expressao do gene AtFT nas primeiras horas apos a
pulverizacdo, ndo houve alteracdo no tempo do florescimento nessas plantas (Fig. 10 C).
Contudo, no DC o fungicida foi capaz de promover o atraso do florescimento em
aproximadamente sete dias (Fig. 17 C). O atraso no tempo do florescimento dessas plantas pode
estar associado ao manejo de aplicacdo. Visto que, as plantas de A. thaliana cultivadas nas
condicdes de DC foram tratadas com trés aplicacfes, enquanto as plantas de DL receberam
apenas uma aplicacdo. Segundo Van den Bosch et al., (2011) um dos fatores que promove maior
eficiéncia na aplicacdo de produtos fitossanitarios é a combinacdo ideal do nimero de
aplicacdes e dosagem correta. Ou seja, a dosagem e 0 posicionamento de produtos ditam as

respostas nos individuos alvos.
A influéncia da piraclostrobina no metabolismo mitocondrial

Neste trabalho conseguimos verificar que alguns metabolitos chaves do ciclo
tricarboxilico sofreram alteracdo na concentracdo quando comparamos a aplicacdo de
piraclostrobina e agua. No entanto, os padrbes de perfis metabdlicos foram diferentes entre as
plantas cultivadas em DL e as plantas cultivadas em DC (Fig. 9 e 16). Essa modificacao do teor
dos &cidos pode ser a causa de diversas alteracdes fisioldgicas observadas, bem como pode estar
relacionado ao atraso do florescimento em plantas cultivadas em dia curto. Acreditamos que as
alteracdes nos niveis de acidos organicos do ciclo TCA pode podem ter interferido nesse
resultado do florescimento através do balango energético. Visto que, que algumas moléculas do
acido tricarboxilico estdo diretamente relacionadas na producao de poderes redutores (NADPH
e FADH) que posteriormente serdo utilizadas para formar ATP (Aradjo et al., 2011). Além
disso, a alteracdo dos niveis desses acidos pode promover a reducdo de aproximadamente 33%
da relacdo ATP/ADP, o qual é influenciado principalmente, pela reducdo de ATP (Carrari et
al., 2003). Em conformidade com o que foi descrito, para uma melhor eficiéncia da inducao
floral é necessario maior quantidade de ATP antes e durante esse processo Kandeler et al.,
(1975).

CONCLUSOES
No geral, este estudo mostrou que a aplicacdo de piraclostrobina pode promover atraso

do florescimento em plantas de Arabidopsis thaliana cultivadas em DC. Esse atraso no tempo

de florescimento pode estar relacionado a alteracdo na atividade da enzima aconitase, bem
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como, reducdo na expressdo de genes relacionado a sinalizacdo de GA. Por outro lado, a
piraclostrobina é capaz de aumentar a expressdo de AtFT nas folhas de Arabidopsis thaliana
cultivadas em DL, mas ndo promove alteracdo no tempo do florescimento. Ademais, o produto
de piraclostrobina é capaz de aumentar os niveis de citrato provavelmente através da reducao
da atividade da enzima aconitase. Bem como, afeta em maior grau a ACO2, seguida por ACO3
e ACO1.
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SUPLEMENTOS
Tabela 1: Pares de primers dos genes alvos e referéncias que foram usados no presente estudo
Genes Primers Pb Comprimento

F: ACCACCTGTTTGTTCAAGAT 18

AtFT 150
R: CCAAGCCATTAGTCACC 18
F: AGGAGAAAGCTCTAGCTGC 19

AtASOC1 119
R: GCTACTCTCTTCATCACCTCT 21
F: CTGGTTGATCCTCTCCAATC 20

AtGA30x2 142
R: TCAAGAAATTCAGTCGGAAGAC 22
F: ATTCCAAGGTCGATTGTCCA 20

AtRGA1 121
R: GAGAAGCTCGTCGTCCAT 18
F: TGAAATGCTCAAACGGCG 18

AtGAI2 87
R: CGTTCTCCTGCGAGTCAA 18
F: ATCACGGAGGGATTTTGC 18

AtACO1 135
R: AAGTCATTCTCGTCCTCCT 19
F: GCAAGGCTTTCTTCTTCCC 19

AtACO?2 120
R: GAGAGCCGAGGAGAAACT 18
F: AACCGCTTCATCTTCCGC 18

AtACO3 125
R: CGAGAAGAGACGACGGAGA 19
F: GTTTCTCAGACTATCAAAGCCA 22

AtPUX7 120
R: ATCAATTACAAGGACCACGG 20
F: GCAGCACAATGGAAATTCAGG 21

AtTIP41 122

R: GCCTCAACCGTTTCTTTGTC 20
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Figure 18: Resultados das expressdes dos genes alvos pelo modelo linear misto em plantas de
A. thaliana sob influéncia da aplicagdo de piraclostrobina em fotoperiodo indutivo. A letra “A”
representa o tratamento com aplicacao de agua; letra “C” representa o tratamento com aplicacéo
de piraclostrobina; “t1” representa a coleta as 8 HAA; “t2” representa a coleta as 32 HAA; “t3”
representa a coleta as 104 HAA. Médias que ultrapassam o limite de 1 e -1 do log.FC
apresentam diferencas significativas a nivel de 0,05%.
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Figure 19: Resultados das expressdes dos genes alvos pelo modelo linear misto em plantas de
A. thaliana sob influéncia da aplicacdo de piraclostrobina em fotoperiodo ndo indutivo. A letra
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“A” representa o tratamento com aplicagcdo de 4gua; letra “C” representa o tratamento com

aplicacdo de piraclostrobina; “t1” representa a coleta as 4 HAA; “t2” representa a coleta as 24
HAA; “t3” representa a coleta as 100 HAA. Médias que ultrapassam o limite 1 e -1 do log2FC

apresentam diferencas significativas a nivel de 0,05%.
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Figure 20: Andlise pelo teste t do perfil metabolico de folhas de A. thaliana sob influéncia de
aplicacdo de piraclostrobina em fotoperiodo indutivo (16h claro/8h escuro). A) resultado das
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da coleta 104 HAA. Os resultados foram selecionados com limite de 0,05% utilizando-se a
plataforma MetaboAnalyst. Os circulos rosas representam metabolitos que apresentaram

diferengas significativas.
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Figure 21: Andlise pelo teste t do perfil metabolico de folhas de A. thaliana sob influéncia de
aplicacdo de piraclostrobina em fotoperiodo ndo indutivo (8h claro/16h escuro). A) resultado
das trés coletas juntas; B) resultado da coleta 28 HAA,; C) resultado da coleta 100 HAA. Os
resultados foram selecionados com limite de 0,05% utilizando-se a plataforma MetaboAnalyst.

Os circulos rosas representam metabolitos que apresentaram diferencas significativas.
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CAPITULO 4: A ACONITASE E CAPAZ DE MODULAR A EXPRESSAO DE
GENES RELACIONADOS A SINALIZAQAO DE GIBERELINAS E ALTERAR O
TEMPO DE FLORESCIMENTO EM Arabidopsis thaliana.

