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EFEITO DO ETHEPHON NA MATURACAO E NA INIBICAO DA
FLORACAO SOB CONDICOES NATURAIS DE INDUCAO
FOTOPERIODICA EM CANA-DE-ACUCAR.

RESUMO - A cana-de-acUcar é uma importante fonte de alimento e energia
renovavel, sendo o Brasil o maior produtor mundial. Essa cultura tem
capacidade de sintetizar, transportar e armazenar sacarose em grandes
guantidades em seus colmos. Os reguladores de crescimento sdo comumente
usados para melhorar a qualidade da matéria-prima, o0 acumulo de sacarose e
a inibicédo da floracéo. O Ethephon é o regulador de crescimento mais utilizado
em cana-de-acucar, além de atuar como maturador, estimula a producéo da
biossintese de etileno enddgeno. O ETHYLENE INSENSITIVES3 LIKE 1(EIL1)
€ o principal precursor de sinal na via do etileno e, portanto, os genes que
regulam essa via interferem no crescimento e na maturacdo da cana-de-
acucar. Por outro lado, o gene FLOWERING LOCUS T (FT) tem papel
fundamental na inducdo da floracdo. Neste trabalho, avaliamos o efeito do
Ethephon nas caracteristicas de qualidade (Brix%, Pol%, Fibra%, Pureza% e
ATR Kg'1) de duas cultivares de cana-de-aclcar, RB855156 e SP81-3250,
respectivamente, de maturacdo precoce e medio-tardio, bem como a
expressao por RT-gPCR dos genes ScEIL1 (ortélogo ao EIL1 em cana-de-
acucar) e o ScFT3 (ortdlogo ao FT em cana-de-acucar) na folha imatura aos
15 e 30 dias apds aplicagdo do produto. A cultivar SP81-3250 apresentou uma
melhora significativa em todas as caracteristicas de qualidade apods a
aplicacao do Ethephon, enquanto na RB855156 houve aumento significativo
apenas da fibra (% de cana). A expressdao do gene ScEIL1 diferiu
significativamente entre tratamentos (Ethephon e controle) entre as cultivares,
sendo maior aos 15 dias, na cultivar SP81-3250 e aos 30 dias ha RB855156.
Entretanto, a expressdo do gene ScFT3 nas folhas imaturas nao foi
significativa aos 15 e 30 dias. Concluimos que as cultivares se comportaram
diferentemente ao Ethephon, tanto em relacao as caracteristicas de qualidade,
guanto a expresséao do gene ScEIL1, o qual respondeu a aplicacao do produto.
Este é o primeiro trabalho a relatar alteracdo da expressao do gene ScEIL1
em resposta a aplicacdo do maturador em cana-de-acucar.

Palavras-chave: Ethephon, etileno, floracdo, regulador de crescimento,
ScEIL1, ScFT3.



ETHEPHON EFFECT ON RIPENESS AND FLOWERING INHIBITION
UNDER NATURAL PHOTOPERIODIC INDUCTION CONDITIONS IN
SUGARCANE.

ABSTRACT - Sugarcane is an important food and renewable energy source,
worldwide and Brazil is the largest producer. This crop has the ability to
synthesize, transport and storage sucrose in large quantities in their stalks.
Growth regulators are commonly used to improve the quality of sugarcane raw
material, sucrose accumulation and flower inhibition. Ethephon, one of the
most used sugarcane growth regulators, in addition to acting as a ripener also
stimulates the endogenous ethylene biosynthesis production. ETHYLENE-
INSENSITIVE3-LIKE 1 (ScEIL1) is the main signal precursor in the ethylene
pathway and, hence, genes that regulate the ethylene pathway interfere in
sugarcane growth and ripening. On the other hand, the FLOWERING LOCUS
T (FT) gene has a fundamental role in flowering induction. Here, we evaluate
the Ethephon effect on the quality traits (Brix%, Pol %, Fiber%, Purity% and
ATR Kg' 1) of two sugarcane cultivars, RB855156 and SP81-3250,
respectively early and middle-late ripening. Also, we evaluated the ScEIL1 and
one of the FT orthologue in sugarcane (ScFT3) expression by RT-qgPCR at
spindle leaf at two sampling times (15 and 30 days after Ethephon application).
The SP81-3250 cultivar had a significant improvement for all the quality traits
after Ethephon application, while RB855156 a significant increase only on Fiber
(% cane). ScEIL1 expression differed significantly between treatments and
cultivars, being highest at 15 days in cultivar SP81-3250 and at 30 days in
RB855156. However, ScFT3 gene expression at spindle leaf was not
significant at 15 and 30 days in both cultivars. We conclude that the cultivars
differentially respond to Ethephon, either in relation to quality traits or ScEIL1
expression, which was affected by Ethephon application. This is the first study
to report changes in ScEIL1 gene expression in response to ripener application
in sugarcane.

Keywords: Ethephon, ethylene, flowering, growth regulator, ScEIL1, ScFT3.



1. INTRODUCAO

A cana-de-aclucar € uma das principais culturas de importancia
econdmica do pais, tendo como principal produto o acucar e o alcool, além da

producéo de energia elétrica através da queima do bagaco.

A safra da cana-de-acucar, na regido Centro-Sul, € de abril a novembro,
e esta sujeita a ocorréncia da floracdo. A floracdo da cana-de-acucar é um
processo indesejavel para o produtor, sendo seu principal fator a redugcéo no
volume de caldo e aumento no teor de fibras, afetando assim diretamente o
seu produto final, ocorrendo em algumas cultivares a “isoporizagédo” ou
“chochamento” do colmo (Caputo et. al, 2007). Porém, o processo de floragcéo
€ muito importante para os programas de melhoramento, pois através dele
torna-se possivel a hibridacdo para a obtencédo de novas cultivares (Moore e
Berding, 2013).

O desenvolvimento de cultivares de cana-de-aclUcar é de extrema
importancia econdémica sendo de interesse coletivo maiores informagdes sobre
a floracéo. O processo de floracéo é fisiolégico e também é formado por varios
estadios de desenvolvimento, sendo que cada estadio tem sua propria
necessidade fisiolégica e ambiental. Depois de formada, a inflorescéncia pelo
desenvolvimento da gema terminal (folhifera passa a ser florifera), a cana-de-
acucar estaciona o seu crescimento, independente das condi¢des fisiol6gicas
e ambientais (Almeida et al., 1945). Portanto, o inicio da floracao interrompe o
crescimento dos internodios e do colmo, limitando assim o crescimento da
cultura. Ha o deslocamento da energia que estava armazenada no colmo na
forma de sacarose para formacgédo da haste floral, flores e brotagéo lateral
(Caputo et al., 2007). Durante o cultivo foram estimadas perdas na producéo
devido ao inicio da floracdo, essas perdas variam de 6,8% a 9,4% para
producéo, conteudo de acucar e producao de acucar, sendo que as perdas em
kg ATR/t foram estimadas em até 8% devido a “isoporizagao” (Rocha et al.,
2015).



O processo de floracdo da cana-de-acgucar pode ser contornado através
do melhoramento genético ou por meio dos reguladores de crescimento. O
sistema de producgéo de cana depende fortemente da maturacéo da cana para
promover um fornecimento continuo de matéria-prima para a induastria,
tornando os maturadores quimicos uma parte essencial do processo. Os
maturadores, também conhecidos como reguladores de crescimento, alteram
a morfologia e fisiologia da planta (Caputo et al., 2007). O Ethephon foi o
primeiro regulador de crescimento a ser utilizado, atuando para interromper o
crescimento da planta, inibir o florescimento, aumentar o teor de sacarose, a
qualidade da matéria-prima, o amadurecimento precoce e 0 aumento da
produtividade (Caputo et al., 2007; Cunha et al., 2017; Jain et al., 2017). Além
disso, possui propriedades sistémicas, penetrando nos tecidos das plantas,
estimulando a biossintese enddgena de etileno e posteriormente sendo
degradada nessa forma (Caputo et al., 2007; Wang et al., 2013; Cunha et al.,
2017).

O entendimento da sinalizacéo dos genes ETHYLENE-INSENSITIVE3-
LIKE 1 (EIL1) e FLOWERING LOCUS T (FT), respectivamente da via do
etileno e via de floracdo, vieram principalmente de estudos realizados em
Arabidopsis (Hiraga et al., 2009; Jaeger et al., 2013). A familia de proteinas
ETHYLENE-INSENSITIVES3-LIKE (EIL / EIN3) pode servir como um fator
crucial para o crescimento e desenvolvimento das plantas sob varias
condi¢gBes ambientais (Salih et al., 2020) e é o principal precursor de sinal da
via que pode ativar ou restringir a expressao génica na resposta ao etileno
(Zhu e Guo, 2008; Wang et al., 2019). Como o etileno tem efeitos profundos
em diferentes aspectos durante o crescimento das plantas, sua via de
transducédo e mecanismos de acdes moleculares tém atraido muito interesse.
Em relagdo ao FLOWERING LOCUS T (FT), que é expresso nas folhas das
plantas, integra a via floral, codifica uma proteina/fator de transcricdo nas
células companheiras do floema, a qual migra para o meristema apical das
plantas desencadeando a floragcdo em diversas espécies (Corbesier et al.,
2007; Lee e Imaizumi, 2018; Lu et al., 2012). O gene FLOWERING LOCUS T

(FT) é tratado como o principal regulador da via de floracéo.



