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RESUMO

O efeito verdejante com consequente ganho de produtividade apds a
aplicacdo de fungicidas com ingrediente ativo Piraclostrobina tem sido alvo de
estudos em varias culturas. Entretanto, ndo se conhece o efeito deste ingrediente
ativo em genes envolvidos com a rota do florescimento em cana de agucar. O
objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de Piraclostrobina nos genes SciD1,
ScFT1 eScFT2 obtidos na cultivar RB867515 de cana de agucar. O experimento
foi realizado em condi¢Ges de campo na Fazenda Muquém pertencente a
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. Estabeleceu-se em delineamento
experimental de blocos ao acaso com trés repeti¢cGes. O arranjo dos tratamentos
foi em esquema fatorial 2 x 3, sendo dois niveis ou doses de fungicida e trés
periodos (dias) apés a aplicacdo do fungicida. As coletas dos materiais vegetais
foram realizadas aos 35, 65 e 85 dias ap6s a aplicacdo (DAA) do fungicida
Opera®. A analise dos dados foi realizada por meio do programa Rotor-Gene
Series Pure Detection (Versdo 2.0.2). Para o céalculo da expressdo relativa de um
gene alvo, foi calculada a sua eficiéncia de transcri¢cdo e o desvio Cq de uma
amostra desconhecida em comparagdo com um controle, e expresso em relacdo a
um gene de referéncia. Observou-se que o ingrediente ativo Piraclostrobina teve
efeito na expressdo dos genes ScID1, ScFT1 e ScFT2 obtidos na cultivar em
estudo. Existe mudanca no padrdo de expressdo do gene ScID1 aos 35 DAA. Ha
mudanca no padrdo de expressao do ScFT1 e ocorre inibicdo floral aos 65 DAA.
Para o gene ScFT2, a mudanca ocorreu no padrdo de expressdao aos 35 DAA
para 0 grupo tratamento e controle, e aos 65 DAA para tratamento; ocorrendo
inibicdo floral aos 65 DAA.

Palavras-chave: Estrobilurinas. Expressao génica. Saccharum spp.



ABSTRACT

The green effect with consequent productivity gains after application of
Pyraclostrobin, a fungicide active ingredient, has been studied in various crops.
However, the effect of this active ingredient toward genes involved in the
flowering pathway in sugarcane is unknown so far. In this study, we aimed to
evaluate the effect of Pyraclostrobin on SclD1, ScFT1 and ScFT2 genes found in
sugarcane, RB867515 cultivar. This cultivar was grown at Muquém farm
belonging to the Federal University Lavras, State of Minas Gerais. The
experiment was established in randomized block design with three replications.
Treatments were arranged in 2 x 3 factorial scheme consisting of two levels or
doses of fungicide, and three periods (days) after fungicide application.
Collections of plant material were carried out at 35, 65 and 85 days after
Opera® fungicide application. Data analyses were performed by using the
Rotor-Gene Series Pure Detection Software (version 2.0.2). The relative
expression of a target gene was obtained by estimating the transcription
efficiency and Cq deviation of an unknown sample, compared to a control, and
expressed in relation to a reference gene. We found that the application of
Pyraclostrobin affects the expression pattern of ScID1, ScFT1 and ScFT2 genes
in the cultivar under study. For ScID1 gene, changes in terms of expression
pattern occurred about 35 days after fungicide application. For ScFT1 gene,
changes in terms of its expression pattern and floral inhibition occurred about 65
days after fungicide application. For SCFT2 gene, changes in terms of expression
pattern occurred about 35 days after fungicide application for the treatment and
control, and about 65 days after fungicide application only for the treatment. The
floral inhibition for this gene occurred 65 days after fungicide application.

Key-words: Strobilurin. Gene expression. Saccharum spp.
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1 INTRODUCAO

A cana de agucar (Saccharum spp.), pertence a familia Poaceae e a
classe das monocotileddneas. E a principal fonte de matéria prima para a
fabricacdo de produtos como acucar, alcool (etanol) e aguardente; o que a torna
uma importante fonte de renda e consequente desenvolvimento. Seu componente
mais valioso € a sacarose, pois dela se obtém o aglcar e o alcool etilico, os dois
produtos de maior exploracio econdmica (SANTOS; BOREM; CALDAS,
2012). Ainda que esses produtos possam ser gerados a partir de outras plantas,
atualmente a cana de aglcar destaca-se como a matéria prima mais utilizada,
contribuindo com 89.527.366 tonelada de AgUcar Total Recuperavel (ATR)
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2015).

Brasil ocupa uma posicdo de destaque na producdo de acglcar e etanol,
sendo considerado o primeiro Pais no mundo em relacdo ao abastecimento
desses produtos (CONAB, 2015). Proje¢Bes positivas sdo esperadas para 0S
proximos anos devido, principalmente, ao consumo interno do etanol e
exportacdo do agucar. O pais possui disponibilidade de &reas cultivaveis, ndo
afetando a producdo de outros alimentos, além de tecnologia de producédo e
estrutura de distribuicdo (BRASIL, 2014).

No que se refere a area destinada para a atividade sucroalcooleira,
estima-se que na safra de 2015/2016 serdo cultivados cerca de 9.070,4 mil
hectares. O estado de Sdo Paulo continua como o maior produtor com 51,7%
(4.687,6 mil hectares) de area total plantada, seguido por Goias com 9,8%
(891,6 mil hectares), Minas Gerais com 8,9% (808 mil hectares), Mato Grosso
do Sul com 7,5% (682,3 mil hectares), Parana com 6,8% (620,1 mil hectares),
Alagoas com 4,3% (386 mil hectares) e Pernambuco com 3% (276,3 mil
hectares). Estima-se que a produgdo de agUcar cres¢a 5%, chegando a 37,35

milhdes de toneladas; e, em relacdo a producdo do etanol, estima-se que alcance
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cerca de 29,2 bilhdes de litros, incremento equivalente a 539,2 milhGes de litros
em relacdo a safra de 2014/15 (CONAB, 2015).

No entanto, essa alta produtividade pode ser influenciada negativamente
pelo florescimento, em que as reservas de sacarose sdo reduzidas e revertidas em
energia, levando a isoporizacdo (SANTOS; BOREM; CALDAS, 2012). Em
funcdo da isoporizacdo, ocorrem mudancas na distribuicdo de agua,
redistribuicdo de nutrientes organicos e inorganicos e diminuigdo nas reservas de
carboidratos. Mesmo ocorrendo diferencas entre as cultivares, a isoporizacao
resulta na diminuicdo na porcentagem de caldo de cana, com consequente
aumento no teor de fibras; elevando a produgdo de bagaco (RODRIGUES,
1995).

A transicdo para o florescimento é caracterizada por alteragdes no
padrdo de morfogénese e diferenciacdo celular, sendo estimulado por fatores
enddgenos e/ou externos (TAIZ; ZEIGER, 2013). O florescimento paralisa o
crescimento vegetativo do colmo, promovendo a perda em acimulo de agucar, e
induzindo a planta a translocacdo de assimilados para formacdo da folha
bandeira, a qual protege a inflorescéncia. Apés o florescimento, a cultura entra
em senescéncia; permitindo novas brotacdes e impactando negativamente na
quantidade de acUcar acumulado; uma vez que a planta transloca assimilados
para novos brotos (CONAB, 2015). Apesar desse processo ser considerado
vantajoso sob ponto de vista evolutivo, estudos vem sendo desenvolvidos com o
objetivo de evitar o florescimento em cana de agucar, tanto por melhoramento
genético como pelo uso de reguladores vegetais, objetivando o aumento da
produtividade.

Entre as técnicas empregadas para a promocdo da produtividade de
culturas de interesse comercial, a utilizacdo de fungicidas que tenham como
ingrediente ativo a Piraclostrobina tem sido cogitada. Esta substancia promoveu

efeito fisioldgico positivo quanto ao incremento na produtividade (VENANCIO
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et al., 2003; TROJAN, 2009) observadas em culturas como milho (BARBOSA
et al., 2011), trigo (TROJAN, 2009) e soja (RODRIGUES, 2009; SOARES et
al., 2011). Em relacdo a cana de acucar, os efeitos da aplicagdo de fungicidas
com ingrediente ativo Piraclostrobina ainda sdo pouco conhecidos, 0 que tem
estimulado as investigaces fisioldgica e molecular dessa substancia em relagdo
ao florescimento nesta cultura.

O gene INDETERMINATEL1 (ID1), que é expresso em folha imaturas
de milho (CONEVA; ZHU; COLASANTI, 2007), codifica um fator de
transcricdo que desempenha um importante papel na regulacao da transicdo para
floragdo, em que plantas mutantes idl apresentam uma fase de crescimento
vegetativo prolongado e ndo formam flores normais (WONG; COLASANTI,
2007). Foi identificado um padrdo de semelhanga entre genes ID1 em outras
gramineas, 0 que sugere uma possivel semelhanca dessa fungdo (COLASANTI
et al., 2006). Em cana de acucar, foi isolada uma sequéncia parcial de SciD1,
sugerindo um possivel papel no processo do florescimento da espécie
(COELHO, 2010).

O gene FLOWERING LOCUS T (FT) afeta principalmente a inducédo da
floracdo, sendo que esse gene € conservado entre espécies diferentes. O
resultado do estudo com transgénicos demonstra que o FT pode promover a
floracdo em plantas superiores (XU et al., 2012). Em cana, o SCFT1 atua como
repressor floral e a sua expressdo varia sob condigdes indutiva e ndo indutiva
(COELHO et al., 2014). Em beterraba (Beta vulgaris ssp. vulgaris), o gene
BVFT1 atua reprimindo também a floragdo, sendo fundamental para respostas de
vernalizagdo, enquanto que o gene BVFT2 é necessario para a floragdo (PIN et
al., 2010). O ScFT2 em cana esta intimamente relacionado ao candidato FT em
milho ZCN8 e ScFT1 (COELHO et al., 2014).