RESUMO

A aconitase (ACO) é responsavel por catalisar o segundo passo do ciclo de Krebs, através da
isomerizacdo reversivel do citrato em isocitrato. Nas plantas essa enzima é relacionada
diretamente a varios processos metabolicos e fisioldégicos no crescimento e desenvolvimento
como fotossintese, metabolismo de carboidratos e lipidios, sistema antioxidante, mecanismo de
defesa e senescéncia. No entanto, alguns estudos tém apontado algumas evidéncias de que a
aconitase pode estar relacionada ao tempo de induc¢éo do florescimento em plantas. Porém, ndo
existe nenhum estudo voltado para entendimento desse mecanismo. Por isso, esse trabalho tem
como objetivo investigar qual a influéncia da enzima aconitase no tempo de florescimento em
Arabidopsis thaliana. Para isso, foram selecionadas linhagens que apresentavam fragmento de
RNAI dos genes da ACO. Os experimentos foram executados utilizando-se plantas WT, acol-
L2, acol-L4 e aco2-L1. Em seguida, foram realizadas analises de expressao genica, metabolitos
e tempo de florescimento. Os resultados deste estudo, demostram evidéncias de que a redugéo
na expressdo da enzima aconitase em Arabidopsis thaliana é capaz de acelerar o florescimento
em plantas cultivadas em DC, através da alteracdo na expressdo de genes relacionado a
biossintese de giberelinas e reducdo na concentracdo de amido e sacarose nas folhas.

Palavras-chave: Metabolismo energético. Florescimento. Giberelinas
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INTRODUCAO

A aconitase (ACO) ¢ responsavel por catalisar o segundo passo do ciclo de Krebs,
através da isomerizacdo reversivel do citrato em isocitrato (Courtois-Verniquet e Dource,
1993). Essa enzima, também conhecida como aconitase hidratase, € uma proteina ferro-enxofre
contendo um agrupamento 4Fe-4S (Beinert et al., 1996). Nas células das plantas, a ACO esta
presente em dois locais subcelulares. Nos dois locais tem a mesma fungéo, mas com atuacéao
em processos fisiologicos diferentes. Essa enzima esta presente no metabolismo mitocondrial
onde participa do ciclo tricarboxilico e no citosol onde auxilia no ciclo do glioxilato (Courtois-
Verniquet e Dource, 1993).

Atualmente, existem diversos estudos com foco em demonstrar propriedades inerentes
da ACO. As principais descobertas tangiveis sdo sobre localizacdo, cinética e componentes
estruturais da ACO nas células de planta (Brouquisse et al., 1987; Courtois-Verniguet e Dource,
1993; Beinert et al., 1996; Arnaud et al., 2007). Também tem sido reportado que a ACO pode
alterar processos essenciais em plantas como por exemplo: fotossintese, metabolismo de
carboidratos e lipidios, sistema antioxidante, mecanismo de defesa e senescéncia (Hu e Plaxton,
1996; Carrari, 2003; Moeder et al., 2006; Hooks et al., 2014).

Além disso, outros estudos tém verificado que a restri¢do na expressdo de genes da ACO
pode reduzir fortemente o potencial germinativo (Hooks et al., 2014). Bem como, promover
desenvolvimento atrofiado na fase inicial (Carrari, 2003; Moeder et al., 2006). Esses resultados
observados em plantas com restricdo na expressdao de ACO sdo muito semelhantes aos
encontrados em plantas que apresentam deficiéncia na expressao de genes da rota de biossintese
de giberelina (GA) (Groot e Karssen, 1987; Wilson et al., 1992; Debeaujon e Koorneef, 2000).
Ou seja, uma possivel interferéncia dos mutantes de ACO pode estar relacionada aos niveis de
GA nas plantas. Uma vez que as GAs durante a germinacdo e desenvolvimento inicial possuem
um papel essencial (Tuan et al., 2018; Debeaujon e Koorneef, 2000).

A GA representa uma classe de horménios classica que em plantas pode atuar em
diversos processos fisiologicos. Um desses processos estd relacionado a transicdo da fase
vegetativa para reprodutiva (Eriksson et al., 2006). Resumidamente, nesse processo, as GAs
sdo responsaveis por reduzir a atividade das proteinas DELLA (Murase et al., 2008), as quais
se ligam fisicamente as proteinas SPL 9/10 e as impedem de executar funcdes sob o0s genes-
alvos (Yu et al., 2012). Por si, os SPL 9/10 séo reguladores positivos do miR172 e SPL 3/4/5
0s quais podem induzir diretamente a expressao do gene florigeno e assim promover a indugéo

floral em dias longos em A.thaliana (Yu et al., 2012). Além disso, existem evidéncias de que
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as GAs também desempenham um papel importante na transicdo floral em plantas de A.
thaliana cultivadas em dia curto. 1sso ocorre, pois, as GAs sdo responsaveis por regular a
transcricdo do gene SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1) o qual dé inicio
a inducdo do florescimento nessas condicdes (Blazquez et al., 1998; Moon et al., 2003).

Diante do que foi escrito, sdo evidentes os esforcos para se tentar elucidar e compreender
a funcdo da ACO nos processos essenciais de crescimento e desenvolvimento de plantas.
Contudo, séo limitados os estudos sobre a restricdo da atividade da ACO e seus efeitos em
processos ligados ao florescimento. Devido a isso, esse estudo tem como objetivo avaliar a
influéncia da enzima ACO na expressao de genes relacionados a sinalizacdo de GA e inducdo
do florescimento em plantas de A. thaliana cultivadas em diferentes fotoperiodos.

MATERIAS E METODOS

Local do experimento

Os experimentos foram realizados em ambiente controlado, na sala de crescimento do
Setor de Fisiologia Vegetal, pertencente ao Departamento de Biologia da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil. As analises foram feitas no Laboratério de Fisiologia
Molecular de Plantas (LFMP) e Laboratério de Bioquimica e Nutricdo de Plantas (LBNP) da
UFLA.

Material Vegetal e conducéo do experimento

As construcdes dos mutantes de ACO de A. thaliana foram desenvolvidas no LFMP.
Para esses experimentos, utilizamos sementes de geracdo T3 que foram selecionadas no
antibiético Canamicina 50 mg. Essas sementes foram embebidas em agua destilada e mantidas
a 4°C no escuro por dois dias para quebrar a dorméncia. Apds esse processo, as sementes foram
colocadas em placas contento meio MS meia forga, 1% de sacarose e 2,8% de Phitagel para
germinarem. Em seguida, foram transplantadas para vasos contendo substrato Carolina Soil
CSC® e vermiculita na proporgio 2:1. Durante o periodo experimental algumas plantas foram
mantidas no fotoperiodo indutivo (16 horas luz e 8 horas escuro - DL) e outras em fotoperiodo
ndo indutivo (8 horas luz e 16 horas escuro - DC). As condicdes dos experimentos foram:
irrigacdo na capacidade de campo do substrato; temperatura entre 18 e 25°C; umidade relativa

do ar entre 30-80% e intensidade da luz de 180 pmol m2 s,
Delineamento experimental e coleta do material

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro linhagens e cinco

repeticBes bioldgicas. Cada repeticdo representa uma unidade experimental formada por um
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pool de cinco plantas. As linhagens utilizadas foram T1: plantas selvagens (WT); T2: acol.L2,
T3: acol.L4 e T4: aco2-L1. As coletas foram realizadas aos 18 dias de idade para as plantas

que estavam em DL e 34 dias de idade paras as plantas que estavam em DC (Fig. 22).

