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IDENTIFICACAO DE GENES CANDIDATOS A INDUCAO DO FLORESCIMENTO

EM CANA-DE-ACUCAR EM CAMARA DE FOTOPERIODO

RESUMO- Com o intuito de aumentar o conhecimento da rede génica envolvida
no controle do florescimento em cana-de-acucar, diferentes cultivares de cana-de-
acucar foram submetidos a tratamentos fotoperiodicos de indugéo e ndo inducdo do
florescimento em camara de fotoperiodo. Aos 5, 10 e 20 dias de inducéo, a folha +1 e
a bainha foliar foram coletadas para a identificacdo de fragmentos diferencialmente
expressos (FDES) por meio da técnica de cDNA-AFLP entre e dentro dos tratamentos
fotoperiddicos. Um total de 162 fragmentos foram selecionados e reamplificados.
Destes, 63 FDEs tiveram sucesso na reacdo de reamplificacdo e foram clonados e
sequenciados. As sequéncias foram confrontadas com seis bancos de sequéncias: 1.
Transcritos do projeto SUCEST ;2. Proteinas do genoma de sorgo; 3. BAC de cana-
de-agucar; 4. Proteinas do genoma de arroz, 5. Proteinas presentes no Phytozome e
6. NCBI. A busca por similaridade se deu pelo uso da ferramenta BLASTn (e-value
le-5) nos casos do banco SUCEST e dos BACs de cana-de-agUcar e BLASTX (e-
value le-5) para os demais bancos. Dentre os 63 FDEs, 23 corresponderam a
sequéncias de genes enquanto os outros 40 representam sequéncias que nao estao
depositadas nestes bancos (no hits). A maioria das 23 sequencias apresenta
similaridade com genes que codificam proteinas hipotéticas ou preditas em diversos
organismos. Com base na analise do dominio da proteina realizada pelo Pfam, seis
seqguéncias podem estar associadas ao metabolismo da inducdo do florescimento.
Dentre estas as sequencias LM-19, LM-40 e LM-53 se destacaram. A LM-19 possui
similaridade com o gene que codifica uma proteina com o dominio DNAJ sendo que
proteina com este dominio é considerada mediador da integracdo dos sinais do
florescimento em Arabidopsis thaliana. LM-40 possui similaridade com o gene que
codifica proteina de dominio (F-BOX); estudos indicam forte relacdo deste dominio
aos processos de inducdo ao florescimento. LM-53 tem um dominio de proteina
predita semelhante ao dominio da proteina codificada pelo gene CONSTANS que
regula a expressdo de FLOWERING LOCUS T (FT), que codifica o florigeno em
Arabidopsis thaliana e em algumas outras espécies. De maneira geral, a técnica do
cDNA-AFLP foi eficiente, na identificacdo de FDEs ao longo dos tratamentos
fotoperiddicos de inducdo e nado inducdo do florescimento. Os resultados obtidos
sugerem que as sequencias LM-19, LM-40 e LM-53 estdo vinculadas aos
metabolismos de inducdo do florescimento. E provavel que a maioria dos FDEs
obtidos possam estar envolvidos nos metabolismos da inducdo do florescimento,
porém ainda nao foram identificados na literatura.

Palavras-chave: cDNA-AFLP, fragmentos diferencialmente expressos,
inflorescéncia, RNA, Camara de fotoperiodo, Inducéo artificial.



IDENTIFICATION OF CANDIDATES GENES FOR FLOWERING INDUCTION IN

SUGARCANE IN PHOTOPERIOD CHAMBER

ABSTRACT- In order to increase the knowledge of the gene network involved
in sugarcane flowering induction, sugarcane cultivars were submitted to different
photoperiod treatments of flowering induction and non-induction in a photoperiod
facility. At 5, 10 and 20 days of induction, the +1 leaf and the leaf sheath were collected
for the identification of different transcript-derived fragments (TDFs) within and
between the photoperiod treatments to apply the cDNA-AFLP technique. A total of 162
TDFs were selected and re-amplified. Of these, 63 TDFs were successful in re-
amplification and were cloned and sequenced. The sequences were confronted
against 6 sequence databanks (SUCEST transcripts; Sorghum genome proteins;
Sugarcane BACs; proteins from rice genome; Phytozome and NCBI). Similarity search
was done by using the BLASTn (e-value le-5) tool for the SUCEST databank and
sugarcane BACs while BLASTx (e-value 1e-5) was use for the other banks. Among
the 63 TDFs, 23 corresponded to gene sequences while the remaining 40 represent
sequences that are not deposited in these banks (no hits). The majority of the 23
sequences showed similarity with genes coding for hypothetical or predicted proteins
of different organisms. Based on the protein domain analysis conducted by Pfam, six
sequences may be associated with flowering induction metabolism. Among these: LM-
19, LM-40 and LM-53 sequences stood out. LM-19 has similarity to the gene encoding
a protein with DnaJ domain. Proteins having this domain are considered as an
integrating floral signals mediator in Arabidopsis thaliana. LM-40 has similarity to the
gene encoding a protein with (F-BOX) domain. This domain has a strong relationship
in flowering induction processes. LM-53 has one of the predicted protein domain similar
to the domain of the protein encoded by the CONSTANS gene which governs the
expression of FLOWERING LOCUS T (FT), this later one encodes the florigen.
Generally the cDNA-AFLP technique was effective in identifying TDFs across the
flowering inductive and non-inductive photoperiodic treatments. The results suggest
that LM-19, LM-40 and LM-53 sequences are linked to flowering induction
metabolisms. Probably, most of the TDF here obtained may be involved in the
flowering induction metabolism, although not yet been identified in the literature.

Keywords: cDNA-AFLP, differentially expressed fragments, inflorescence, RNA,

Photoperiod Chamber, Artificial induction.



1. INTRODUCAO

O controle do florescimento é de fundamental importancia, tanto para o0s
programas de melhoramento, em que novas cultivares sdo desenvolvidas a partir de
cruzamentos dirigidos, como também na producdo e produtividade da maioria das
culturas agricolas, em que as sementes ou frutos sdo os alvos da comercializacao.

Dada a importancia do florescimento, estudos relacionados a fisiologia e
também aos genes que regulam o florescimento estdo em evidéncia em diversas
culturas na atualidade. Os trabalhos com genes envolvidos na regulacdo do
florescimento foram elucidados a partir de estudos realizados em Arabidopsis thaliana,
uma dicotiledénea de dia longo (KOORNNEEF et al., 1998; COUPLAND, 1995;
PUTTERILL et al., 1995). Nesta espécie, o sinal de inducao é percebido pela folha,
que possui pigmentos como os fitocromos, criptocromos e proteinas receptoras da luz
azul codificadas por genes tais como F-box ZEITLUPE (ZTL) e o FLAVIN-BINDING
KELCH REPEAT F-BOX 1 (FKF1), além do CONSTANS (CO), onde, o0 gene e a
proteina sdo dirigidas pelo relégio cicardiano (JACKSON, 2009).

A abundancia de transcritos do gene CO se acumula no final do dia de acordo
com o fotoperiodo percebido pela planta (PUTTERILL et al., 2004; FU et al., 2014)
atingindo altos niveis no final do periodo de luz, em regime de dia longo. O gene CO
possui um papel muito importante na inducao do florescimento. Ele induz a transcri¢éo
do gene FLOWERING TIME LOCUS (FT) cuja proteina desloca-se da folha para o
meristema apical, onde ocorre a mudanca do estadio vegetativo para o reprodutivo.
Mathieu et al. (2007) demonstraram que a exportacdo de proteina FT a partir de
células do floema é suficiente para induzir a floragcao. Tanto a proteina FT como a TSF
(proveniente do gene TWIN SISTER OF FT, paralogo de FT) interagem com a proteina
FD (FLOWERING LOCUS D) que constitui o fator de transcricdo que pertence a
familia bZIP o qual é fortemente e amplamente expresso no meristema apical antes
da transicéo floral (TORTI et al., 2012). O complexo FT-FD ativa os chamados “flower
type genes” tais como o gene APETALA 1 (AP1) promovendo o florescimento em A.

thaliana. (XU et al., 2012). Arabidopsis thaliana possui as vias metabdlicas que regem



o florescimento em conhecimento avancado e muito do repertério génico ja é
conhecido.

Em cana-de-acUcar, cultura de alta complexidade genética, pouco se sabe a
respeito dos genes envolvidos nas vias de inducdo do florescimento, sendo que
muitas lacunas ainda nao foram preenchidas (GLASSOP et al., 2014; COELHO et al.,
2014; COELHO et al., 2013).

Enquanto Arabidopsis thaliana, planta dicotileddnea, floresce em resposta a
dias longos, acima do critico (8 hs), a cana-de-acucar € uma planta que floresce em
resposta a dias curtos, abaixo do critico, 12 hs e 55 min (MOORE; NUSS, 1987;
BERDING, 2007). Assim como a cana, o arroz também responde a dias curtos e tem
sido utilizado como modelo de estudos em monocotiledéneas (TSUJI et al., 2013). Em
arroz, as proteinas Hd3a e OsFD1, com homologia, respectivamente, as proteinas dos
genes FT e FD de A. thaliana interagem via a proteina 14-3-3 nas células do
meristema apical (XU et al., 2012). A formacao deste complexo triplo de proteinas é
essencial para promover o florescimento pela proteina Hd3a (TAOKA et al., 2013).
Apesar de algumas similaridades com A. thaliana, principalmente quanto a rede
génica da rota fotoperioddica, que é bastante conservada, (MATSUBARA et al., 2014),
o arroz difere em alguns mecanismos que promovem a indugao ao florescimento. O
controle da expressao do gene que codifica a proteina Hd3a é feito pela proteina Hd1
(ortélogo ao gene CO em Arabidopsis thaliana), que ao contrario da proteina CO, ndo
€ degradada sob as condi¢cfes de dias curtos. Entretanto, a atividade regulatéria do
Hd1 na transcricdo da Hd3a passa a ser repressora em condi¢cdes de dias longos
(TSUJI et al., 2013).

Em relacdo a cana-de-acucar, um recente trabalho identificou genes putativos
envolvidos na via de inducao de sinal do florescimento (GI, CO, EHD1, GHD7 e FT)
no banco do SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tag Project) (COELHO et al.,
2013) via analise in silico. Nesta busca, candidatos para os genes Ehd1 e Ghd7, os
quais sao especificos de monocotiledéneas foram identificados no banco, além de
sequéncias candidatas para os genes FT contendo o dominio PEBP e apresentando
alta similaridade com a superfamilia ZCN de milho (Zea mays CENTRORADIALIS)
gue codifica proteinas homologas ao gene FT (COLASANTI; CONEVA, 2009).



Apesar do banco do SUCEST englobar sequéncias expressas derivadas de
bibliotecas provenientes de flores, ou seja, cDNAs representando genes expressos
nas flores em diferentes estadios de desenvolvimento, como também na haste floral
(FIGUEIREDO et al. 2001), ndo foram contempladas neste banco bibliotecas de
cDNAs especificamente obtidas durante a inducdo do florescimento sob condi¢des
controladas de fotoperiodo, no tecido foliar, alvo inicial do sinal de indugdo. Em cana-
de-acucar, trabalhos que envolvam a busca dos genes durante a inducdo do
florescimento sob condi¢cdes controladas de fotoperiodo sdo poucos, até o presente
momento, e uma abordagem inicial seria de grande valia para indicar genes
candidatos nesta via metabdlica tdo importante. Uma das técnicas mais utilizadas na
busca de genes candidatos é a técnica do cDNA-AFLP. Esta técnica vem sendo
utilizada para investigar diversos aspectos fisiolégicos no florescimento em outras
plantas (XIAO et al., 2012; CECHOVA et al., 2012; XING; LIU, 2012; HAJIZADEH et
al., 2011; YU et al., 2011).

Nesse sentido, a técnica de cDNA-AFLP foi utilizada como uma abordagem
inicial para identificar, pela primeira vez em cana-de-acucar, fragmentos
diferencialmente expressos (FDEs) no tecido foliar e bainha, durante o processo de
inducédo sob condi¢bes controladas de fotoperiodo. Provaveis relagbes dos FDEs aqui
identificados, com os genes e proteinas envolvidas no processo de inducdo ao

florescimento, em outras espécies, sdo apresentadas e discutidas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana-de-acucar:

A cana-de-agucar € uma graminea tropical que tem sido cultivada desde 2000
a.C. e tem sua origem no Sudeste Asiatico (FERRARI, 2010). Atualmente, esta
espécie € um dos vegetais mais cultivados no Mundo, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais, sendo o Brasil 0 maior produtor mundial, seguido por India,
Tailandia e Australia.