Dessa forma, buscou-se compreender se esse maior vigor vegetativo

observado nas culturas frente a aplicacdo de fungicida com ingrediente ativo
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Piraclostrobina seria responsavel por postergar o florescimento em cana de
acucar. Com base nisso, o presente estudo foi elaborado com a finalidade de
avaliar o efeito de Piraclostrobina nos genes ScID1, ScFT1 e ScFT2 obtidos na
cultivar RB867515 de cana de acgucar, visando compreender a acdo desta
molécula sobre a expressao destes genes; contribuindo para o entendimento do

controle do florescimento na espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O florescimento em cana de acglcar € um processo fisiologico
indesejavel, apesar de ser inato no seu desenvolvimento, pois, afeta diretamente
a produtividade da cultura. Dessa forma, torna-se fundamental a realizagdo de
estudos que visem promover maior produtividade, desvendando os aspectos

moleculares envolvidos.

2.1 Descricéo botanica

A cana de agucar (Saccharum spp.) pertence a familia Poaceae e a classe
monocotiledbnea. As principais caracteristicas desta familia sdo a inflorescéncia
na forma de espiga, crescimento do caule em colmo, folhas com laminas de
silica nas bordas e bainha aberta (SANTOS et al., 2012). A descricdo botanica

mais detalhada é a seguinte:

Planta herbacea de raiz geniculada e em parte fibrosa; colmo
arqueado na base, cilindrico, simples, articulado e um pouco
mais grosso nos internés, carnoso e com epiderme lenhosa
de cor amarelada, verde ou viol&cea; folhas amplexicantes, 1
disticas, planas, lineares, apice agudo, asperas, nervura
central saliente e bainha espinescente; espiguetas com flores
pequenas, hermafroditas; fruto do tipo cariopse ovdide,
pequeno. (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002, p. 45).

Na forma nativa, trata-se de uma planta perene com habito de
crescimento ereto e levemente decumbente na fase inicial do seu
desenvolvimento; sofrendo selegdo por auto-sombreamento nas fases seguintes.
Quanto ao crescimento em altura, este pode ser limitado devido a
disponibilidade hidrica, baixas temperaturas e/ou florescimento (SANTOS et al.,
2012) (Figura 1).
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/. B Al .
Figural Cana de acucar, Cultivar RB867515
Fonte: Canaufv

2.2 Importancia e cenario atual da cana de acUcar

O cultivo da cana de agucar é considerada uma das atividades agricolas
mais importantes do mundo na regido tropical, criando milhares de empregos
diretos e indiretos. A cana apresenta-se como importante fonte de renda e
desenvolvimento, pois é a principal fonte de matéria prima para a fabricacéo de
produtos tais como o agucar, alcool (etanol) e aguardente, além de ser utilizada
como forrageira. A sacarose € 0 seu componente mais valioso, pois, dela se
obtém os dois produtos de maior exploracéo, a saber, o aglcar e o &lcool etilico
(SANTOS et al., 2012).

O valor econbmico dessa cultura é baseado em trés atributos: ser
altamente produtiva, utilizar eficientemente os insumos agricolas e poder ser
processada em produtos como aglcar, melaco e etanol (MOORE; BOTHA,

2014). Dessa forma, essa atividade apresenta um importante papel na economia



19

nacional, sendo Brasil considerado o primeiro pais no mundo em relagdo ao
abastecimento do aculcar e do etanol. O pais possui disponibilidade de areas
cultivaveis, o que ndo afeta a producéo de outros alimentos (BRASIL, 2014).

Dados evidenciam que a area destinada para a atividade sucroalcooleira
na safra 2015/2016 é estimada em cerca de 9.070,4 mil hectares, na qual, o
estado de Sdo Paulo continua como o maior produtor nacional, com 51,7%
(4.687,6 mil hectares) de area total plantada, seguido por Goidas com 9,8%
(891,6 mil hectares), Minas Gerais com 8,9% (808 mil hectares), Mato Grosso
do Sul com 7,5% (682,3 mil hectares), Parana com 6,8% (620,1 mil hectares),
Alagoas com 4,3% (386 mil hectares) e Pernambuco com 3% (276,3 mil
hectares) (CONAB, 2015) (Figura 2).

Estados produtores de cana de acucar

— e |

Sao Paulo
7.50% Goias
\ Minas Gerais

Mato Grosso do Sul

8.90% ’
51,7% = Parana
Alagoas
9.80% = Pernambuco

Figura 2 Porcentagem de producéo de cana de aglcar nos Estados do Brasil
Fonte: CONAB (2015).
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Em relacdo a producdo de agucar na safra 2014/15, atingiu-se 35,36
milhdes de toneladas. Para a safra 2015/16 estima-se um aumento de 5%,
podendo atingir 37,35 milhdes de toneladas. A regido sudeste destaca-se dentre
as regides produtoras de agucar, sendo responsavel por cerca de 71,5% do agucar
produzido no pais seguida da regido Centro-Oeste (10,5%), Nordeste (9,6%;),
Sul (8,3%) e Norte (0,1%) (Figura 3). A producdo de etanol total na safra
2014/15 foi de 28,66 bilhdes de litros, sendo estimado para a safra 2015/16 um
incremento de 539,2 milhdes de litros (1,9%), totalizando 29,2 bilhdes de litros.

Para o etanol anidro, a estimativa é que aumente de 11,73 bilhdes de
litros para 12,73 bilhGes de litros, diferente do observado para o etanol
hidratado, em que se estima uma reducdo de 2,8%, equivalendo a menos 467,4
milhGes de litros (CONAB, 2015).
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Figura 3 Producdo de agucar por regido
Fonte: Adaptado de CONAB (2015).
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Num estudo realizado no nordeste de Minas Gerais avaliou-se a
produtividade e qualidade de trés variedades de cana. O resultado mostrou que o
efeito varietal foi significativo para a producgdo de agucar, no qual as variedades
RB867515 e RB92579 apresentaram valores de 17,51 e 19,00 t ha®
respectivamente, enquanto que a variedade SP791011 produziu 15,06 t ha™,
sendo 20% menos produtiva (OLIVEIRA et al., 2014).

Entre as plantas ricas em aclcares ou amido como milho (Zea mays),
beterraba (Beta vulgaris) e sorgo (Sorghum bicolor), a cana destaca-se por ser a
mais simples e produtiva (NOVACANA, 2015). Este destaque justifica-se por
sua anatomia e morfologia, que sdo capazes de sustentar habilidade especial em
acumular grande quantidade de sacarose. A cana é considerada como um
componente significativo da economia de varios paises em regides tropicais e
subtropicais, servindo como alimento e matéria prima para a producdo de
bioenergia (MOORE; BOTHA, 2014). Brasil, além de ser considerado o maior
produtor da cultura, seguido por paises como India e China, destaca-se também
como maior produtor de acucar e etanol, chegando a produzir mais de 50% do
acUcar comercializado no mundo e apresentando um importante papel ambiental
pelo uso do etanol (CONAB, 2015).

2.3 Fisiologia da cana de agucar
O florescimento é um estadio fisiologico que interfere diretamente na

produtividade de cana de acUcar. Dessa forma, é importante conhecer o

comportamento fisiol6gico da espécie em questao.
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2.3.1 Fotossintese

A planta de cana apresenta um aparato fotossintético C4, (MAGRO et al.,
2011), que é caracterizado pela producdo de acidos de quatro carbonos como
produtos iniciais da fixagdo de CO,, e destacando-se em ambientes de alta
irradiacio e temperaturas elevadas (SALISBURY; ROSS, 2012). E altamente
eficiente na conversdo de energia radiante em energia quimica, com taxa
fotossintética calculada em até 100 mg de CO, fixado por dm? de érea foliar por
hora. Assim, a sua alta taxa de acumulacdo de biomassa ocorre devido a sua alta
taxa fotossintética ao longo do periodo vegetativo e ao alto indice de area foliar
(SANTOS et al., 2012).

As caracteristicas das cultivares e as variagdes climaticas ocorridas
durante o desenvolvimento da cultura influenciam nessa eficiéncia
fotossintética, podendo a fotossintese ser correlacionada negativamente e
positivamente com a largura e a espessura da folha, respectivamente
(RODRIGUES, 1995). Os resultados obtidos em estudo com as cultivares RB de
cana de acUcar irrigadas por gotejamento demonstraram tendéncia crescente das
correlacBes entre produtividade e radiacdo fotossinteticamente ativa e com a
fotossintese bruta acumulada durante o ciclo (FERREIRA JUNIOR et al., 2012).

Avaliando o efeito da temperatura do ar sobre a fotossintese e o
desenvolvimento inicial de cana, observou-se que, em baixas temperaturas, a
eficiéncia fotossintética foi reduzida. Em altas temperaturas, a eficiéncia
fotossintética ndo foi afetada, porém, nessa condigdo foi verificada a diminuicdo
do didmetro do colmo (GUERRA et al., 2013).

Os produtos finais da assimilacdo fotossintética para a maioria das
plantas sdo a sacarose (Figura 4 A) no citosol e o amido (Figura 4 B) no
cloroplasto (TAIZ; ZEIGER, 2013). Assim como nas demais plantas, em cana

de aglcar, a sacarose e 0 amido s&o sintetizados a partir da triose fosfato gerados
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pelo ciclo de Calvin. A sacarose é principal forma de carboidrato acumulado, a
qual é translocada pelo floema. O amido é uma reserva estavel e insollvel de
carboidrato, sendo uma forma compactada de conservagéo de energia (SANTOS
etal., 2012).
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OH
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Figura 4 Estrutura molecular da sacarose (A) e do amido (B)
Fonte: Taiz; Zeiger (2013).

