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Resumo

Na cana-de-acucar, a conversao de meristema vegetativo para reprodutivo € uma
etapa importante para o melhoramento genético, no entanto, é indesejavel na
producdo comercial por consumir sacarose para 0 desenvolvimento da
inflorescéncia. Este estudo teve como objetivo identificar proteinas
diferencialmente acumuladas no meristema apical da variedade de cana
RB867515 sob aplicacdo foliar de sulfato de calcio, através de eletroforese 2D e
espectrometria de massas. Foi testado o efeito do célcio em parametros
morfofisioldégicos, concentracdo de macronutrientes e anatomia do apice
meristematico por microscopia O6tica. Adicionalmente, foi avaliado o efeito do
calcio no proteoma do apice meristematico durante as fases de pré e pés-indugéo
do florescimento. A aplicacéo foliar de célcio aumentou a altura de colmos, e a
abertura estomatica também foi alterada. A composicdo dos macronutrientes
mostrou maiores niveis de calcio e menores teores de potassio e magnésio. A
aplicacéo foliar de calcio reduziu em cerca de 20% o florescimento da cana planta
e 35% na cana soca. Na andlise proteébmica, um total de 60 DEPs foram
identificados por PMF a partir de perfis 2D de meristemas em pré ou pés inducao
floral, dos quais 14 foram observadas exclusivamente em meristemas tratados
com calcio, 11 foram identificadas exclusivamente apés a inducao floral, e 29
foram comuns em ambas as situacfes, porém mais abundantes em meristemas
sem aplicacdo de célcio antes da inducao floral. A aplicacdo foliar de calcio
alterou significativamente o proteoma meristematico da cana-de-agucar. O calcio
parece também melhorar a sinalizacdo celular e a atividade antioxidante em
meristemas. O efeito da aplicacdo foliar de calcio no proteoma parece ser
atenuado pelo tempo. As proteinas identificadas sado fortes candidatas a estudos
futuros envolvendo o controle do florescimento da cana, visando sua aplicacao
como marcador molecular funcional associadas ao célcio, podendo auxiliar os
programas de melhoramento genético desta cultura.

Palavras-chave: Célcio, Controle do florescimento, Espectrometria de massas,
Sacharrum, 2D-PAGE.



Abstract

In sugarcane (Saccharum spp.), the conversion of apical meristem to breeding is
an important step for the genetic improvement, however, it is undesirable in
commercial production due to consuming sucrose to develop inflorescence. This
study aimed to identify differentially accumulated proteins in the apical meristem of
the RB867515 variety under foliar application of calcium sulfate through 2D
electrophoresis and mass spectrometry. It has been tested the calcium effect on
morphophysiological parameters, macronutrient contents and anatomy of the
shoot apical meristem by optical microscopy. Additionally, we evaluated the effect
of calcium on the proteome of sugarcane apical meristem during the phases of pre
and post-induction of flowering. Foliar applications of calcium increased the stalk
height, and stomatal opening was also measured. The macronutrient composition
showed higher calcium levels and lower levels of potassium and magnesium. Leaf
applications of calcium reduces flowering by 20% in sugarcane plant, and 35%
reduction in the ratoon cane. In the proteome analysis, a total of 60 DEPs have
been identified by PMF from 2D meristems profiles in pre and post-floral induction,
of which 14 were found exclusively in meristems treated with calcium, 11 were
identified only after floral induction, and 29 were common in both cases, but more
abundant in meristems without application of calcium before floral induction. Foliar
applications of calcium significantly altered the meristematic proteome of
sugarcane. Calcium also appears to enhance cell signaling and antioxidant activity
in meristems. It was observed that the effect of foliar calcium application in
proteome appears to be attenuated by time. The proteins identified are strong
candidates for future studies aiming its use as a functional molecular marker
involving control of flowering of sugarcane associated with calcium, can help
breeding programs of this culture.

Key words: Calcium, Flowering control, Saccharum, 2D-PAGE, mass
spectrometry.
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Figura 1. Vias de sinalizacdo da inducdo do florescimento em Arabidopsis
thaliana. O diagrama apresenta 0s principais componentes e interagdes para a
inducao e repressao floral (Adaptado de Matsoukas et al., 2012).

Figura 2. Principais genes da via de floragdo de arroz, Arabidopsis e
cevada/trigo. Genes de Arabidopsis e seus provaveis ortdlogos em trigo e cevada
estdo destacados em vermelho, identificados em bancos de dados de sequéncias
publicas (Adaptado de Cockram et al., 2007).

