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RESUMO

A cana-de-acucar € uma cultura de alto impacto no agronegocio do Brasil,
principalmente pela producdo de agucar, alcool e bioeletricidade. O florescimento é
um processo fisioldgico importante para os programas de melhoramento genético na
realizagcdo de cruzamentos, e indesejavel aos produtores por proporcionar, em
algumas cultivares, perda de acumulo de sacarose prejudicando diretamente o
rendimento dos canaviais. Desta forma, o conhecimento da expressao dos genes
envolvidos no processo de inducdo (transicdo do meristema vegetativo para
reprodutivo) é de extrema importancia para o desenvolvimento de novas cultivares
de cana-de-acucar. Entretanto, o estudo da expressdo de genes via PCR
guantitativo em tempo (RT-gPCR) requer a escolha correta de genes de referéncia
para normalizar a expressao dos genes alvos e, consequentemente, proporcionar a
sua correta interpretacdo. O objetivo deste trabalho foi identificar genes de
referéncia estaveis para validacdo de genes diferencialmente expressos via RT-
gPCR. A partir de um experimento de RNA-Seq que investigou genes envolvidos na
inducao floral fotoperiédica na cultivar comercial de cana-de-acucar IACSP96-7569
foi selecionado os genes alvos para validacdo. Oito diferentes candidatos a genes
de referéncia (UBQ1, UBQ2, RPL, GAPDH, 25SrRNA1, TUB, EFl-a e TIPS-41)
foram testados sob dois tratamentos fotoperiddicos (dia curto e dia longo), em dois
momentos de desenvolvimento (correspondentes aos estagios iniciais da inducao
floral e formacgé&o de primérdios florais) em dois tecidos foliares (folha madura e folha
imatura). A estabilidade dos candidatos a genes de referéncia em todas as
condicBes foi avaliada pelos algoritmos NormFinder, BestKeeper e RefFinder e
mostrou que UBQ1 e TUB foram os genes de referéncia mais estaveis. O par de
genes de referéncia mais estavel (UBQ1/TUB) e o menos estavel (GAPDH/
25SrRNA1) foi utilizado para normalizar a expressao de dois transcritos identificados
como expressos diferencialmente a partir dos dados de RNA-Seq, PIL5
(“PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3-LIKE 57 e LHP1 (“LIKE
HETEROCHROMATIN PROTEIN 17”) evidenciando os seus efeitos na resposta da
expressao destes alvos. A comparacao entre os resultados de expressao diferencial
para estes dois alvos via RNA-Seq (FPKM) e RT-gPCR mostrou certa divergéncia
sinalizando a importancia da utilizacdo de genes de referéncia adequados para
validar os resultados do RNA-Seq. Além da selecdo e validagdo de genes de
referéncia, 13 genes alvos incluindo dois transcritos de fungéo desconhecida foram
avaliados via RT-gPCR, bem como a expressdo do gene ortdlogo ao FLOWERING
LOCUS T (FT) ao longo de seis tempos de coleta em folha madura. A selecdo e
validacdo de genes de referéncia foram essenciais para a correta interpretacdo dos
dados de RT-gPCR e servirdo como um guia nos estudos de florescimento em cana-
de-acuUcar, especialmente aqueles voltados para a inducéo fotoperiddica da floragéo.

Palavras-chave: Cana-de-Acucar, Florescimento, PCR quantitativo em tempo real
(RT-gPCR), Genes de Referéncia, Fotoperiodismo, RNA-Seq.



ABSTRACT

Sugarcane is an important economic crop worldwide, highlighting in Brazil's
agribusiness mainly for sugar, ethanol, and bioelectricity production. The flowering
induction process, marked by the apical meristem transition from vegetative to
reproductive stage, negatively impacts sugarcane production and quality traits.
Despite its importance, the knowledge of the genes involved in the flowering
induction pathway as well as its expression in the beginning of the induction process
is still scarce in this high complex polyploid crop. Reverse transcription quantitative
real-time (RT-gPCR) is the most used technique for gene expression analysis and
requires the selection of reliable reference genes to normalize the expression of
target genes and for correct interpretation of the RT-qPCR data. The aim of this work
was to identify stable reference genes for RT-qPCR validation of differentially
expressed genes previously identified in a RNA-Seq experiment investigating genes
involved with photoperiodic floral induction in the commercial sugarcane cultivar
IACSP96-7569. Eight different candidate reference genes (UBQ1, UBQ2, RPL,
GAPDH, 25SrRNA1, TUB, EF1-a, and TIPS-41) were tested under two photoperiodic
treatments (short day and long day), at two developmental time points
(corresponding to the early stages of floral induction and floral primordia formation) in
two leaf tissues (mature leaf and spindle leaf). The stability of the candidate
reference genes in all conditions was evaluated with NormFinder, BestKeeper, and
RefFinder algorithms and showed that UBQ1l and TUB were the most stable
reference genes. The most stable reference gene pair (UBQ1/TUB) and the least
stable pair (GAPDH/25SrRNA1) were used to normalize the expression of two
transcripts identified as being differentially expressed from our RNA-Seq data: PIL5
(PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3-LIKE 5) and LHP1 (LIKE
HETEROCHROMATIN PROTEIN) highlighting its effect on the expression of the
targets. The comparison between the results of differential expression of these two
target genes via RNA-Seq (FPKM) and RT-gPCR showed some divergence signaling
the importance of using appropriate reference genes to validate the RNA-Seq results.
Additionally, 13 target genes including two transcripts of unknown function were
evaluated via RT-gPCR, as well as the developmental timecourse relative expression
of FLOWERING LOCUS T (FT) gene over six time points in mature leaf. The
selection and validation of reference genes were essential for the correct
interpretation of RT-gPCR data and can be used as a guide in sugarcane flowering
studies, especially those of photoperiodic flowering induction.