2.3.2 Fisiologia do desenvolvimento

O desenvolvimento refere-se ao conjunto de mudangas que um
organismo experimenta ao longo do seu ciclo, desde a germinacdo até a
senescéncia. Esse termo é qualitativo e engloba o crescimento e a diferenciagdo
de células e/ou tecidos (LACERDA; ENEAS FILHO; PINHEIRO, 2007).

Para a cana de acgucar, as raizes podem ser classificadas em dois tipos.

As raizes sett sdo finas e com muitas ramificagdes, sendo responsaveis por
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sustentar as plantas nas primeiras semanas ap6s a brotacao; e as raizes shoot, que
sd0 mais grosas e vigorosas que as raizes sett, e sdo responsaveis pelo
suprimento de agua e nutrientes. O caule é o 6rgdo de reserva, também
conhecido como colmo, podendo ser ereto ou decumbente. Suas folhas sdo
divididas em duas partes, bainha e limbo, sendo separadas por uma junta no
limbo. A inflorescéncia ¢ uma panicula aberta denominada de “bandeira” ou
“flecha” sendo constituida por milhares de flores. Cada flor é capaz de produzir
uma semente (SANTOS et al., 2012), de modo que o tamanho, a cor e a
formacdo é variavel, sendo dependente da espécie ou cultivar (RODRIGUES,
2009; SANTOS et al, 2012). No cultivo comercial, emprega-se a propagacao

assexuada realizada através de uma porcgao do colmo (SANTOS et al., 2012).

2.3.3 Fases de cultivo

A cultura apresenta os seguintes estadios de desenvolvimento: brotacao
de emergéncia, perfilhamento, crescimento dos colmos e maturacao dos colmos.
As caracteristicas varietais irdo definir o namero de colmos por planta,
comprimento e largura das folhas e arquitetura da parte aérea, sendo isso
influenciado também pelo clima, manejo e préticas culturais (MAGRO et al.,
2011) (Figura 5).
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Figura5 Fases do desenvolvimento da cana de agucar
Fonte: Gascho e Shih (1993).

2.3.4 Florescimento em cana de agUcar

Como as outras plantas pertencente a familia Poaceae a cana de agUcar
floresce, frutifica e morre. Entretanto, esse processo normal € indesejavel ao
produtor (RODRIGUES, 1995), por afetar a produtividade final da cultura. O
florescimento em cana € considerado um processo fisioldégico complexo, o qual
é formado por varios estddios de desenvolvimento, tendo cada estddio uma
necessidade ambiental e fisioldgica prépria (ARALDI et al., 2010).

O florescimento pode ser dividido em quatro fases: (i) a transformacao
do meristema apical em gema floral; (ii) a transformacdo da gema floral em
inflorescéncia; (iii) o desenvolvimento da inflorescéncia e da folha bandeira; e
(iv) a emissdo da inflorescéncia. Apos a inducdo, inicia-se o desenvolvimento do
eixo principal com as ramificagdes seguidas pelos ramos secundarios. A partir
disso forma-se a folha-bandeira responsavel por proteger a inflorescéncia
(SANTOS et al., 2012).
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A terceira fase caracteriza-se pelo alongamento da bainha da folha
bandeira e desenvolvimento da inflorescéncia. Esse alongamento é para fornecer
espaco para a inflorescéncia, evitando a sua quebra. Concomitantemente, as
espiguetas desenvolvem-se até a formacao da estrutura completa, com 0 maximo
desenvolvimento da bainha da folha-bandeira. A emissdo da inflorescéncia
seguida pela abertura das flores e polinizacdo dura de quatro a cinco semanas; ja
a abertura das flores, formacdo de frutos e maturacdo nao passa de duas a trés
semanas (SANTOS et al., 2012).

A inducdo floral em cana depende do comprimento/duracdo do dia.
Quando for induzida pode durar até 14 semanas para a emergéncia da panicula e
2 a 3 semanas para maturagdo (GLASSOP; RAE; BONNETT, 2014).

No entanto, esse processo fisioldgico é controlado por diversos fatores,
0s quais podem ser externos ou internos. Os fatores externos sdo caracterizados
por fotoperiodo, temperatura, umidade, radiacdo solar e fertilidade do
solo/nutrientes (ARALDI et al., 2010; GLASSOP; RAE; BONNETT, 2014); e
o0s internos sdo caracterizados pelo fitocromo, horménios, florigeno e acidos
nucleicos. Vale ressaltar ainda que a intensidade do processo e as consequéncias
na gualidade de cana variam de acordo com a cultivar utilizada e o clima
(ARALDI et al., 2010).

A cana é considerada uma planta sensivel a luminosidade para
desencadear o processo do florescimento. Ela ird somente florescer quando for
submetida a dias com comprimentos inferiores a um fotoperiodo critico, sendo
portanto considerada uma planta de dias curtos. As melhores condigdes para a
ocorréncia do florescimento sdo fotoperiodos com 12 horas de luz e 12 horas de
escuro, com pequenas variacdes de temperatura (TOPPA et al., 2011). E
importante mencionar que o fotoperiodo afeta também o comprimento do colmo,

uma vez que foi constatado que em fotoperiodos de 10 a 14 horas houve um
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aumento do colmo, mas em fotoperiodos longos, de 16 e 18 horas, houve
reducdo no colmo (RODRIGUES, 1995).

A temperatura exerce maior influéncia no florescimento em localizagdes
mais afastadas da linha do Equador. Temperaturas noturnas inferiores a 18°C por
periodos maiores que dez dias, apresentam maior importancia no processo de
floragdo (RODRIGUES, 1995). Noites frias e temperaturas elevadas durante o
dia seguida pela falta de umidade interferem no desenvolvimento inicial da flor
(AUSTRALIA, 2004). Além da temperatura, destaca-se a radiagdo solar,
principalmente, nos estadios iniciais de desenvolvimento da cultura, em que o
prolongamento da fase juvenil, normal sob baixas temperaturas, ocorre devido a
expansdo da razdo de area foliar mediante a alta radiagdo solar (RODRIGUES,
1995).

A distribuicdo irregular de chuvas, seguida de variacdo na umidade,
afetam a fisiologia da producéo e resulta em floracdo em cana de aglcar (MALI;
SHRIVASTAVA; THAKARE, 2014). Quanto ao balango de nutrientes, estes
autores relatam que muitos fatores estdo envolvidos com a floracdo em cana.
Assim, esse balanco no interior da planta pode desempenhar papel importante no
acumulo de um estimulo para a floracdo no meristema apical (BRUNKHORST,
2001). Dentre os nutrientes, o nitrogénio encontra-se diretamente envolvido
como o florescimento, de modo que altas doses sdo responsaveis por alterar a
relagdo carbono/nitrogénio, resultando na diminuicdo do florescimento
(SANTOS et al., 2012).

O fitocromo encontra-se diretamente envolvido com respostas
fotoperiddicas. Existem normalmente duas formas de fitocromo: (i) a FVE
(fitocromo vermelho extremo), que é instavel mas fisiologicamente ativa; e (ii) a
forma estavel, mas fisiologicamente inativa, a FV (fitocromo vermelho). Assim,
para a indugdo do florescimento em cana, h& necessidade de baixas

concentragBes de FVE noturnas, até atingir a quantidade de horas minima de
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escuro, caso ndo haja iluminacdo por luz vermelha ou branca no periodo
noturno. Ocorrendo qualquer iluminacdo, a concentracdo de FVE eleva-se,
quebrando o estimulo (RODRIGUES, 1995).

Durante o florescimento, ocorre a diminuicdo do nivel de auxinas,
ocorrendo a translocacdo de outros horménios para o meristema apical, sendo
esse modificado e transformado em gema floral. O periodo de escuro nesse
momento é importante para a sintese de substancias ligadas a formacdo da flor,
como o florigeno, e para a diminuicdo da concentracdo de fitocromo vermelho
extremo (RODRIGUES, 1995). Um estudo recente sugere que o ScFT1 atua
como um repressor floral em cana, podendo estar associado a um sinal
antiflorigeno originado em folhas maduras sob condic6es indutivas florais para
contrabalancear o sinal do florigeno (COELHO et al., 2014).

Dessa forma, ao atingir a maturacdo e diante do estimulo ambiental
adequado, ocorre a alteracdo do meristema apical de vegetativo para
reprodutivo. Assim, o meristema ndo mais ira formar a folha primordial e
passara a produzir a inflorescéncia. Esta, como ja exposto anteriormente, é uma
panicula aberta denominada de “bandeira” ou “flecha” sendo constituida por
milhares de flores, cada capaz de produzir uma semente. O tempo estimado para
gue o meristema se modifique em gema floral serd dependente da cultivar,
podendo variar de 18 a 21dias (SANTOS et al., 2012).

Apesar de este processo ser considerado vantajoso do ponto de vista
evolutivo, estudos vem sendo desenvolvidos com objetivo de evitar o
florescimento em cana, tendo em vista um aumento de produtividade. Os
principais prejuizos relatados por este processo sdo descritos na literatura como
a paralizacdo do crescimento vegetativo do colmo; formacéo de novas brotagdes,
em virtude da planta ter iniciado a fase de senescéncia; reducdo do tempo de
armazenamento no campo e as reservas de sacarose sdo reduzidas e revertidas
culminando na isoporizacdo (SANTOS et al., 2012; CONAB, 2015).
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2.3.4.1 ID1

A proteina INDETERMINATEL (ID1) apresenta um papel fundamental
na regulacdo da transicdo para o florescimento em milho, sendo conhecida como
uma proteina dedo-de-zinco com caracteristicas Unicas. O ID1 é o membro
fundador dessa familia de genes, especifica em plantas, definida por conter uma
sequéncia de aminoacidos altamente conservada, denominada dominio ID
(KOZAKI; HAKE; COLASANTI, 2004).