Figura 3. O modelo ABCDE para a determinacéo do 6rgao floral em Arabidopsis
thaliana.

Figura 4. Modelo hipotético da via fotoperiodica de inducédo floral da cana-de-
acucar. Gigantea (Gl), Constans (CO), Flowering locus T (FT), Grain number,
Plant Height and Heading Date7 (GHD7) e Early Heading Datel (EHD1). Cada
elemento da via corresponde a EST-contig selecionados através da caraterizacdo
in silico dos provaveis genes de tempo de floracao.

Figura 5. Fluxo de trabalho de prote6mica de plantas a partir de amostragem de
plantas para melhoramento genético de culturas.

Figura 6. Processos de transducdo de sinal mediados pelo célcio (Ca®") em
células de plantas. Exemplos de processos de transducédo de sinal mediadas por
Calmodulinas (CaMs), Proteinas quinases dependentes de célcio (CDPKs) e
Proteina de ligacdo a caucineurina (CBL-CIPK) juntamente com suas respectivas
proteinas-alvo, as quais foram investigadas em diferentes espécies de plantas
(indicado pelas siglas: At, Arabidopsis; St, batata; Nt, tabaco). A fosforilacdo de
proteinas alvo é indicada pelo P em amarelo circulado.
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Figura 1. Médias mensais de temperaturas minima, média e maxima (A),
registradas na Estacdo de Floracdo e Cruzamento de cana-de-acucar Serra do
Ouro, AL (09° 14’ 22” S; 35° 50 117 W; 480m de altitude). Precipitacdo
pluviométrica (mm) e fotoperiodo (horas) do 15° dia do més (B).

Figura 2. Esquema de aplicagdo dos tratamentos, coletas e analises
morfofisiolégicas realizadas durante o experimento no periodo 2013/2014.

Figura 3. llustragéo de etapas do experimento: plantio em caixas (A), aplicagao
do tratamento no campo com pulverizador costal (B), experimento no campo (C),
coleta da regido contendo o apice meristematico de cana-de-acucar (D).

Figura 4. Percentagem de florescimento de colmos da variedade de cana-de-
acucar RB867515 nos meses de abril, maio e junho de 2014, submetidas a
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aplicacao foliar de 58 mM de sulfato de céalcio CaSO, aos 90, 130, e 165 dias
apos o corte, cultivadas na Estacdo de Floracdo e Cruzamento de cana-de-
acucar Serra do Ouro, no municipio de Murici — Alagoas.

Figura 5. Valores médios de comprimento de colmos (A), nimero de entrends
por colmo (B), comprimento da folha +3 (C) e largura da folha +3 (D) na
variedade RB867515, submetidos a aplicacdo foliar de sulfato de célcio (CaSO,).
Figura 6. VariacGes diurnas de A fotossintese (A); E transpiracdo foliar (B); gs
condutancia estomatica (C) e Ci concentracdo interna de CO, (D) na variedade
de cana RB867515 sob aplicacao foliar de 58 mM de sulfato de calcio (CaSO,)
cultivadas em condi¢Bes de campo aos 180 dias apds a rebrota (cana-soca).
Figura 7. Concentracdo dos macro-nutrientes, célcio (A), enxofre (B), potassio
(C), magnésio (D) e fosforo (E) do meristema apical da variedade de cana-de-
acucar RB867515, coletados aos 130 dias apds a rebrota (cana-soca) no periodo
anterior a floracdo, submetida a aplicacéo foliar de 58 mM de sulfato de calcio
(CaSO0y).

Figura 8. Analise histolégica da seccao frontal do meristema apical da variedade
de cana-de-acucar RB867515, sob aplicacéo foliar de 58 mM de sulfato de calcio
(CaS0,) (com Ca®") e controle (sem Ca?"), aumento 5X, espessura 10 pm,
coradas utilizando safranina.
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Figura 1. Representacdo esquematica do processo de isolamento e extracdo de
proteinas do meristema apical da cana-de-acucar variedade RB867515 -
Protocolo A - Wang et al. ( 2003), com modificac6es de Pirovani et al. (2008).

Figura 2. Representacdo esquematica do processo de isolamento e extracdo de
proteinas do meristema apical da cana-de-acucar variedade RB867515 -
Protocolo B - Hurkman e Tanaka (1986), com modificacdes de Boaretto (2012).
Figura 3. Gel 1D SDS-PAGE de proteinas totais do meristema apical de cana-de-
acucar: (A) Acido Tricloroacético TCA e ( B) Fenol; (M) marcador de peso
molecular (KDa).