A B

Fotoperiodo DL Fotoperiodo DC
Coleta de
10h amostras

Coleta de
amostras

Figure 22: Momento da coleta das amostras. A) plantas cultivadas em dia longo e B) plantas
cultivadas em dia curto.

Obtencao dos mutantes via RNAI
Identificagdo dos transcritos em estudo

Com o objetivo de reduzir a atividade da enzima aconitase em plantas de Arabidopsis
thaliana e caracterizar a funcdo dos genes ACO1 e ACO2 na inducdo do florescimento, foi
realizado o silenciamento génico por RNAI destes genes. As identificagdes das sequéncias dos
transcritos em estudo foram obtidas no banco de dados do NCBI (Tabela 2).

Tabela 2: Identificacdo dos transcritos da aconitase em Arabidopsis thaliana

Nome do gene ID NCBI Tamanho em pb
Aconitate hydratase 1 (ACO1) 829737 3347 pb
Aconitate hydratase 2 (ACO2) 828805 3349 pb

Construcdes dos mutantes de Arabidopsis thaliana via RNAI

As construcdes para o silenciamento dos genes da aconitase, foram realizadas
utilizando-se o sistema Gateway de recombinacgéo (Invitrogen™). Esse sistema € baseado na
reacio de recombinagéo sitio-especifico conforme descrito por KARIMI; INZE e DEPICKER
(2002). Em resumo, para se obter a construcdo do silenciamento dos genes da enzima aconitase

em A. thaliana foram desenhadas sequéncias de DNAs alvos, as quais foram clonadas no vetor
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de entrada pENTR™ (Figura 23). Em seguida, essas sequéncias foram transferidas para o vetor
de destino PK7GWIWG2(11) (Figura 24).

Asc |

ccdB-1| ¢
PKZGWIWG2(Il)
12,876 bp

Figure 24: Mapa do vetor PK7GWIWG2(II). utilizado em experimentos de silenciamento
génico por RNAI

Extracdo de RNA e sintese de cDNA
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Para isolar os genes da aconitase, utilizamos folhas, que foram coletadas e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido até o momento da extracdo do RNA. A
extracao foi realizada de acordo com Oliveira et al., (2015). A integridade das amostras foi
verificada em gel de agarose 1,2% (m/v) que posteriormente foram visualizadas utilizando
fotodocumentador UV-transilluminator (UVITEC FireReder XS D-77Ls-20.M). A
quantificacdo do RNA foi feita em espectrofotdmetro NanoVue™ GE Healthcare Axeo.

Todas as amostras de RNA foram tratadas com enzima TURBO DNA-free™ Kit
(Invitrogen™) para a degradacdo do DNA genémico. Apds o tratamento com DNase, as
amostras de RNA foram submetidas & eletroforese, a fim de verificar se ainda tinham ou
continham DNA gendmico. As amostras que apresentaram alto grau de integridade, livres de
DNA e contaminantes, foram utilizadas para a sintese de cDNA, pelo kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™). Apds a sintese do cDNA as amostras foram

armazenadas em freezer -20°C.
Amplificacdo dos transcritos e purificagdo das bandas

A amplificacdo dos transcritos foi feita por PCR a partir de amostras de cDNA de folha.
Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v)
queposteriormente foram visualizadas utilizando fotodocumentador UV-transilluminator
(UVITEC FireReder XS D-77Ls-20.M). Os fragmentos obtidos foram purificados do gel de
agarose pelo kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

Clonagem, transformacao bacteriana e extracdo DNA plasmidial

Para a clonagem dos transcritos, foi utilizado o vetor pPENTR™/D-TOPO™ Cloning Kit
(Invitrogen™). As reagOes foram seguidas de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para
a transformacdo, foram utilizadas as células de bactérias quimicamente competente de
Escherichia coli One Shot™ TOP10 (Invitrogen™),

Para introducdo do vetor na bactéria foi utilizado o processo de choque térmico. Apds a
transformacéo, as col6nias foram submetidas a PCR, para comprovar a presenga do fragmento
de interesse. As colbnias positivas foram selecionadas para o processo de extracdo do DNA
plasmidial. A extracdo plasmidial foi feita utilizado o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

seguindo as recomendages do fabricante.
Sequenciamento e reagdes LR

Os plasmideos contendo os insertos dos fragmentos correspondentes aos genes de

interesse, foram sequenciados pelo método de Sanger. As sequéncias obtidas no
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sequenciamento foram comparadas e alinhadas com as sequéncias nos bancos de dados NCBI.
As sequéncias confirmadas foram utilizadas para a recombinagdo com o vetor de destino com
o0 kit Gateway™ LR Clonase™ [l Enzyme mix (Invitrogen™),

A transferéncia dos fragmentos de interesse para os vetores de expressdo se da pela
recombinacdo dos sitios attL, presentes no vetor pENTR, com os sitios attR, presentes no vetor
de destino. As rea¢des LR foram feitas de acordo com as recomendac@es do fabricante. Apos a
reacdo LR, o produto foi utilizado para transformacao de bactérias quimicamente competentes
de Escherichia coli One Shot™ TOP10 (Invitrogen™). Para verificar a presenca do inserto e o
sucesso da recombinacdo, o DNA plasmidial foi analisado. As col6nias positivas foram
sequenciadas e selecionadas para a transformacao de Agrobacterium tumefaciens.

Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

O preparo das células competentes da Agrobacterium tumefaciens, GV3101, foi feita
seguindo o protocolo cloreto de célcio. As células competentes foram estocadas e armazenadas
em freezer -80°C. Para a transformacdo, as células foram descongeladas e foi adicionado o
fragmento de interesse. A mistura foi mantida em gelo e depois transferida para nitrogénio
liquido, e subsequentemente foram incubadas em banho maria a 37°C. Em seguida, foi
adicionado o meio LB e mantido em agitacdo a 28°C. Apds o crescimento, o meio foi espalhado
em placas de Petri contendo meio LB e Canamicina 50 mg. As coldnias foram checadas por
PCR e as positivas foram utilizadas para a transformacéo de A. thaliana conforme o protocolo
de floral-dip (Zhang et al. 2006).

Selecdo das plantas transformadas

Apos a transformacéo das plantas de A. thaliana via floral dip, sementes foram coletadas
e semeadas em placas de Petri contendo meio MS meia for¢a com antibiético Canamicina 50
mg. Em seguida, as plantas que germinaram nesse meio foram identificadas por PCR, e as que
apresentaram o fragmento alvo foram mantidas até a coleta das sementes. Esse processo se

repetiu até quando as plantas apresentaram genes alelos homozigotos (geragéo T3).
Analise Molecular
Extracdo de RNA

Amostras de folhas foram coletadas e congeladas em nitrogénio liquido, em seguida,
armazenadas a -80°C até a extracdo do RNA utilizando o protocolo conforme descrito por
Oliveira et al., (2015). Ap0s a extragdo, verificamos a qualidade e quantidade das amostras
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utilizando o espectofotdmeto Nanovue® (NanoVue GE Healthcare). Para avaliar a integridade
do RNA, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose que posteriormente
foram visualizadas utilizando fotodocumentador UV-transilluminator (UVITEC FireReder XS
D-77Ls-20.M).