Esta cultura chama atencao pela sustentabilidade, flexibilidade e multiplicidade
de seus derivados. Apesar dos muitos produtos que esta planta da origem, os de maior
impacto econdmico no pais ainda sédo o agucar e o alcool. O Brasil lidera a producéo
de cana-de-acgucar e € responsavel por mais da metade do aclUcar produzido no
mundo, além disso, em 2019, a producédo do Brasil chegara 58,8 milh&es de litros de
alcool (MAPA, 2015), o que sera considerado um recorde mundial.

A producdo da cana-de-agUcar para esta safra, 2014/2015, totalizara 655,2
milhdes de toneladas, o que representara um incremento de 3,21% da safra anterior
(CONAB, 2015). Este incremento nédo foi maior pela reducéo de 0,6% da area plantada
no estado de S&o Paulo, bem como a queda de produtividade nos canaviais neste
estado (CONAB, 2015). Segundo a CONAB, Sao Paulo possui 51,8 % da area de
plantio de cana-de-acUcar do pais e a queda na produtividade agricola deste estado
possui grande influéncia no balangco econdmico desta cultura. A falta de investimento
no setor e a atual crise hidrica que se faz presente, foram as principais responsaveis
pela queda na produtividade (UNICA, 2015).

Neste contexto, o incremento na &rea cultivada bem como a garantia do setor
privado em investir em novas industrias esta na estabilidade e adaptacdo da cultura
no Brasil, bem como no suporte fornecido pela pesquisa na area de producgéo e
melhoramento genético da cultura. Porém, apesar dos grandes avancos nas
pesquisas estes ndo sdo proporcionais a importancia desta cultura, haja vista a queda

da produtividade e encerramento antecipado das safras nos anos anteriores.



Desta forma, estudos que proporcionem o0 maior conhecimento dos
metabolismos envolvidos na cana-de-agUcar podem contribuir para o surgimento de
novos materiais mais produtivos e adaptados o que pode acarretar em maior

produtividade.
2.2 Floragao
A inflorescéncia da cana-de-acucar, conhecida como bandeira ou flecha, &

uma panicula aberta com flores hermafroditas. Os pistilos tém a terminagcdo com

estigmas roxos ou avermelhados, de aspecto plumoso da panicula, e o androceu é

constituido por trés estames sustentando uma antera cada (SCARPARI; BEAUCLAIR,
2008) (Figura 1).

Figura 1. Estruturas da inflorescéncia e flores da cana-de-agucar. A. Inflorescéncias
da Cana-de-acucar; B. Flores de cana-de-acucar fechadas; C. Flor de
cana-de-acUcar em abertura; D. Flor de cana-de-aclcar aberta; E. Orgdos
florais da flor da cana-de-acucar (Androceu e Gineceu); F. Antera da flor da
cana-de-acucar; G. Ovario, estiletes e estigmas.



O processo de formacgéao da inflorescéncia é de dificil definicdo, pois depende do
gendtipo, do clima, da regido e das mudangas que ocorrem nos anos agricolas. O
estimulo para a floracdo pode ocorrer durante 18 a 25 dias (CLEMENTES; AWADA,
1965) e para o hemisfério sul, os meses em que ocorre a diferenciacdo do meristema
para a formacdo da inflorescéncia s&o os de fevereiro, margo e abril, sendo que a
emissdo ocorre nos meses de abril, maio e junho (HUMBERT, 1974; SCARPARI;
BEAUCLAIR, 2008).

A floracdo pode ser dividida em algumas fases. O inicio se da com a
transformacgao do meristema apical em gema floral e com a transformagéao da gema
floral em inflorescéncia. Apos o desenvolvimento da inflorescéncia e da folha bandeira
finalmente ocorre a emissdo da inflorescéncia.

A fase inicial é curta, e logo apds a percepcdo da inducdo ocorre o
desenvolvimento do eixo principal das ramificacdes e ramos secundarios. Também
nesta fase surge o tecido meristematico que da origem a bainha da folha bandeira,
gue tem por funcéo, proteger a inflorescéncia. Apds isso, ocorre 0 alongamento da
bainha da folha bandeira e o desenvolvimento da inflorescéncia, cujo eixo principal pode
chegar a mais de 60cm (CLEMENTS, 1975). Neste periodo, ocorre o completo
desenvolvimento das espiguetas e finalmente ocorre a emissao da inflorescéncia que
€ seguida pela abertura das flores e da polinizacdo. Para a completa emissao sao
necessarias de 4 a 5 semanas (CLEMENTS; AWADA, 1965), enquanto a abertura
das flores, polinizacdo, formacéo de frutos e maturacédo, ndo mais que 2 a 3 semanas.

As inflorescéncias das diferentes geno6tipos variam em cor e tamanho. Em relacao
a cor, a variacdo geralmente ocorre entre branco, cinza, vermelho, roxo, rosado até tons
de verde. O tamanho da inflorescéncia emitida varia muito entre os genétipos, porém,
nao € somente a genética que rege esta caracteristica, mas também a temperatura no
periodo de inducéo e formacéo da inflorescéncia (ARALDI et al., 2010).

A floracdo em cana-de-acgucar € sazonal, e muitos sao os fatores que regem
sua ocorréncia, dentro destes estdo o0s ambientais, tais como: fotoperiodo,
temperatura e a umidade de solo. O controle ambiental relacionado a inducéo artificial
da floragéo, em qualquer planta passivel de inducéo, assim como na cana-de-acgucatr,

deve ser muito bem estabelecido. Desta forma, o conhecimento das exigéncias da



cultura que serd manipulada é essencial. Os estudos dos fatores que influenciam a
floragdo da cana-de-agUcar sdo antigos e poucos, porém sao bem consolidados.

A floracdo envolve modificacdes especificas ho metabolismo do vegetal. Em
plantas que sdo induzidas a floracdo, estimulos ambientais sdo percebidos e
desencadeiam sinais que tornam uma planta de estadio vegetativo para o reprodutivo.
Um dos fatores que se destaca é o fotoperiodo. De fato, a soma do numero de horas
de luz e escuro no dia destaca-se por ser um dos principais fatores determinantes do
metabolismo da floracdo nos vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2013; ALEXANDER, 1973). A
muito sabe-se da influéncia deste no estimulo ao florescimento.

Em relagcdo ao fotoperiodo, para que as plantas percebam as menores
mudancas de luz, estas possuem diferentes pigmentos. Estes pigmentos ndo somente
percebem a presenca da luminosidade, mas também a diferenca na sua intensidade
como ocorre no amanhecer e no entardecer (TAIZ; ZEIGER, 2013). Ainda, além
destes sinais, estes pigmentos sao sensiveis a pequenas mudang¢as no comprimento
do dia, desta forma séo responsaveis por reger o reldgio cicardiano endégeno nas
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013; IMAIZUMI et al.,2004).

Muitos estudos apontam o fitocromo como o pigmento relacionado a floracao.
Este pigmento € azul, com massa molecular 150 KDa, consistindo em um polipeptidio
(apoproteina) carregando um croméforo (fitocromobilina) o qual € um tetrapirrol linear
(TAIZ; ZEIGER, 2013). O croméforo é a porcao nao protéica do fitocromo, responsavel
pela absor¢éo da luz (TAIZ; ZEIGER, 2013). De maneira geral, na maioria das plantas,
com algumas variacdes, cinco genes de fitocromo sdo encontrados: PHYA, PHYB,
PHYC, PHYD e PHYE. Estes codificam as apoproteinas: PHYA, PHYB, PHYC, PHYD
e PHYE, as quais, apés se ligarem ao cromoforo, formam os fitocromos phyA, phyB,
phyC, phyD e phyE, respectivamente (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Em relacdo a absorcao da luz, o fitocromo responde principalmente ao espectro
da luz vermelha (V), ficando em estado ativo, e ao da luz vermelho-estremo (VE), em
que ocorre a inativacdo do pigmento. A auséncia de luz também torna o pigmento
inativo. E importante ressaltar que os efeitos de ambos os espectros sio reversiveis,
Ou seja, uma vez ativado o pigmento pelo espectro vermelho, este pode ser inativado
pelo espectro vermelho-extremo e assim sucessivamente. Este balango entre

fitocromos na forma ativa e inativa € que vai desencadear os metabolismos envolvidos



na floracdo. O nimero de fitocromos ativados e o tempo que ficam inativados séo
diferentes para plantas de dia curto e dia longo.

Existe divergéncias entre pesquisadores quanto a classificacdo da cana-de-
acucar em relacéo a inducao fotoperiddica, mais precisamente ao fotoperiodo critico.
Para alguns autores como Moore (1987) as mudangas do meristema apical para
transformar-se em inflorescéncia, ocorrem durante o periodo de dias curtos, porém
para outros como Clements (1968) e Clements e Awada (1965) ha uma tendéncia em
se classificar a cana-de-acucar como sendo intermediaria em relacao ao fotoperiodo.
Desta forma, existe a possibilidade desta planta ndo possuir um fotoperiodo critico
estabelecido e sim uma faixa em que esta € induzida ao florescimento. Porém, estudos
em camaras que controlam todos os fatores ambientais para estimulo da floracéo na
cultura demonstram que a reducédo gradativa do periodo de luz diaria a partir de 12 h
e 55 min estimula o florescimento de muitos genétipos (MELLONI et al., 2015).

Pode-se dizer que as melhores condi¢cbes para a floragdo acontecem nas
regides equatoriais do globo terrestre, onde tem-se fotoperiodos préximos de 12 horas
de luz e 12 horas de escuro, com pequenas variacdes de temperatura. Segundo
Berding (1981), o fotoperiodo ideal para a floracdo de cana-de-agUcar parece ser
abaixo de 12 horas a 12horas e 55 min, e a maioria dos genotipos séo induzidos neste
intervalo nas diferentes regiées do mundo.

De fato, o fotoperiodo possui grande influéncia na inducéo da floracdo, porém
a oscilacdo da temperatura pode afetar o desenvolvimento da inflorescéncia. Estudos
revelam que nos locais de ocorréncia abundante da floracdo a temperatura minima
raramente fica abaixo de 18°C e as maximas nunca ultrapassam os 32-35°C (ARALDI
et al., 2010; BERDING, 1981) e que temperaturas abaixo de 21°C podem atrasar o
crescimento e a emergéncia da panicula (CLEMENTS; AWADA, 1965). Ainda, a
temperatura também afeta a morfologia das paniculas, como o tamanho. No geral,
segundo Araldi et al. (2010), temperaturas amenas em Poaceae, aumentam o
tamanho das inflorescéncias. A experiéncia revela que em anos que ocorre baixa
amplitude de temperatura no periodo de inducéo floral os gendtipos florescem em
abundancia, ainda, aqueles que néo florescem facilmente, respondem aos estimulos

da indugéo.



Pesquisas relatam que em locais onde temperaturas e fotoperiodos indutivos
Quando este fendmeno ndo ocorria, notava-se mudancas nas precipitacdes anuais
(MOORE,1987).

Desta forma, a adequada umidade de solo é critica ndo somente para a inducao
da panicula, mas também no tempo que se leva para que a mesma se desenvolva
completamente, pois garante a antese e, consequentemente, a producdo das
sementes (MOORE; NUSS, 1987). Isso se deve principalmente pelo fato da agua ser
0 agente transportador dos fotoassimilados para a panicula. A abertura da flor e a
exposicdo das anteras também sdo afetadas pela umidade relativa do ar e esses
fendbmenos ocorrem durante varias horas antes do amanhecer, quando a planta esta
totalmente hidratada e a umidade relativa € elevada (MOORE; NUSS, 1987) tornando
a viabilidade do pélen em grande parte dos gendétipos.

Muitos autores, quando citam fatores ambientais que afetam a floragdo em
cana-de-acucar, relatam que a latitude como um desses fatores. Menores latitudes
proporcionam maiores incidéncia de floracdo (ARALDI et al., 2010). O fotoperiodo e a
temperatura estdo muito relacionados a latitude, por isso que estacoes de hibridac&o
no Brasil estdo localizadas em regides de menores latitudes, mais especificamente no
Nordeste. Esta regido tem como caracteristicas o fotoperiodo e a temperatura que
estimulam a floracdo em certo periodo do ano (meses de fevereiro/marc¢o/abril), o que
resulta em abundancia de inflorescéncia, possibilitando assim as hibridacfes. Além
da latitude, a altitude influencia muito a temperatura. Altas altitudes apresentam baixas
temperaturas. Desta forma, diversos autores apontam a altitude como fator influente
na floracdo da cana-de-acucar.

Sabe-se que os nutrientes no solo também podem influenciar a inducdo da
floracdo em cana. Estudos com diferentes doses de nitrogénio mostraram que altas
doses na época onde ocorre inducdo pode atrasar ou inibir a floragdo (BERDING et
al., 2004; NUSS; BERDING,1999). Sao poucos e antigos os trabalhos que estudaram
os efeitos dos nutrientes na inducdo da floracdo. No entanto, ja € consolidado que
uma planta com crescimento vigoroso e bem nutrida tem maior possibilidade de
florescer. Ainda, pode ser facilmente observado em alguns genotipos que receberam

o estimulo para a floracdo, por apresentarem sinais claros de diferenciacdo, como a
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folha bandeira, a ndo emissao da inflorescéncia. Nestes casos, quando o meristema
apical € exposto, este apresenta-se necrosado. Isso pode ocorrer por razoes
nutricionais. As exigéncias nutricionais para a floracdo podem variar de genétipo para
genatipo, ja que o fato da necrose do meristema apical pode ocorrer em um genétipo
em condi¢cOes de adubacdo semelhante a um que floresceu normalmente.