2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do regulador de
crescimento Ethephon na melhora da qualidade tecnolégica de duas cultivares
contrastantes quanto a maturagéo, bem como na expressao dos genes ScEIL1
(ortélogo ao EIL1 em cana-de-agucar) e o ScFT3 (ortdlogo ao FT em cana-de-

acucar).

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cana-de-acucar

A cana-de-agUcar € uma importante fonte de matéria prima para
alimentacéo e o fornecimento de biocombustivel, tornando-se um componente
significante para a economia de paises tropicais e subtropicais. O seu valor
econdmico € baseado em trés atributos, sendo eles a alta produtividade, a
utilizacéo eficiente dos insumos agricolas (fertilizantes, agua, pesticidas) e sua
capacidade de ser processado no local em produtos de valor agregado
(acucar, melaco, etanol e energia), sendo todos passiveis de armazenamento
ou transporte (Moore et al., 2013). Juntos, esses atributos da cultura ajudam a

cana-de-agUcar a se tornar uma commodity dos paises onde é cultivada.

A cana-de-aclUcar é caracterizada por ser uma graminea, que se
desenvolve em condi¢des de alta intensidade de luz solar, altas temperaturas
e altas quantidades de agua (Moore et al., 2013). A producdo de cana-de-
acucar esta proxima a 2 bilhées de toneladas com 30 milhGes de hectares
plantados (Figura 1) (FAOSTAT, 2020). O Brasil € o maior produtor mundial,
com 622 milhdes de toneladas processadas na safra 2019/2020, com reducao
de 0,3% em relacdo a safra anterior (CONAB, 2019). As Américas sao
responsaveis pela maior parte da producdo (51,1%), seguidas pela Asia
(40,7%), Africa (5,8%), Oceania (2,4%) e Europa (0%) (Figura 2) (FAOSTAT,
2020).
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Figura 1. Producéo/Area cultivada de cana-de-acticar no mundo (FAOSTAT,
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Figura 2. Producédo de cana-de-acucar por continentes (FAOSTAT, 2020).

A origem da cana-de-aclUcar remonta ao Sudeste Asiatico, o
Arquipélago Malaio, Nova Guiné e a india. Sendo que as evidéncias indicam
que a domesticacao da cana-de-agucar ocorreu na Nova Guiné com a selecéo
de S. officinarum a partir da espécie selvagem S. robustum (Moore et al.,
2013). Uma das caracteristicas mais importantes da cana-de-aglcar € a sua
capacidade especializada de sintetizar, transportar e armazenar a sacarose
em grandes quantidades (Moore et al., 2013) no colmo. Além disso, 0 mesmo
autor menciona que a capacidade de gerar novos colmos em safras
subsequentes apos a colheita, constitui parte importante do ciclo agricola de

producdo. A cana se desenvolve em forma de touceira, com a parte aérea



dividida em colmos, folhas e inflorescéncia, e a parte subterranea formada por

raizes e rizomas (Araldi et al., 2010).

No melhoramento genético da cana-de-agUcar, a obtencdo das
plantulas faz-se a partir da germinacdo de sementes (sexuais) e na produgéo
agricola, as plantas sdo geradas pela propagacdo assexuada das gemas
laterais, provenientes do colmo cortado em segmentos (Moore et al., 2013). A
planta adulta da cana-de-agUcar possui na parte aérea um ramo segmentado
formado por unidades repetidas (fitbmeros), cada uma contendo um noé, uma
folha anexa e um internédio, as laminas foliares possuem nervura rigida, a
qual esta relacionada com a captacdo da luz (Moore et al., 2013). Durante a
inducdo a floracdo, a morfologia da planta muda totalmente. Durante a fase
reprodutiva da planta é produzido a folha bandeira, que normalmente é menor
que as outras folhas e a inflorescéncia (Moore et al., 2013). A cana-de-agucar
utiliza o tipo de fotossintese C4 da enzima maélica Nicotinamida Adenina
Dinucledtideo Fosfato (NADP), tendo uma eficiéncia superior a plantas C3 em
relacdo ao uso de radiacdo, agua e nitrogénio, sendo assim mais produtiva
(Moore et al., 2013).

3.2. Floracao

A floracdo na cana-de-aglcar é um processo natural marcado pelo
crescimento final da planta, periodo vegetativo. Esse processo tem que ser
interpretado de forma que o colmo da cana-de-acUcar atingiu o seu apice de
crescimento e ndo a sua maturacao, esta Ultima corresponde ao estado de
maxima riqueza sacarina da cana (Almeida et al., 1945). A floracdo ocorre pelo
menos uma vez por ano, sendo possivel apenas depois do colmo ter atingido
uma idade minima e sendo capaz de responder a fatores enddgenos (Araldi et
al., 2010). Nos programas de melhoramento de cana-de-agucar, as cultivares
sao selecionadas contra a floracéo, pois podem causar perdas de rendimento.

Segundo Moore e Berding (2013) a floracdo de algumas cultivares pode ser



inibida para aumentar o seu rendimento, principalmente, com o0 uso de

inibidores.

Na cultura da cana, o processo de floracao é prejudicial para o0 acimulo
da sacarose pois a mesma é drenada do colmo para a formacdo da
inflorescéncia (Caputo et al., 2007). Ainda segundo Caputo et al. (2007), esse
processo de drenagem da sacarose do colmo para a formacdo da
inflorescéncia € conhecido como “isoporizagado”, ou seja, o secamento do
interior do colmo a partir da sua parte superior. A cultivar e o clima interferem
na intensidade do processo de floragdo e na qualidade da matéria-prima,
sendo a reducao do volume de caldo, o principal fator atingido (Araldi et al.,
2010). Apos iniciado o desenvolvimento da gema terminal, que passa de
folhifera para florifera, o crescimento da planta é interrompido,

independentemente dos fatores climaticos e fisioldégicos (Almeida et al., 1945).

A floragé@o é um evento critico no ciclo de vida de uma planta, na cultura
da cana-de-acucar pode ser tanto benéfico quanto prejudicial. Para os
melhoristas, a floracdo se torna benéfica para a ampliacdo de variabilidade
genética para o desenvolvimento de novas cultivares, ja para os produtores é
prejudicial, pois prejudica o rendimento e a qualidade da matéria-prima,
principalmente em regides tropicais onde as altas temperaturas favorecem o

crescimento vegetativo e o acumulo de sacarose (Moore e Berding, 2013).

O processo de floracdo envolve muitos estagios de desenvolvimento e
exige condi¢cdes ambientais favoraveis, como a temperatura, umidade e a
duracéo do dia (fotoperiodo) (Hale et al., 2017). A formacéo da inflorescéncia
€ um processo dificil de se definir, pois depende do genotipo, do clima e das
mudancas que ocorrem durante a época de crescimento (Melloni et al., 2015).
O estimulo floral ocorre entre 18 e 25 dias, sendo que no Hemisfério Sul a
modificacdo do meristema para a formagdo da inflorescéncia ocorre em
fevereiro, marco e abril, e a floracdo ocorre em abril, maio e junho (Srivastava,
2006). O numero de ciclos indutivos para alterar o meristema apical do estado
vegetativo para o reprodutivo varia muito com a cultivar de cana-de-agUcar

envolvida (Arceneaux, 1967).



Sem crescimento continuo da parte aérea, o colmo perdera a area foliar
e a sua capacidade fotossintética, envelhecendo e levando o mesmo a morte,
resultando em uma reduc¢do da biomassa e produ¢éo da cana-de-agucar. Com
a perda da dominancia apical da parte aérea, as gemas axilares comecam a
germinar, consumindo a sacarose armazenada no colmo (Moore e Berding,
2013).

Distanciando-se da linha do Equador, a floracdo torna-se sazonal,
seguindo as mudancas na duracdo do dia. Nas regides equatoriais sao
encontradas as melhores condi¢des para o processo de floragdo, onde ocorre
pequenas variagcbes de temperatura (Araldi et al., 2010). Em campos
comerciais, a floracéo € variavel de ano para ano e lugar para lugar, indicando
gue o estimulo de floracdo é condicionado por estimulos ambientais (Pereira
et al., 1983).

O fotoperiodo, a temperatura, a maturidade e a umidade séo os fatores
criticos que controlam o mecanismo de floragdo na cana-de-ac¢lcar, sendo que
cada um desses fatores tem efeitos separados no processo individual de
producado do estimulo floral devendo-se ocorrer simultaneamente para que a
floracdo ocorra (Coleman, 1969). Ou seja, todos fatores devem estar
adequados, caso contrario o processo de floracdo ndo ocorrera. Segundo
Lang (1965), a incapacidade das plantas juvenis em produzir flores pode ser
devido a incapacidade de produzir horménios da floracdo ou da incapacidade
para responder ao hormonio. A maioria das cultivares comerciais de cana-de-
acucar devem ter cerca de trés entrendés bem desenvolvidos, expostos acima
do limite do solo quando o periodo fotoindutivo ocorre, assim a inducéo

comecara pelas plantas que ja atingiram certa maturidade (Coleman, 1969).