Sintese de cDNA

Para a sintese de DNA complementar (cDNA), as amostras foram tratadas utilizando
DNA free TM kit para eliminar o DNA. EM seguida, um volume de 1 pL foi utilizado para
quantificacdo no Nanouvue®. A avaliacdo da integridade e pureza do RNA foram feitas
utilizando eletroforese e fotodocumentador UV-Transilluminator. Posteriormente, as amostras
foram armazenadas no freezer -20°C. Apds o tratamento com DNase, as amostras que
apresentarem alto grau de integridade e pureza foram tratadas com Kit High-Capacity cDNA

Reverse Transcription e novamente armazenadas no freezer -20°C
Anélise de expressdo génica

Para a expressdo dos genes alvos foram utilizados os seguintes pares de primers: AtFT,
AtASOC1, AtGA3, AtRGAL, AtGAI, AtFLC, AtACO1, AtACO2 e AtACO3, com 0s genes
dereferéncia PUX7 e TIP4 (Skiljaica et al., 2022) (Tabela 3 — suplementar). A amplificacdo dos
genes foi feita utilizando um termociclador Rotor Gene Q Real-Time PCR (Qiagen). As anélises
foram feitas em duplicatas técnicas para todos os ensaios de andlise de expressdo. Os dados
foram analisados utilizando-se rotor-gene series pure detections software (Verséo 2.0.2).

Analises bioquimicas

As coletas para as analises bioquimicas foram realizadas as 12:00 no experimento com
DL e as 16:00 no experimento com fotoperiodo indutivo DC. Todo o material vegetal foi
macerado em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenado em ultrafreezer -80 °C, até o
momento das andlises. Para a extracdo, pesamos aproximadamente 50 mg do material macerado
em microtubos de 2mL. Em seguida, adicionamos 350 pL de etanol 100% e colocamos os tubos
em banho Maria a 75°C por 20 min. Logo apds esse processo, transferimos o sobrenadante para
um novo tubo de 2 mL. Esse processo se repetiu por mais duas vezes. O sobrenadante coletado
foi utilizado para as analises de acUcares redutores e ndo redutores, e aminoacidos sollveis
totais, o pellet resultante foi utilizado para analise dos teores de proteinas e amido.

Resumidamente, a quantificacdo dos acgucares redutores foi feita por meio do método
DNS, proposto por Miller (1959) e os agUcares soluveis totais pelo método de antrona, descrito

por Dische (1962). A quantificacdo de aminoécidos foi realizada pelo método de ninhidrina
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conforme o descrito por Yemm e Coccking (1955). Para a determinag8o da proteina, o pellet
da extracdo etandlica foi solubilizado com NaOH (0,1M) e encubado & 80°C por 1h, o
sobrenadante resultante foi utilizado para quantificacéo pelo protocolo Bradford (1976). Para a
extracao do amido foi utilizado o mix da amostra derivada da extracdo de proteinas, na qual foi
adicionado tampdo acetato de potéssio, para a acidificacdo do meio, seguido da adi¢do da
solucdo de degradagdo (tampéo acetato de potassio mais a enzima amiloglucosidade) (adaptado
de Hendriks et al., 2003 e Zanandrea et al 2010). Para a extracdo da sacarose foi adicionado
hidroxido de potéssio (KOH) ao extrato etandlico (1:1). A quantificacdo do amido e sacarose

se deu pelo método de antrona (Dische 1962).
Andlise de Giberelinas Totais

A extracdo de giberelinas foi feita de acordo com o protocolo de Lisec et al., (2006) com
adaptacdo. Em resumo, aproximadamente 50 mg de amostra macerada e 1 mL de metanol foram
adicionados em tubo Eppendorf. Em seguida, as amostras foram submetidas a 70°C por 15 min.
O extrato foi centrifugado em 10.000 rpm por 10 min e 750 pL do sobrenadante foi coletado e
transferido para outro tubo de 2 mL. A andlise de GA foi realizada de acordo com Almeida et
al., 2014, com adaptacdes. Para isso foi utilizado 300 pL do extrato mais 200 puL de metanol
80%. Em seguida 2,0 mL de solucéo de acetato de zinco (21,99 de acetado de zinco em 100 mL
de agua destilada e 1 mL de &acido acético glacial) foi adicionado. Em seguida, foram
adicionados 2,0 mL de ferrocianeto de potassio (10,6 g em 100 mL de agua). O extrato foi
centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. Em seguida, 3,75 mL do sobrenadante foi coletado e
adicionado junto com 3,75 mL de HCL a 30% em um tubo de 10 mL e incubado a 20°C por 75

min. Em seguida foi feita a leitura no comprimento de 254 nm.
Avaliacéo do tempo de florescimento

A andlise do florescimento em A. thaliana foi realizada de acordo com Mouradov et al.,
(2002). Para isso, contamos o numero das folhas presentes na roseta e os dias que antecederam

0 aparecimento da primeira flor.
Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de estatistica descritiva e analisados quanto a
distribuicdo, normalidade e homogeneidade de variancias. Diferencas significativas entre as
expressodes dos genes foram determinadas usando o modelo linear misto (Steibel et al., 2009).
Para 0s metabdlitos e variaveis de florescimento os dados foram submetidos a analise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a p < 0,05.
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RESULTADOS
Identificacéo das linhagens de RNAIi do gene ACO em A. thaliana

As linhagens de A. thaliana mutantes que contém as construgdes foram rastreadas a
nivel de PCR em folhas. As PCRs confirmaram que duas linhagens expressaram o fragmento
da construcao para o gene acol (Fig. 25- A) e uma linhagem para o gene aco2 (Fig. 25 - B). As
linhagens de ACO confirmadas foram propagadas em placas de Petri contendo meio MS e em
seguida transferidas para a vasos contendo substrato na sala de crescimento para anélises

posteriores.

A)

acol- acol-

L2 L4

2000 pb
1500 pb

2000 pb
1500 pb

500 pb

500 pb

Figure 25: Gel de agarose (1,2%) da PCR do DNA para confirmagéo das linhagens mutantes
de A. thaliana. A) PCR mostrando as linhagens com mutacdo no gene da ACOL. B) PCR
mostrando as linhagens com mutagdo no gene da ACO2. NUmero de pares de base (pb); plantas
com mutacdo na expressao do gene aconitase (acol-L2, acol-L4 e aco2-L1); plantas selvagens
(WT) e vetor PK7TGWIWG2 (I1) (V).

Efeito na expressdo génica em linhagens de A. thaliana com mutacdo em ACO que foram

mantidas em fotoperiodo indutivo

As analises de expressdes génicas mostraram que todas as linhagens que continham
RNAI do gene ACO apresentaram aumento na expressao relativa de AtFT quando comparada
a selvagem. No entanto, ndo foi observada diferenga estatistica significativa entre as linhagens
e WT (Fig. 25 — A). Também, foi verificado que para 0s genesAtSOC1 e AtFLC nao houve
diferenga significativa entre WT e as linhagens ACO a nivel de expresséo génica (Fig. 25 - B
e C).
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Figure 26: Andlises da expressdo de genes envolvidos em respostas regulatérias do
florescimento em plantas com mutacdo na expressdo de ACO mantidas em fotoperiodo
indutivo. A) Expressao relativa de FLOWERING LOCUS T (FT), B) Expresséo relativa de
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1) e C) Expressdo relativa de
FLOWERING LOCUS C (FLC). Os valores sdo apresentados como média + SD de cinco
repeticdes. As letras diferentes entre as linhagens indicam diferenca estatistica significativa
pelo modelo linear misto.