Como apresentado anteriormente, os fatores ambientais s&o de grande
influéncia na floracéo da cana-de-acucar. Porém, estes de nada valem se a planta ndo
tiver condicbes enddgenas para perceber estes estimulos de modo a passar do
estadio vegetativo para o reprodutivo.

Dentre os fatores enddgenos, a maturidade fisiologica destaca-se como um
fator limitante a inducdo floral. Quando a planta atinge a este estadio,
independentemente da idade cronoldgica, esta € capaz de responder aos sinais
indutivos a formacéao da inflorescéncia. Antes da planta atingir a maturidade fisiologica
existe o estadio chamado “juvenil”’. Neste estadio a planta ndo responde os estimulos
externos de inducao, embora cana-de-acUcar com idade de trés a seis meses podem
responder a estes estimulos (VIVEROS et al., 1991). Uma vez atingida a maturidade,
a combinacgéo dos sinais do ambiente e também dos niveis de horménios endégenos
sao percebidos pela planta, a qual entra na fase de floracao.

Estes estimulos sdo percebidos primeiramente na folha, pelos pigmentos ja
citados anteriormente. De acordo com Jackson (2009) a habilidade de responder ao
fotoperiodo requer um mecanismo de detectar o comprimento do dia, o qual envolve
a interacao de sinais de luz que séao percebidos pelos fotorreceptores, tais como 0s
fitocromos, criptocromos e receptor de luz azul.

A iniciacéo floral nas plantas que séo induzidas ao florescimento, é controlada
por uma sofisticada rede génica que é monitorada por estimulos externos, como
mudancas fotoperiddicas, temperatura e umidade de solo, além dos fatores
enddgenos da planta, destacando-se os fitoreguladores como as giberelinas e a idade
da planta (MATIAS-HERNANDEZ et al., 2014).

Em Arabidopsis thaliana, uma planta dicotiledénea, que reponde ao fotoperiodo
longo, com fotoperiodo critico de 8 h, o metabolismo do florescimento, bem como a
rede de genes neste envolvido, tanto na rota facultativa como a regida pelo fotoperiodo

ja foram bastante explorados.
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Nesta planta, como nas que s&o induzidas a florescer por fotoperiodo, a
iniciacdo ocorre na folha quando sinais desencadeados por meio deste ativam uma
rede de genes (FORNARA et al.,, 2010). O gene GIGANTEA (Gl), primeiro a ser
expresso, esta envolvido na transcricdo do gene CONSTANS (CO), que por sua vez
codifica uma proteina (fator de transcricdo) que promove a ativagdo dos genes
FLOWERING LOCUS T (FT) e do TWIN SISTER OF FT (TSF), gene este paralogo do
FT (FORNARA et al., 2010).

A proteina CO € considerada o regulador principal do florescimento
fotoperiddico, sendo a sua quantidade fator limitante na inducao do florescimento. O
gene CONSTAS (CO) codifica uma proteina similar aos fatores de transcricdo do tipo
Zinc Finger (PUTTERILL et al., 1995).

Reducdo dos niveis desta proteina a metade tem mostrado atraso do
florescimento em A. thaliana (JACKSON, 2009). O gene CO integra o ritmo circadiano
e a entrada de sinal de luz para induzir a transcricdo do gene FT (JACKSON, 2009).
A abundancia de transcritos do gene CO se acumula no final do dia de acordo com o
fotoperiodo percebido pela planta (FU et al., 2014; PUTTERILL et al., 2004) atingindo
altos niveis no final do periodo de luz em regime de dia longo. A exposi¢cédo da planta
a luz é requerida para ativar a funcao da proteina CO (MATHIEU et al., 2007), a qual
€ estabilizada pela luz e degradada quando a expressdao do gene coincide com o
periodo de escuro, como no caso de dias curtos (MATIAS-HERNANDEZ et al., 2014).

Sabe-se que diferencas duracgéo do dia, que implica na abundancia transcricao
CO sob condicdes de luz estdo fortemente correlacionados com a formacédo a
montante do complexo FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKF1) —
GIGANTEA (GI). Este complexo formado € dependente da luz azul e medeia a
degradacdo dos repressores transcricionais do gene CO. Estes fatores sé&o
conhecidos como CYCLING DOF FACTORs (CDFs) (FORNARA et al. 2009).

Dos membros da familia do CDFs (CDF1, CDF2, CDF3, CDF4 e CDF5) o CDF1
tem sua funcdo de repressor de floragcdo melhor caracterizada. Isto ocorre por meio
da repressédo direta da transcricdo de CO (SUAREZ-LOPES et al., 2001). Esta
repressao que ocorre pela manh& é uma caracteristica importante que permite que

plantas de A. thaliana diferencie dias longos e dias curtos (SONG et al., 2014).
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As expressdo do CDF1 é regulada por componentes do reldgio cicardiano.
(GENDRON et al.,, 2012). Dois fatores de transcricdo codificados pelos genes
CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl) e LATE ELONGATED HYPOCOTYL
(LHY), induzem a expressédo de CDF1 pela manha (SCHAFFER et al., 1998). A tarde,
a transcricdo do CDF1 é reprimida pelos fatores de transcricdo oriundos do gene
PSEUDO-RESPONSE REGULATOR (PRR) (GENDRON et al., 2012).

Em A. thaliana, apés a ativacao do gene FT pelo CO, a proteina FT move da
folha para o meristema apical iniciando o processo de florescimento. Mathieu et al.
(2007) demonstraram que a exportacdo de proteina FT a partir de células do floema
é suficiente para induzir a floragcdo. Tanto a proteina FT como a TSF interagem com a
proteina FD (Flowering locus D) que constitui o fator de transcricdo bZIP, o qual é
fortemente e amplamente expresso no meristema apical antes da transicao floral
(TORTI et al., 2012). O complexo FT-FD ativa os chamados “flower type genes” tais
como o gene APETALA 1 (AP1) promovendo o florescimento em A. thaliana (XU et
al., 2012). Outros genes, tais como 0 SOC1 (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION
OF CONSTANS1) e o FUL (FRUITFULL) séo ativados em resposta a presenca da
proteina FT no meristema. O SOCL1 é ativado mais cedo no meristema e codifica o
fator de transcricdo MADS box que exerce papel importante como promotor floral no
meristema (TORTI et al., 2012).

Estudos em Arabidopsis thaliana e em outras espécies demonstram grande
envolvimento do gene FT na induc¢éo do florescimento, e sua ativacéo esta envolvida
com estimulos ambientais como fotoperiodo, temperatura e vernalizacdo
(CORBESIER; COUPLAND, 2005). Além disso, a proteina FT que apresenta
aproximadamente 20 kDa (XU et al., 2012) tem sido apontada como o componente
principal do chamado “florigeno” (COELHO et al., 2014). O FT codifica uma proteina
de ligagéo fosfatidiletanolamina (phosphatidylethanolamine-binding protein) membro
da familia PEBP, similar a de mamiferos (TAOKA et al, 2013).

Homologos do gene FT identificados em diferentes espécies tem demonstrado
0 envolvimento deste gene no processo de indugéo do florescimento (KOJIMA et al.,
2002; BOHLENIUS et al., 2006, FAURE et al., 2007; LIFSCHITZ et al., 2006; FU et
al., 2014)
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Colasanti e Coneva (2009) ressaltam que, apesar de partes das vias e genes
envolvidos no florescimento de Arabidopsis thaliana também terem sido encontrados
nas gramineas, estas também desenvolveram mecanismos unicos de regulacdo do
florescimento.

Em arroz, as proteinas Hd3a e OsFD1, com ortologia, respectivamente, as
proteinas dos genes FT e FD de A. thaliana, interagem via a proteina 14-3-3 nas
células do meristema apical (XU et al., 2012). A formacao deste complexo triplo de
proteinas é essencial para promover o florescimento em arroz pela proteina Hd3a
(TAOKA et al., 2013). O arroz, considerado facultativo a indugéo ao florescimento sob
fotoperiodo curto (TSUJI et al., 2013) possui algumas diferencas no funcionamento da
rede de genes que promovem a inducdo ao florescimento em Relagéo a Arabidopsis
thaliana. Essa diferenca ocorre principalmente nas rotas facultativas a indugéo do
florescimento, j& que sabe-se que as rotas controladas pelo fotoperiodo (Luz) séo
bastante conservadas (MATSUBARA et al., 2014). O controle da expresséo do gene
gue codifica a proteina Hd3a é feito pela proteina Hd1 (cujo gene é ortdlogo ao gene
CO em A. thaliana), que ao contrario da proteina CO, ndo € degradada sob as
condicBes de dias curtos. Entretanto, a atividade regulatéria do Hd1 na transcricdo da
Hd3a passa a ser repressora em condi¢des de dias longos (TSUJI et al., 2013).

Ainda, em arroz, outro gene do florigeno foi caracterizado por Komiya et al.
(2008). O gene RFT1 tem maior expressao em condicdes de dia longo, o que indica
que RFT1 codifica um florigeno especifico para essa condi¢do. Atualmente, sabe-se
que alguns genes envolvidos no florescimento de arroz ndo possuem ortologia
definida com os genes de A. thaliana para este metabolismo. Ehd1l € um promotor
floral que codifica um regulador de resposta do tipo B-Type (MATSUBARA, et al.,
2014). Este regula Hd3a e RTF1 em arroz. Ainda, o gene Ghd7, que codifica uma
proteina de dominio CCT (CO, CO-LIKE, CAB1), afeta os niveis de transcricdo dos
genes Ehd1 e Hd3a, mas néo afeta os niveis de mRNA HD1 (XUE et al., 2008). Ghd7
reprime EHd1, Hd3a, e RFT1 em condi¢des de dia longo, atrasando assim a floracao
(MATSUBARA et al.,, 2014). Assim, duas vias independentes de floracdo estao
presentes em arroz, a via HD1-Hd3a (conservada) e a via Ghd7-EHd1-Hd3a/RFT1. O
papel dos genes estudados até a atualidade e que estdo envolvidos no metabolismo

do florescimento em arroz (Oryza sativa) sob condi¢des de dias curtos e longos e em
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Arabidopsis thaliana sob dias longos esta esquematizada na Figura 2. Esta figura foi
adaptada do trabalho de Matsubara et al. (2014) (FIGURA 2).

Condigbes de Dia Curto Condigbes de Dia Longo Condigdes de Dia Longo
OsPRR1 OsLHY OsPRR1 OsLHY

OsPRR95 }\'\ /v OsPRR95 }\‘\ / PRR9
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/ CKil
OsPRR73 ——— Hd17 OsPRR73 —— 3

Hd17 ELF.
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!

Hd3a «<—— RFT1

\ / DTH3 \\ / DTH3 SOlC 1

Florescimento Florescimento Florescimento

Oryza sativa Arabidopsis thaliana

Figura 2. Representacdo esquematica de papéis de genes dentro das rotas da
inducado do florescimento em Oryza sativa (arroz) e Arabidopsis thaliana.
Genes que sé&o marcados em vermelho n&o estao presentes em A. thaliana.
Figura adaptada de Matsubara et al., 2014.

Em cana-de-acucar, cultura de alta complexidade genética, as vias de inducao
do florescimento ainda néo foram elucidadas por completo e pouca literatura se tem
disponivel a respeito (COELHO et al., 2014; GLASSOP et al., 2014; COELHO et al.,
2013) e mesmo em relagdo aos genes envolvidos no desenvolvimento floral
(DORNELAS; RODRIGUES, 2001, FIGUEIREDO et al., 2001), em face a importancia
econdmica desta cultura.

Em uma andlise in silico, genes homologos putativos envolvidos na via de
inducao de sinal do florescimento (Gl, CO, Ehd1, Ghd7 e FT) foram identificados no
banco do SUCEST por Coelho et al. (2013). Nesta busca, candidatos para os genes
Ehdl e Ghd7, os quais sao especificos de monocotiledoneas foram identificados no
banco, além de sequéncias candidatas para os genes FT contendo o dominio PEBP
e apresentando alta similaridade com a superfamilia ZCN de milho (Zea mays
CENTRORADIALIS) que codifica proteinas ortologas ao gene FT. O gene Ehd1 (Early
heading date 1) em arroz, ativa a expresséo do gene Hd3a de forma independente do



15

gene Hd1l em dias curtos, enquanto o Ghd7 suprime a expressdo do Ehdl em
condi¢des de dias longos (COLASANTI; CONEVA, 2009).