Temperaturas diurnas altas, acima de 31°C, causam impactos
negativos na floracio em cana-de-agucar (Berding e Moore, 2001). Dos
fatores externos que influenciam na inducdo do processo de floracéo, o
fotoperiodo é o de maior importancia. Mesmo a cana-de-agucar sendo uma
planta de dia curto, noites longas também sao necessarias para induzir a

floragéo (Taiz e Zeiger, 2006). Para a maioria das cultivares de cana-de-agucar



cultivadas em todo mundo foi adotado 12 horas e 55 minutos como a duracao
ideal do dia para a floracdo (Berding et al., 2007). Tanto o periodo de luz,
quanto o periodo noturno e os processos da fase de fotoindu¢do ocorrem nas
folhas, sendo que as folhas mais jovens sdo as mais eficientes na producéo
do estimulo para floracdo (Coleman, 1969). O estimulo produzido pela noite
indutiva se move em direcao ao apice, onde pode ser acumulado (Coleman,
1969). Mesmo em locais onde o fotoperiodo indutivo é ideal, pode ocorrer a
ndo uniformidade no aparecimento da inflorescéncia devido a temperatura,
fator este importante para a floracdo (Melloni et al., 2015). A temperatura
minima ideal ndo pode ser abaixo de 18°C (Berding et al., 2007). Temperaturas
abaixo de 21°C podem retardar o crescimento e a emergéncia da panicula,
além das temperaturas noturnas abaixo dos 15°C que afetam negativamente
a viabilidade do grdo de pdlen (Berding, 1981). A umidade é outro fator
importante que afeta a floracdo, sua falta pode atrasar esse processo, inibindo
a translocacdo de fotoassimilados para o pice da planta (Moore e Nuss,
1987). Uma menor amplitude de temperaturas externas, maior precipitacao e
mais dias chuvosos no periodo indutivo da cana-de-acucar, favorecem o

processo intenso de floracao (Yeu, 1980).

A umidade esta intimamente relacionada a temperatura para que ocorra
0 movimento da agua no interior da planta e a regulacdo do ambiente interno,
onde ocorrem certas reacdes bioquimicas (Coleman, 1969). A importancia da
umidade para a floracdo € proporcionar um suprimento adequado de agua,
permitindo a continuidade na translocacdo dos metabdlitos. O estresse da
umidade tem mostrado afetar a fotossintese, e assim pode ser um fator
limitante & florac&o, ja que afeta a absorcao de luz (Hartt, 1967). Areas de alta
umidade tem uma maior taxa de floracdo do que em outras areas, por outro
lado, areas mal irrigadas ou com menor umidade tem uma taxa menor de
floracdo (Gosnell, 1973).

A ocorréncia de um periodo de crescimento vegetativo vigoroso antes
do periodo de inducéo, favorece o inicio da floracdo (Arceneaux, 1967). O

papel do manejo do nitrogénio requer atencdo, pois seu aumento demonstra



reducdo no processo de floracdo (Berding et al., 2004). Altos teores de
nitrogénio sao essenciais para uma alta taxa fotossintética, porém sao
inibitérios para o processo de floracdo (Hale et al., 2017). De acordo com
Brunkhorst (2003), a fase reprodutiva, de crescimento e desenvolvimento das
paniculas da cana-de-acucar possuem uma melhor resposta quando ha uma

manutencao constante dos nutrientes.

A transicao da fase vegetativa para reprodutiva ocorre via interacao de
sinais enddégenos com sinais exdgenos (Levy e Dean, 1998). O estimulo
indutivo é coordenado pelo fitocromo do tipo | (phy A) que estimula a floragédo
e pelo fitocromo do tipo Il (phy B, C, D, E, F) que inibe a floracédo (Araldi et al.,
2010).

3.3. Rede génica da floracao

As plantas monitoram constantemente as mudancas ambientais, sendo
a principal a duracéo do dia (fotoperiodo), que € a maneira mais confiavel da
planta conhecer a época especifica do ano em que ira florescer (Shim et al.,
2017).

Para facilitar a identificacdo e caracterizacdo de genes ortdlogos
relacionados a flora¢do na cana-de-acucar, foram feitos estudos comparativos
com plantas de outras espécies (Coelho etal., 2014). Em arroz, o gene
ortélogo ao FLOWERING LOCUS T (FT) mais estudado € o HEADING
DATE3a (HD3a) e recentemente o RICE FLOWERING LOCUS T1 (RFT1)
(Pasriga et al., 2019; Tamaki et al., 2015; Zhu et al., 2017). Entretanto em
tomate, seu ortdlogo é o gene SINGLE FLOWER TRUSS (SFT) (Cao et al.,
2016). O periodo de floracdo das plantas é fortemente ligado a fatores
promotores e repressores. O nivel de expressao desses genes é maior nas
folhas imaturas e vai diminuindo com o avanc¢o da idade da folha (Glassop e
Rae, 2019). Durante a floracdo, o meristema apical é modificado para formar

a inflorescéncia em vez de folhas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1674205215000945#bib21
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/607002v1.full#ref-9
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/607002v1.full#ref-9

Apesar da Arabidopsis thaliana, uma dicotiledénea, e a cana-de-acucar,
uma monocotiledénea, serem de espécies diferentes, 0s principais
reguladores da transicdo do estagio vegetativo para o reprodutivo sao
amplamente conservados (Jaeger et al., 2013). A Phosphatidylethanolamine
binding protein (PEBP) € um dominio de proteina que caracteriza as familias
dos genes FLOWERING LOCUS T (FT) e TERMINAL FLOWERL1 (TFL1) que
agem através do FLOWERING LOCUS D (FD) para regular essa transicdo
(Jaeger et al., 2013; Jung et al., 2017) em Arabidopsis. Em particular, o gene
FLOWERING LOCUS T (FT) que é expresso nas folhas das plantas, codifica
um fator de transcricdo nas células companheiras do floema, a qual migra para
0 meristema apical das plantas, desencadeando a floragdo em diversas
espécies (Corbesier et al., 2007; Lee e Imaizumi, 2018; Lu et al., 2012). O fator
de transcricdo codificado pelo FLOWERING LOCUS T (FT) forma um
complexo com o fator de transcricdo bZIP codificado pelo FLOWERING
LOCUS D (FD), desencadeando a floracdo pela ativacdo de genes dos
meristemas florais, como o APETALA 1 (AP1) no meristema apical (Figura 3)
(Abe et al., 2005). Além disso, o fator de transcricdo codificado pelo gene
LEAFY (LFY) tem um papel importante juntamente com o FLOWERING
LOCUS T (FT) para integrar os sinais da floracao e ativa-los (Abe et al., 2005).
O FLOWERING LOCUS T (FT) é capaz de ativar a expresséo do LEAFY (LFY)
através do fator de transcricio SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1 (SOC1) (Lee et al., 2008).

O TERMINAL FLOWERL1 (TFL1) atua de maneira antagbnica ao FT
mantendo o meristema apical no estagio vegetativo (Jaeger et al., 2013). O
TFL1 atua reprimindo também o LFY e AP1. Na sua auséncia, os tecidos do
meristema apical sédo convertidos de vegetativo para reprodutivo, fazendo com
gue a planta passe de um crescimento indeterminado para determinado
(Kaufmann et al., 2010). CONSTANS (CO) é um ativador da indugéo do FT,
enquanto o TFL1 pode reduzir sua expressao mesmo quando o CO esta super
expresso (Takada e Goto, 2003). A regulacao do CO é o principal mecanismo
de medicéo fotoperiddica, que ocorre nas células do floema nas folhas (Shim

etal., 2017). Em Arabidopsis, a transcricdo do CO ocorre no final da tarde para
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o amanhecer. Dois fitocromos (phyA e phyB) agem na regulacéo da proteina
codificada pelo CO em Arabidopsis (Figura 3), sendo que phyA aumenta a
abundancia dessas proteinas através da luz vermelha e phyB as degrada
durante a manha (Valverde et al., 2004).

AP1 FD _ _ \§ Y.
. Meristema Apical /\ /4
Proteina \&/
LFY AN
\ \

Proteina i Folha
FT <:| MRNA <::| @

Fitocromo

Figura 3. Modelo simples e resumido da via de florac&o. A luz solar € percebida
pelos fitocromos, aumentando a expressdo do gene CONSTANS (CO)
(principal mecanismo de medicao fotoperiddica) que estimula a expresséo do
gene FLOWERING LOCUS T (FT). Por sua vez, o gene FLOWERING LOCUS
T (FT) codifica uma proteina/fator de transcricdo junto as células do floema
gue migra para o meristema apical, formando um complexo com o0s genes
FLOWERING LOCUS D (FD), APETALA 1 (APl) e LEAFY (LFY)
desencadeando a floracgéo.