Figura 4. Localizacao de fragmentos excisados do gel SDS-PAGE de meristemas
apicais da variedade de cana-de-acucar RB867515, tratamentos Pds-inducédo do
florescimento controle e Pré-inducéo do florescimento sob aplicacdo de 58 mM de
sulfato de calcio (CaSO,) para analise em espectrometria de massas. 1-21:
numeragéo das bandas excisadas do gel.

Figura 5. Bandas do gel SDS-PAGE de meristemas apicais da variedade de
cana-de-acucar RB867515, analisadas pelo software Gel Analyzer v. 2010a nos
tratamentos Pds-indugéo do florescimento controle (A) numeracédo 1 a 19 e Pré-
inducdo do florescimento sob aplicacdo foliar de 58 mM de sulfato de calcio
(CaS0,) (B) numeracao 1 a 21.

Figura 6. Anotacdo GO por processo biolégico de proteinas do meristema apical
da variedade de cana-de-acucar RB867515, identificadas em fragmentos do gel
SDS-PAGE.
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Figura 1. Médias mensais de temperaturas minima, média e maxima (A),
registradas na Estacdo de Floracdo e Cruzamento de cana-de-acucar Serra do
Ouro, AL (09° 14’ 22” S, 35° 50 11”7 W, 480m de altitude). Precipitagédo
pluviométrica (mm) e fotoperiodo (horas) do 15° dia do més (B).

Figura 2. llustragéo de etapas do experimento: plantio em caixas (A), aplicacéo
do tratamento no campo com pulverizador costal (B), experimento no campo (C),
regido do meristema do apice da cana-de-acgucar (D).

Figura 3. Esquema de aplicacdo dos tratamentos e coletas para analise
protebmica realizadas durante o experimento no periodo 2012/2013.

Figura 4. Percentagem de florescimento de colmos da variedade de cana-de-
acucar RB867515 nos meses de abril, maio e junho de 2014, submetidas a
aplicacao foliar de 58 mM de sulfato de calcio CaSO,4 aos 135, 165 e 195 dias
apos o corte, cultivadas na Estacdo de Floracdo e Cruzamento de cana-de-
acucar Serra do Ouro, no municipio de Murici — Alagoas.

Figura 5. Imagens de géis 2D-PAGE com localizacdo de matches (spots) com
variacao significativa na % vol ou (ANOVA < 0,05), utilizando extrato de proteinas
totais do meristema do &pice caulinar da variedade RB867515 no periodo de pré-
inducao do florescimento. (A) Gel obtido do tratamento sem célcio (Controle), (B)
Gel obtido do tratamento submetido a aplicagcéo foliar de 58 mM de sulfato de
célcio (CaS0,).

Figura 6. Imagens de géis 2D-PAGE com localizacdo dos matches (spots) com
variacao significativa na % vol ou (ANOVA < 0,05), utilizando extrato de proteinas
totais do meristema do apice caulinar da variedade RB867515 no periodo de pos-
inducao do florescimento. (A) Gel obtido do tratamento sem célcio (Controle), (B)
Gel obtido do tratamento submetido a aplicacéo foliar de 58 mM de sulfato de
célcio (CaS0,).

Figura 7. Variacdo em volume (%) dos matches (spots) comuns na pré-inducao
do florescimento em &pices meristematicos da variedade de cana-de-acucar
RB867515, nos tratamentos sem calcio (controle) e com aplicacdo foliar de 58
mM de sulfato de calcio (CaSO,4) com % vol = 1,5 e (ANOVA < 0,05).

Figura 8. Diagrama de Venn representando as anotacbes de spots
diferencialmente expressos no meristema do apice caulinar da variedade de
cana-de-acucar RB867515 nos tratamentos sem calcio (controle) (A) e com
aplicacédo foliar de 58 mM de sulfato de célcio (CaSO,). Os conjuntos A, B e C
correspondem as identificacdes na Tabela 5.

Figura 9. Categorizagdo da ontologia génica dos DEPs de meristemas do &pice
da cana-de-acucar expressa durante a pré-inducédo do florescimento, expressos
nos tratamentos sem calcio (controle) e sob aplicagéo foliar de 58 mM de sulfato
de calcio (CaSO,). Os numeros ligados aos setores do gréafico séo identificadores
das categorias raiz de processo biologico, também representados nos respectivos
guadros; nestes, é indicada a frequéncia (%) de cada processo biologico
conforme o numero de termos de GO, encontrado para cada conjunto de DEPs,
de cada tratamento.