O dominio ID parece ser encontrado em todos os genomas de plantas
superiores. A presenca desse dominio mostra que o ID1 se liga a0 DNA
sugerindo que os membros desta familia de genes estejam envolvidos com a
regulacdo da transcri¢do. Por meio de analise genémica comparativa, esse estudo
demonstrou gque a familia dedo-de-zinco (IDD) é altamente conservada entre as
monocotiledéneas e dicotiledéneas, no qual o padrdo de expressdao ID1
especifico de folha distingue-se dos outros genes IDD de milho analisados. Foi
identificado um padrdo de semelhanca entre genes ID1 em outras gramineas,
sugerindo possivel semelhanca na sua funcdo (COLASANTI et al., 2006).

Em milho, o gene INDETERMINATE1 (ID1) é expresso em folhas
imaturas (CONEVA; ZHU; COLASANTI, 2007), sendo a proteina ID1
detectada no ndcleo de todos os tipos de células em folhas imaturas (WONG,;
COLASANTI, 2007). Ela codifica um regulador de transcricdo que opera em
folhas para mediar a transcrigdo para floragdo. O estudo sugere ainda que o ID1
opera através de uma inducdo floral auténoma e distinta da via do fotoperiodo
(CONEVA; ZHU; COLASANTI, 2007). Foi verificado também que plantas
mutantes id1 apresentam uma fase de crescimento vegetativo prolongado e néo
formaram flores normais (WONG; COLASANT]I, 2007).

Em cana de agUcar foi realizado o isolamento da sequéncia parcial de

ScID1, sugerindo que esse gene possivelmente age no processo de florescimento
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nesta espécie. Assim como em milho, esse gene € expresso somente em folhas
imaturas. Podendo a proteina SclD1 agir como um fator de transcricao,
controlando o processo de florescimento na espécie (COELHO, 2010).

2342 FT,FT1leFT2

A percepcdo do sinal de duracdo do dia é notada pela folha, mas o
mecanismo pelo qual esse sinal chega a parte area e onde ocorre a iniciacdo
floral, ainda é desconhecido. Em Arabidopsis thaliana, essa resposta depende da
inducdo floral do FLOWERING LOCUS T (FT). O mRNA do FT é considerado
parte do estimulo floral mével, no entanto, ndo se exclui a possibilidade de a
proteina FT estar também em movimento e possivelmente ser responsavel pela
inducéo floral. Do mesmo modo, o FT pode induzir outros genes ou compostos
da folha que se movem junto para induzir a floracdo. Resumidamente, a forma
MRNA do FT constitui uma parte importante do estimulo floral que se move da
folha ao &pice (HUANG et al., 2005).

O desenvolvimento da flor em plantas superiores é regulado por uma
variedade de genes de floracdo. O gene FLOWERING LOCUS T (FT) afeta
principalmente a inducdo da floracdo, sendo conservado entre espécies
diferentes, podendo promover a floracdo pela via do fotoperiodo e facilitar a via
da vernalizacdo. No estudo usou-se o gene FT-Like, no qual o resultado com
transgénicos demonstrou que o FT pode promover a floragdo em plantas
superiores (XU et al., 2012).

Recentemente foi demonstrado por meio de analise de expressdo que
ScFT1 transcrito é expresso em folhas maduras de plantas em fase vegetativa e,
curiosamente, foi detectado em folhas maduras de plantas com flores, sugerindo
um possivel papel de transicdo pos-florais. Foram também identificadas quatro

outras sequéncias incompletas denominadas ScFT2, ScFT3, ScFT4 e ScFT5.
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Dentre estas, apenas o SCFT2 esta intimamente relacionado com candidato FT
em milho ZCN8 e ScFT1. Foi observada floracdo tardia em plantas de
Arabidopsis com “overexpressing” do ScFT1, indicando que este gene atua
ampliando a duracdo das fases de crescimento e manutengdo do meristema da
inflorescéncia em cana. Desse modo, foi proposto que o SCFT1 atua como um
repressor floral em cana e a expressdo deste varia sob condi¢cdes ndo indutiva e
indutivas (COELHO et al., 2014).

2.3.5 Aspectos da maturacéo

O processo de maturacdo em cana de acgUcar pode ser definido como um
processo fisioldgico em que ocorre a formacdo de agucares nas folhas e o seu
deslocamento e armazenamento no colmo. Esse processo pode ainda ser
definido sob trés aspectos: (i) o boténico, no qual a cana sé é considerada
madura ap6s a emissdo de flores e formacdo de sementes. No caso de
reproducdo por toletes, a maturacdo ocorre quando as gemas apresentam
condicBes de dar origem a novas plantas; (ii) o fisiolégico, onde a maturacao é
observada no momento em gue o colmo atinge o0 seu maximo armazenamento de
sacarose; e (iii) o econdmico que ocorre quando a cana atinge teor minimo de
sacarose de 13% do peso do colmo, tornando-a vidvel industrialmente
(ROSSETTO, 2014).

Assim, este acontecimento é fisiologicamente determinando pelos
processos que envolvem o engrossamento e alongamento das células da parede,
aumento sensivel da matéria seca, desidratagdo gradual, aumento e retengdo da
sacarose acumulada, diminuicdo do alongamento das folhas do colmo e seu
desprendimento. Isto acontece continuamente devido a producdo de trioses e

hexoses, desde a produgdo da primeira folha até a folha-bandeira. Nesse periodo,
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a acumulacdo destes produtos é proporcional ao processo fotossintético e inverso
ao consumo das reservas (SANTOS et al., 2012).

Esse acimulo de reserva é observado da base ao apice do colmo,
podendo ser intensificado pela reducdo de nutriente ou deficiéncia hidrica
(SANTOS et al., 2012). Apenas os entrends imaturos das folhas verdes e os
entren6és superamadurecidos da base ndo retém quantidades de acucar
apreciavel. Cada entrendé acumula o seu proprio aglcar mas os valores mais
elevados sdo encontrados na direcdo do centro do colmo, diminuindo no sentido
das pontas, sendo esta diferenca mais acentuada nos entrends mais jovens
(RODRIGUES, 1995). Isto provavelmente remete a uma distribui¢do diferente
de invertases, contento mais invertase no meristema intercalar do que nos
tecidos centrais do entrend (SANTOS et al., 2012).

Dentre os fatores que interferem na maturacdo podem ser destacados 0s
seguintes: disponibilidade de 4&gua, nitrogénio, potassio, fotoperiodo,
reguladores vegetais, substancia inibidora de crescimento e herbicidas
(RODRIGUES, 1995).

2.4 Tipos de cultivares desenvolvidas

Visando assegurar rentabilidade ao setor sucroalcooleiro, é fundamental
obter uma produtividade elevada de cana de acucar. Diante disto, o
melhoramento genético é um dos principais fatores agrondmicos que podem
contribuir para o aumento de produtividade, desenvolvendo cultivares mais
adaptadas as condicGes adversas de clima, solo, pragas, doengas e ao sistema de
colheita. Assim, a existéncia de muitas cultivares é considerada uma vantagem
para o produtor (MARIN, 2014).

As cultivares de cana sdo classificadas em precoce, média e tardia para

representar uma graduacgdo relativa entre cultivares, para efeito de comparagao
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baseado na maturidade. Isto facilita o cultivo da cultivar no tempo apropriado
para aumentar a recuperagdo e, como consequéncia, a producdo de acucar
(NETAFIM, 2014).

2.4.1 Cultivar RB867515

A cultivar RB867515 apresenta como caracteristicas morfolégicas, o
habito de crescimento ereto com facil despalha. O perfilhamento é médio e os
seus colmos tem didmetro médio e alta uniformidade. Apresentam entren6
cilindricos com coloracdo verde arroxeado sob a palha, sendo roxo intenso
quando exposto ao sol. E observado pouca rachadura e suave ziguezague, tem
aspecto liso e com pouca cera. O anel de crescimento apresenta largura média
com coloracdo verde amarelada sob a palha e verde arroxeado quando exposto
ao sol. A zona radicular apresenta largura média sem enraizamento aéreo. O tipo
pentagonal é observado em suas gemas, tendo tamanho médio, pouco
proeminente ultrapassando o anel de crescimento e com poro germinativo apical.
Além disso, apresenta almofada de largura estreita e deprimida (CATALOGO...,
2010).

Suas folhas apresentam largura média, sdo arqueadas, curvas e bordos
com serrilhamento pouco agressivo. A bainha tem comprimento longo com
quantidade regular de cera, sendo pouco jocal. Exibe duas auriculas, sendo uma
lanceolada de tamanho médio e outra curta com forma transitoria. Apresenta
ainda ligula de forma crescente, com dewlap triangular. O seu palmito é médio,
de coloracio verde arroxeado com pouca cera (CATALOGO..., 2010).

Em relacgdo as caracteristicas agroindustriais, esta cultivar apresenta boa
capacidade de brotacdo mesmo em plantio tardio e sob baixas temperaturas. O
florescimento pode ocorrer apresentando chocamento, 0 que ndo compromete a

producdo, devido seu crescimento expressivo. Esta cultivar apresenta boa
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capacidade de brotacdo mesmo em plantio tardio sob baixas temperaturas. Em
cana planta, no plantio de ano e meio, pode ocorrer tombamento ao final do ciclo
devido a crescimento vigoroso. O corte recomendado é de junho a agosto,
devido ao seu clico médio-tardio, sendo uma Gtima opcdo a aplicacdo de
maturadores. O seu teor de fibras é relativamente alto, podendo alcangar 13%
(CATALOGO..., 2010).

2.5 Fungicida Piraclostrobina

O efeito verdejante com consequente ganho de produtividade observado
em culturas ap6s a aplicacdo de fungicidas que pertencem ao grupo quimico das
estrobilurina (Piraclostrobina) tem remetido a atencdo de estudos que visem

compreender como ocorre esse efeito fisioldgico positivo.

2.5.1 Composic¢do quimica

O produto comercial Opera® é um fungicida que apresenta em sua
composicdo os ingredientes ativos, a Piraclostrobina (Figura 6) e o
Epoxiconazol; e ingredientes inertes; como representado na Figura 7. Este
fungicida apresenta acdo sistémica dos grupos quimicos estrobilurina
(Piraclostrobina) e triazol (EPOXICONAZOL) (BASF, 2014).