Em 2014, Coelho et al. identificaram proteinas do tipo
phosphatidylethanolamine-binding (PEBP) em cana-de-acucar semelhantes as
proteinas codificadas pelos genes FT e TFL1 de Arabidopsis thaliana. Nesta planta,
estas proteinas desempenham um papel essencial no controle da transi¢cdo da fase
vegetativa para reprodutiva. O gene TFL1 é responséavel por manter a inflorescéncia
em estado indeterminado. Quando ocorre perda da funcéo do TFL1 ocorre a formacéo
das flores terminais (BRADLEY et al., 1997). Sabe-se que a sequéncia do gene TFL1
€ muito semelhante ao gene FT (gene que codifica o florigeno), porém, TFL1 atua de
forma antagonista ao FT, pois este atrasa a floracdo (HANZAWA et al., 2005).

O antagonismo esta em que FT, como mencionado anteriormente, interage
com a proteina FLOWERING LOCUS D (FD) para promover a floragdo (ABE et al.,
2005), ja a proteina codificada por TFL1 liga-se a FD para reprimir genes a jusante,
tais como APETALA 1 (AP1) e LEAFY (LFY) na zona central do meristema (HANANO;
GOTO, 2011) atrasando a formacao da inflorescéncia.

Coelho et al. (2014) analisaram a expressao de proteinas homologas putativas
de TFL1 e FT (ScTFL1 e ScFT1) em diferentes tecidos (apice, folhas maduras e folhas
imaturas) de plantas de cana-de-agucar sob condi¢des indutivas e ndo indutivas ao
florescimento. Estas andlises mostraram que a expressdo de ScTFL1 apresentou
transcritos ao redor do apice das folhas em desenvolvimento, mas nédo no préprio
apice. A proteina ScFT1 foi detectada em folhas imaturas e regides apicais de plantas
gue cresciam vegetativamente. ApGs a transicao floral, a expresséao de ScFT1 também
ocorreu nas folhas maduras. Coelho et al. (2014) também estudaram a sobre-
expressao ectopica de SCTFL1 em A. thaliana. Estes autores perceberam o atraso da
floracdo nesta planta, como seria de esperar para um gene relacionado com TFL1.
Porém, o mesmo estudo em FT mostrou um resultado inesperado, a sobre-expressao
de ScFT1 (maior semelhanca com a proteina codificada por FT em A. thaliana)
também causou um atraso na floracdo. Os autores sugeriram que os padrbes de
expressao destes genes e 0s papéis que estes possuem na transicao floral divergiu
do papel previsto de membros semelhantes da familia PEBP em A. thaliana (COELHO
et al., 2014).
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E evidente que na atualidade ha poucos trabalhos que abordam a regulacéo
das vias do florescimento em cana-de-acucar. Ainda, dados da literatura apontam que
alguns passos desta via possam ser espécie-especificos, como mostrado nas
diferencas entre Oryza sativa (arroz) e Arabidopsis thaliana. Assim, é possivel que a
cana-de-acgucar apresente diferencas na regulagéo do florescimento, o que justifica a

busca do conhecimento de novos genes.

2.3 Inducdo artificial da floracdo de cana-de-acgucar

Apesar das incognitas em relacdo as rotas e da regulacdo dos genes
envolvidos na inducéo do florescimento em cana-de-acUcar, os fatores ambientais que
controlam a inducédo do florescimento foram bastante estudados e explorados. Isto
permite um certo controle do florescimento quando se € possivel controlar
artificialmente esses fatores ambientais.

Para um programa de melhoramento de cana-de-aclcar, a abundancia e a
qualidade das flores sdo essenciais, porém, isto de nada adianta se ndo existir o
sincronismo da época da floragdo entre genoétipos que permitam a obtencdo de
sementes de alto valor genético.

A inducéo e sincronismo da floracdo de diferentes gendtipos para a obtencao
da hibridac&o requer alguns requisitos tais como, o tempo de floracdo e condicbes
ambientais adequadas para a floracdo de cada gendtipo, instalagdes adequadas para
0 avanco ou atraso da floragdo, bem como o conhecimento dos efeitos do atraso e/ou
antecipacdao da floracédo dos diferentes genétipos.

O conhecimento dessas informacfes se torna extremamente necessario para
que se possa induzir a floracdo de diferentes genétipos de forma sincronizada. Para
isto, deve-se conhecer antecipadamente o comportamento dos genétipos que serao
induzidos em um vasto nimero de tratamentos fotoperiddicos. No Brasil, pouco se
conhece sobre o fotoperiodo indutivo dos gendtipos utilizados nos programas de
melhoramento, pois ndo sdo muitos os trabalhos desenvolvidos na area de
sincronismo de floracdo em Camara de Fotoperiodo. Melloni et al. (2015) estudaram

trés diferentes decaimentos fotoperiddicos em diferentes gendtipos e seus efeitos
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sobre a floragdo. Os autores obtiveram diferentes respostas a inducéo da floracao
desses gendtipos quanto ao decaimento, sendo que o decaimento de 45 segundos
diarios foi considerado o de melhor resposta (MELLONI et al., 2015). Os autores
também perceberam que ha gendtipos que respondem somente ha um dos estimulos
fotoperiddicos, ou seja, os gendtipos diferem em relacdo a sensibilidade do
decaimento da luz (MELLONI et al., 2015).

Sabe-se que fotoperiodos artificiais podem fazer com que genétipos que
atrasem a florac&o naturalmente possam adiantar este evento em condicdes artificiais
(NUSS, 1978). Por hora, estudos envolvendo o fotoperiodo indicam que a floragéo
precoce é obtido quando plantas de época de floracdo tardia sao transferidas para
uma camara escura antes do p6ér do sol durante 15 min (MACCOLL, 1977). Assim, se
propde que em latitudes equatoriais, aonde o comprimento do dia natural, ndo chega
a 12 h e 30 min, a iniciacdo precoce da floragéo pode ser alcangada pela iluminacao
das plantas por 20 min antes do amanhecer e, posteriormente, reducéo gradual do
tempo entre a madrugada artificial e natural antecipando a emissao floral em algumas
semanas (MOORE,1957 citado por MOORE; NUSS, 1987). Ainda, para induzir a
floracdo na cana-de-acUcar pode-se fazer, em condi¢des artificiais, uma pequena
diminuicdo de 30 a 60 segundos por dia do fotoperiodo de aproximadamente 12h e
30 min (MOORE; NUSS, 1987; BERDING, 2007), ajustando para mais ou para menos
o comprimento do dia para o local que se deseja induzir a floracéo.

Para o sincronismo da floracao é necessario atrasar ou retardar a emissao da
inflorescéncia dos genétipos. Apesar disso, os melhoristas que utilizam desta
ferramenta para obter os cruzamentos de cana-de-acucar tém percebido que se tem
mais sucesso quando se atrasa a floracdo dos gendtipos de floracdo precoce do que
guando se tenta adiantar a floracdo de gendtipos que florescem mais tardiamente
(MOORE, 1987).

A utilizac&o de luzes artificiais (lampadas) que aumentem o comprimento do dia
pode atrasar a floracdo de gendtipos precoces (BRETT; HARDING, 1974). Outro
método muito utilizado por melhoristas para atrasar a floracdo de gendtipos de
floracdo precoce € interromper o periodo de escuro com luz. Midmoore (1980)
interrompeu o periodo de escuro com 2 h de luz no meio da noite, impedindo o

florescimento de genoétipos expostas a um fotoperiodo indutivo. Este mesmo
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pesquisador percebeu que em fotoperiodo indutivo natural o desenvolvimento da
panicula € bem mais rapido, porém, a viabilidade do polen € baixa e em condi¢Ges de
atraso do fotoperiodo indutivo se observa um lento desenvolvimento da panicula, com
alta viabilidade do pélen (ROACH, 1978 citado por MOORE, 1987).

O manejo fotoperiddico € uma ferramenta ja conhecida pelos melhoristas de
cana-de-agUcar, porém € sempre conciliada com o manejo da temperatura e umidade
de solo a fim de ndo ter interferéncia na translocacdo de fotoassimilados para a
formacéo da inflorescéncia.

Em camaras de fotoperiodo os cultivares ficam expostos a temperaturas na
faixa de 21 a 31 °C, e umidade de solo em torno da capacidade de campo do substrato
(BERDING, 1981; CLEMENTS; AWADA, 1965).

2.4 Técnica do cDNA-AFLP na busca de genes candidatos

A técnica do cDNA-AFLP é uma das técnicas mais robustas e sensiveis para
encontrar genes diferencialmente expressos (AQUEA et al., 2008; VUYLSTEKE et al;
2007).

Proposta por BACHEM em 1996, esta técnica se baseia na PCR, e permite a
identificacdo de genes pouco expressos, pois ndo ha competicédo entre os fragmentos
mais ou menos transcritos, isso pelo fato de apds a digestao ser possivel a ligacao de
adaptadores conhecidos, eliminado a amplificacéo inespecifica.

Por meio desta técnica muitos trabalhos sdo realizados atualmente com a
finalidade de identificar genes diferencialmente expressos em plantas em diversas
situacdes. Dentre elas, genes diferencialmente expressos em plantas em condi¢cdes
adversas como ambientes de estresse, sob ataque de pragas e doencas
(GUIMARAES, 2007; ECKEY et al., 2004). Além disso, o uso do cDNA-AFLP é capaz
de gerar informacdes quanto ao diferente comportamento metabdlico de plantas
distintas sob a mesmas condi¢bes ambientais.

Esta técnica, segundo BREYNE et al., 2003 gera um grande numero de
fragmentos diferencialmente expressos e apresenta elevado nivel de

reprodutibilidade. Ainda, possui como principal vantagem, permitir a descoberta de
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genes ainda desconhecidos (BREYNE et al.; 2003), pelo fato de ndo haver
necessidade do conhecimento prévio da sequéncia.

Esta metodologia possibilita uma simples e rapida verificacdo da identidade da
banda no gel de poliacrilamida que pode representar diferentes fragmentos expressos
entre dois ou mais materiais. Além disso, permite a avaliacdo sistemética de quase
todos os transcritos em um dado sistema biolégico utilizando pequenas quantidades
de material inicial (BACHEM et al., 1998).

A sintese do cDNA é realizada pela da acédo da enzima transcriptase reversa,
uma enzima de origem viral que tem a capacidade de produzir uma molécula de DNA
dupla fita a partir da copia de uma molécula de RNA mensageiro. Ou seja, faz o
caminho contrario daquele percorrido pela RNA polimerase, a qual, a partir de uma
molécula dupla fita de DNA, produz o RNA.

Presumindo que as diferencas existentes entre o comportamento de diferentes
cultivares de cana-de-aclcar as mesmas condicfes de inducdo ao florescimento e
gue tais diferencas decorram de genes diferencialmente expressos, com o auxilio da
técnica de cDNA-AFLP é possivel identificar fragmentos de genes relacionados a este
evento nesta espécie, colaborando para futuros estudos mais aprofundados. Ou seja,
esta técnica auxilia estudos iniciais das redes génicas que regem os metabolismos.

O cDNA-AFLP vem sendo utilizado para muitos estudos iniciais de expressao
na linha de defesa de planta a doencas e patdgenos, tolerancia a ambientes indspitos
bem como outros metabolismos como na identificacdo de genes diferentemente
expressos nos processos fisiologicos do florescimento de muitas espécies
(CECHOVA et al., 2012, XIAO et al., 2012; XING; LIU; 2012).

Em cana-de-acucar, até o presente momento ha poucos trabalhos que visam

identificar genes envolvidos na via de inducédo do florescimento.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo encontrar possiveis genes candidatos a
inducéo ao florescimento em cana-de-agucar sob condi¢des controladas, bem como
testar a eficiéncia da técnica de cDNA-AFLP para este experimento. Ainda, verificar o
comportamento de dois grupos de cultivares de diferentes respostas a inducao
fotoperiodica ao florescimento sobre regime artificial de inducdo em Camara de

Fotoperiodo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Neste trabalho foram utilizados dois grupos de cultivares contrastantes, em
relacdo a inducdo do florescimento, quando expostas a condi¢cdes naturais de
inducao. Estas foram escolhidas com base na classificacdo dos melhoristas do Centro
de Cana do Instituto Agrondmico de Campinas. Os materiais de facil inducao
IACSP96-7569 e IACSP95-5094 s&o materiais que apresentam inflorescéncia mesmo
com poucos dias naturalmente indutivos e os materiais de dificil inducdo IACSP94-
2101 e IACSP96-3060 foram escolhidos pelo motivo de pouco se observar o

florescimento, mesmo em anos de alta somatéria de dias indutivos.