A expressao de genes associados a biossintese e repressdo da sinalizacdo de GA, bem
como, o conteddo total de GA também foi avaliado. Nesse contexto, foi possivel observar que
nas linhagens ACO a expressdo dos genes AtGA3ox2, AtGAI2 e AtRGAL n&o apresentou
diferenca estatistica significativa em relacdo as plantas WT (Fig. 27). Para GAs totais, também,

néo foi verificado diferenca entre os tratamentos (Fig. 27).
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Figure 27: Expressao relativa de genes envolvidos na rota da giberelina e contetdo total de
giberelinas em linhagens mutantes de ACO mantidas em fotoperiodo indutivo. A) expressao
relativa de GA3 OXIDASE (GA3), B) expressdo relativa de GIBBERELLIN INSENSITIVE
(GAI) e C) expressdo relativa de REPRESSOR OF GA1-3 (RGA). Os valores séo apresentados
como média £ SD de cinco repeticdes. As letras diferentes entre as linhagens indicam diferenca
estatistica significativa pelo modelo linear misto.

Também foi avaliada a expresséo relativa dos genes ACO nas folhas de A. thaliana,
confirmando nosso resultado de triagem anterior (Fig. 28). Nesse contexto, a analise de RT-
gPCR mostrou que a expressao do gene AtACO1, comparada com a planta selvagem, reduziu
em aproximadamente 2,88 e 2,00 vezes nas linhages acol-L2 e acol-L4, respectivamente (Fig.
28 — A). Também foi verificado que na linhagem aco2-L1, aexpressdo relativa deAtACO2, foi
reduzida em 3,08 vezes quando comparada ao WT (Fig. 28 — B). No entanto, ndo foi observada
nenhuma alteragdo na expressao relativa de AtACO3 entre os tratamentos (Fig. 28 — C).
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Figure 28: Analise da abundancia de mRNAs da aconitase por RT-PCR quantitativo nas
linhagens de A. thaliana mantidas em fotoperiodo indutivo. A) Expressdo relativa de
ACONITASE 1 (ACO1), B) Expressdo relativa de ACONITASE 2 (ACO2) e C) Expressédo
relativa de ACONITASE 3 (ACO3). Os valores sdo apresentados como média + SD de cinco
repeticdes. As letras diferentes entre as linhagens indicam diferenca estatistica significativa.

Respostas metabdlicas das linhagens mutantes de A. thaliana mantidas em fotoperiodo

indutivo

Apds as analises de RT-qPCR, decidimos avaliar o teor de carboidratos e aminoacidos
totais nas folhas das plantas cultivadas em DL. Os resultados dessas avaliac@es revelaram que
ndo houve diferenca significativa para teor de aglcares solUveis totais e agucares redutores entre
as linhagens ACO e WT (Fig. 29 — A, B). Também, foi verificado uma tendéncia no aumento
de sacarose nas linhagens ACO em relacdo as plantas WT, no entanto, os niveis de sacarose
foram significativamente elevados apenas na linhagem acol-L2 (Fig. 29 — C). Esse aumento
correspondeu aproximadamente a 35% em relacdo as plantas WT. Além disso, as linhagens
acol-L2 e aco2-L1 também foram caracterizadas por niveis maiores de amido em relacéo as
plantas WT (Fig. 29- D). Esse aumento no contetdo de amido foi de aproximadamente 41 e

38%, respectivamente. Também, foi observado uma tendéncia no aumento de aminoacidos
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totais nas linhagens ACO. Embora nos conjuntos de plantas os niveis de aminoacidos totais
tenham sido elevados, apenas as linhagens acol-L2 e aco2-L1 diferenciaram significativamente
das plantas WT (Fig. 29 - E).
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Figure 29: Resultados das alteracbes metabdlicas em folhas de plantas selvagens e linhagens
ACO cultivadas em fotoperiodo indutivo. A) acucares sollveis totais (AST), B) acucares
redutores (AR), C) sacarose, D) amido e E) aminoacidos totais. As letras maiusculas indicam
diferenca estatistica significativa entre as linhagens pelo teste Tukey com nivel de significancia
de p < 0,05. Os dados sdo medias de n = 5.

Analise visual do fenétipo das plantas mutantes de A. thaliana mantidas em fotoperiodo
indutivo

Apds analisar os resultados obtidos de expressao relativa e metabolitos foi avaliado o
tempo de florescimento nas linhagens transformadas de A. thaliana mantidas em DL.
Inicialmente, acreditdvamos que essas plantas poderiam sofrer alguma alteracdo no tempo de
florescimento, pois, a expressao relativa AtFT apesar de n&o ter diferenciado significativamente
foi visivelmente maior em todos os mutantes do que nas plantas selvagens (Fig. 30). Entretanto,

foi observado que ndo houve alteracdo significativa para os parametros nimero de folhas e dias
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apos semeadura (Fig. 30 — A e B). Essas duas variaveis sdo muito utilizadas para avaliar o
tempo de florescimento em A. thaliana (Mouradov et al., 2002). Na figura 30 - C é possivel

verificar que ndo houve alteracdo no tempo de florescimento entre plantas WT e transformadas.

A) B)

14 A A 1 35 A A A A
12 A I = 30 i I
10 25

8 20

6 15

4 10

2

0

N° Leaves DAS
BWT w®macol-L2 "acol-L4 = aco2 Ll mWT wmacol-L2 vacol-L4 — aco2 Ll

&)

acol-L2 aco2-L1

Figure 30: Anélise do fendtipo em plantas de A. thaliana mutantes em ACO mantidas em
fotoperiodo indutivo. A) nimero de folhas na roseta que antecederam a abertura da primeira
flor, B) dias ap6s a semeadura que antecederam a abertura da primeira flor e C) foto
demonstrativa dos tratamentos ap6s a abertura da primeira flor. Os valores sdo apresentados
como média £ SD de dez repeticbes. As diferencas significativas entre os tratamentos sdo
indicadas pelas letras maitsculas (teste de Tukey - P<0.05).

Efeito na expressdo génica em linhagens de A. thaliana com mutagdo em ACO que foram

mantidas em fotoperiodo nédo indutivo

Para verificar a influéncia da ACO em plantas de A. thaliana cultivadas em DC,
realizamos uma triagem a nivel de mRNA. Essa triagem revelou que a expressdao de AtSOC1
foi aumentada em todas as linhagens ACO, no entanto, apenas a linhagem acol-L2 diferenciou
significativamente das plantas selvagens (Fig. 31 — A). Esse aumento na expressdo relativa
correspondeu a aproximadamente 2,34 vezes. Em contrapartida, foi notado que ndo houve
alteracdo na expressédo de AtFLC entre as linhagens e WT (Fig. 31 - B). Mas € possivel observar
um padréo de reducéo na expressao relativa de AtFLC em todas as linhagens quando comparada
ao WT.
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Figure 31: Analises da transcricdo de genes envolvidos em respostas regulatérias do
florescimento em plantas com mutacdo na expressao de ACO mantidas em fotoperiodo néo
indutivo. A) Expressdo relativa de SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1) e
B) Expresséo relativa de FLOWERING LOCUS C (FLC). Os valores s&o apresentados como
média £ SD de cinco repeticdes. As letras diferentes entre as linhagens indicam diferenca
estatistica significativa pelo modelo linear misto.