3.4. Ethephon e arede génica do etileno

Indmeros métodos foram utilizados no controle do processo de floragéo,
entretanto para se ter sucesso inibindo a floracdo precisam ser aplicados
durante o periodo critico da inducéo floral. O controle da floragéo pode ser feito
através dos reguladores de crescimento, podendo ser de grande importancia
econdmica em regifes onde cultivares com altos indices de floragdo estédo
sendo plantadas e, em situacbes nas quais ndo € possivel o plantio de

cultivares com baixo potencial de floragdo (Araldi et al., 2010).



O sistema de producéo da cana-de-acgucar depende fortemente de sua
maturacdo, para que haja o fornecimento continuo da matéria-prima para a
industria, sendo assim € necessério o uso de maturadores quimicos. Os
maturadores, também conhecidos como reguladores de crescimento vegetal,

alteram a morfologia e fisiologia da planta (Caputo et al., 2007).

O Ethephon (acido 2-cloroetil fosfénico) foi o primeiro regulador de
crescimento a ser utilizado, atuando na interrupcéo do crescimento da planta,
possibilitando incrementar o teor de sacarose (Jain et al., 2017), precocidade
na maturacao e aumento de produtividade (Caputo et al., 2007; Cunha et al.,
2017), além de propiciar uma melhora na qualidade da matéria-prima (Caputo
et al., 2007). O Ethephon é o produto mais utilizado e com melhor eficiéncia
em prevenir a floracdo na cana-de-acucar (Nickell, 1982). Lavanholi (2001)
relatou reducdo de 56% na inibicdo da floracdo, em cana-de-agUcar, com a
aplicacéo do Ethephon. Para o Estado de S&o Paulo, o periodo mais indicado
para a aplicacdo dos reguladores quimicos € a partir da segunda quinzena do
més de fevereiro (Barbieri et al., 1984). O Ethephon possui propriedades
sistémicas, penetrando nos tecidos da planta, estimulando a biossintese do
etileno enddgeno e posteriormente é degradado nesta forma (Caputo et al.,
2007; Cunha et al., 2017; Wang et al., 2013).

O etileno é um fito-horménio gasoso, sua funcao é crucial na regulacao
de varios processos de desenvolvimento da planta, além de ser um importante
regulador de crescimento (Zhu e Guo, 2008). A familia das proteinas
codificadas pelo ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE (EIL/EIN3) pode servir
como um fator crucial para o crescimento e desenvolvimento das plantas sob
varias condicfes ambientais (Salih et al., 2020). De acordo com o modelo de
transcricdo de sinal, o etileno € percebido por uma familia de receptores e o
sinal é mediado a jusante de diferentes genes, incluindo o ETHYLENE-
INSENSITIVE3-LIKE (EIL/EIN3), CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE
(CTR1) e ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERF) (Yin et al., 2008).
ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE (EIL) é um fator de transcricdo na via de

sinalizacdo do etileno, que desencadeia uma cascata transcricional de
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respostas hormonais (Nieuwenhuizen et al., 2015) e é o principal precursor do
sinal da via que pode ativar ou restringir a expressado génica em resposta ao
etileno (Zhu e Guo, 2008; Wang et al., 2019). ETHYLENE-INSENSITIVE3-
LIKE (EIL) séo reguladores positivos da sinalizacéo do etileno, atuando como
um fator ativador das respostas de acionamento de etileno, principalmente por
meio do ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERFs) (Li et al., 2012). Os
receptores de etileno regulam sua resposta de maneira negativa (Figura 4),
essa repressao ocorre devido a auséncia de ligacao ao etileno e é alcancada
através da conexdo com o CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE (CTR1), que
regula negativamente a via (Chang, 2016). O etileno é percebido pelo
ETHYLENE RECEPTOR (ETR), que séo reguladores negativos da resposta
ao etileno. Na auséncia de etileno os receptores ativam o CONSTITUTIVE
TRIPLE RESPONSE (CTR1), mantendo o ETHYLENE-INSENSITIVE3 (EIN3)
reprimido, interrompendo a transcricdo dos genes em resposta ao etileno (Liu
et al., 2020). Na presenca de etileno, CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE
(CTR1) é reprimido e ocorre aumento da expressdo do ETHYLENE-
INSENSITIVE3 (EIN3), que estabiliza os fatores de transcricdo do
ETHYLENE-INSENSITIVES3-LIKE (EIL), levando a expressao do ETHYLENE
RESPONSE FACTOR (ERP) (Liu et al., 2020). Quando o etileno € detectado
pelo receptor, o0 CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE (CTR1) é reprimido e
consequentemente o0 ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE 1 (EIL1) tem um
aumento na sua expressao, levando a resposta da planta ao etileno (Chang,
2016). Quando o ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE 1 (EIL1) interage com as
proteinas do tipo ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERF), elas formam um
complexo transcricional que regula a maturacdo na cana-de-agUcar
(Debbarma et al., 2019). Outro gene importante que pode interagir com o
ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE 1 (EIL1) é o GIBERELLIN INSENSITIVE
(GAI), responsavel pela regulagdo do crescimento e desenvolvimento do
colmo na cana-de-acucar (Tavares et al., 2018).
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Figura 4. O etileno é percebido pelo ETHYLENE RECEPTOR (ETR), na sua
auséncia o gene CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE (CTR1) é ativado
mantendo o ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE 1 (EIL1) reprimido e
interrompendo a transcricdo de genes de resposta ao etileno. Na presenca do
etileno, ocorre o inverso, onde o CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE (CTR1)
€ reprimido e ocorre o acumulo de transcritos do ETHYLENE-INSENSITIVE3-
LIKE 1 (EIL1), levando a planta a ter resposta ao etileno. O ETHYLENE-
INSENSITIVE3-LIKE 1 (EIL1) forma um complexo com o ETHYLENE
RESPONSE FACTOR (ERFs) regulando a maturacéo na cana-de-aclcar.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

O experimento foi conduzido no Centro de Cana (Latitude: 21° 12'
22.007" S, Longitude: 47° 52' 28.409" W), em Ribeirdo Preto — S&o Paulo,
pertencente ao Instituto Agronémico (IAC), no periodo de dezembro de 2017
até julho de 2019. Foram utilizados dois genétipos para o ensaio, sendo eles
as cultivares SP81-3250 e a RB855156. A cultivar SP81-3250 tem
caracteristica de alta produtividade, florac&o regular e maturacéo média/tardia.
Ja a cultivar RB855156 possui produtividade média, floracdo frequente e
maturacdo precoce. Ambas cultivares foram escolhidas por terem

caracteristicas distintas de floragdo e maturagao.
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4.2. Plantio dos genétipos

As gemas das cultivares SP81-3250 e RB855156 foram plantadas em
caixas de marfilites (30 cm x 50 cm) em 28 de dezembro de 2017 e colocadas
para germinar em estufa com ambiente controlado para permitir a
uniformizacdo da germinacéo. Nesse plantio foi utilizado apenas o substrato
Plantmax® até a brotacdo, pois o uso de adubo pode prejudicar o
desenvolvimento da raiz. Apos 12 dias (09 de janeiro de 2018) as mudas foram
transferidas e individualizadas para os tubetes. O plantio de grande quantidade
de gemas permite a selecdo das melhores plantas preservando a uniformidade
entre elas. Ap6s a brotacdo, 200 mudas de cada cultivar foram selecionadas
e individualizadas em tubetes de 64 mL com Plantmax® para rustificacédo e
pegamento durante o periodo de 45 dias. No periodo de 01 a 06 de marco,
foram selecionadas plantas visualmente saudaveis e uniformes para plantio
em tubetes do tipo citro-pote (3,8 L). O substrato utilizado no plantio destas
mudas foi uma mistura de Plantmax® e terra nas mesmas proporcdes. A
adubacao foi realizada de acordo com andlise de solo realizada previamente,
na formulacéo de 08-28-16 de NPK.

Em cada um dos citro-potes foram mantidos um perfilho por planta.
Semanalmente, os perfilhos adjacentes foram retirados com tesoura de poda
para a manutencédo de apenas um colmo por planta, e consequentemente, a

obtencdo da mesma idade fisioldgica entre as plantas.

4.3. Delineamento experimental

As cultivares, juntamente aos tratamentos com a aplicacéo de Ethephon
e sem a sua aplicacao (controle) formaram uma estrutura fatorial (2X2), ou
seja, dois cultivares e dois tratamentos, em Delineamento Inteiramente

Casualizado (DIC) e os resultados foram analisados pelo software SAS®
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(Statistical Analysis System) versdo 9.3. Ambos tratamentos estiveram sujeitos
a inducédo natural fotoperiddica. As plantas foram irrigadas 8 vezes ao dia por

meio de aspersores e foram utilizadas 100 plantas por tratamento (Figura 5).

Figura 5. Vagao a direita com a cana-de-acucar que recebeu o tratamento de
Ethephon e a esquerda o controle. A) plantas com 3 meses de idade; B)
plantas com 8 meses de idade.