Keywords: Sugarcane, Flowering, Reverse transcription - quantitative polymerase
chain reaction (RT-gPCR), Reference Genes, Photoperiodism, RNA-Seq.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acUcar € uma cultura de grande importancia para o agronegocio
brasileiro constituindo a matéria-prima para producédo, principalmente de acucar e
etanol. Ao final da safra 2019/20 houve um aumento de 3,6% em relacdo a 2018/19,
culminando em uma produc¢édo de 642,7 milhdes de toneladas. A producéo de agucar
foi de 29,8 milhdes de toneladas e etanol total de cana-de-acucar 34 bilhdes de
litros, um crescimento de 2,6% e 5,1%, respectivamente, quando comparado a safra
anterior (Conab, 2020).

Em termos do cultivo da cana-de-aglcar, o florescimento € um processo
fisiolégico que prejudica diretamente o rendimento dos canaviais, uma vez que, a
producado de estruturas florais redireciona os assimilados de carbono do colmo para
inflorescéncia e resulta em perda de acumulo de sacarose (Berding e Hurney, 2005)
além de proporcionar, em algumas cultivares, a chamada isoporizacdo que causa o
secamento do interior do colmo (Capputto et al., 2007). Por outro lado, para os
programas de melhoramento genético, o florescimento é de grande importancia para
permitir as hibridacbes e, consequentemente, o desenvolvimento de novas
cultivares.

O processo do florescimento envolve varias etapas, marcadas por
modificacdes do meristema apical, iniciando pela inducédo até a formacao e emissao
da inflorescéncia (Clements, 1975). A inducdo, mudanca do estagio vegetativo para
o reprodutivo € marcada por uma alteracdo na morfologia do meristema apical, isto
e, alongamento do domo apical caracterizando-se como meristema indutivo
propriamente dito (Clements, 1975; Rodrigues, 1995) e sendo esta modificacao
perceptivel via observacbes em microscopio 6ptico de cortes histoldgicos do
meristema apical.

O florescimento € um processo complexo dependente de varios fatores
endogenos, tais como fitorménios, estimulos fotossensiveis e regulagdo génica. E
também fatores exdgenos, tais como o fotoperiodo, temperatura, umidade, nutricdo
e latitude sendo que, dentre os fatores que influenciam a inducéo ao florescimento,

o fotoperiodo € o mais importante. (Araldi et al., 2010).



Em relacdo aos aspectos moleculares de inducdo do florescimento, o gene
FLOWERING LOCUS T (FT) descrito em Arabidopsis thaliana € um indutor do
florescimento expresso nas células companheiras do floema foliar (Araki et al. 1998;
Golembeski et al. 2015) enquanto o gene TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) também
descrito em Arabidopsis, atua de forma antagbénica ao FT reprimindo o florescimento
(Hanano & Goto, 2011). Possiveis ortélogos a estes dois genes em cana-de-agucar
(SCcFT e ScTFL1) ja foram identificados por Coelho et al. (2013; 2014). A expressao
do gene ScTFL1 no meristema apical, em folhas maduras e folhas imaturas (“spindle
leaf”) de cana-de-acUcar foi relatado por Coelho et al. (2014). Estes autores
observaram também variacdo na expressdo do ScFT em condicdes de fotoperiodo
indutivo e ndo indutivo em casa de vegetacado, sem o uso de camara de fotoperiodo.
Em condicdo de fotoperiodo n&o indutivo foi observado a expressdo do ScFT na
folha imatura e regido do meristema apical, sendo a expresséo deste gene em folha
madura observada também em condi¢6es de fotoperiodo indutivo.