Também foi quantificado por RT-gPCR a expressdo dos genes AtGA3ox2, AtGAI2 e
AtRGAL e o teor de GAs totais por espectrofotometria. Diante disso, foi possivel notar que as
linhagens acol-L2 e aco2-L1 em estudos apresentaram maior expressdo relativa de AtGA3ox2
quando comparada a planta WT (Fig. 32 - A). Além disso, foi observado que a expressao de
AtGAI2 reduziu significativamente na linhagem acol-L4 quando comparada ao controle (Fig.
32 - B). Bem como, foi possivel notar reducéo significativa da expressdo de AtRGAL apenas na
linhagem acol-L2 quando contraposta com planta WT (Fig. 32 - C). Apesar de verificar
alteracbes em genes da via de biossintese e repressdao de GA, ndo observamos nenhuma

alteracdo significativa no teor de GAs totais entre os tratamentos (Fig. 32 - D).
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Figure 32: Expressao relativa de genes envolvidos na rota da giberelina e contetdo total de
giberelinas em linhagens mutantes de ACO mantidas em fotoperiodo ndo indutivo. A) expressao
relativa de GA3 OXIDASE (GA3), B) expressdo relativa de GIBBERELLIN INSENSITIVE
(GAI) e C) expressdo relativa de REPRESSOR OF GA1-3 (RGA). Os valores séo apresentados
como média £ SD de cinco repeticdes. As letras diferentes entre as linhagens indicam diferenca
estatistica significativa pelo modelo linear misto.

Foi estudado a nivel de mRNA os genes da ACO em plantas que foram cultivadas em
DC. Fizemos novamente essa analise, pois, a duracdo do fotoperiodo induz grandes mudancas
metabdlicas em plantas (Djerrab et al., 2021), o que também pode modular alteracdo na
expressdao de ACO. Nessas condicdes, foi possivel notar que a expressdao do gene AtACO1
reduziu em aproximadamente 2,00 e 1,53 vezes nas linhagens acol-L2 e acol-L4,
respectivamente (Fig. 33 - A). Além disso, é possivel verificar que em comparacgéo as plantas
WT a expresséo relativa de AtACO2 reduziu drasticamente na linhagem aco2.L1 (Fig. 33 - B).
Nessa linhagem, a reducdo foi de aproximadamente 2,84 vezes. No entanto, ndo notamos
nenhuma alteracdo significativa na expressao do gene AtACO3 entre as linhagens e WT (Fig.
33 - C). Quando comparamos os dois fotoperiodos € possivel verificar nas linhagens mutantes
que a expressao do gene ACO1 foi menor nas linhagens ACO em DL do que em DC (Fig. 28 e

Fig. 33). Essa diferenca foi de aproximadamente 1,44 e 1,30 vezes nas linhagens acol-L2 e
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acol-L4 respectivamente. Essa reducdo também foi notada para a expressdo ACO2 na linhagem
aco2-L1 (Fig. 28 e Fig. 33), na qual essa diferenca foi de aproximadamente 1,08 vezes.
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Figure 33: Analise da expressdo relativa da aconitase por RT-PCR quantitativo nas linhagens
de A. thaliana mantidas em fotoperiodo ndo indutivo. A) Expresséo relativa de ACONITASE 1
(ACO1), B) Expressdo relativa de ACONITASE 2 (ACO2) e C) Expressdo relativa de
ACONITASE 3 (ACO3). Os valores sdo apresentados como média + SD de cinco repeticdes. As
letras diferentes entre as linhagens indicam diferenca estatistica significativa.

Respostas metabodlicas das linhagens mutantes de A. thaliana mantidas em fotoperiodo

nao indutivo

Para estudar as alteracdes metabdlicas nas folhas das plantas cultivadas em DC, foram
quantificados os niveis de agucares sollveis totais, acUcares redutores, sacarose, amido,
aminoacidos e proteinas. Estas andlises revelaram que os niveis de acUcares soluveis totais,
acucares redutores e aminoacidos totais permaneceram inalterados entre as linhagens ACO e
plantas WT (Fig. 34 — A, B e E). Entretanto, foi verificado que a concentragdo de sacarose
apresentou um padrao de reducdo em todas as linhagens ACO em relagdo as WT, mas apenas
a linhagem acol1-L4 apresentou diferenca significativa quando comparada com WT (Fig. 34 -

C). Essa reducdo representou aproximadamente 28%. Além disso, também foi observado que
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na linhagem aco2-L1 houve reducéo na concentracéo de amido nas folhas em aproximadamente
31% em relacdo as plantas WT (Fig. 34 - D).
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Figure 34: Resultados das alteracbes metabdlicas em folhas de plantas selvagens e linhagens
ACO cultivadas em fotoperiodo ndo indutivo. A) aglcares sollveis totais (AST), B) acucares
redutores (AR), C) sacarose, D) amido e E) aminoacidos totais. As letras maiusculas indicam
diferenca significativa entre as linhagens pelo teste Tukey com nivel de significancia de p <
0,05. Os dados sdo médias de n = 5.

Anélise visual do fenétipo das plantas mutantes de A. thaliana submetidas a fotoperiodo

ndo indutivo

Também foi avaliado o tempo de florescimento nas plantas transformadas que foram
cultivadas em DC. Para isso, contamos o nimero de folhas e DAS que antecederam a abertura
da primeira flor (Mouradov et al., 2002). Nesse experimento foi verificado alteracdo no tempo
do florescimento, resultado este contrario ao das plantas que estavam em DL. Na Fig. 35 - A,
foi possivel notar que todas as linhagens de ACO reduziram significativamente 0 DAS em

relacdo as plantas selvagens. Essa reducdo foi de aproximadamente 9, 8 e 5 dias, para as
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linhagens acol-L2, acol-L4 e aco2-L1, respectivamente. Além disso, o numero de folhas
também reduziu significativamente nas plantas mutantes (Fig. 35 — B). Essa reducdo
correspondeu a aproximadamente 23, 29 e 12% para acol-L2, acol-L4 e aco2-L1,
respectivamente. Assim, esses resultados demostram que a reducdo na expressao de ACO1 e
ACO2 pode ter um papel fundamental durante a inducdo do florescimento em plantas de A.
thaliana mantidas em DC (Fig. 35 - C)
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Figure 35: Andlise do fendtipo em plantas de A. thaliana mutantes em ACO mantidas em
fotoperiodo indutivo. A) nimero de folhas na roseta que antecederam a abertura da primeira
flor, B) dias ap6s a semeadura que antecederam a abertura da primeira flor e C) foto
demonstrativa dos tratamentos ap6s a abertura da primeira flor. Os valores sdo apresentados
como média + SD de dez repeticbes. As diferencas significativas entre os tratamentos sdo
indicadas pelas letras maitsculas (teste de Tukey - P<0.05).