Figura 10. Categorizacdo da ontologia génica dos DEPs de meristemas do apice
da cana-de-acUcar na poés-inducdo do florescimento expressos nos tratamentos
sem calcio (controle) e sob aplicagdo foliar de 58 mM de sulfato de calcio
(Cas0O,). Os numeros ligados aos setores do grafico sdo identificadores das
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categorias raiz de processo bioldgico, também representados nos respectivos
quadros; nestes, € indicada a frequéncia (%) de cada processo bioldgico
conforme o numero de termos de GO, encontrado para cada conjunto de DEPs,
de cada tratamento.

Figura 11. Distribuicdo dos DEPs de acordo com as categorias funcionais em
meristemas do apice da cana-de-agUcar durante a Pré-inducdo do florescimento,
expressos nos tratamentos sem calcio (controle) e sob aplicacao foliar de 58 mM
de sulfato de célcio (CaSO,).

Figura 12. Distribuicdo dos DEPs de acordo com as categorias funcionais em
meristemas do 4pice da cana-de-acUcar durante a Pos-inducéo do florescimento,
expressos nos tratamentos sem calcio (controle) e sob aplicacao foliar de 58 mM
de sulfato de célcio (CaSO,).

Figura 13. Modelo esquematico dos processos de regulacdo proteica em
meristemas de cana-de-agUcar durante a pré-inducdo do florescimento em
condicbes normais de cultivo (controle) e sob aplicacdo foliar de 58 mM de
CaSO0..
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plantas SwissProt: Viridiplantae, e Saccharum.
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1. Introducéo

Na cana de agucar (Saccharum spp.) a conversao de meristema vegetativo
para meristema floral € uma etapa importante para o melhoramento da cultura,
pois a inflorescéncia contém o material genético fundamental para o cruzamento
de clones e para a obtencdo de caracteristicas desejaveis. Por outro lado, a
ocorréncia do florescimento em cultivos comerciais € extremamente indesejada
pelos produtores, uma vez que nesse processo a sacarose acumulada no colmo é
desviada para o desenvolvimento da flor. Como consequéncia, o crescimento da
planta é retardado, levando a perdas substanciais no rendimento em sacarose.

Na cana-de-acucar, a inducéo florescimento e posterior diferenciacdo de
meristema vegetativo para reprodutivo € controlado por diversos fatores climaticos
e genéticos, que envolvem principalmente, fotoperiodo, temperatura, umidade,
nutricdo e os efeitos destes na regulacdo da expressao génica. Dentre esses
fatores o fotoperiodo € um dos mais importantes. A cana-de-acucar floresce num
periodo em que a duracéo do dia diminuiu abaixo do seu fotoperiodo critico que é
de 12,5 h, sendo considerada uma planta de dia curto (PDC). Além disso, antes
da floracdo a planta necessita de um periodo de crescimento para que
desenvolva entrenés maduros e em numero suficiente, entre 2-4 entrends,
dependendo da variedade, como uma sinalizacéo para a evocacéo floral.

O conhecimento sobre os fatores envolvidos na inducdo do florescimento
da cana é fundamental para o desenvolvimento de estratégias no sentido de
controlar sua ocorréncia em campo. Como solugdo para o problema, tem sido
sugerido o desenvolvimento de variedades selecionadas menos propensas a

florescer em campo, o uso de compostos a base de etileno, a supressdo da
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irrigacdo, tratamentos de interrupcdo do escuro, aplicacao foliar de calcio, dentre
outros.

Quanto a base molecular do desenvolvimento da inflorescéncia, ha pouca
informacédo disponivel para cana-de-acuUcar. Apesar disso, ocorreram alguns
avancos, o maior deles foi a formacdo do banco de dados de sequéncias
transcritas expressas da cana-de-acucar, projeto SUCEST. A conclusdo do
sequenciamento completo do genoma do arroz, milho e Brachypodium também
tem auxiliado na compreensdo da maioria dos genes e fatores de transcricdo
envolvidos na regulacdo do florescimento em gramineas. Além disso, a
elucidacdo dos mecanismos moleculares que regulam o florescimento em
espécies vegetais modelo, como descritos em Arabidopsis, também tem sido
crucial.