4.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado no Centro de Cana do Instituto Agronémico de
Campinas, localizado em Ribeiréo Preto-SP, Brasil, no periodo de maio de 2012 a
marco de 2014 em Céamara de Fotoperiodo Automatizada. Os cultivares receberam
diferentes tratamentos fotoperiddicos (inducédo e néo inducédo do florescimento) por
um periodo que compreende o inicio da inducao até o florescimento (os tratamentos
iniciaram em setembro de 2012 e terminaram em fevereiro de 2013), onde foram
realizadas 3 coletas (aos 5, 10 e 20 dias apds o inicio dos tratamentos) da folha +1
completa para cada cultivar para extracao do RNA total.

Foram utilizadas 5 replicatas (réplicas biolégicas) de cada cultivar para cada
tempo de coleta (5, 10 e 20 dias) dentro de cada um dos tratamentos fotoperiédicos
(inducao e ndo-inducéo). Isto foi realizado para que, apos o término do experimento,
0 maximo de réplicas apresentando sinal de inducgéo (folha bandeira) pudessem ser
utilizadas para a extragdo de RNA e utilizadas no ensaio de cDNA-AFLP. Além disso,
para cada cultivar e, em cada tratamento fotoperidédico, uma planta foi mantida intacta
(testemunha) para comprovacao ou néo do florescimento (emisséo da inflorescéncia)

no final da indugao (Figura 3). Isto ocorreu pela desconfiangca de que o processo de
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retirada de folhas poderia influenciar no processo de inducdo. O numero total para
cada cultivar foi de 12 plantas (tubetes de 3,880 L de capacidade) por tratamento
fotoperiodico. Os tubetes com os cultivares foram colocados nos vagdes da camara

de fotoperiodo em completa casualizacéo (DIC) (Figura 3).

Replicas Bioldgicas Vagdo da Camara

. IACSP96-7569 IACSP95-5094 Vagéo da Camara
Cada cultivar Delineamento Inteiramente Casualizado
Coletas
5 réplicas Q! @ JON )
| 333828
f \ 009000
(ﬁ\\ \/7\\ |/ﬁ\| |/h\| |'/7\| 8‘ O 8 O 8 .
oD . - # TERX Y
Testemunha 00 @ g © 8
Técnica do cDNA-AFLP OF N NO) _
Foram ufilizadas somente as que IACSP94-2101  IACSPI5-3060 0 020 9 ©
apresentaram folha bandeira ao final do
experimento no tratamentao indutivo _

Figura 3. Esquema do Delineamento Experimental.

4.3 Plantio dos cultivares

As gemas utilizadas para multiplicacdo das cultivares utilizadas neste
experimento foram extraidas dos 4 entrenés localizados no meio dos colmos, com
afinalidade de obter uniformidade no brotamento. Apds o brotamento, estas foram
mantidas em tubetes de 64 mL no periodo de um més em substrato Plantmax®. Apos
este periodo, as mudas foram selecionadas visualmente para sanidade, vigor e
uniformidade.

Uma vez selecionadas, uma muda de cada réplica biologica foi replantada em
vasos do tipo Citros-pote (volume de 3,880 L) para crescimento e desenvolvimento. O
plantio dos cultivares foi realizado de forma uniforme; ainda, somente o perfilho
principal foi mantido até o final do experimento com a finalidade de obter a mesma
idade fisiologica entre as réplicas biologicas. O substrato utilizado foi constituido por

terra, areia e Plantmax® em mesma propor¢ao. A mesma quantidade de substrato foi
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minuciosamente colocada em cada citro-pote. A mistura (substrato) foi adubada de
acordo com a recomendacdao (analise de solo). No momento da adubacédo ocorreu a
pesagem dos componentes da adubacdo com a finalidade de todos os perfilhos
obterem a mesma quantidade de adubo. Isto foi realizado para que néo ocorresse
interferéncia nos resultados de expresséao.

As plantas foram submetidas aos tratamentos fotoperiodicos apds atingirem um

namero médio de 5 a 6 entrends bem desenvolvidos (periodo entorno de 6 meses),

correspondendo a maturidade fisiol6gica para inducéo floral (Figura 4).

Figura 4. Plantio dos cultivares e manutencao de um perfilho por réplica.

4.4 Tratamentos Fotoperiédicos

Dois tratamentos fotoperiddicos, um de indugcédo e outro de nao-indugcdo ao
florescimento foram programados na Camara de Fotoperiodo automatizada. Quando
as plantas apresentaram 6 meses de idade, estas foram expostas aos tratamentos
fotoperiddicos. Os tratamentos iniciaram em setembro de 2012 e terminaram em
fevereiro de 2013 (esta época nao € indutiva ao florescimento natural). Inicialmente,
estas ficaram expostas por 7 dias a 12 hs e 55 min para entdo se iniciar os
tratamentos. O tratamento de inducdo partiu de 12 hs e 55 min de fotoperiodo
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decaindo diariamente 45 s de luz (tratamento ja testado para gendtipos brasileiros)
(Melloni et al.,, 2015). O tratamento de n&o-inducédo partiu de 12 hs e 55 min
acrescentando diariamente 15 s de luz (foram acrescentados somente 15 s diarios
neste tratamento para que ao final do experimento ndo ocorresse estresse por
excesso de luz).

A temperatura foi controlada no intervalo de 23 a 31 °C, com ponto 6timo de
controle a 27 °C no interior da camara de fotoperiodo para os dois tratamentos, sendo
correlata com a temperatura externa. As plantas foram irrigadas 8 vezes ao dia até a
capacidade de campo, por meio de aspersores instalados no exterior da camara de
fotoperiodo.

4.5 Coleta do material vegetal para extracdo de RNA.

As coletas foram realizadas aos 5, 10 e 20 dias considerando as informacdes
a respeito do tempo de inducdo médio que ocorre em condi¢cdes naturais indutivas ao
florescimento. Os dias de coleta se concentraram no inicio da inducdo. Em cada uma
das coletas foram retiradas a folha +1 e a bainha desta folha para cada réplica
biologica (3 replicatas). Os tecidos coletados foram envolvidos em papel aluminio,
colocados imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer (-80
°C) até o momento da extragdo do RNA total. Os tecidos foram analisados
separadamente, pois a bainha se difere da folha em morfologia e composicao, porém

esta também tem seu metabolismo muito ativo em cana-de-acucar (Figura 5).

Figura 5. Fragmento da Folha + 1 (Bainha e parte do Limbo foliar).
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4.6 Extragdo do RNA total

O RNA total foi extraido separadamente para cada réplica utilizando o reagente
Trizol (Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Depois disso, foi
realizada a quantificagcdo, a mensuracado da pureza do RNA extraido por meio de
andlise de absorbéncia (260/280nm) em NanoDrop® (Thermo)®, assim como a
verificacdo da integridade por eletroforese em gel de agarose 1,5% (SAMBROOK et
al., 2001) de cada réplica biolégica. Quantidades iguais de RNA foram misturadas
para obter uma amostra final que representou a unido das trés réplicas biologicas para
cada cultivar nas diferentes coletas e tratamentos fotoperiodicos (Figura 6). O restante

do RNA extraido de cada réplica biolégica encontra-se em ultrafreezer (-80 °C).

Cada cultivar

Extragao individual
Para cada réplica biol6gica
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Uniao das amostras

cDNA-fita dupla

cDNA-AFLP CDNA-AFLP CDNA-AFLP cDNA-AFLP
Seletiva Pre-Seletiva Ligagao Corte com enzimas

dos adaptadores Taql/Msel
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Figura 6. Fluxograma de execucdo do experimento incluindo as etapas de extracao
de RNA e técnica do cDNA-AFLP.

4.7 Sintese dos cDNAs Dupla-Fita

ApOs a extracdo de RNA, cada amostra foi tratada com DNase por meio do Kit
RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Alemanha). Este procedimento foi realizado para
gue nao houvesse interferéncia de DNA gendmico nos resultados da técnica do cDNA-
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AFLP. A sintese da primeira fita dos cDNAs foi realizada por meio do RevertaidTM H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Lituania) a partir de 1,0 yg do RNA

total, e a segunda fita foi sintetizada conforme as orienta¢cdes do fabricante (Figura 6).

4.8 Obtencao dos marcadores cDNA-AFLP

Os marcadores do tipo cDNA-AFLP foram obtidos segundo o protocolo de VOS
et al. (1995) com adaptacéo para cana-de-agucar. Para isto, 300 ng do cDNA foram
digeridos com as enzimas de restricdo Tagl e Msel e os fragmentos obtidos foram
ligados a adaptadores especificos. As reacfes de pré-amplificacdo foram realizadas
com iniciadores com uma base seletiva e as amplificacdes seletivas com primers de
duas bases seletivas (Figura 7). Foram avaliadas 64 combinacfes de primers
seletivos entre os diferentes cultivares para selecdo das combinagfes mais
polimérficas. As selecionadas foram TagAG/MseCT, TaqgAG/MseTC, TagAG/MseGT,
TagAG/MseTG (somente para limbo foliar) e TagAG/MseGA por apresentarem grande

namero de fragmentos diferencialmente expressos.

Eletroforese Selegédo dos Eluicado do FDE Reamplificagao do FDE
Acrilamida 6% FDEs

| Acrilamida 6% ©

ACTGAACTGACCGTGACCTGGCC « % « . —

010100
|

Sequenciamento Extragao do Clonagem e
plasmideo com FDE Transformacéao do
FDE

Figura 7. Fluxograma de execucdo do experimento incluindo as etapas de selecéo
dos FDEs (Fragmentos diferencialmente expressos), eluicéo,

reamplificacéo, clonagem, transformacao e sequenciamento
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Aos produtos amplificados foram adicionados tampao formamida a 98% (v/v)
contendo 10 mM EDTA, 0.025% (p/v) de azul de bromofenol e 0.025% (p/v) de xileno
cianol (2:1). Apés desnaturacdo a 90°C por 4 minutos os fragmentos foram separados
por meio de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida desnaturante a 6% e
revelados pela coloracdo com prata segundo protocolo descrito por Creste et al.
(2001).

4.9 Deteccdo, Recuperacdo e Reamplificacdo dos FDEs ((fragmentos

diferencialmente expressos)

Os FDEs foram selecionados com base na comparacgéo dos perfis moleculares
obtidos nos tratamentos fotoperidédicos de inducdo e ndo inducdo dentro de cada
cultivar e entre os cultivares avaliados. Diante da genotipagem, foram recortados
somente os fragmentos que possuiam boa resolucdo no gel ocorrendo nas seguintes

situacOes (Tabela 1):

Tabela 1. Selecao dos fragmentos diferencialmente expressos (FDES) nas diferentes
situacdes.

Cultivares de Cultivares de

Selecdo Facil inducdo Natural Dificil inducéio Natural

dos
FDES IACSP96-7569 |IACSP95-5094 IACSP94-2101 IACSP96-3060

Situacdes | NI I NI I NI I NI
1 1 0 1 0 1 0 1 0
2 0 1 0 1 0 1 0 1
3 1 0 1 0 0 0 0 0
4 0 1 0 1 0 0 0 0
5 0 0 0 0 1 0 1 0
6 0 0 0 0 0 1 0 1
7 1 0 1 0 0 1 0 1
8 0 1 0 1 1 0 1 0

Sendo que: I: Tratamento de fotoperiodo Indutivo; NI: Tratamento de fotoperiodo N&o Induntivo; 1: presenc¢a de fragmento e 0:
auséncia do fragmento
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1) presente nos cultivares submetidos ao tratamento fotoperiddico de inducéo
ao florescimento e ausentes no tratamento fotoperiodico de ndo inducdo ao
florescimento (genes ativados pelo estimulo do tratamento fotoperiddico de inducéo);

2) presente nos cultivares submetidos ao tratamento fotoperiddico de nao
inducdo ao florescimento e ausentes no tratamento fotoperiédico de inducdo ao
florescimento (genes desligados pelo estimulo do tratamento fotoperiodico de
inducao). Estas duas situacdes (1 e 2) foram desmembradas para melhor exploracao
dos dados obtidos. Assim outras situacdes foram consideradas:

3) presente nos cultivares considerados de facil inducdo submetidos ao
tratamento fotoperiddico de inducdo ao florescimento e ausentes no tratamento de
nao inducdo (genes ativados no tratamento de inducdo somente para cultivares de
facil inducao);

4) presente nos cultivares considerados de facil indugdo submetidos ao
tratamento fotoperidédico de ndo inducdo ao florescimento (genes desligados nas
cultivares de facil inducéo);

5) presente nos cultivares considerados de dificil indu¢do quando submetidos
ao tratamento fotoperiddico de inducdo ao florescimento (genes ativados no
tratamento de inducao somente para cultivares de dificil inducéo);

6) presente nos cultivares considerados de dificil inducdo quando submetidos
ao tratamento fotoperiddico de nédo inducéo ao florescimento (genes desligados nas
cultivares de facil inducéo);

7) presente nos cultivares considerados de facil indu¢éo quando submetidos ao
tratamento fotoperiddico de inducédo ao florescimento e necessariamente presentes
nos de dificil inducéo ao tratamento de ndo inducao ao florescimento (genes presentes
no tratamento controle nas cultivares de dificil indu¢do no tratamento controle, mas
ativados pelo tratamento fotoperiédico indutivo somente nas cultivares de facil
inducao);

8) presente nos cultivares considerados de dificil indu¢do quando submetidos
ao tratamento fotoperiddico de inducéo ao florescimento e necessariamente presentes
nos de facil inducéo ao tratamento de ndo inducédo ao florescimento (genes presentes

no tratamento controle nas cultivares de facil indugdo no tratamento controle, mas



29

ativados pelo tratamento fotoperidédico indutivo somente nas cultivares de dificil
inducao).