Figura 6 Estrutura quimica da Piraclostrobina
Fonte: Fulcher et al. (2014).
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Composigao quimica (%m/v)

13,3%

5%
Piraclostrobina

Epoxiconazol

Ingredientes inertes

87,9%

Figura7 Composicdo do fungicida Opera®
Fonte: Basf (2014).

2.5.2 Modo de acdo

O fungicida Opera® apresenta modo de acdo duplo, atuando através dos
ingredientes ativos PIRACLOSTROBINA e EPOXICONAZOL. Para a
Piraclostrobina foi constatada a inibicdo no transporte de elétrons da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial dos fungos, inibindo a formacdo de
ATP. Para o Epoxiconazol foi evidenciado a inibicdo na sintese do ergosterol,
grupo de lipidios que constituem a membrana plasmatica desses organismos
(BASF, 2014). Em ambos os casos foi observada resposta positiva da acdo deste
fungicida, uma vez que os ingredientes ativos reduzem os processos metabdélicos

e afetam a composicéo estrutural dos fungos, respectivamente.
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2.5.3 Efeito fisiologico positivo da aplicacdo de Piraclostrobina

Os grupos de compostos quimicos extraidos do fungo Strobilurus
tenacellus é denominado de estrobilurina. Estes compostos sdo inibidores de
quinona oxidade (Qol), e sua toxidade incide da inibicdo da cadeia respiratoria
ao nivel do complexo Ill, impedindo a transferéncia de elétrons no sitio da
mitocéndria, o que interfere na respiracdo do patégeno. Exemplos da
estrobilurina mais comuns sdo azoxistrobina, metil-cresoxima, picoxistrobina,
fluoxastrobina, orizastrobina, dimoxiystrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina
(PARREIRA; NEVES; ZAMBOLIM, 2009).

Apos o lancamento e evolugdo do grupo das estrobilurinas, o controle de
doencas por meio de fungicidas adquiriu novas perspectivas, principalmente no
que se refere ao efeito fisiologico positivo observado em diversas culturas
(VENANCIO et al., 2003). Em trigo, o tratamento com Piraclostrobina, na dose
de 250 g i.a.ha™, aplicado ao final do perfilhamento ndo foi suficiente para o
controle da doenca, porém proporcionou resposta positiva quanto ao rendimento
da cultura, atribuindo ao ingrediente ativo Piraclostrobina esse efeito fisioldgico
positivo (TROJAN, 2009).

Para a cultura da soja, foi realizado estudo com objetivo de avaliar o
efeito fisiologico da aplicacdo da estrobilurina Piraclostrobina em diferentes
cultivares. Constatou-se que a aplicagdo conjunta de Piraclostrobina e
Epoxiconazol promoveram efeitos fisiolégicos que maximizaram a
produtividade de grdos, melhorando a qualidade do produto final. Os autores
justificaram os resultados obtidos em funcdo do aumento da fotossintese liquida;
aumento da atividade da enzima redutase do nitrato; diminuicdo da producédo de
etileno, com consequente reducdo da senescéncia e queda das folhas; aumento
da fitomassa seca total; aumento da area foliar; aumento do teor de clorofila;

diminuicdo da atividade da enzima polifenoloxidase; aumento dos teores de
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citocininas; aumento do teor de giberelinas e do acido indolbutirico; aumento da
atividade das enzimas antioxidantes; diminuicdo da incidéncia de patégenos e
tendéncia de aumento do teor de 6leo na semente (RODRIGUES, 2009).

Tratando ainda da cultura da soja, este efeito fisiol6gico foi também
observado por outros pesquisadores, onde a aplicacdo de Piraclostrobina afetou a
taxa de assimilacdo de carbono e de nitrogénio; sendo isto refletido na
produtividade dos grdos (FAGAN et al., 2010). Avaliando-se a produtividade de
dezoito gendétipos de sorgo frente a aplicacdo do fungicida epoxiconazol em
conjunto com a Piraclostrobina, foi observada resposta variada entre alguns
geno6tipos, porém, o gendtipo 1G 282 obteve maior produtividade (ANSELMO
et al., 2010).

A aplicagdo de Piraclostrobina em milho, no inicio do ciclo de
desenvolvimento do dossel vegetativo, apresentou resultados benéficos para a
cultura, sendo observado maior desenvolvimento do dossel vegetativo e
incremento na produtividade de grdos. O tratamento da semente que apresentou
melhores resultados para o indice de area foliar e a massa seca foi Piraclotrobina
com o Metil Tiofanto na dose de 0.1 L ha™ e Comet® (Piraclostrobina) na dose
de 0,3L ha'; pulverizados 12 apés a emergéncia (LIMA et al., 2009).
Avaliando-se o efeito fisiologico e bromatologico em milho ap6s a aplicacdo da
estrobilurina Piraclostrobina, associada a diferentes doses de nitrogénio,
constatou-se que essa aplicacdo na variedade hibrido DKB-330 aumentou a
atividade da enzima nitrato redutase e a produtividade de grdos. Entretanto, ndo
alterou os teores de proteina bruta e extrato etéreo (BARBOSA et al., 2011).

Além disso, foi caracterizado o efeito da Piraclostrobina em trigo sob
condigdes de estresse e senescéncia, verificando-se a inibi¢do na atividade da
enzima sintase do ACC em 63%, bem como na sintese do etileno e nos niveis
hormonais do acido indol acético e acido abcisico (KOEHLE et al., 2002). Num

outro estudo constatou-se que, em trigo, a aplicacdo de fungicida do grupo das
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estrobilurinas promoveu a inibi¢do da biossintese de etileno, e que os niveis de
auxina regulam a sintese de sintase do ACC (GROSSMANN; RETZLAFF,
1997).

Em cana de aglcar, num trabalho desenvolvido objetivando avaliar o
controle da podriddo de abacaxi usando fungicidas de rebolos no sulco de
plantio, constatou-se que a aplicagdo de piraclostrobina e epoxiconazol;
propiconazol; e piraclostrobina é eficaz para o controle desta doenga. Neste
trabalho, a aplicacdo apenas de Piraclostrobina, em casa de vegetacdo, ndo
proporcionou ganhos significativos no que se refere a produtividade de colmos e
rendimento em acucar, porém, controlou de modo eficiente a doencga, aumentou
a brotacdo e foram observadas plantas mais vigorosas (CHAPOLA et al., 2014).

Avaliando caracteristicas tecnoldgicas, produtividade e brotacdo de cana
de acUcar (SP813250) referente a aplicacdo dos fungicidas Piraclostrobina e
Piraclostrobina mais Epoxiconazol, e comparando os resultados com os obtidos
por aplicagdo de maturadores comerciais, observou-se que os fungicidas
Piraclostrobina mais Epoxiconazol e Piraclostrobina ndo obtiveram bons
resultados nos ganhos de acglcar total recuperavel e sacarose. Porém, a atuacdo
em conjunto com o maturador fluazifop-butil apresentou maior brotacdo da soca
e melhores ganhos em produtividade de colmo que resultou em maior
quantidade de agucar por hectare (FERNANDES; SEGATO; ROCHA, 2013).

A aplicacdo de fungicida com ingrediente ativo Piraclostrobina tem sido
alvo de estudos em varias culturas de interesse comercial devido ao efeito
fisiol6gico positivo, principalmente no que se refere ao aumento de
produtividade. No entanto, pouco se sabe sobre a influéncia da Piraclostrobina

no florescimento da cana de agucar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido no Centro de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnolégico em Agropecuaria da UFLA - Fazenda Muquém localizada no
municipio de Lavras-MG, latitude 21.198551° sul e longitude 44.982641 a 940
metros de altitude. Outra parte foi realizada no Laboratério de Fisiologia
Molecular de Plantas (http://www.dbi.ufla.br/Ifmp/), no Setor de Fisiologia
Vegetal, Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, Lavras,

MG — Brasil, no periodo compreendido entre 2013/2014.

3.2 Material vegetal

O experimento foi constituido por uma cultivar de cana de agUcar

(Saccharum spp.), a RB867515, com ciclo de matura¢do médio-tardio.

3.3 Tratamento e delineamento experimental

O experimento foi dividido em um grupo controle, sem a aplicacdo do
fungicida; e um grupo tratado, o qual recebeu a aplicagdo do fungicida
Piraclostrobina na dose de 1,0 L ha™. O delineamento foi em blocos ao acaso
com trés repeti¢Oes de plantas distintas, sendo que o arranjo dos tratamentos foi
fatorial 2 x 3, sendo dois niveis ou doses de fungicida e trés periodos (dias) apds

a aplicacdo do fungicidas.
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3.4 Aplicagéo do fungicida

Aaplicagdo do fungicida Opera® foi realizada nove meses apds o
plantio, utilizando um pulverizador costal de barra pressurizada com CO,
munido de ponta modelo teejet-AIRX11002, com espaco entre os bicos de 0,5
metros a pressdo de 2 bar. O volume de calda utilizado foi proporcional & 150

litros por hectare, sendo usado 1 litro de fungicida (BASF, 2014).

3.5 Avaliacdes

As avaliacBes foram realizadas aos 35, 65, 85 dias ap6s a aplicacao
(DAA) do fungicida; referentes aos meses de abril (35 DAA) e maio (65 e 85
DAA). Para a analise foram utilizadas a primeira folha completamente
expandida (folha 3+) para os genes SCFT1 e ScFT2 e a folha imatura para o gene
ScID1. O material vegetal coletado em campo foi obtido de trés folhas
independentes (plantas distintas) sendo acondicionado em nitrogénio liquido até
ser transferido para o ultrafreezer -80°C, onde permaneceu até as andlises

subsequentes.