Segundo Glassop et al. (2014;2018) a compreensao dos genes envolvidos na
via de florescimento, em cana-de-acucar, bem como de sua expressdo podera
auxiliar na identificacdo de pontos chaves desta via que poderdao ser manipulados
para assegurar o florescimento. Entretanto, a validacdo da expressdo de genes
alvos via PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR) requer a escolha correta de
genes de referéncia para normalizar a expressdo dos mesmos e,
consequentemente, proporcionar a sua correta interpretacao de acordo com MIQE

(“Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments”)

(Bustin et al., 2009). Em cana-de-acuUcar, estudos da expressdo de genes
relacionados ao florescimento foram realizados em ensaios conduzidos em campo
sob condi¢cdes naturais de fotoperiodo, temperatura e umidade, em plantas
amostradas no estédgio de “vela”, i.e., primérdio da inflorescéncia, o qual é posterior
ao estagio de inicio de inducéo propriamente dito (Papini-terzi et al. 2005; Medeiros
et al. 2016).

O Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Acucar do Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), atualmente, € o Unico programa de melhoramento,
no Brasil, que possui uma Camara de Fotoperiodo, totalmente automatizada que

permite induzir o florescimento em condi¢cdes controladas de luz, temperatura e


https://www.gene-quantification.de/miqe-bustin-et-al-clin-chem-2009.pdf

umidade, simulando as condi¢Bes fotoperiddicas naturais para o florescimento da
cana-de-agucar (Melloni et al., 2015). Recentemente, esta camara de fotoperiodo foi
utilizada para estudar o processo de inducdo fotoperiddica ao florescimento via
RNA-Seq (“RNA-Sequencing”) da cultivar de cana-de-acucar IACSP96-7569 (projeto
FAPESP 2016/02679-9). Amostras foliares e 0s respectivos meristemas apicais
desta cultivar foram coletadas ao longo de dois tratamentos fotoperiédicos indutivo e
nao indutivo. A dissecacdo do meristema apical seguida da avaliacdo histologica
permitiu acompanhar as modificacbes ocorridas no meristema apical, tais como o
inicio da indugdo (alongamento do domo apical) e o desenvolvimento do primordio
da inflorescéncia, associando as coletas foliares realizadas aos respectivos estagios
de desenvolvimento. Os genes alvos diferencialmente expressos advindos do RNA-
Seq, necessitam de validacdo de via RT-gPCR, para tanto é imprescindivel uma
normalizagdo com bons genes de referéncia.

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo identificar genes de
referéncia que apresentam perfil de expressdo estaveis em condicdo experimental
de fotoperiodo indutivo (dia curto) e ndo indutivo (dia longo), em dois estadios do
florescimento em cana-de-acucar, respectivamente, no estagio inicial do processo
de indugéo e, na formacédo do primérdio da inflorescéncia (observagdo da “vela”)
tanto em folha madura como folha imatura (“spindle leaf”). Para tanto, foram
utilizadas amostras foliares do ensaio mencionado anteriormente. Os genes de
referéncia selecionados foram posteriormente utilizados para avaliar a expresséao de
dois genes alvos diferencialmente expressos via RNA-Seq envolvidos na regulacao
do florescimento PIL5 (“PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3-LIKE 5”) e
LHP1 (“LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN17”". Além disso, foram validados via
RT-gPCR mais 13 genes alvos relacionados com florescimento identificados por
RNA-Seq (Projeto FAPESP 2016/02679-9) bem como a avaliagdo da expresséo
relativa ao longo do tempo com um potencial gene florigeno em cana-de-agucar

ScFT3, expresso em folha madura.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados aqui obtidos € possivel concluir que os genes de
referéncia UBQ1/TUB sdo os mais estaveis para normalizar dados de genes alvos
relacionados com inducao fotoperiddica em cana-de-agucar via PCR quantitativo em
tempo real (RT-gPCR) . Uma vez que na etapa de validag&o ficou evidente sua
sensibilidade para captar até mesmo pequenas diferencas na expressao relativa dos
genes alvos. Na contramdo, GAPDH/25SrRNA1l sdo os menos estaveis para
as mesmas condi¢des propostas.

Dentre os genes alvos diferencialmente expressos, ha de se notar que possa
ocorrer uma relacdo entre os genes diferencialmente expressos de forma
significativa com uma especificidade em estagio de desenvolvimento e tempo de
fotoperiodo. Os genes alvos desconhecidos se mostram promissores, no entanto
Sdo necessarios mais estudos para desvendar sua real funcdo na inducdo ao
florescimento em cana-de-agUcar.

A expresséo relativa de ScFT3 ao longo do desenvolvimento deixou claro
que, este € um potencial florigeno e possui uma grande importancia tanto nas
etapas iniciais e indutivas do florescimento quanto em etapas mais avancadas do
florescimento. De forma geral os dados aqui gerados séo ineditos e compde um
novo capitulo nesta histéria visando o completo entendimento dos mecanismos

relacionados ao processo de inducéo floral em cana de acglcar.
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