Os FDEs foram retirados do gel reidratado overnight em agua destilada, com o
auxilio de lamina de bisturi. Os fragmentos foram eluidos em 50 pL de tampao TE (10
mM de Tris-HCl e 1,0 mM de EDTA, pH 8,0) e incubados overnight a 4°C.
Posteriormente, foram submetidos a temperatura de 60°C por 2h e em seguida a trés
ciclos de congelamento e descongelamento e centrifugacdo do restante da
poliacrilamida (PATHAN et al. 2007). O sobrenadante do FDE eluido teve aliquota de
10 pL utilizada para a sua reamplificacdo, por meio da combinacdo de primers

seletivos correspondente a respectiva amplificagéo seletiva.

4.10 Purificagdo e Clonagem dos FDEs

A reamplificacao resultou em 50 pL de reacado. Desta, 8 uL foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1 % para verificar o sucesso da reamplificacdo. Apos
isto, o restante de 42 pyL do material reamplificado foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 0,8 % para purificacao utilizando o Wizard® SV Gel and PCR Clean up
system kit (Promega, Alemanha). Apds quantificacdo por espectrofotometria foram
ligados ao vetor de clonagem (pGEM®-T Easy Vector System |, Promega, Alemanha)
por meio do protocolo descrito pelo fabricante e utilizados na transformacdo de
bactérias eletrocompetentes de Escherichia colli cepa DH10B. A transformacéo das
bactérias foi realizada por meio da eletroporacdo e as bactérias transformadas
cresceram em placas de Petri com meio SOC (2% Bacto tryptone, 0.5% Bacto yeast
extract, 10mM NacCl, 2.5mM KCI, 10mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucose) e
ampicilina a 50 mg. L-1, acrescido de 20 pL de X-Gal e 80 puL de IPTG nas placas
solidas (Figura 7).

A selecdo dos transformantes foi realizada por meio de antibiético ampicilina
(colénias brancas). A extracdo do DNA plasmidial foi realizada utilizando o
NucleoSpin® Plasmid kit (MACHEREY-NAGEL, Alemanha).
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4.11 Sequenciamento e analise dos FDEs.

O sequenciamento dos FDEs foi realizado no Centro de Pesquisas sobre o
Genoma Humano e Células-Tronco, Instituto de Biociéncias - Universidade de S&o
Paulo por meio do método da terminacao da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER
et al., 1977), utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems - PE, Inc., CA, USA).

As sequéncias foram confrontadas com seis bancos de sequéncias: 1.
Transcritos do projeto SUCEST (http://sucest-fun.org); 2. Proteinas do genoma de

sorgo (http://phytozome.jgi.doe.gov, versao 1.4); 3. BAC de cana-de-acucar (SETTA

et al., 2014); 4. Proteinas do genoma de arroz (http://phytozome.jgi.doe.gov); 5.

Proteinas presentes no Phytozome (http://phytozome.jgi.doe.gov, versédo 10.3); e 6.

NCBI (banco de dados NR, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, acesso em outubro

de 2015). A busca por similaridade se deu pelo uso da ferramenta BLASTn (e-value
le-5) nos casos do banco SUCEST e dos BACs de cana-de-acucar, e BLASTx (e-
value 1e-5) para os demais bancos. Para melhor compreensdo dos resultados
encontrados via BLAST nos referidos bancos, as proteinas codificadas pelos genes
gue apresentaram similaridade com as sequéncias dos FDEs foram confrontadas com

o banco de dominio de proteinas Pfam (http://pfam.xfam.org/, verséo 28.0).



http://sucest-fun.org/
http://phytozome.jgi.doe.gov/
http://phytozome.jgi.doe.gov/
http://phytozome.jgi.doe.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://pfam.xfam.org/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio Biologico: Inducéo ao florescimento dos cultivares estudados.

O experimento realizado em Camara de fotoperiodo foi finalizado quando todos
0s cultivares que estavam sob regime fotoperiddico indutivo emitiram a folha bandeira
(garantia da inducéo ao florescimento). Todos os dias de permanéncia dos cultivares
sobre regime fotoperiddico decrescente foram considerados indutivos, sem nenhuma
interrupcdo. Assim como todos os dias em que o0s cultivares permaneceram em
tratamento fotoperiddico crescente foram considerados néo indutivos.

Apesar de terem sido utilizadas trés réplicas de cada cultivar para extra¢ao do
RNA nos ensaios de cDNA-AFLP, 5 réplicas (mais 3 testemunhas) para cada tempo
foram estudadas na camara para cada tempo de coleta. Essas foram identificadas e
avaliadas no final do experimento, para que a extracdo do RNA fosse realizada

somente no tecido de plantas que apresentaram sinal de inducgéo (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo do sinal de inducao ao florescimento das réplicas dos cultivares
IACSP96-7569, IACSP95-5094, IACSP96-3060, IACSP94-2101 aos 154
dias apds o inicio do tratamento de inducéo fotoperiodica.

Dias _ IACSP96-7569 IACSP95-5094 IACSP96-3060 IACSP94-2101
De Réplicas
Inducdo Avaliacdo Avaliacdo Avaliacdo Avaliacéo
Coleta 1 L ! ! ! F
2 I I I F
3 I N | I F
(5 dias) 4 | | | F
5 I I I F
Coleta 2 L ! N ! F
2 I I I F
3 N | I I F
(10 dias) 4 | NI | F
5 N | I I F
Coleta 3 L ! ! ! F
2 I N | I F
3 N | I I N |
(20 dias) 4 | | | N |
5 N | [ [ F

As letras I, NI e F correspondem a Induziu (apresentou folha bandeira), Ndo Induziu e Floresceu (emitiu a inflorescéncia)
respectivamente.
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Foram necessarios 154 dias de indugédo ao florescimento até que todos os
cultivares apresentassem a emisséo da folha bandeira (Figura 8).

Figura 8. Folha bandeira apresentada pelas cultivares expostas ao fotoperiodo
indutivo ao florescimento.

O primeiro material a apresentar este sinal foi o IACSP95-5094 aos 142 dias
apos o inicio da inducdo. Logo apos, aos 144 dias, o IACSP94-2101 emitiu a folha
bandeira, aos 147 dias, o cultivar IACSP96-7569. E por ultimo, a IACSP96-3060, aos
154 dias. Dentro do periodo da realizagdo do experimento, o Unico cultivar que emitiu
a inflorescéncia foi o IACSP94-2101, aos 152 dias apés a inducdo fotoperiddica.
Porém, a folha bandeira é considerada um indicio concreto de inducdo ao
florescimento, ndo sendo necessaria a completa emissao da inflorescéncia.

A inducéo da cultivar IACSP96-3060 (emisséo da folha bandeira) assim como
o florescimento da cultivar IACSP94-2101 nado era esperado, jA que pertencem ao
grupo de classificagado “dificil indugao” (classificagédo realizada pelos melhoristas do
Centro de Cana do IAC com base no comportamento desses materiais quando
expostos ao regime de inducdo natural) ndo respondendo facilmente aos estimulos
ambientais naturais que levam a inducéo do florescimento.

Segundo Pereira (1985) sao necessarios de 18 a 25 dias indutivos (somatoria)
para que haja alta resposta ao florescimento por parte dos gendtipos de cana-de-

acucar, porém, 10 dias indutivos ja causam inducdo em algumas cultivares. Sabe-se
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que dias indutivos para essa planta sao aqueles que possuem fotoperiodo menor que
o critico, 12 h 55 min, e que a temperatura deve permanecer entre 21°C a 31°C
(BERDING, 1981). Na natureza, em anos considerados muito indutivos ao
florescimento as somatorias de dias que estimulam a floragdo ndo ultrapassam 60
dias. Isto ocorre pois os dias de fotoperiodo curtos (fotoperiodo abaixo de 12 hs 55
min) que estimulam a indug¢do ao florescimento ocorrem nas estagdes de outono e
inverno no Brasil onde ocorrem estiagens (baixa precipitacdo) e baixas temperaturas
noturnas (menores que 18 °C). Dias com estas caracteristicas ndo sao considerados
indutivos e ndo entram na somatoria de dias que estimulam a floragdo mesmo com
fotoperiodo abaixo do critico.

Em contra mao ao que ocorre naturalmente, na camara de fotoperiodo todos
0s 154 dias em gue ocorreu a exposicao dos cultivares ao tratamento de inducéo
fotoperiddica foram considerados estimulante ao florescimento (fotoperiodo abaixo do
critico, temperatura adequada e 4gua no substrato). Desta forma, a exposi¢cdo dos
cultivares de dificil inducdo ao estimulo para florescer ocorreu por maior nimero de
dias do que ocorre naturalmente e isto pode ser a razdo destes materiais terem
apresentado os sinais de inducéo e florescimento.

Apesar da folha bandeira ser considerada um indicio concreto de inducéo ao
florescimento, apds o término do experimento bioldgico (154 dias), o apice de todas
as cultivares foram expostos para observacao da formacéo da inflorescéncia. Todas
as cultivares ja possuiam o meristema apical diferenciado em inflorescéncia. Isto
indica o sucesso da camara de fotoperiodo na inducao do florescimento em todas as
cultivares sob o regime de decaimento fotoperiodico.

De forma geral, em condi¢cfes naturais, quando a cana-de-acucar esta exposta
a fatores ambientais que estimulam o florescimento, a emissdo completa da
inflorescéncia ocorre ap6s 100 dias (em média) do inicio da inducdo. O estimulo
comeca no meio de fevereiro e termina (principalmente pelas baixas temperaturas e
estiagem) em comeco de abril. O florescimento ocorre no final do més de maio até
comeco do més de junho para a maioria dos genotipos de cana-de-agucar. E evidente
que a camara de fotoperiodo foi eficiente na inducdo dos cultivares, ja que todos
apresentaram sinal de inducao, porém, houve um atraso da emissao da folha-bandeira

e da inflorescéncia em relagdo ao tempo médio (60-90 dias) que ocorre em resposta
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aos estimulos naturais. Este atraso pode ter ocorrido pela diferenga na qualidade de
luz no inicio e final do periodo de luz (quando os cultivares necessariamente
permaneciam dentro da camara) em relacdo a qualidade da luz solar, que somente
era utilizada no experimento quando a temperatura externa estava na faixa
programada. E evidente que a luz solar tem qualidade superior ao conjunto de luz
artificial utilizada na Camara de fotoperiodo.

Em relacdo a camara em regime fotoperiédico crescente (ndo indutivo) néo
houve qualquer sinal de inducéo ao florescimento por parte dos cultivares estudados
durante todos os 154 dias de experimento (Figura 9). Os cultivares apresentaram-se

vigorosos e de aspecto comum ao encontrados nos campos comerciais.

Tratamento n&o indutivoao | | __Tratamento indutivo ao

Florescimentog: i Tlrlﬂrels:c“r?]entof -

I I i;‘
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}
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Figura 9. Tratamento ndo indutivo (ndo apresentam sinal de indugé&o), e Indutivo ao
florescimento (apresentam inflorescéncias).

Apesar de nao ter sido quantificado, quando os cultivares foram comparados
visualmente entre os tratamentos fotoperiddicos (indutivo e nao-indutivo) estes
apresentaram algumas diferencas morfologicas, como a espessura do colmo, que, de
maneira geral, apresentavam-se mais finos no regime indutivo ao florescimento. Além
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disso, estavam estiolados, com o0s entrends espacados neste tratamento. O nimero
de entrends dos cultivares expostos ao fotoperiodo indutivo foi menor que os do ndo
indutivo, ou seja, sessaram o crescimento (ndo houve o surgimento de novas folhas e
entrends). Quando o meristema do apice comeca a diferenciacdo para gema floral
(estédio vegetativo para reprodutivo) a planta para de formar folhas e entrends e passa
a se modificar em estruturas florais. Desta forma, houve evidéncias de que as plantas
estavam em processo de inducéo floral mesmo antes da emisséo da folha bandeira.
Estes sinais ocorreram apés 60 dias de exposicao aos tratamentos.