3.6 Extracdo de RNA

As folhas foram maceradas utilizando nitrogénio liquido (-196°C). Para
as folhas completamente expandidas utilizou-se o Protocolo de extracdo de RNA
com QIlAzol (Qiagen), e para folhas imaturas foi utilizado o Protocolo de
extracdo de RNA com TRIzol (Lifetechnologies, 2012). Todos os materiais
utilizados para a extragdo foram autoclavados por 20 minutos, exceto a agua
pois foi utilizada &gua comercial livre de RNAse. A quantificacgdo do RNA

extraido foi realizada em espectrofotometro (Nanovue®) a A260. Mediante a
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quantificacdo e absorbancia adequadas, em seguida, as amostras foram estocadas
em ultrafreezer -80°C.

3.6.1 Folha completamente expandida

O RNA total do tecido vegetal de cana de aglcar foi extraido usando o
QlAzol® Lysis Reagent da Qiagen seguindo as instru¢es do fabricante, com
pequenas alteraces. Foram usadas trés repeticfes bioldgicas de cada amostra e
100 mg de massa. Foi inicialmente adicionado 1mL de QIAzol para cada 100
mg de tecido macerado e agitado em vortex para que o tecido descongelasse na
presenca do reagente. Em seguida, o material foi levado ao vértex novamente
por 30 segundos por amostra. Posto isto, o material foi colocado em temperatura
ambiente por 5 minutos, em que os tubos foram mantidos na posi¢cdo horizontal
para aumentar a superficie de contato com o tecido macerado. Apds este
periodo, foram adicionados 300 uL de cloroférmio para cada 1 mL de QlAzol e
homogeneizado no vortex por 15 segundos. O material foi novamente deixado a
temperatura ambiente, por 3 minutos, e os tubos mantidos deitados. Entdo, 0s
tubos foram centrifugados por 15 minutos a 12000 g a 4°C. Apos isto, foram
observadas trés fases. Depois destas etapas o material foi sempre mantido em
gelo. Em seguida, foram coletados 300 pL e transferidos para novos tubos tipo
eppendorf de 1,5 mL, e adicionados 500 pL de isopropanol para cada mL de
Qiazol e vortex de exatos por 30 segundos por amostra. Foi novamente deixado
em temperatura ambiente, por 10 minutos. Apos este periodo, foi centrifugado a
12000 g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
adicionado 1 mL de etanol 75% para cada mL de QlAzol e centrifugado por 10
minutos a 7500 g a 4°C. Em seguida, removeu-se completamente o
sobrenadante, deixado as amostras secar por 10 a 15 minutos ou até o pellet estar

seco. Por fim foi ressuspendindo em 20 L de agua livre de RNAse. Apds isso
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foram repetidos os seguintes passos: adicionados 500 L de isopropanol e vortex
por 30 segundos por amostra, estas foram deixadas a temperatura ambiente por
10 minutos, e entdo centrifugadas a 12000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Foi adicionado 1 mL de etanol 75% por amostra e centrifugadas a
7500 g por 10 minutos a 4°C e, por fim, removido o sobrenadante deixando-as
secar por 10 a 15 minutos ou até o pellet estar seco. Depois disso, ressuspendeu-
se 0 pellet em 20 uL de agua livre de RNAse. Os valores de quantificacdo e
absorbancia para folha completamente expandida foram adequados ao

procedimento, como ilustrado na Tabela 1.

3.6.2 Folha imatura

O RNA total do tecido vegetal de cana de agUcar foi extraido usando o
TRIzol® Reagent da Life Technologies, seguindo as instrucdes do fabricante,
com pequenas alteracGes. Foram usadas trés repeticGes bioldgicas de cada
amostra e 200 mg de massa. Foi inicialmente adicionado 1 mL de TRIzol por
amostra, sendo homogeneizado em vortex para que o tecido descongelasse na
presenca do reagente. Em seguida, o material foi levado ao vortex novamente
por 30 segundos. Posto isto, as amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 5 minutos, tendo os tubos sido mantidos na posicao horizontal para
aumentar a superficie de contato com o tecido macerado. Para cada 1 mL de
TRIzol foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio e agitados com a mao por 15
segundos. Em seguida foram incubados a temperatura ambiente por 2 minutos.
Ap0s este periodo, as amostras foram centrifugadas a 12000 g por 10 minutos a
2°C. Apos a centrifugacdo foram observadas 3 fases. Em seguida, 0 RNA total
foi precipitado com a transferéncia da fase aquosa para 0 novo tubo adicionando
0,5 mL de alcool isopropilico para cada 1 mL de TRIlzol, e misturando

lentamente. Em seguida, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente
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por 10 minutos. Apos este tempo, foram centrifugadas a 12000 g por 10 minutos
a 2°C. Em seguida, iniciou-se a lavagem do RNA no qual o sobrenadante foi
removido e o pellet lavado utilizando-se 1 mL de etanol 75% para cada mL de
TRIzol. As amostras foram levadas ao vortex por 15 segundos e depois
centrifugadas a 7500 g por 5 minutos a 2°C. Em seguida, o RNA foi
ressuspendido, o pellet foi seco a temperatura ambiente por 10 a 15 minutos e,
depois, ressuspendido em 20 pL de agua livre de RNAse. As etapas de lavagem
do RNA e a de ressuspensdo foram repetidas. Os valores de quantificacdo e
absorbancia para folha imatura foram adequados ao procedimento como

ilustrado na Tabela 2.



Tabela1l Valores das quantificages em espectrofotdmetro (Nanovue®) para extracdo de RNA de folha completamente
expandida (FCE). A coleta 1 ocorreu no més de abril (aos 35 DAA) e as coletas 2 e 3 ocorreram em maio (aos
65 e 85 DAA), respectivamente

EXTRACAO DE RNA

AMOSTRA TRATAMENTO REPETICAO FOLHA BLOCO COLETA Concentragdo (ng/pl) A260/A280 A260/A230

19 C 1 FCE 1 1 499,60 1,998 2,044
20 T 1 FCE 1 1 360,80 1,857 1,826
21 C 2 FCE 2 1 749,20 2,010 2,217
21 T 2 FCE 2 1 700,00 2,000 2,185
23 C 3 FCE 3 1 555,60 1,987 2,187
24 T 3 FCE 3 1 1011,00 2,026 2,135
25 C 1 FCE 1 2 576,40 1,958 1,681
26 T 1 FCE 1 2 622,00 2,022 1,994
27 C 2 FCE 2 2 753,60 1,994 2,143
28 T 2 FCE 2 2 2160,00 2,074 2,217
29 C 3 FCE 3 2 744,80 2,006 1,964
30 T 3 FCE 3 2 745,60 2,000 2,042
31 C 1 FCE 1 3 556,00 1,955 1,839
32 T 1 FCE 1 3 2423,00 2,018 1,976
33 C 2 FCE 2 3 733,60 2,029 2,082
34 T 2 FCE 2 3 860,80 1,987 1,928
85 C 3 FCE 3 3 350,40 1,969 1,991
36 T 3 FCE 3 3 672,40 2,018 2,050
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Tabela 2 Valores das quantificagdes em espectrofotémetro (Nanovue®) para extracdo de RNA de folha imatura (FI). A
coleta 1 ocorreu no més de abril (aos 35 DAA) e as coletas 2 e 3 ocorreram em maio (aos 65 e 85 DAA),
respectivamente

EXTRACAO DE RNA

AMOSTRA TRATAMENTO REPETICAO FOLHA BLOCO COLETA Concentragdo (ng/ul)  A260/A280  A260/A230

1 C 1 Fl 1 1 1326,00 1,966 2,436
2 T 1 Fl 1 1 758,00 2,117 2,122
3 C 2 Fl 2 1 401,20 1,963 2,382
4 T 2 Fl 2 1 898,00 1,992 2,391
5 C 3 Fl 3 1 631,60 1,991 2,367
6 T 3 FI 3 1 537,20 2,057 2,442
7 C 1 Fl 1 2 1170,00 1,993 2,434
8 T 1 Fl 1 2 698,80 2,024 1,742
9 C 2 Fl 2 2 3662,00 1,972 2,446
10 T 2 Fl 2 2 1069,00 2,005 2,437
11 C 3 Fl 3 2 2590,00 2,004 2,483
12 T 3 Fl 3 2 4798,00 1,857 2,199
13 C 1 Fl 1 3 2149,00 2,004 2,573
14 T 1 Fl 1 3 4990,00 1,806 2,118
15 C 2 Fl 2 3 1288,00 2,037 2,190
16 T 2 Fl 2 3 2230,00 2,015 2,524
17 C 3 Fl 3 3 471,60 2,136 2,358
18 T 3 Fl 3 3 2317,00 2,192 2,245

517
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3.7 Tratamento com DNAse

As amostras foram tratadas utilizando-se o kit Turbo DNA-free
(Ambion), para a eliminagdo da contaminagdo de DNA residual. Foi
inicialmente realizado o célculo para definir a concentracdo necessaria das
amostras para prosseguir com a técnica. De acordo com os calculos, foi
primeiramente aliquotada a &gua comercial livre de RNAse nos tubos, e
posteriormente aliquotou-se 0 RNA. Em seguida, foi feito um mix contendo 2,5
ML de 10xTurbo DNAse Buffer e 0,5 pL de Turbo DNAse por amostra, sendo
adicionado em cada tubo 3,0 pL do mix. Feito isto, as amostras foram incubadas
a 37°C por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 2,5 pL de DNAse
Inactivation Reagent, homogeneizando bem a solucdo antes de usar. As amostras
foram entdo incubadas por 5 minutos. Depois, as amostras foram centrifugadas a
10000 g por 5 minutos e, por fim, transferidos 15 pL para novos tubos e
estocado em ultrafreezer -80°C. Os dados de absorbancia do tratamento com
DNAse também se mostraram pertinentes para folha completamente expandida
(Tabela 3) e folha imatura (Tabela 4).