DISCUSSAO

A A. thaliana é considerada uma planta facultativa que induz o florescimento mais
rapido em DL, mas em condicdes de DC o florescimento é retardado (Gazzani et al., 2003).
Esse processo é coordenado por mecanismos diferentes, mas que possuem a mesma finalidade,
como por exemplo nas plantas cultivadas em DL a via do fotoperiodo é quem controla o
florescimento, por outro lado, em plantas cultivadas em DC quem regula esse processo séo 0s

mecanismos endogenos como GAs (Wilson et al., 1992; Reeves e Coupland, 2001; Hisamatsu
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e King 2008). Nesse contexto, as plantas de A. thaliana possuem mecanismos especificos que
s80 responsaveis por receber 0s sinais externos, promover a transducao, transmitir e gerar a
resposta para cada condicdo ambiental (Kaiser et al., 1999; Takala et al., 2014). Assim, a
percepcao nas variacoes fotoperiddica podem induzir diferentes padrdes genéticos, metabdlicos
e fenoldgicos (Reeves e Coupland, 2001; Gazzani et al., 2003). Devido a essas possiveis
alteracdes induzidas nas plantas, avaliamos o tempo de florescimento nas linhagens de ACO

cultivadas em fotoperiodo de DL e DC.

Influéncia da ACO na inducéo do florescimento em A. thaliana cultivadas em fotoperiodo

de dia longo

A reducgdo na expressdo da ACO levou a & falta do fenétipo caracteristico durante o
estadio reprodutivo nas plantas cultivadas em DL quando comparada a plantas selvagens. Esse
resultado pode ser esclarecido com o auxilio das analises de expressdo relativa dos genes
relacionados ao florescimento e sinalizacdo de GAs. No entanto, apenas esses resultados néo
sdo capazes de responder qual o mecanismo exato que assegurou os fendtipos observados. O
florescimento das plantas de A. thaliana mantidas em DL é controlado primordialmente pelo
FT que codifica uma proteina com a funcdo de sinalizar a inducéo do florescimento (Reeves e
Coupland, 2001). No presente estudo, foi observado que a reducdo na expressdo da ACO
promoveu um leve aumento na expressdo de AtFT, que néo foi diferencialmente significativo
nas linhagens ACOs, mas por apresentar esse padrdo em todas as linhagens cultivadas em DL
resolvemos discutir sobre esse efeito (Fig. - 26) Curiosamente, 0 acréscimo na expressao do
gene AtFT ndo foi suficiente para acelerar o florescimento nas linhagens ACOs (Fig. 30 - C).
A falta de um fendtipo visivel pode estar atrelada a uma alta expressao relativa dos genes ACO
nessas condigdes, ou seja, a expressdo relativa ndo caiu abaixo de um limiar que pudesse
promover alteracdes. Para isso, sugerimos para 0s proximos trabalhos, a selecdo de linhagens
gue possuam maior reducdo na expressdao dos genes ACO ou construcdo de linhagens que
apresentem silenciamento de mais de um gene (mutante duplo). Somado a este fator, o cultivo
de A. thaliana em DL pode ter mascarado o tempo de florescimento. Visto que, em plantas de
A. thaliana cultivadas em dias longos a via do fotoperiodo é predominante (Wilson et al., 1992;
Reeves e Coupland, 2001). Ou seja, a via fotoperiddica indutiva pode ter apresentado maior
relevancia em relacédo as outras alteracfes nessas plantas e assim anulado qualquer interferéncia
no tempo de florescimento.

O padrao no aumento da expressdo do AtFT em todas as linhagens ACOs também pode

estar associado ao aumento de agUcares nas folhas. 1sso ocorre, pois, plantas que apresentam
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maior contetido de sacarose nas folhas possuem alta expresséo de FT (King et al., 2008). Nesse
caso, 0 aumento da sacarose € associado a alta taxa de fotossintese nas folhas e 0 excesso desse
processo é armazenado na forma de amido nos cloroplastos (Tognetti et al., 2013; Goldschmidt
e Huber, 1992). Diante disso, no presente estudo, ndo avaliamos a eficiéncia da fotossintese,
mas foi possivel observar elevados niveis de sacarose e amido nas folhas das linhagens de ACO
(Fig. 29). Esses resultados indicam um provavel aumento da fotossintese liquida nas linhagens
ACO. Em conformidade com o que foi descrito, resultados semelhantes também foram
encontrados nas linhagens de tomateiros com restricdo na expressdo de ACO. Essas linhagens
de tomateiro foram caracterizadas com elevada atividade fotossintética e acimulo de amido e

sacarose em folhas (Carri et al., 2003).

Influéncia da ACO na inducéo do florescimento em A. thaliana cultivadas em fotoperiodo

de dia curto

As linhagens de ACO cultivadas em DC apresentaram florescimento acelerado. Essa
alteracéo do florescimento pode estar relacionada a alteracfes na fungdo dos componentes da
biossintese e transducdo de sinal das GAs, os quais causam modificacdo no tempo de floracéo
em A. thaliana (Wilson, et a., 1992). Nesse contexto, plantas de A. thaliana cultivadas sob DCs
com niveis de GA enddgenos baixos apresentam maior abundéncia de proteinas DELLA o que
promove atraso do florescimento (XU et al., 1997). Nas plantas superiores existem cinco
proteinas DELLA que fazem parte da familia GRAS as quais regulam a sinaliza¢do das GAs,
dentre essas, estdo as proteinas REPRESSOR OF gal-3 (RGA) e GA-INSENSITIVE (GAl)
gue possuem funcBes diretas no processo de florescimento (Sun e Gubler, 2004; Daviére e
Achard, 2013). Durante o cultivo de A. thaliana em DCs, as DELLA assumem papel importante
no controle da inducdo do florescimento, pois, sdo responsaveis por inibir a expressdo do gene
SOC1, que codifica uma proteina integradora floral e da inicio ao processo de florescimento
(Moon et al., 2003). Além disso, tem sido sugerido que SOC1 é um dos principais genes
reguladores do tempo de floragédo responsivo as GAs sob condi¢es de DC (Moon et al., 2003;
Achard et al., 2004). Isso ocorre, pois, as GAs modulam a expressdo de SOC1 por meio de
modificacOes epigenéticas mediadas pelo complexo NF-Y (Hou et al., 2014). Esse complexo é
um fator de transcricdo conservado nos eucariotos que tem como funcao ligar-se ao Unico
elemento cis dento do promotor do gene SOC1 para modular as modificacGes epigenéticas
(Dolfini et al., 2012; Hou et al., 2014). Quando tomamos em conjunto o que foi exposto, N0sSsos
resultados sugerem que a reducdo da expressao de ACO nas linhagens transformadas antecipou

o florescimento sob DC porque houve aumento nos niveis de GAs bioativas. 1sso ocorreu,
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porque além do estudo mostrar que as plantas anteciparam o florescimento ainda houve maior
nivel de expressdo de AtSOC1 e AtGA30x2, bem como, reducdo de AtGAI2 e AtRGAL, genes
relacionados a biossintese de GA (Fig. 32 e Fig. 35).