4.4. Manutencao dos genétipos

As cultivares foram tutoradas com o auxilio de cordas de plastico para
evitar o tombamento das plantas ao longo do ensaio. Para a manutencao dos
genatipos foi verificado diariamente a irrigacao, presenca de pragas, doencas,
retirada dos perfilhos secundarios e limpeza dos vasos (Figura 6). A cada 30
dias realizou-se uma adubacéo de cobertura com 5 g/vaso do adubo formulado
20-05-20 de NPK. A adubacéo de cobertura foi realizada mensalmente, devido
a lixiviacdo de nutrientes decorrentes da irrigacdo diaria. Entretanto, no
periodo indutivo da cana-de-acucar a adubacdo foi conduzida com a
diminuicao do nivel de nitrogénio para nao interferir no processo de floragéo,

adotando-se 10 g/vaso na formulacao 4-14-08 de NPK.
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Figura 6. Manutencdo dos gendtipos. A) presenca de um unico perfilho por
planta/citropote; B) tutoramento das plantas.

4.5. Aplicagdo do Ethephon

A aplicagdo do inibidor de floragdo (Ethephon — Ethrel 720®) foi
realizada no dia 22/02/2019 as 9 horas, data em que a cana-de-agUcar estava
em seu periodo indutivo natural. O inibidor foi aplicado com equipamento de
pulverizador costal pressurizado por cilindro de CO2 comprimido, com calda
preparada, sustentado por uma barra de ferro de 3 metros em forma de “T”,

com seis bicos TT 110.02 espacados de 50 cm, suspenso por uma pessoa.

Para o emprego correto do produto, foi usado o Equipamento de
Protecao Individual (EPI) e a recomendacéao do fabricante do produto, como a
temperatura, umidade e vento. A dosagem do produto foi de 0,652 ml em 9,73
m2, ja a calda preparada foi de 240 I/ha. No inicio da aplicacdo (9 horas),
constava uma temperatura de 26,6 °C, vento de 0,5 km/h, umidade de 76% e
nebulosidade de 80%. No término, constava o horario de 9 horas e 6 minutos,
temperatura de 28,5 °C, vento de 0,3 km/h, umidade de 75,6% e nebulosidade
de 80%.
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4.6. Coleta de material para analise de expressao génica

As coletas foram realizadas em duas épocas 1) 15 dias apds a
aplicacédo do produto; 2) 30 dias apés a aplicacdo. Em cada época foi realizada
as 8 horas da manha a coleta do meristema apical e da folha imatura (spindle
leaf) de 3 plantas cada (réplicas biolégicas) de cada um dos tratamentos. O
meristema apical (Figura 7A) apds coleta foi imerso em solucéo fixadora a 50%
(formalina, &cido acético e élcool etilico). Dez centimetros acima do meristema
apical correspondente foi realizada a coleta da folha imatura (spindle leaf) ou
palmito, perfazendo 5 cm de altura (Figura 7B). Esta folha imatura foi colocada
em tubo eppendorff de 5 mL, o qual foi imediatamente mergulhado em
nitrogénio liquido (Figura 7B). O meristema apical foi dissecado com auxilio de
um estereomicroscépio e mantido em geladeira até a realizacdo dos cortes

histoldgicos.

Figura 7. Partes apicais utilizadas na coleta. A) coleta do meristema apical e
armazenamento em frasco contendo solucao fixadora; B) segmento da folha
imatura ("leaf roll") e armazenamento em tubo eppendorf de 5 mL.
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4.7. Analise tecnoldgica

Para analise tecnologica realizada 38 dias apés a aplicacdo do
Ethephon (01 de junho de 2019) foram coletados 3 feixes de 10 colmos aos
12 meses de idade (Figura 8). A andlise tecnoldgica foi realizada no laboratério
de andlise tecnolégica do Centro de Cana, conforme o protocolo descrito em
CONSECANA (Conselho dos Produtores de Cana-de-Acucar, Actcar e Alcool
do Estado de S&o Paulo). As canas de cada feixe foram trituradas com objetivo
de obter uma Unica amostra e posteriormente foi pesado 500g de cada
material triturado. O material triturado foi prensado e obtido o peso do bolo
seco, bolo Umido e o caldo. ApGs essa etapa, o caldo foi colocado no
refratbmetro, onde foi obtido o Brix (% caldo). No restante do caldo foi
adicionado o produto OCTAPOL, com a finalidade de clarear a amostra para
ser feita a leitura no polarimetro e obter os outros parametros de qualidade:

Pol (% cana), Fibra (% cana), Pureza (% cana) e ATR Kg‘~ .

Figura 8. A) feixes coletados para analise tecnoldgica; B) bolo seco dos feixes
triturados; C) adicdo do OCTAPOL com finalidade de clarear a amostra.

4.8. Analise de isoporizacéo
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Para a analise de isoporizacao (realizada no dia 03/04/2019 as 8 horas),
foram avaliadas 5 canas de cada tratamento, as quais foram divididas em
base, meio e topo do colmo, devidamente identificados para realizar o teste de
isoporizacéo pelo densimetro (Figura 9). Os colmos das canas foram pesados
e posteriormente mergulhados no densimetro, verificando-se o quanto de agua

(volume) foi deslocado. A isoporizacao foi obtida através da densidade.

Peso (g)

Densidade = m

Figura 9. A) colmo sendo pesado para analise tecnoldgica; B) avaliagcdo do
volume de agua deslocado pelo colmo; C) colmos de cana-de-acguUcar.

4.9. Avaliacao histolégica do meristema

Para a obtencdo dos cortes histolégicos do meristema apical em
micrétomo, os meristemas previamente dissecados com auxilio de uma lupa
foram submetidos em uma série alcodlica crescente (70%, 80%, 90% e 100%)
para desidratagcdo por 60 minutos. Em seguida, os meristemas foram
submetidos a etapa de clarificagdo em uma série alcool : xilol (3:1, 1:1, 1:3 e
s6 xilol) por 60 minutos. Apos a clarificacdo os meristemas foram submetidos
a impregnacao com parafina com gradual substituicdo do xilol pela parafina

em estufa por 2 horas e 30 minutos a 60°C (Figura 10A).
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A fita de parafina contendo os cortes histolégicos com os meristemas (Figura
10B) foi colocada em uma lamina umedecida e distendida em placa
aguecedora a 50°C e, posteriormente, colocadas para secar em temperatura
ambiente. Depois de bem aderidos na lamina, os cortes histologicos foram
desparafinados em xilol e corados com azul de toluidina (Figura 10C e 10D).

Posteriormente, as laminas foram observadas em microscopio para

observacdo da morfologia do meristema apical.
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Figura 10. Etapas para avaliacéo histologica. A) emblocamento do meristema,;
B) corte em micr6tomo; C) coloragdo das laminas; D) secagem das laminas.

4.10. RT-gPCR dos genes ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE 1 (EIL1) e
FLOWERING LOCUS T (FT)

O RNA total foi isolado da folha imatura das duas cultivares de cana-
de-acucar coletadas aos 15 e 30 dias apds a aplicacédo do Ethephon utilizando
o reagente Brazol (LGC Biotechnology, Sado Paulo, Brazil), quantificado
pelo NanoDrop 2000c e verificado sua integridade no gel de agarose a 1%. A
sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit Promega® conforme as
instrucdes do fabricante. A reacdo de RT-qPCR foi conduzida em um volume
final de 10 uL contendo 5 uL Syber Green (GoTaq® qPCR Master Mix), 3 uL
de cDNA (diluicdo 1:10) e respectivo pares de primers a 0,2 uM. Foram
utilizadas 3 réplicas biolégicas e 3 réplicas técnicas. O par de primers utilizados
para avaliacdo do gene ScEIL1 foi descrito por Wang et al. (2019) e o par de

primers do ScFT3 foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Elisson Romanel da
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Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sdo Paulo (EEL/USP)
(Tabela 1). Os genes de referéncia (normalizadores) utilizados foram a
Ubiquitina 1 (UBQ1) (de Andrade et al., 2017) e o Elongation Factor 1 (EF1)
(Medeiros et al., 2016). As reacdes de RT-qPCR foram conduzidas pelo
equipamento BioRad iQ5. Os passos de amplificacdo foram a ativacdo da
enzima polimerase a 95 ° C por 3 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95 ° C por
10 segundos e 60 ° C por 30 segundos. A curva de melting foi iniciada a 55°C
aumentando 0,5°C por segundo até atingir 95°C. Os dados da expresséo
foram avaliados usando o programa REST (Relative Expression Software Tool
- RESTO).