Tabela 3 Valores das quantificagbes em espectrofotdmetro (Nanovue®) para tratamento com DNAse de folha
completamente expandida (FCE). A coleta 1 ocorreu no més de abril (aos 35 DAA) e as coletas 2 e 3
ocorreram em maio (aos 65 e 85 DAA), respectivamente

TRATAMENTO COM DNAse

AMOSTRA TRATAMENTO REPETICAO FOLHA BLOCO COLETA  Concentragio (ng/ul) A260/A280  A260/A230

19 C 1 FCE 1 1 141,60 1,844 1,727
20 T 1 FCE 1 1 108,00 1,862 1,636
21 C 2 FCE 2 1 168,00 1,963 2,039
21 T 2 FCE 2 1 118,80 1,880 1,632
23 C 3 FCE 3 1 130,80 1,935 1,858
24 T 3 FCE 3 1 126,80 1,832 1,843
25 C 1 FCE 1 2 113,60 1,856 1,881
26 T 1 FCE 1 2 148,80 1,869 1,842
27 C 2 FCE 2 2 134,80 1,852 1,812
28 T 2 FCE 2 2 103,20 1,940 1,955
29 C 3 FCE 3 2 132,80 1,855 1,876
30 T 3 FCE 3 2 144,40 1,890 1,910
31 C 1 FCE 1 3 201,60 1,946 1,853
32 T 1 FCE 1 3 118,00 1,941 1,941
33 C 2 FCE 2 3 141,20 1,858 1,829
34 T 2 FCE 2 3 132,80 1,886 1,757
85 C 3 FCE 3 3 139,20 1,944 2,148
36 T 3 FCE 3 3 153,60 1,959 2,259

Ly



Tabela 4 Valores das quantificagbes em espectrofotémetro (Nanovue®) para tratamento com DNAse de folha imatura
(FI). A coleta 1 ocorreu no més de abril (aos 35 DAA) e as coletas 2 e 3 ocorreram em maio (aos 65 e 85
DAA), respectivamente

TRATAMENTO COM DNAse

AMOSTRA TRATAMENTO REPETICAO FOLHA BLOCO COLETA Concentracdo (ng/ul)  A260/A280  A260/A230

1 C 1 Fl 1 1 166,40 1,908 2,000
2 T 1 Fl 1 1 202,40 1,931 1,969
3 C 2 Fl 2 1 155,60 1,861 1,995
4 T 2 Fl 2 1 135,20 1,867 1,910
5 C 3 Fl 3 1 174,00 1,867 1,883
6 T 3 FI 3 1 103,90 1,799 1,704
7 C 1 Fl 1 2 164,00 1,847 2,040
8 T 1 Fl 1 2 184,00 1,917 1,974
9 C 2 Fl 2 2 148,80 1,888 1,927
10 T 2 Fl 2 2 156,40 1,898 1,844
11 C 3 Fl 3 2 142,40 1,914 1,914
12 T 3 Fl 3 2 185,20 1,945 1,996
13 C 1 Fl 1 3 136,80 1,911 1,829
14 T 1 Fl 1 3 160,40 1,928 1,831
15 C 2 Fl 2 3 149,20 1,893 1,884
16 T 2 Fl 2 3 150,40 1,899 2,077
17 C 3 Fl 3 3 158,00 1,899 1,965
18 T 3 Fl 3 3 156,00 1,902 2,021

517
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3.8 PCR e Gel de agarose

Foi realizada uma PCR convencional para verificar a presenga de DNA
gendmico nas amostras tratadas com DNAse, e para verificar a eficiéncia do
tratamento. Para o efeito, foi preparado um mix contendo os componentes
ilustrados na Tabela 5, partindo do maior para 0 menor volume. Em seguida, foi
adicionada uma aliquota de 9 pL do mix em cada tubo e 1 pL do RNA tratado
com DNAse. O material foi, entdo, levado ao Termociclador (Tabela 6).
Posteriormente, foi realizado um gel de agarose a 1,5% para verificar a sua
integridade. Foram usados 70 mL de TAE 1 x, 1,05 g de agarose e 6 uL de gel
red. A corrida foi de 100 v por 30 minutos. O controle positivo foi sempre

composto pelo mix e cDNA de cana, e o controle negativo pelo mix e agua.

Tabela5 Componentes do mix para PCR convencional

Componente 1 Reacdo
Buffer green 2uL
MgCl, 1uL
dNTP 0,8uL
Primer 1 - ScCO F: 5>GAGGAGGTCGCTCGAAGA3’ 0,8pL
Primer 2 - ScCO R: 5’GTCGGCGTGGCAGTACAC3’ 0,8pL
Gotaq 0,1pL

H,0 3,5uL




Tabela 6 CondicGes do Termociclador
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Componente Passo 1 Passo 2 (35x) Passo 3
Temperatura (°C) 94 94 58 72 72 4
Tempo 2 0,20s 0,50s 1min 10min o0

3.9 Sintese de cDNA

As amostras que apresentaram alto grau de integridade e pureza foram

usadas para a sintese de cDNA, com o Kit High-Capacity cDNA Reverse

Transcription (Applied Biosystems). Inicialmente, foi realizado o célculo para a

sintese de cDNA, mantendo a concentragdo por reagdo de 1 pL e volume final

de 20 pL. Em seguida, foi preparado o RT master mix no gelo Tabela 7. Deste,

foram pipetados 10 pL em cada tubo. Foram também pipetados 10 pL da

amostra e misturado com a pipeta. Em seguida, os tubos foram brevemente

centrifugados para eliminar bolhas de ar. Os tubos foram, entdo, levados ao

Termociclador para a corrida de transcricao reversa, de acordo com as condi¢des

do Termociclador ilustradas na Tabela 8. Apds a sintese de cDNA, as amostras

foram armazenadas no ultrafreezer -80°C até o uso.

Tabela 7 Composi¢cdo do RT master mix

Componente Volume da reacéo
10x RT buffer 2,0uL
25X dNTP mix (100nM) 0,8uL
10x random primers 2,0uL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0uL
Agua nucleasse-free 4,2uL

Total por reacdo 10uL
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Tabela 8 CondicGes do Termociclador

Componente Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tempo (min) 10 120 5 0

3.10 Expressédo por PCR em tempo real

Para a analise da expressao génica quantitativa dos genes SclD1, ScFT1e
ScFT2, foi utilizado o aparelho Rotor-Gene Q Real-Time PCR (Qiagen) pelo
sistema de deteccdo por SYBR Green. Foi realizado ensaio de quantificagdo
absoluta para a determinacdo da curva padrdo e eficiéncia dos primers. Em
seguida, foi realizado o ensaio de expressao relativa, pelo método do Pfaffl. As
amostras foram analisadas em triplicata. Para a avaliacdo de gene de referéncia,
foi utilizado o glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Os dados
foram analisados por meio do programa Rotor-Gene Series Pure Detection
(Versdo 2.0.2). Para o céalculo da expressdo relativa (R) de um gene alvo, foi
calculado com base em E e o desvio CP de uma amostra desconhecida, em
comparagdo com um controle, e expresso em relacdo a um gene de referéncia.
Para o calculo da expresséo relativa foi utilizada a seguinte férmula (PFAFFL,
2001):

a) Calculo da expresséo relativa

(controle—amostra)
EalvoACPalvo

ratio = 2CP —__(controle—amostra) (1)
E . referéncia
referéncia

Onde, Eaw € a eficiéncia de transcricdo do gene alvo; Ereferencia € @

eficiéncia de transcricdo do gene de referéncia; ACPyy € 0 desvio CP do
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controle - amostra do transcrito do gene alvo; ACPeferancia € 0 desvio CP do
controle - amostra do transcrito do gene de referéncia (PFAFFL, 2001).

Os primers usados estdo descritos na Tabela 9 e a sua eficiéncia foi
confirmada pela curva de eficiéncia para cada gene (Figuras 8 e 9)

Tabela 9 Sequéncias dos primers utilizados

Sequéncia dos primers

ScID1 F 5’CCCTAACAATACCCTCTTCTTCC3’
ScID1R 5’GGTGGTGGTGGTGATGCT3’

ScFT1 F 5’GGCTAATGACTCCCTGACGA3’
ScFT1R 5’CCATCCCTTCAAACACTGGT3’
ScFT2 F 5’GACGCTGAGGGAGTATTTGC3’
ScFT2 R 5’GCTGGAAGAGCACGAACAC3’
ScGAPDH F 5’CACGGCCACTGGAAGCA3’

ScGAPDH R 5’TCCTCAGGGTTCCTGATGCC3’




Cycling A.Green (Page 1)
R=099834

R*2=0,99768

M=-3210

B=15511

Efficiency=1,05

'
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........................................................ PR
'

-1

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99024
R"2=0,98058
M=-3,306
B=19,727
Efficiency=1,01

Concentration

Figura 8 Curva de eficiéncia do primer SCGAPDH (A) e ScID1 (B)

-| Cycling A.Green (Page 1):
. _| R=0,99738

i _| R"2=0,99476

| M=-3,430

. | B=16,987

| Efficiency=0,96

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99773
R"2=0,99546
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B=17414
Efficiency=0,97

Cencentration

Figura9 Curva de eficiéncia do primer ScFT1 (C) e ScFT2 (D)
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3.11 Elaboragao dos graficos

Durante a elaboracdo dos graficos referente a expressdo génica foi
escolhida uma amostra calibradora que melhor representasse o resultado, para
permitir uma comparagdo com as demais amostras. Esta escolha baseou-se no
maior valor observado pela diferenca entre o Cq do gene alvo e o0 Cq do gene de
referéncia (Equacédo 2). Em seguida, foi efetuado o célculo da expresséo relativa

e, posto isto, calculou-se o erro padréo e inseriu-se no gréafico.

b) Calculo para a escolha da amostra calibradora

Amostra calibradora = CQQene alvo — CQgene de referéncia (2)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressdo dos genes ScID1, ScFT1 e ScFT2

A Figura 10 ilustra a expressdo relativa do gene ScID1. Ao comparar a
amostra calibradora (grupo tratamento dos 65 DAA) com as demais, observou-
se que aos 35 DAA o grupo controle e o tratamento apresentaram 1,22 e 2,94,
respectivamente. Aos 65 DAA o controle foi de 1,59. Aos 85 DAA o grupo
controle e tratamento apresentaram 1,92 e 1,20, respectivamente. Os resultados
indicam que apenas o grupo tratamento dos 35 DAA apresentou mudanga na
expressdo do gene. Comparando o controle com o tratamento, observou-se que
aos 35 e 65 DAA os valores foram 2,4; 1,0 vez mais expressos, respectivamente.
Aos 85 DAA obteve-se valores 1,5 vezes menos expressos. Isto sugere uma
influéncia da Piraclostrobina no aumento da expressdo do gene ScID1 até os 35
DAA. Estudo realizado com cana de acUcar demostrou que a proteina SciD1
pode ser responsavel por controlar o processo do florescimento, agindo como
fator de transcricdo (COELHO, 2010).