Havia desconfianga que a retirada da folha+1 dos cultivares pudessem causar
atraso, ou ainda, a ndo ocorréncia da inducao ou que houvesse diferenca em dias na
emissao da folha bandeira entre réplicas nos diferentes tempos de coleta (retirada da
folha em dias diferentes). Porém, ndo foi constatada essa diferenca em pelo menos
trés das cinco réplicas, ou seja, a emissao da folha bandeira ocorreu no mesmo dia
para qualquer tempo de coleta da folha+1 dentro de cada cultivar (Tabela 2). Todas
as testemunhas apresentaram sinal de inducéo, folha bandeira para IACSP96-7569,
IACSP95-5094, IACSP96-3060 e IACSP94-2101 e inflorescéncia para IACSP94-2101
nos mesmos dias das réplicas de cada uma delas. Shanmugavadivu e Rao (2010)
estudaram a remocéo de diferentes folhas de cinco variedades de cana-de-acucar no
periodo indutivo natural ao florescimento. Estes autores, diferentemente do que
ocorreu neste experimento, constataram grande relacdo das folhas com a inducéo,
isso porque, quando retirou-se a folha+1 houve atraso na emissao da inflorescéncia
em relacdo as testemunhas. Julien (1966) (citado por SHANMUGAVADIVU; RAO,
2010) sugeriu que folhas maduras possuem inibidores do florescimento, assim, a
retirada de folha jovem e metabolicamente ativa pode fazer com que os materiais nao
induzam. Para este experimento, a folha +1 foi retirada uma vez para cada réplica e o
desenvolvimento de novas folhas durante todo este periodo (154 dias) podem ter feito
com que as réplicas de cada cultivar fossem induzidas todas ao mesmo tempo.

Ainda, a muito sabe-se que o pigmento responsavel pela percepgdo do
fotoperiodo indutivo ao florescimento é o Fitocromo, e este € abundante em toda
planta (TAIZ; ZAIGER, 2013). Isto também pode ter contribuido para o comportamento
similar dos cultivares em relacdo ao dia de emisséao da folha bandeira entre as réplicas

cultivares para os diferentes dias de coleta (retirada das folhas).
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A Cémara de Fotoperiodo foi eficiente na inducdo ao florescimento dos
cultivares que estavam sob regime fotoperiédico decrescente. Muitos sédo os trabalhos
gque demonstram a eficiéncia de Camaras como esta na inducdo artificial do
florescimento em cana-de-acucar (BERDING et al., 2004, BERDING et al., 2007;
BERDING et al., 2010; MELLONI et al., 2015).

A emissao da folha bandeira entre as réplicas dos cultivares no mesmo dia
demonstra que a Camara de fotoperiodo foi eficiente na inducéo do florescimento ndo
importando a posicdo da réplica no vagao. Essa uniformidade também pode ser
relacionada com a idade cronologica e fisiologica entre as réplicas que eram
semelhantes para cada cultivar. Além disso, essa uniformidade foi garantida pela
mantenca e manutencao de um perfilho por vaso, bem como os tratos culturais, que

foram realizados igualmente em todos os tratamentos e réplicas.
5.2 Técnica de cDNA-AFLP
A técnica de cDNA-AFLP utilizando as enzimas de restricdo Tagl e Msel e a

combinacdo de primers com duas bases seletivas proporcionou um grande nimero

de fragmentos diferencialmente expressos (Figura 10).

Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
Ndo indutivo indutivo N3o indutivo indutivo Ndo indutivo indutivo Ndo indutivo indutivo
IACSP96-7569 IACSP96-7569 IACSP95-5094 IACSP95-5094 IACSP96-3060 IACSP96-3060 IACSP94-2101 IACSP94-2101
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Figura 10. Fragmentos diferencialmente expressos (FDEs) para a combinagéo
seletiva TagAG/MseGT obtidos por meio da técnica de cDNA-AFLP
entre as cultivares IACSP96-7569, IACSP95-5094, IACSP96-3060,
IACSP94-2101 nos diferentes tratamentos fotoperiddicos revelados em
gel de poliacrilamida desnaturante a 6% e corado com nitrato de prata.
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De acordo com a analise dos géis de poliacrilamida, 162 fragmentos
diferencialmente expressos (FDE) foram retirados e eluidos. Destes 162 FDEs, 63

fragmentos foram reamplificados e clonados.

5.3 Analise das sequéncias

O tamanho das sequéncias variaram de 77 a 377 bases. Destas, ap0s a analise
nos bancos, o0 nimero que apresentou similaridade com o SUCEST foi de 23, com
Proteinas do genoma de sorgo, 16, com BAC de cana-de-acgUcar, apenas 1, com
Proteinas do genoma de arroz, 16, com Proteinas presentes no Phytozome, também
16, e finalmente, com o NCBI, 23.

Vinte e trés sequéncias apresentaram identidade com genes em diferentes
espécies (Tabela 3). As outras 40, que ndo apresentaram similaridade (no hits) com
nenhuma outra sequéncia, provavelmente nao foram depositadas nestes bancos (nao
conhecidas), ou o tamanho dos fragmentos foi um fator limitante para encontrar
similaridade com alguma sequéncia.

Destas 23 sequéncias, oito mostraram similaridade com Sorghum bicolor
(sorgo) (LM-29, LM-07, LM-03, LM-19, LM-20, LM-44, LM-52, LM-49). As sequéncias
LM-49, LM-52, LM-44, LM-07, LM-19 e LM-29 apresentam similaridade com proteinas
hipotéticas e as LM-03 e LM-20 com proteinas ainda ndo caracterizadas em sorgo.
Ainda, com base nas analises das sequéncias, das 23, duas apresentaram
similaridade com banco de Oryza sativa (arroz) (LM-30, LM-55). A LM-30, apresentou
similaridade com gene que codifica uma endonuclease em arroz, e a LM-55, a uma
proteina hipotética também em arroz.

As sequéncias LM-02 e LM-01 apresentaram similaridade com uma proteina
putativa puroindoline b, que séo proteinas de defesa das plantas contra bactérias
(CHARNET et al, 2003). Provavelmente, estas sequencias (LM-01 e LM-02) podem
nao estar relacionadas ao estudo do florescimento, podendo ser uma defesa da planta
a alguma bactéria instalada em uma das réplicas.

A LM-22 apresentou similaridade com o gene TNP2 em Glycine max (Soja) que
codifica uma transposase-like. E evidente a importancia das transposases nos

metabolismos dos seres vivos. Os mecanismos epigenéticos como 0s transposons



Tabela 3. Resultados das analises dos fragmentos diferencialmente expressos (FDES) nas cultivares de cana-de-agucar
IACSP96-7569, IACSP95-5094, IACSP96-3060, IACSP94-2101 submetidas aos tratamentos fotoperiodicos de
inducao e ndo inducéo ao florescimento.

FDE Tecido ((:(;)ilaest? (ig?qt:j;\ﬂi;@e?)o T(abrgsgsh)o Identificacao Descrigao do banco de dados E-value Iden(toi/zj)ade
LM-01 Folha 5 AGICT 377 CAQ43070.2 Putative puroindoline b protein 6,00E-13 97,14
LM-02  Folha 10 AG/CT 100 CAQ43070.2 Putative puroindoline b protein 2,00E-11 100,00
LM-03  Folha 5 AGICT 167 XP_002448940.1 Putative uncharacterized protein Sh05g002035 5,00E-20 72,72
LM-07  Folha 10 AG/CT 243 XP_002445353.1 hypothetical protein SORBIDRAFT_07g011900 [Sorghum bicolor] 3,00E-27 79,74
LM-11 Bainha 5 AGICT 242 XP_002331606.1 Predicted protein [Populus trichocarpa] 5,00E-12 44,59
LM-17 Folha 10 AGICT 104 AAL75983.1|AF466203_12 Putafive gag-pol precursor -orf2 [Zea mays] 5,00E-09 79,41
LM-19 Folha 20 AG/CT 285 XP 002443330.1 hypothetical protein SORBIDRAFT_08g017590 [Sorghum bicolor] 3,00E-40 92,30
LM-20  Folha 20 AG/CT 258 XP_002442592.1 Putative uncharacterized protein Sh08g022600 9,00E-24 67,50
LM-21  Folha 20 AG/CT 249 ZP_03932026.1 fimbrial associated sortase family protein [Corynebacterium accolens ATCC 49725] 2,00E-39 98,76
LM-22  Folha 20 AG/CT 227 ACT98135.1 TNP2 transition protein 2 [Glycine max (L.) Merr.] 2,00E-17 61,11
LM-27  Folha 20 AG/CT 170 BAJ86690.1 Predicted protein in Hordeum vulgare var. distichum (Domesticated barley) 2,00E-22 85,71
LM-29 Bainha 5 AG/CT 141 XP_002445353.1 Hypothetical protein SORBIDRAFT_07g011900 [Sorghum bicolor] 4,00E-10 64,44
LM-30 Folha 5 AGIGT 142 AAK13589.1 *rRNA intron-encoded homing endonuclease, partial [Oryza sativa]. 4,00E-18 100,00
LM-39 Bainha 20 AG/CT 277 ZP_06064002.1 UDP-N-acetylmuramyl pentapeptide synthase [Acinetobacter johnsonii SH046] 1,00E-43 98,47
LM-40 Bainha 20 AGICT 251 XP_546346.2 Similar to S-phase kinase-associated protein 2 isoform 1 [Canis familiaris] 3,00E-08 75,00
LM-41 Bainha 20 AG/CT 242 XP_002331606.1 Predicted protein [Populus trichocarpa) 5,00E-12 44,59
LM-44 Bainha 20 AG/CT 196 XP 002447406.1 Hypothetical protein SORBIDRAFT_06g000520 [Sorghum bicolor] 4,00E-22 95,65
LM-49 Folha 5 AG/CT 194 XP_002447406.1 Hypothetical protein SORBIDRAFT_06g000520 [Sorghum bicolor] 1,00E-26 93,75
LM-52  Folha 5 AG/CT 202 XP_002441639.1 Hypothetical protein SORBIDRAFT_09g030760 [Sorghum bicolor] 6,00E-10 100,00
LM-53 Folha 10 AGIGT 247 XP_002455443.1 Unknown [Trifolium repens] 6,00E-31 77,89
LM-55 Folha 10 AGIGT 164 EEE59342.1 Hypothetical protein OsJ_11425 [Oryza sativa) 1,00E-09 53,70
LM-58  Folha 20 AG/GT 157 ZP_06726878.1 Ribonucleoside-diphosphate reductase 2,00E-24 100,00
LM-59 Folha 20 AG/GT 211 XP 001731432.1 Hypothetical protein MGL_1615 [Malassezia globosa CBS 7966] 3,00E-28 81,42

8¢
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ainda néo foram associados aos metabolismos da inducéo do florescimento, porém é
provavel que possa existir alguma relacdo entre os elementos transponiveis e o
processo de inducao do florescimento. Tamaki et al. (2015) em estudos com arroz
sugeriram uma ligacdo entre a inducdo floral e a regulacdo dos elementos
transponiveis.

Ainda, as sequéncias LM-11, LM-27 e LM-41 possuem similaridades com
proteinas preditas de diferentes espécies. LM-11 e LM-41 possuem similaridade com
essas em Populus trichocarpa (Arvore Choupos) e LM-27 em Hordeum vulgare
(Cevada).

As LM-59, LM-21 e LM-39 provavelmente sdo sequéncias que nao estao
relacionadas com o metabolismo do florescimento, ja que apresentaram similaridade
com fungo (LM-59) e bactéria (LM-21 e LM-39). Estas podem ter sido proveniente de
alguma contaminacdo durante a execug¢do do experimento. A LM-40, apresentou
similaridade com S-phase kinase-associada proteina 2 isoforma 1 em Canis familiaris
(Céo), porém, esta sequéncia pode néo ter sido oriunda de contaminacao, ja que
proteinas codificadas por este gene sdo similares as encontrada em plantas. LM-53
apresentou similaridade com uma proteina ndo conhecida em Trifolium repens (Trevo
branco) e LM-21 com a familia de proteinas sortase em Corynebacterium accolens
(bactéria). LM-58 com ribonucleoside-diphosphate reductase em Escherinchia coli,
uma proteina componente da replicacdo nesta bactéria, provavelmente outra
contaminacao. Por fim, a LM-17 apresentou similaridade com um precursor putativo
de gag-pol-orf2 em Zea mays (milho).

Como a maioria das sequéncias mostraram similaridade com genes que
codificam proteinas preditas, hipotéticas e desconhecidas, as sequéncias de
aminoacidos das proteinas codificadas pelos genes foram confrontadas com o banco
de dominio de proteina (Pfam) (Tabela 4).

A analise mais detalhada destas sequéncias no banco de dominio de proteinas
mostrou que 26% apresentaram caracteristicas que podem ser relacionadas a
inducéo ao florescimento. Dentre as que se destacaram, as sequéncias LM-29 e LM-
07 (proteinas hipotéticas em Sorgo) possuem trés dominios (Tabela 4). Estas duas
sequéncias possuem similaridade com o mesmo gene (XP_002445353.1) (Tabela 4).