Tabela 1. Gene alvo, sequéncia nucleotidica e tamanho previsto

Gene Forward primer Reverse primer Pb
ScEIL1 GCAGCAGTTCTTCATCCGT TGGTCCCGTCGTTCTTCT 147
ScFT3 - - 93
1UBQ1 AGCCTCAGACCAGATTCCAA AATCGCTGTCGAACTACTTGC 110

2EF1 AAGGCCCGTTATGATGAGTTGTG CAAAACCAGAGATTGGGACGAAAG N/D

-: sequéncia sob sigilo. 1: de Andrade et al., (2017); 2: Medeiros et al., (2016). N/D: ndo disponivel.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise tecnolégica

As cultivares SP81-3250 e RB855156 diferiram entre si quanto aos
parametros de qualidade obtidos no tratamento controle, demonstrando que
ha diferenca de uma cultivar para outra (Tabela 2). No controle, os valores
dos caracteres tecnolégicos foram maiores na RB855156. Houve uma melhora
dos parametros de qualidade na cultivar SP81-3250 com o tratamento de
Ethephon em relacdo ao controle evidenciados pelos valores obtidos para
sacarose, Brix (% caldo), Fibra (% cana), Pureza (% cana), Pol (% cana) e
ATR Kg'~! no tratamento com Ethephon. Na cultivar RB855156, apenas 0
valor de Fibra (% cana) diferiu significativamente do tratamento com Ethephon

em relacao ao controle (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias da andlise tecnoldgica entre as cultivares RB855156 e SP81-
3250. Letras iguais p<0,05 pelo teste fatorial

Parametros RB855156 SP81-3250 Valores de P

Tecnolégicos

Ethephon Controle Ethephon Controle  Cultivar Tratamento Cult*Trat

Sacarose 72,99a 74,60a 73,92a 64,20Db 0,002* 0,005* 0,0007*
Brix (% caldo) 20,03a 20,38a 20,28a 18,31b 0,002* 0,004* 0,0005*

Fibra (% cana) 16,32a 15,74b 16,00a 14,74b 0,005+  0,0007* 0,08
0,
Pureza (% g7,  g7.99a 87,65a 85,00b 0,01* 0,03* 0,02*
cana)
Pol (% cana) 13,78a 142la 1402a 1256b  0,002* 0,01* 0,0004*

ATR Kgt™?! 135,78 a 139,85a 138,12a 124,95b 0,002* 0,01* 0,0003*

Melhora nos parametros de qualidade foram observados também por
Karmollachaab et al. (2016), em uma cultivar iraniana de cana-de-acucar. No
Brasil, as cultivares IAC87-3410, IAC87-3396, IAC89-3124, IAC91-2195,
IAC91-5155 e SP80-1842, com diferentes caracteristicas de maturacao
(precoce, média e tardia), tiveram um incremento significativo nos parametros
de qualidade com aplicacdo do Ethephon (Caputo et al., 2007). De fato, Silva
e Caputo (2012) observaram que apdés a aplicacdo do regulador de
crescimento, o produto é absorvido pelas folhas e translocado para areas de
atividade meristemética, onde inibe o alongamento dos entrends e ocorre a
maturacdo, melhorando a qualidade da matéria-prima. Ao contrario dos
resultados obtidos por Caputo et al. (2007), em nosso trabalho a Fibra (%
cana) teve um aumento significativo nas duas cultivares com aplicacado do
Ethephon e a sacarose permaneceu alta. Do ponto de vista para producao de
acucar e para geragcdo de energia, esse efeito duplo se torna interessante,
sabendo-se que a Fibra (% cana) é uma caracteristica genética correlacionada
inversamente com o teor de sacarose. Nas cultivares IAC87-3396 e IAC87-
3410 observou aumento de 0,76 a 1,15 para Pol (% cana) respectivamente

(Caputo et al., 2007). Para Pureza (% cana) os valores padrdes sédo entre 80%



e 85%, a cultivar IAC89-3124 com aplicacdo do Ethephon obteve valores
acima dos 80% (Caputo et al., 2007). Ainda em seu trabalho, Caputo et al.
(2007) observou valores semelhantes de ATR Kg‘~! nas cultivares IAC87-
3410 e IAC91-5155 (maturacdo média/tardia) e identificou que a variacao das
meédias de Fibra (% cana) dentro e entre as cultivares pode ser atribuida as
caracteristicas genéticas. Assim como em nosso trabalho, onde ndo houve
uma melhora significativa nos parédmetros tecnologicos para a RB855156,
Leite et al. (2009) observou que o Ethephon se mostrou ineficiente para a
cultivar RB855453.

Pode-se inferir que as cultivares RB855156 e SP81-3250 respondem
diferentemente ao Ethephon. A cultivar SP81-3250 de maturacdo média/tardia
teve uma resposta positiva a aplicacdo do Ethephon, com uma melhora
significativa na qualidade tecnolégica. A curva de maturacdo da cultivar
RB855156 de maturacao precoce, comeca a declinar em outubro/novembro,
sendo assim, em virtude da aplicagcdo do produto ter ocorrido em fevereiro,
coincidindo com o declinio na curva de maturacdo, nao houve resposta
significativa com a aplicacdo do Ethephon, mesmo sendo uma cultivar com
excelente resposta ao produto (EMBRAPA). Por outro lado, na SP81-3250,
uma cultivar de maturagdo média/tardia, houve um aumento significativo na
qualidade tecnol6gica com a aplicagdo do Ethephon, mesmo sendo esta uma
cultivar de resposta instavel ao produto (EMBRAPA).

5.2. Isoporizagao

Para os valores da densidade avaliados no topo, meio e na base dos
colmos, ndo foram observadas altera¢des significativas na cultivar SP81-3250.
Entretanto, os valores de densidade do colmo para a cultivar RB855156,
mostraram que a isoporizagao foi significativamente menor apenas na base

dos colmos com a aplicacao do Ethephon (1,06 g/cm?) (Tabela 3).

24



Tabela 3. Efeito do Ethephon na densidade (“isoporizagéo”) dos colmos entre
as cultivares RB855156 e SP81-3250 (p<0,05)

Densidade (g/cm3)

Cultivares Tratamentos

TC MC BC
Ethephon 1,06 a 1,10 a 1,06 a
RB855156
Controle 1,04 a 1,10 a 1,02 b
Ethephon 1,03 a 1,06 a 1,07 a
SP81-3250
Controle 1,01 a 1,06 a 1,05a

Notas: TC — topo do colmo; MC — meio do colmo; BC — Base do colmo.

Caputo et al. (2007), observou que nas cultivares IAC87-3410
(maturacao tardia), IAC91-5155 (maturacdo média/tardia) e PO88-62
(maturagdo média) ndo houve diferenga significativa na “isoporizagao” entre o
controle e as parcelas tratadas com o Ethephon, pois ndo houve floragéo.
Houve correlacao positiva entre a floragao e a “isoporizagao” para as cultivares
IAC89-3124, IAC91-2195 e SP80-1842 (todas de maturacdo precoce). Ainda,
o tratamento controle apresentou maior porcentagem de inflorescéncia e de
“‘isoporizagao” em relagédo ao tratamento com o regulador de crescimento. Na
cultivar IAC87-3396 (maturacdo média) houve um elevado indice de
“‘isoporizagdao” com pouca floragcdo enquanto nas cultivares IAC91-5155 e
PO88-62 apesar da “isoporizagao”, nao houve floragéo. A “isoporizagdo” esta
aparentemente relacionada com a floracdo, e devido a diferenca entre as
cultivares, a “isoporizagao” das canas com inflorescéncia leva a um aumento

no teor de Fibra (% cana) (Caputo et al., 2007).

5.3. Histologia do meristema apical

Os cortes histoldgicos do meristema apical das cultivares, nas épocas
de coleta de 15 e 30 dias dos tratamentos com aplicacdo do Ethephon e
controle sdo apresentados nas Figuras 11 e 12. Na cultivar RB855156 foi
observado alteracdo do meristema apical sugerindo a ocorréncia de inducao e
modificacdo do estadio vegetativo para o reprodutivo aos 15 dias no

tratamento com aplicacdo de Ethephon (Figura 11A), no tratamento controle



(Figura 11D). Na cultivar SP81-3250 também foi observado alteracdo no
meristema apical no tratamento com Ethephon e controle aos 15 dias (Figura
12B) e aos 30 dias no tratamento controle (Figura 12F). No tratamento com
Ethephon na cultivar SP81-3250, houve um atraso na emergéncia da folha
bandeira até 43 dias e na emergéncia da inflorescéncia em 40 dias em relacéo
ao controle, demonstrando uma queda de 20% na taxa de floracéo (Tabela 4).
Na cultivar RB855156 n&o foi observada emissdo da folha bandeira e
inflorescéncia tanto no tratamento com Ethephon como no controle (Tabela 4).

Figura 11. Corte histolégico do meristema apical da cultivar RB855156. A e B
—tempo 15 dias do tratamento com aplicacdo de Ethephon; C e D — tempo 15
dias do tratamento controle; E e F — tempo 30 dias do tratamento controle.
Setas indicando o meristema apical em mudanca do estadio vegetativo para o
reprodutivo.

Relatos comprovam a eficiéncia do Ethephon no atraso da floragéo
(Moore e Osgood, 1989; Humm, 2001), assim como reportado na cultivar
SP81-3250 aqui avaliada, onde houve um atraso de até 40 dias na emissao
da inflorescéncia. O Ethephon mostrou-se como um bom maturador e inibidor
de floracdo na cultivar SP81-3250, devido ao aumento significativo da

qualidade tecnoldgica e ao atraso na emissao da inflorescéncia.
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Figura 12. Corte histolégico do meristema apical da cultivar SP81-3250. A e B
— tempo 15 dias do tratamento com Ethephon; C e D — tempo de 15 dias do
tratamento controle; E e F — tempo 30 dias do tratamento controle. Seta
indicando o meristema apical em mudanca do estadio vegetativo para o
reprodutivo.