Em milho, o gene ID1 apresenta papel fundamental na regulacdo da
transicdo para o florescimento (MCSTEEN; LAUDENCIA-CHINGCUANCO;
COLASANTI, 2000; KOZAKI; HAKE; COLASANTI, 2004; WONG;
COLASANTI, 2007). Dessa forma, plantas com perda de funcédo id1 apresentam
fendtipo caracteristico como flor atrasada ou desenvolvimento anormal da flor
(WONG; COLASANTI, 2007).

Avaliando a produtividade da cultivar RB867515 mediante a aplicagdo
de Piraclostrobina, em estudo complementar, os resultados obtidos em campo
indicam que a produtividade dos colmos (61,84 t ha™* e 48,80t ha™, tratamento e
controle, respectivamente) e a massa verde (67,69t ha™ e 55,08t ha™, tratamento

e controle, respectivamente) apresentaram maiores valores para 0 grupo que
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recebeu a aplicagdo da Piraclostrobia. Dessa forma, além do efeito na expresséo

do gene ainda foi observado um incremento na produtividade da cultivar
(LOPES, 2015)".

Expressao do gene SciD1

Expressao relativa
w
1

2 -
) I
0
0 = 0 = 0 =
S 2 S 8 S )
= QO = o = L
=3 3 =} 3 =} 3
[0) [¢] @ @ ) @
3 =} 3
3 g g
35 DAA 65 DAA 85 DAA

Figura 10 Expresséo relativa do gene SclD1 no grupo controle (sem aplicacéo

de Piraclostrobina) e no grupo tratamento (com aplicagdo de
Piraclostrobina) aos 35; 65 e 85 dias apds a aplicagdo (DAA). A barra
ilustra o erro padrdo e a seta em vermelho indica a amostra
calibradora

1

LOPES, A. M. Dados ndo publicados. 2015. Esses dados serdo publicados na tese
de doutorado da pesquisadora Amanda Moreira Lopes a ser defendida no Programa
de Pds-Graduagdo em Agronomia/Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de
Lavras no ano de 2016.
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A Figura 11 ilustra a expressao relativa do gene ScFT1. Comparado a
amostra calibradora (grupo tratamento dos 85 DAA), aos 35 DAA obteve-se
10,50 e 10,78 respectivamente para 0 grupo controle e o tratamento. Aos 65
DAA obteve-se 5,40 (controle) e 6,01 (tratado). Aos 85 DAA o controle foi 7,61
vezes mais expresso. Os resultados indicaram que houve mudancga no padrdo de
expressdo em todos os tempos de coleta quando comparados com a amostra
calibradora. Comparando-se o controle com o tratamento, observou-se que aos
35 e 65 DAA os valores do tratamento foram 1,02 e 1,12 vezes mais expresso do
que o controle, o que ndo ocorreu aos 85 DAA. Dessa forma, o periodo de
inibicdo floral aos 65 DAA pode ser constatado pela diferenca existente no

padréo de expressao do ScFT1.
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Expressao do gene ScFT1
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Figura 11 Expresséo relativa do gene ScFT1 no grupo controle (sem aplicacdo

de Piraclostrobina) e no grupo tratamento (com aplicacdo de
Piraclostrobina) aos 35; 65 e 85 dias apés a aplicagdo (DAA). A barra
ilustra o0 erro padrdo e a seta em vermelho indica a amostra
calibradora
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Para o gene ScFT2, a amostra calibradora foi o grupo controle aos 85
DAA. Assim, observou-se que aos 35 DAA o grupo controle foi 4,93 mais
expresso, e o grupo tratamento foi 3,31 vezes mais expresso. Aos 65 DAA, esse
nivel de expressdo foi de 1,69 para o controle e 2,77 para o tratamento. Aos 85
DAA, o nivel de expressdo do grupo tratamento foi de 1,87 (Figura 12). Os
resultados indicam que os niveis de expressdo mudaram apenas aos 35 DAA
(controle e tratado) e aos 65 para o tratamento. Comparando o controle com o
tratamento, este mostrou-se com valores mais elevados de expressdo apenas aos
65 e 85 DAA, sendo 1,75 e 1,87, respectivamente. Dessa forma, os valores
indicam que o periodo de inibicdo floral foi novamente constatado aos 65 DAA
e que o nivel de expressdo o nivel de expressao decresce com o tempo, tanto
para o grupo controle quanto para o grupo tratado. Porém, o grupo que recebeu a
aplicacdo do fungicida (tratado) aos 65 DAA e 85 DAA mostrou-se com niveis
de expressdo mais elevados que o0 grupo que ndo recebeu a aplicacdo de
Piraclostrobina.

Com relacdo ao gene FT, o estudo destaca que este afeta a inducdo
floral, promovendo a floracdo em plantas superiores (XU et al., 2012). Porém,
em cana foi constatado que o ScFT1 e o ScFT2 atuam como repressores florais,
podendo o ScFT1 estar envolvido em atividades meristematicas que controlam o
tempo de floracdo e 6rgdos férteis (COELHO et al., 2014). Em beterraba (Beta
vulgaris ssp. vulgaris), esta evidencia foi também obtida. Com base nesse estudo
afirma-se que o gene BvFT1 atua reprimindo a floracéo (PIN et al., 2010) assim
como as proteinas NtFT1, NtFT2 e NtFT3 que sdo também inibidores florais
atipicos para proteinas FT-like em tabaco (HARIG et al., 2012). Desse modo, 0
exposto suporta a inferéncia de que o processo do florescimento foi inibido aos
65 DAA, tanto para o ScFT1 quanto para o ScFT2, ja que o grupo tratado (com
aplicacdo do fungicida) apresentou valores de expressdo superiores ao grupo

controle (sem aplicacdo do fungicida). Estes fatos levam a afirmacdo de que a



60

aplicacdo do fungicida Opera® constituiu em uma alternativa vidvel para o
produtor quanto ao controle do florescimento que foi observado aos 65 DAA,
ndo ocorrendo o florescimento em campo das plantas utilizadas neste trabalho e

constatando-se uma maior produtividade.

Expressao do gene ScFT2

Expressao relativa
w
1

Q) = 0 = Q) =
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Figura 12 Expressdo relativa do gene ScFT2 no grupo controle (sem aplicacéo
de Piraclostrobina) e no grupo tratamento (com aplicacdo de
Piraclostrobina) aos 35; 65 e 85 dias apds a aplicagdo (DAA). A barra
ilustrao erro padrdo e a seta em vermelho indica a amostra
calibradora
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Na regido centro-sul, o0 ano de 2015 apresentou uma tendéncia de maior
favorecimento a ocorréncia do florescimento do que no ano de 2014, sendo
evidenciado esta condi¢do em regifes que em anos anteriores ndo costumava ser
tdo frequente; afetando negativamente a produtividade dos canaviais. Outra
questdo relevante, referente as perdas, é o tempo que a cultivar florescida
permanece no campo até ser colhida. Quanto maior for o tempo e as
temperaturas e quanto menor for a disponibilidade de &gua, maior serd o
comprometimento da  produtividade (CENTRO DE TECNOLOGIA
CANAVIERA, 2015). Assim sendo, a utilizagdo de Piraclostrobina na cultivar
RB867515 é uma alternativa vidvel ao produtor, visando maior ganho em
produtividade, mediante a alteracdes no padrdo de expressao dos genes SclD1,
ScFT1 e ScFT2.
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5 CONCLUSOES

A aplicagdo do fungicida com ingrediente ativo Piraclostrobina tem
efeito na expressdo dos genes ScID1, ScFT1 e ScFT2 na cultivar RB867515.

Existe mudanca na expressdo do gene ScID1 no grupo tratamento aos 35
dias ap6s a aplicacdo (DAA).

Para o gene ScFT1, hd mudanca no padrdo de expressdo quando
comparado com a amostra calibradora em todos os tempos de coleta, e ocorre
inibicdo floral aos 65 DAA.

Ha& mudanca no padrdo de expressdo do ScFT2 aos 35 dias ap6s a
aplicacdo (DAA) para o grupo tratamento e controle e aos 65 DAA para o

tratamento. Aos 65 DAA existe inibigéo floral.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, pode-se verificar que a aplicacdo da Piraclostrobina na
dose recomendada pelo fabricante na cultivar RB867515 promove resposta na
mudanca do padréo de genes relacionados com a rota do florescimento em cana
de aclcar em alguns tempos de coleta, o que provavelmente afeta a
produtividade final da cultura.

Assim, os resultados indicaram que a utilizacdo da molécula do grupo
das estrobilurinas, pode ser promissor para garantia da produtividade em cana,
consistindo em estratégia inovadora que pode vir a garantir melhorias na cadeia
produtiva da cultura. E importante que outros estudos sejam realizados para
complementar o entendimento do efeito desta molécula no florescimento de cana

de acucar.
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