Dentre os dominios a qual pertence a proteina codificada por este gene, o dominio
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Zinc knuckle destaca-se por estar envolvido nos processos de indugéo floral. De fato,
a proteina Indeterminada 1 (ID1) que desempenha papel fundamental na regulagéo
do florescimento em milho também é membro de uma familia de Zinc-finger (KOZAKI
et al. 2004). Da mesma forma, a proteina Cys-2/His-2 zinc-finger, codificada pelo gene
RDI1 esta estreitamente relacionado a passagem do estadio vegetativo para o
reprodutivo em plantas de arroz, sendo que, plantas mutantes e homozigoéticas para
o0 RDI1 nao florescem (WU et al.; 2008).

Grande parte dos Zinc-finger (funcdo biologica) funcionam como médulo de
interacdo que se ligam ao DNA, RNA, proteinas ou outras moléculas que séo
importantes no metabolismo. E importante ressaltar que as variagdes que ocorrem na
estrutura destas moléculas servem principalmente para alterar a especificidade de
ligacdo de uma proteina particular. Hoje, os estudos realizados na exploracédo deste
dominio de proteinas nas plantas tem investigado as nucleases e fatores de
transcricdo de Zinc-finger (NOGUERO et al., 2013; PAUL; KUMAR, 2015; SUN et al.,
2015; VENKATESH; PARK, 2015)

Chen e Ni (2006) por meio de um mutante de Arabidopsis thaliana chamado
RFI2, que € insensivel a percepcdo de vermelho e vermelho-extremo, perceberam
gue essa mutacao afetou a expressao dos genes CO e FT, tanto em dia longos (16h
de luz) quanto mais curtos (8 horas de luz). A regido do DNA, em que houve a
mutacédo, codifica uma proteina nuclear Zinc-finger tipo C3H2C3 ou de dominio RING
gue pode mediar as interacdes proteina-proteina. Estas sequencias que possuem
similaridade com genes que codificam proteinas com o dominio Zinc knuckle podem
estar diretamente relacionadas a inducao do florescimento.

A sequéncia LM-40 se destaca por ter similaridade com um gene que codifica
a proteina S-phase kinase-associated protein 2 isoform 1. Ainda, o dominio desta
proteina (F-BOX) sugere forte relacao aos processos de inducao ao florescimento. Em
Arabidopsis thaliana, planta facultativa de dia longo, as proteinas FLAVIN-BINDING,
KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKF1) sédo ativadas pela luz azul e promovem a floragao
atraves da regulacéo transcricional e pos-transcricional que regulam o gene CO em
condi¢Bes indutivas de florescimento, ou seja, fotoperiodo acima do critico, dia longo
(IMAIZUMI et al., 2005). Han et al. (2015) estudaram os efeitos do F-BOX 1 (FKF1)
em arroz, ja que, diferente de Arabidopsis thaliana responde facultativamente ao



Tabela 4. Dominio e Familia das proteinas transcritas dos genes que apresentam similaridade com as sequéncias.

Tratamento Coleta  ro0ido FOT Pfam Descrigdo e-value
(tempo) Sequeéncia Dominio Familia
Retrotrans gag Retrotransposon gag protein 1,30E-08
RVT1 Reverse transcriptase 2,20E-27
5 DIAS B LM-29 RVP2 Retroviral aspartyl protease 1,10E-29
Rve Integrase core domain 8,60E-12
zf-CCHC Zinc knuckle 2,00E-06
20 DIAS B LM-39 Mur ligase Mur ligase family, catalytic domain 1.7e-07
20 DIAS B LM-40 F-box-like F-box-like 1.7e-14
20 DIAS B LM-41 DUF4283 Dominio de fungdo desconhecida 1.2e-36
10 DIAS F LM-02 Tryp alpha amyl Protease inhibitor/seed storage/LTP family ~ 1.3e-12
Retrotrans gag Retrotransposon gag protein 1,30E-08
RVT1 Reverse transcriptase 2,20E-27
. 10 DIAS F LM-07 RVP2 Retroviral aspartyl protease 1,10E-29
Indutivo :
(Situacdes 1, 3 e 5) Rve Integr_ase core domain 8,60E-12
zf-CCHC Zinc knuckle 2,00E-06
Dnaj DnaJ domain 0.0029
20 DIAS 5 LM-19 Pinin SDK mesma pinin/SDK/memA/ protein conserved region  0.0016
Transportase Transposase family tnp2 1.1e-100
DUF4218 Dominio de fun¢éo desconhecida 4.0e-55
20 DIAS F LM-22 DUF4216 Dominio de funcéo desconhecida 2.6e-28
Transpos assoc Transposase-associated domain 1.1e-21
5 DIAS F LM-30 ndo encontrado né&o encontrado ndo encontrado
MULE MULE transposase domain 1.4e-20
10 DIAS F LM-53 FAR1 FAR1 DNA-binding domain 3.8e-17
SWIM SWIM zinc finger 3.5e-05
20 DIAS F LM-59 PEPCK ATP Phosphoenolpyruvate carboxykinase 4.8e-216
5 DIAS F LM-03 RVT1 Reverse transcriptase 9.5e-08
RVT1 Reverse transcriptase 3.2e-40
20DIAS F LM-20 EXO endo phos  Endonuclease/Exonuclease/phosphatase family 0.00018
N0 indutivo 20 DIAS F LM-21 Sortase o Sortase Family 3.9e-26
(Situacdes 2, 4 e 6) 20 DIAS F LM-27 zf-BED BED zinc finger 6.1e-06
20 DIAS B LM-44 Sugar tr Sugar (and other) transporter 4.3e-90
5 DIAS F LM-52 ndo encontrado né&o encontrado ndo encontrado
DDE Tnp 4 DDE superfamily endonuclease 4.9e-31
10DIAS F LM-55 Myb DNA-bind 3 Myb/SANT-like DNA-binding domain 2.5e-29
5 DIAS F LM-01 Tryp alpha amyl Protease inhibitor/seed storage/LTP family ~ 1.3e-12
5 DIAS B LM-11 DUF4283 Dominio de fungdo desconhecida 1.2e-36
Ind./N&o ind. RVT1 Reverse transcriptase 1.2e-24
(Situacdes 7 e 8) 10 DIAS F LM-17 RVT3 Reverse transcriptase-like 1.1e-22
5 DIAS F LM-49 Sugar tr Sugar (and other) transporter 4.3e-90
10 DIAS F LM-58 n&o encontrado ndo encontrado n&o encontrado
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fotoperiodo de dias curtos. A proteina OsFKF1 (FKF1 em arroz) induz o ativador floral
Ehd2 e regula negativamente a expresséao do repressor floral Ghd7, estes expressam
e suprimem o Ehdl (CO-like) em arroz, respectivamente (HAN et al. 2015). Ainda,
estes mesmos autores perceberam que a OsFKF1 independe do fotoperiodo para
induzir o florescimento em plantas de arroz, o que ndo ocorre em A. thaliana (ativadas
pela luz azul) (HAN et al., 2015).

A sequéncia LM-53 apresenta similaridade com gene que codifica proteina que
possui 3 dominios: MULE transposase, FAR1 DNA-binding e SWIM zinc finger. Reyes
et al. 2004 relataram que a proteina transcrita pela regido GATA, (proteina de dominio
DNA-binding, classe IV de zinc finger na forma de CX2CX17-20CX2C seguida de uma
regido basica) € dependente da luz e nitrato. Estes dominios, quando confrontados
com os bancos de sequéncias de plantas apresentaram similaridade com regides de
controle do florescimento (REYES et al., 2004).

Como resultado, estes autores encontraram que a regido de dominio de GATA
zinc finger, (polipeptideos de diferentes subfamilias) sdo caracterizados pela presenca
de mais dominios: dominio acidic, dominio CCT (CONSTANS, CO-like, e TOC1), ou
um dominio transposase-like, como encontrado em FAR1 e FHY3. A sequéncia LM-
53 apresenta dominios de Zinc finger, MULE transposase e FAR1 DNA-binding, o que
pode indicar relagdo com a inducéo ao florescimento. Mutantes para FAR1 e FHY3
apresentam reducédo na inibicdo do alongamento do hipocétilo quando exposto a luz
de vermelho estremo sugerindo envolvimento destas proteinas com o fitocromo
(REYES et al., 2004).

LM-19 (proteina hipotética em Sorgo) pertence a familia de proteinas
pinin/SDK/memA/ protein conserved region, e dominio DnaJ quando confrontada no
Pfam. Em 2011, Shen et al. apontaram o J-domain como sendo um mediador da
integracdo dos sinais do florescimento em Arabidopsis thaliana. Estes autores
sugerem que ele medeia a regulacao da transcricdo dos genes FLOWERING LOCUS
T e 0 SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1. Segundo estes
autores, varios estimulos florais, como vernalizagéo, fotoperiodo e GA (fitoregulador
Giberelina) regulam a expressao de J3, que pertence ao mesmo dominio da proteina

expressa pela sequéncia do gene que apresenta similaridade com a sequéncia LM-
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19. Isto mostra a possivel relacdo desta sequéncia com o metabolismo da inducdo do
florescimento.

As sequéncias anteriormente apresentadas correspondem aos fragmentos
retirados das situacdes (1,3 e 5) exclusivas do tratamento indutivo ao florescimento.

Dentre os FDEs que apareceram no tratamento n&o indutivo (situagdes 2, 4 e
6), a LM-27 (proteina predita em cevada) se destaca. Esta sequéncia tem similaridade
com o0 gene que codifica a proteina de dominio BED zinc finger. Proteinas deste
dominio se ligam ao DNA, o que pode sugerir que sao fatores de transcricdo. O
resultado sugere que este fator de transcricdo esta presente somente quando a planta
ndo esté induzida ao florescimento, ja que aparece somente quando em tratamento
nao indutivo. Provavelmente este fator de transcricdo é reprimido durante a inducao
do florescimento.

Em gramineas, muitos dos genes e proteinas envolvidos no processo de
inducéo do florescimento ainda ndo foram caracterizados. Isto explicaria proteinas
hipotéticas ou preditas. Além disso, é evidente que muitos dos FDEs identificados nos
diferentes tratamentos fotoperiddicos ndo foram descritos neste trabalho, também
devido aos poucos estudos realizados em cana-de-agucar, o que dificulta o
entendimento das proteinas diferencialmente codificadas nas situacbes aqui
estudadas. Para algumas sequéncias, ndo foram encontrados dominios no Pfam (LM-
30, LM-52 e LM-58), e outras, apresentaram dominios de funcdo desconhecida (LM-
41, LM-22 e LM-11).

As sequéncias aqui apresentadas possuem grandes chances de estarem
envolvidas na inducao do florescimento em cana-de-acuUcar, principalmente, pelo fato
de terem sido identificadas a partir de um experimento conduzido em condicbes
controladas de inducéo de fotoperiodo, até entdo ndo realizado para cana-de-acucar.
Dentre os FDEs identificados, 63% n&o apresentaram similaridade com sequéncias
depositadas nos bancos acessados, e provavelmente podem representar transcritos
que codifiquem proteinas ainda ndo identificadas em cana-de-acUcar, né&o
representados no Banco do SUCEST e demais bancos atualmente disponiveis. Ou
ainda, podem ser RNAs reguladores, os quais néo seriam traduzidos em proteina.

E evidente que, a maioria dos fragmentos que ndo apresentaram similaridade

com nenhuma sequéncia foi proveniente de tecido da bainha foliar, mesmo explorando
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quantidades semelhantes de fragmentos diferencialmente expressos nos dois tecidos.
O tecido da bainha foliar, em cana, ainda nao foi explorado em trabalhos desta
natureza e possivelmente ndo ha bibliotecas que possuam detalhes das expressfes
génicas que ocorrem neste tecido. O maior banco de transcritos em cana-de-acucar
€ 0 SUCEST (VETTTORE et al. 2003), neste banco, ndao ha bibliotecas do tecido da
bainha. Desta forma, este trabalho pode contribuir para incremento de bibliotecas e
auxiliar em estudos posteriores.

Os estudos realizados neste trabalho s&o considerados iniciais, e
posteriormente algumas sequéncias serdo melhor analisadas por meio de PCR
quantitativa. Esta analise mais profunda contribuird para o conhecimento das vias que
regulam a fase inicial do florescimento. Dentre as sequéncias, as LM-40, LM-19 e LM-

53 sdo candidatas a validacéo por RT-PCR.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos foi possivel concluir que:

v

Cultivares que séo considerados de dificil inducéo natural, induzem e
chegam a florescer em regime artificial (controle artificial dos fatores
ambientais) de inducéo ao florescimento.

A técnica do cDNA-AFLP é eficiente, visto que encontrou muitos
fragmentos diferencialmente expressos.

Trés sequencias, LM-40, LM19, LM-53 possuem grande potencial de
representar alguma participacao no repertorio génico do metabolismo da
inducao em florescimento em cana-de-acucar.

E provavel que alguns dos FDEs obtidos possam estar envolvidos nos
metabolismos da indugdo do florescimento, porém ainda ndo foram

identificados na literatura.
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