Tabela 4. Periodo de emisséo da folha bandeira e inflorescéncia nas cultivares
RB855156 e SP81-3250

. Emisséo da Folha Emisséo da Floragéo
Cultivares Tratamentos ; PO
Bandeira Inflorescéncia (%)
RB855156 Controle - - -
RB855156 Ethephon - - -
SP81-3250 Controle 20/06/2019 17/07/2019 24%
SP81-3250 Ethephon 02/08/2019 27/08/2019 4%

5.4. Eficiéncia dos pares de primers dos genes ScEIL1 e ScFT3

O célculo da eficiéncia dos primers foi realizado em pools dos tecidos
das folhas imaturas estimado por intermédio da fluorescéncia extraida do RT-
gPCR (ARn) pelo programa LinRegPCR 7.5 (Ruijter et al., 2009). O pool
contendo os cDNAs dos tecidos na concentracdo de 1:10 foi formado de 24
amostras de cDNA, correspondentes as cultivares RB855156 e SP81-3250 no
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tratamento com aplicacdo do Ethephon e controle, e nas épocas de coleta de
15 e 30 dias. Para os genes ScEIL1 e ScFT3 foi usado a concentracdo de
primers de 0,2 uM. A eficiéncia e coeficiente de correlacdo (R?) dos pares
de primers na folha imatura variaram de 1,85 a 1,94 (E) e 0,90 a 0,99 (R?),
respectivamente, para ScEIL1 e ScFT3 (Tabela 5). Para os genes de
referéncia variaram de 1,97 a 1,99 (E) e 0,99 (R?), respectivamente, para
UBQL1 e EF1 (Tabela 5). A analise da curva de dissociacao (“melting curve”)
mostrou a presenca de um Unico pico, com temperatura de dissociacdo de
80°C (ScFT3 e EF1) e 85°C (ScEIL1 e UBQ1) demonstrando a especificidade

do produto amplificado e o ndo aparecimento de dimero de primer (Figura 13).

Tabela 5. Genes ScEIL1, ScFT3, UBQ1 e EF1 com suas respectivas Eficiéncia
(E) e Coeficiente de correlacao (R?) em pool de cDNA de folha imatura.

Simbolo do Gene Eficiéncia (E) R2
ScEIL1 1,85 0,99
ScFT3 1,94 0,90
UBQ1 1,99 0,99

EF1 1,97 0,99

28



Vi Pk et Poca 3 Sef 1 4PCR 12O Vi Pk et Poca 21295 0 e

= —

5w 5
3 5%
k k
L™ 3
\
xw
« M "
[ ™
w 4 | 10
A A7 o i /_ 0
- Jo/. - L
u N2 - e P = ¥
[} 100 §—g
‘ #o
20 n i
% 0 ] n (] ¥ % [} [} n b L
Teepmre, (ebin Temgershre Celsin
Mk Peak Chart: Paca 1_UB01_oPCR_11090pd ek Pesk Chert: Facs 4_SufF1 _oPCR_12090pd
\ == | |
i 1— t
il

— C y D "

— L =

R

0 —
s v dlh [
e = Gl |
{3 gt AR
YL . e . 0

) i
"

£

e

T
Tempershre, Cesis

Figura 13. Picos das curvas de dissociacdo (“melting curve”) referentes as
triplicatas técnicas dos 4 genes na concentracdo de 0,2 uM em folha imatura.
A) gene ScEIL1; B) gene ScFT3; C) gene UBQ1; D) gene EFL1.

5.5. Anélise da expressdo do gene ScEIL1

O ScEIL1 mostrou-se expresso nas folhas imaturas das duas
cultivares (RB855156 e SP81-3250) de cana-de-acucar. As amplitudes,
medianas e quartis dos valores de Ct (Threshold Cycle ou limiar do ciclo)
obtidos para o ScEIL1 (com base nas 3 réplicas biolégicas e respectivas
triplicatas técnicas) em cada tratamento, nos dois tempos de amostragem (15
e 30 dias) sdo apresentados na Figura 14 na forma de um gréfico de caixa
(box plot). Os valores de Ct variaram de 21,34 a 26,02 e 21,24 a 23,81,
respectivamente, para as cultivares RB855156 e SP81-3250 (Figura 14). Estes
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valores de Ct sdo adequados para a analise de expressao de um gene alvo,
cuja expressao ndo deve ser muito baixa (Ct > 30) ou muito alta (Ct < 15)
(Goulao et al., 2012).

Na cultivar RB855156, o valor de Ct referente a mediana foi de 21,93 e
24,08, respectivamente para o tratamento com Ethephon e controle aos 15
dias, respectivamente, enquanto aos 30 dias foi de 24,85 e 25,74 para o
tratamento com Ethephon e controle, respectivamente (Figura 14A). Para a
cultivar SP81-3250 (Figura 14B), aos 15 dias, os valores medianos de Ct foram
de 22,36 e 22,48, respectivamente para o tratamento com Ethephon e
controle, enquanto aos 30 dias foram de 22,88 e 22,99, respectivamente para
ambos tratamentos. Em virtude do gene normalizador UBQL1 ter apresentado
menor variacao de Ct, este foi utilizado na analise de expressao pelo programa

REST (Relative Expression Software Tool - REST©) bem como no célculo do
2-ACt_
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Figura 14. Box plot representando a média do Ct (Threshold Cycle) para os
genes ScEIL1, UBQ1 e EF1 no tratamento com aplicacdo de Ethephon e
controle aos 15 e 30 dias nas cultivares A) RB855156 e B) SP81-3250. As
barras superiores e inferiores representam, respectivamente, os limites
maximos e minimos de Ct. O segundo quartil (barra central) representa a
mediana e o primeiro e terceiro quartil representam, respetivamente, 25% dos
menores valores e 75% dos maiores valores de Ct.

Os resultados obtidos pela RT-gPCR, evidenciaram que o gene ScEIL1
foi significativamente mais expresso no tratamento com Ethephon em relacéo
ao controle, em ambos os tempos de amostragem (15 e 30 dias), na cultivar
RB855156 e na cultivar SP81-3250 apenas aos 15 dias. Ainda na cultivar
RB855156, a expressdo deste gene mostrou-se 3,01 e 1,88 mais expresso e
induzido, em relag&o ao controle, quando da aplicacado do Ethephon aos 15 e
30 dias, respectivamente (Tabela 6). Entretanto, na cultivar SP81-3250 a

expressdo do gene ScEIL1 mostrou-se 2,84 mais expresso e induzindo aos 15
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dias do tratamento com Ethephon e 1,78 mais reprimido em relacdo ao

controle aos 30 dias (Tabela 6).

Tabela 6. Expresséo génica relativa do gene ScEIL1 das cultivares RB855156
e SP81-3250

Gene Tempo Pvalor Resposta Expresséo Relativa (Trat.
ScEIL1 Ethephon/Controle)
RB855156 15 dias 0,01 Induzido** 3,01
RB855156 30 dias 0,01 Induzido** 1,88
SP81-3250 15 dias 0,01 Induzido** 2,84
SP81-3250 30 dias 0,001 Reprimido*** 1,78

Notas: Ns — néo significativo. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001.

Analisando a expressao relativa do gene ScEIL1, entre as cultivares
(Tabela 7) observou-se que no tratamento com Ethephon, aos 15 dias, a
expressdo deste gene na cultivar RB855156 em relacéo a cultivar SP81-3250
foi 3,20 menor. Entretanto, aos 30 dias foi 8,08 mais expresso na cultivar
RB855156 em relacdo a SP81-3250. Ainda, na Tabela 7, verifica-se que a
resposta do tratamento controle foi semelhante a anterior, sendo aos 15 dias,
0 gene ScEIL1 menos expresso (3,40 vezes) na cultivar RB855156 em relagcéo
a SP81-3250, e aos 30 dias, mais expresso (2,40) na cultivar RB855156 em
relacdo a SP81-3250.

Tabela 7. Expressdo génica relativa do gene ScEIL1 entre as cultivares
RB855156 e SP81-3250

ScEIL1 Tratamento Tempo Pvalor Expressao Resposta
Relativa
RB855156 / SP81-3250 15 dias 0,001 3,20 Reprimido***
Com Ethephon _ _
RB855156 / SP81-3250 30 dias 0,001 8,08 Induzido***
RB855156 / SP81-3250 Controle 15 dias 0,001 3,40 Reprimido***
RB855156 / SP81-3250 30 dias 0,001 2,40 Induzido***

Notas: *P<0,05 e ***P<0,001.

Paralelamente a andlise realizada pelo programa REST (Relative

Expression Software Tool - RESTO), foi realizado uma analise da expressao



relativa considerando o calculo do 2"2¢t. De acordo com os resultados obtidos
por esta andlise (2"2°!) pode-se detectar uma diferenca significativa pelo teste
T (p<0,05) na expresséo relativa entre as cultivares, tanto no tratamento com
Ethephon como no controle (Figura 15), sendo que, para a cultivar RB855156
a expressao aumentou dos 15 dias para os 30 dias, enquanto na cultivar SP81-
3250 o comportamento foi inverso.
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Figura 15. Andlise de Expresséo Relativa do gene ScEIL1 pelo método do 2
ACtentre as cultivares RB855156 e SP81-3250, nos tratamentos com Ethephon
e controle, nas duas épocas de amostragem (p<0,05).