O nivel reduzido de sacarose (Sac) nas folhas das linhagens ACOs também pode ter
induzido a antecipagdo do florescimento. Nas plantas, a Sac ¢é essencial em diversos processos
bioldgicos de crescimento e desenvolvimento como embriogénese, germinagdo de sementes,
desenvolvimento de plantulas, senescéncia, dentre outros (Yang et al., 2004; Hoeberichts et al.,
2007; Eveland e Jackson, 2015; Ousa et al., 2015).Existem fortes evidéncias de que a inducédo
floral em vérias espécies é coordenada por um rapido aumento da concentracdo de Sac no
floema e meristema apical (Bernier et al., 1993; Roldan et al., 1999; Heyer et al., 2004). O
aumento desse agucar nessas regides € ditado pela exportacdo da Sac das folhas para o floema
(Lu et al., 2020). Esse processo de exportacdo normalmente promove reducdo na concentracao
de Sac nas folhas das plantas (Dasgupta et al., 2014; Lu et al., 2020). A reducdo da Sac nas
folhas durante a inducdo do florescimento ocorre, pois, as plantas necessitam de grande
guantidade de aglUcares no meristema apical para promover o crescimento e diferenciacdo
celular (Koch, 1996; Roldan et al., 1999; Heyer et al., 2004; Silvitz et al., 2007). Curiosamente,
em Arabidopsis, a inducdo do florescimento em plantas de DC ¢ induzida pela exportacdo de
Sac das folhas para o meristema apical (Corbesier et al., 1998; Silvitz et al., 2007; Andrés et
al., 2020). Portanto, plantas cultivadas em DC necessitam de grande taxa de exportacdo de Sac
das folhas para induzir o florescimento. Nesse contexto, no presente estudo foi verificado que
as linhagens ACOs cultivadas em DC apresentaram baixa concentracao de Sac nas folhas (Fig.
34 - C), 0 que indica que esse acucar foi exportado para auxiliar o processo de florescimento.
Além disso, também foi observado que o teor de amido reduziu nas folhas das linhagens ACO
(Fig. 34 - D). Nesse contexto, é importante salientar que a Sac é formada a partir das trioses-
fosfatos geradas pelo processo de fotossintese € o0 excesso desse acucar é estocado na forma de
amido transitério nos cloroplastos das folhas (Tognetti et al., 2013; Goldschmidt e Huber,
1992). Nas plantas, esse amido transitério, em algumas condicGes especificas, € degradado para
fornecer suprimento continuo de carbono e promover a manutencdo dos processos fisiologicos
(Caspar et al., 1985; Ludewig et al., 1998). Assim, os resultados dessa pesquisa sugerem que
toda sacarose produzida foi destinada para auxiliar na inducgéo do florescimento, ao inveés de ser
alocada na forma de amido transitorio. Outra suposicdo € que o amido transitorio estocado possa
estar sendo degradado para suprir a falta de sacarose nas folhas com o objetivo de manter o

perfeito funcionamento metabolico. Essa suposigdo é corroborada por Corbesier et al., (1998)
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o0s quais verificaram que a mobilizacdo do amido transitério € necessaria para obter maior taxa
de exportacdo de sacarose no momento de inducdo do florescimento em plantas cultivadas em
DC.

CONCLUSOES

Neste artigo, mostramos evidéncias de que a redu¢do na expressao da enzima aconitase
mitocondrial e citosélica em Arabidopsis thaliana é capaz de alterar o florescimento em plantas
cultivadas em DC. Bem como, sugerimos que o principal mecanismo envolvido nesse processo
pode estar associado ao alto nivel de GAs bioativas, visto que, a reducdo na expressao de ACO
promoveu aumento na expressdo relativa de AtSOC1 e AtGA30x2 e reducdo de AtGAI2 e
AtRGAL. Além disso, a inibicdo na expressdo de ACO pode ter promovido o aumento de
sacarose, amido e aminoacidos em plantas cultivadas em DL, mas em plantas cultivadas em

DC a sacarose e amido foram reduzidos.
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SUPLEMENTOS

Tabela 3: Pares de primers dos genes alvos e referéncias que foram usados no presente estudo

Genes Primers Pb Comprimento

F: ACCACCTGTTTGTTCAAGAT 18

AtFT 150
R: CCAAGCCATTAGTCACC 18
F: AGGAGAAAGCTCTAGCTGC 19

AtASOC1 119
R: GCTACTCTCTTCATCACCTCT 21
F: CTGGTTGATCCTCTCCAATC 20

AtGA3ox2 142
R: TCAAGAAATTCAGTCGGAAGAC 22

AtRGA1 F: ATTCCAAGGTCGATTGTCCA 20 121




R: GAGAAGCTCGTCGTCCAT

18

104

F: TGAAATGCTCAAACGGCG

18

AtGAI2 87
R: CGTTCTCCTGCGAGTCAA 18
F: ATCACGGAGGGATTTTGC 18

AtACO1 135
R: AAGTCATTCTCGTCCTCCT 19
F: GCAAGGCTTTCTTCTTCCC 19

AtACO2 120
R: GAGAGCCGAGGAGAAACT 18
F: AACCGCTTCATCTTCCGC 18

AtACO3 125
R: CGAGAAGAGACGACGGAGA 19
F: GTTTCTCAGACTATCAAAGCCA 22

AtPUX7 120
R: ATCAATTACAAGGACCACGG 20
F: GCAGCACAATGGAAATTCAGG 21

AtTIP41 122

R: GCCTCAACCGTTTCTTTGTC

20
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CAPITULO 5: PERSPECTIVAS FUTURAS

Atualmente, existem diversas culturas, como abacaxizeiro, cafeeiro e cana-de-agucar,
para as quais o florescimento pode significar um processo oneroso e/ou laborioso durante o
manejo das lavouras. Desta forma, trabalhos que propdem solucdes para os problemas que o
florescimento promove em algumas culturas e possa promover aumento de produtividade séo
essenciais para comunidade académica, cientifica, comercial e produtora. Os trabalhos com
fundamentos béasicos, como por exemplo os que foram desenvolvidos com a genética reversa
utilizando as enzimas do ciclo TCA, podem se tornar o ponto de partida para que possa se
utilizar a tecnologia ja existente, com o objetivo de aumentar a produtividade das culturas com
problemas durante a fase reprodutiva. Nesse contexto, sabendo qual enzima do ciclo do TCA
pode acelerar ou retardar o florescimento, algumas decisdes poderdo ser tomadas, como por
exemplo, qual o melhor momento para aplicar o produto comercial ja existente e assim melhorar
0 manejo. Para isso, € necessaria mais informacéo sobre o papel de cada enzima do ciclo TCA
durante a fase reprodutiva em varias espécies. Apos o real entendimento da funcdo de cada
enzima na inducdo do florescimento o préximo passo seria 0 estudo de quais produtos
comerciais (Agroquimicos e/ou farmacéuticos) sdo capazes de promover alteracao da atividade
das enzimas do ciclo TCA in vivo. Em relacdo a esse assunto, atualmente, existem estudos
apontando que alguns produtos comerciais possuem essa funcéo, como por exemplo, peréxido
de hidrogénio, fosfanato de succinil, oxido nitrico, dentre outros (Verniquet et al., 1991; Aradjo
et al., 2008; Gupta et al., 2012). Além disso, levando em consideracdo que fungos e plantas
apresentam similaridade entre a maioria dos complexos proteicos presentes na CTE (Joseph-
Horne et al., 2001; Millar et al., 2011; Grahl et al., 2012), seriam interessantes, estudos que
investiguem se produtos agroquimicos como fungicidas e inseticidas que possuam como
mecanismo de acao as mitocondriais, também interferem nessa organela em plantas. Sabendo-
se da existéncia de produtos que possuam o potencial de promover alteracdo nas enzimas do
ciclo TCA, o préximo passo seria 0 estudo de posicionamento e dosagem para melhorar a
eficiéncia do produto. Desta forma, os problemas durante o florescimento de algumas culturas
poderiam ser minimizados com tecnologias ja existentes e, consecutivamente, reduzir os gastos

com desenvolvimento de novas tecnologias para essa finalidade.