O ScEIL1 é um fator de transcricdo que pode ativar ou restringir a
expressdo de genes de resposta ao etileno, e seu papel ainda continua
desconhecido (Tavares et al., 2018). A expressao do gene ScEIL1, que atua
na via metabdlica do etileno (mesma via de atuacdo do Ethephon) pode mudar
de acordo com a cultivar e possui maior expressao em cultivares de maturagao
tardia na folha imatura e no colmo (Wang et al., 2019). De fato, em nosso
trabalho, os dados referentes a abundancia de transcritos de ScEIL1 em folha
imatura analisados por duas metodologias, REST (Relative Expression
Software Tool - RESTO) e 24Ct evidenciaram diferenca na expressdo do

mesmo entre as cultivares, aos 15 e 30 dias, sendo aos 15 dias mais expresso
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na SP81-3250 (média-tardia) e aos 30 dias na RB855156 (precoce), tanto no
tratamento com a aplicacdo do Ethephon, como no tratamento controle. Desta
forma, a maior expressao do ScEIL1 em folha imatura na cultivar SP81-3250
de maturacdo média-tardia, em relagcdo a RB855156 de maturacdo precoce
aos 15 dias corrobora com o observado por Wang et al. (2019). Este mesmo
autor relatou niveis de transcritos de ScEIL1 maiores nas folhas imaturas das
cultivares de maturacgéo tardia em relacéo as cultivares precoces, atribuindo
diminuicdo do nivel de expressao do gene devido a senescéncia foliar.

Em folhas imaturas de cana-de-aglcar submetidas a tratamentos com
Ethephon foram observados aumentos significativos nos niveis de biossintese
de etileno endbégeno (Wang et al., 2015). Em kiwi, o resultado foi o mesmo,
onde o tratamento com Ethephon aumentou significativamente a producéo de
etileno (Ampa et al., 2016).

De acordo com as especificacdes técnicas do produto (Ethephon), o
intervalo de seguranca é de 50 dias. Visto que sua eficiéncia diminui com o
passar do tempo, até ser degradado por completo pela planta, provavelmente
aos 15 dias foi observado um nivel maior na biossintese de etileno endégeno,
o qual, diminuiu ao decorrer do tempo (30 dias). Embora n&o foram medidos
0s niveis de etileno, apds esse periodo de 30 dias pode ter ocorrido um
decréscimo na producéo do etileno enddgeno, o que explicaria 0 aumento da
expressdo do gene ScEIL1 na cultivar RB85156 (precoce) em relacédo ao seu
controle. Entretanto, na cultivar SP81-3250 (tardia) observou-se a diminui¢ao
da expressdao do ScEIL1 aos 30 dias em relagdo ao seu controle,

provavelmente, atribuido a senescéncia foliar.

Em cana-de-agucar, a expressdo do ScEIL1 esté relacionada com a
producao de etileno nas folhas. Acredita-se que a expressao de ScEIL1 possa
estar relacionada negativamente com a producéo de etileno nas folhas (Wang
et al.,, 2019) visto que na cultivar RB855156 0 gene ScEIL1 teve maior
expressdo aos 30 dias, quando teoricamente os niveis de etileno na planta
teriam diminuido. Entretanto, em Arabidopsis, Peng et al. (2014) verificaram

gue o etileno enddégeno pode aumentar a expressao do ScEIL1.
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Ainda que, em nosso trabalho foi possivel verificar alteracdo na
expressdo do gene ScEIL1 em resposta a aplicacdo do Ethephon, estudos
futuros com ampla gama de cultivares ainda se faz necessario para ajudar a
entender melhor a regulagéo génica do ScEIL1 em cana-de-acucar. De acordo
com os resultados aqui apresentado, a expressdo do gene ScEIL1
provavelmente esta relacionada com a producdo de etileno nas folhas
imaturas e com a caracteristica de maturacdo das cultivares, embora néo
tenha sido mensurado os niveis de etileno enddégeno nas cultivares nos

tempos de coleta avaliados.

5.6. Analise da expressao do gene ScFT3

Os valores do Threshold Cycle (Ct) das 3 réplicas biologicas e suas
triplicatas variaram de 33,44 a 37,40 e 33,07 a 37,41, respectivamente, para
as cultivares RB855156 e SP81-3250 (Figura 16). De acordo com Goulao et
al. (2012), os valores de Ct ndo devem ser maiores que 30 (pouco expresso)

ou menores que 15 (muito expresso).
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Figura 16. Box plot representando a média do Ct (Threshold Cycle) para os
genes ScFT3, UBQ1 e EF1 no tratamento com aplicacdo de Ethephon e
controle aos 15 e 30 dias nas cultivares A) RB855156 e B) SP81-3250. As
barras superiores e inferiores representam, respectivamente, os limites
maximos e minimos de Ct. O segundo quartil (barra central) representa a
mediana e o primeiro e terceiro quartil representam, respetivamente, 25% dos
menores valores e 75% dos maiores valores de Ct.

Na figura 16, a distribuicdo dos valores de Ct nos permitiu uma
visualizacdo da variacdo dos niveis de expressdo dos genes. A cultivar
RB855156 apresentou valores de medianas 33,90 (com Ehtephon) e 34,99
(controle) para o tempo de 15 dias, aos 30 dias os valores foram,
respectivamente, de 37,15 e 35,21. Todos Cts do gene ScFT3 na cultivar
RB855156 estdo fora dos valores adequados, definidos por Goulao et al.
(2012).

Ainda na figura 16, os valores de Cts da mediana na cultivar SP81-3250
variaram de 33,93 a 36,45 em ambos tratamentos aos 15 e 30 dias. Os valores
de Cts do gene ScFT3 na cultivar SP81-3250 tiveram comportamento
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semelhante aos da cultivar RB855156, sendo todos acima de 30 e fora dos

valores adequados (Goulao et al., 2012).

A expressao relativa do gene ScFT3 (Tabela 8), em folhas imaturas n&o

foi significativa aos 15 e 30 dias (Tabela 8).

Tabela 8. Expressédo génica relativa do gene ScFT3 das cultivares RB855156
e SP81-3250

Gene Tempo Pvalor Expressao Relativa (Trat.

ScFT3 Ethephon/Controle)
RB855156 15 dias 0,494 Ns
RB855156 30 dias 0,592 Ns
SP81-3250 15 dias 0,434 Ns
SP81-3250 30 dias 0,515 Ns

Notas: Ns — néo significativo. *P<0,05 e ***P<0,001.

Em cana-de-acucar, Glassop e Rae (2019) analisaram a expressao
génica do FT-A (correspondente ao ScFT3) e FT-C em um ciclo de 24 horas
em condi¢cdes de fotoperiodo ndo indutivo, em folhas imaturas e meristema
apical da cultivar Q174. O FT-A mostrou maior expresséao nas folhas imaturas
com pico de expressdo ao amanhecer com o inicio do periodo de luz.
Entretanto, o FT-C ndo mostrou diferenca significativa em nenhum tecido
durante as 24 horas. Segundo Glassop e Rae (2019), existem cultivares que
respondem ou ndo a inducédo fotoperiddica, sendo necessarios 15 dias de

condicdes ideais para que isso ocorra na cana-de-acucar.

Apesar de apenas 13 dias da janela indutiva natural terem sido
favoraveis a inducao (temperaturas maximas abaixo dos 31°C e as minimas
acima dos 18°C), observou-se nos cortes histolégicos do meristema apical de
ambas as cultivares alteracdes na morfologia sugerindo a transi¢cao do estadio
vegetativo para o reprodutivo. Particularmente, na cultivar SP81-3250 também
foi observada a emisséo da folha bandeira e inflorescéncia. Entretanto, néo foi
detectada expressao significativa do gene ScFT3, nas amostras coletadas no

tratamento com Ethephon e controle nos dois tempos investigados.



6. CONCLUSAO

De maneira geral péde-se inferir que as cultivares RB855156 e SP81-
3250 avaliadas nos tempos 15 e 30 dias ap0s aplicacéo do produto respondem
de forma diferente ao Ethephon, bem como em relagdo a expressao do gene
ScEIL1. A cultivar SP81-3250 (maturacao média/tardia) respondeu a aplicacéao
do Ethephon, com uma melhora significativa na qualidade tecnoldgica e atraso
na floragdo. Quanto a expressdo relativa do ETHYLENE-INSENSITIVE3-
LIKE1 (ScEIL1) na folha imatura, houve diferenca significativa entre as
cultivares (RB855156 e SP81-3250) tanto aos 15 como aos 30 dias apés a
aplicacao do produto. Sugere-se que resultados obtidos estejam relacionados
com as caracteristicas de maturagéo das cultivares, a producéo de etileno nas
folhas imaturas, assim como seus niveis naturais de expressao relativa do
gene ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE1 (ScEIL1).
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