O conhecimento dos mecanismos que governam a transducdo de sinais a
diferentes estimulos enddégenos e ambientais sdo importantes na compreensao
da transicao floral da cana. Dada a especificidade na qual a cana percebe alguns
sinais enddégenos e ambientais para regular a transicdo para o desenvolvimento
reprodutivo, espera-se que haja uma série de proteinas reguladoras atuando de
forma coordenada no controle das diversas vias que culminam na expressao de
genes de identidade de meristemas e diferenciacdo de 6rgaos florais. Nesse
aspecto, o uso calcio (Ca®") é um alvo interessante de estudo, devido a
complexidade de mecanismos com 0s quais esse ion interage dentro de varias
organelas na célula. Desta forma, uma melhor compreenséo do papel do calcio na
reducdo do florescimento da cana sera crucial para uma triagem de possiveis

marcadores moleculares envolvidos na regulacéo da transicao floral nesta cultura.
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A abordagem prote6mica, neste caso, € uma estratégia importante por
realizar uma analise aberta, proporcionando uma visualizacdo global de todo o
processo, e ainda pela vantagem da maior proximidade com o fenétipo. Portanto,
0 objetivo deste estudo foi analisar o efeito da aplicacdo foliar de calcio no
acumulo diferencial de proteinas no apice meristematico da variedade de cana

RB867515.

2. Revisao de literatura

2.1 Florescimento e mecanismos de regulacéo da inducéo floral

O florescimento corresponde a transicdo da fase vegetativa para a fase
reprodutiva (Zhou et al., 2007). O momento em que essa mudanca ocorre € de
grande importancia para a agricultura e para o melhoramento de plantas (Junge
Miller, 2009). A maioria das plantas percebe sinais ambientais para regular a
transicdo para a floracdo, de modo que completem o ciclo de reproducdo sob
condicdes externas favoraveis (Bernier et al., 1993). A inducéo floral ocorre apo6s
as plantas terem atingido certo estadgio de desenvolvimento e em resposta a
estimulos enddgenos e ambientais (Zhou et al., 2007). Esse processo € marcado
pela diferenciacdo do meristema apical (SAM), o local onde ocorre a
organogénese. O SAM consiste de um conjunto de células indiferenciadas, as
quais dividem-se continuamente para a formacdo de caule, ramos e folhas
(Glover, 2007). Anatomicamente, o SAM na eudicotiledonea A. thaliana, é
composto por trés camadas de células, L1, a camada mais externa formada por
uma unica camada de células, L2, abaixo da L1, geralmente possui 2 a 3
camadas de espessura de células, dividindo-se predominantente em anticlinal,

para gerar a epiderme da planta, ou seja, perpendicular a superficie, e a camada
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L3, a qual se divide em grande quantidade de tecidos nos sentidos anti e periclinal
(Evans e Barton, 1997; Liu e Hu, 2010). Por outro lado, em monocotiledéneas a
exemplo do milho, histologicamente é observada na tunica apenas uma camada
L1, e corpus algumas vezes é chamado de L2 (Abbe et al. 1951) Uma vez que a
inducdo floral ocorre, o0 SAM ird se preparar para uma série de mudancas
moleculares e fisiolégicas, e um dos primeiros eventos € o0 aumento na
transcricdo, seguido de sintese de proteinas (Tamaki et al., 2007), e altera¢do nos
niveis de carboidratos, como aumento de sacarose (Ohto et al., 2001), de modo a
garantir a alta atividade metabodlica e gasto energético requerido no processo
(Glover, 2007).

Vias genéticas que promovem a floracdo em resposta a esses sinais foram
definidos no modelo vegetal Arabidopsis thaliana e varias proteinas reguladoras

envolvidas foram identificadas (Figura 1).
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Figura 1. Vias de sinalizagdo da inducao do florescimento em Arabidopsis thaliana. O diagrama
apresenta os principais componentes e interagfes para a inducao e repressao floral (Adaptado de
Matsoukas et al., 2012).

Dependendo da exigéncia na duracdo do dia, as plantas podem ser
classificadas em trés categorias. Plantas de dias longos (PDL) quando o
fotoperiodo excede um fotoperiodo critico, de dias curtos (PDC) quando o
fotoperiodo critico € menor do que a duracdo do dia, e de dia-neutro quando as
plantas florescem Independentemente da duracdo do dia. O comprimento critico
do dia para a inducao floral é especifico para cada espécie, mas varia
frequentemente entre acessos da mesma espécie (Shrestha et al., 2014).

Os recentes avanc¢os na gendmica de culturas permitiram o isolamento de
varios genes envolvidos no controle do florescimento de espécies tais como o
arroz (Yoshida e Nagato, 2011), trigo (Kumar et al., 2012) e milho (Buckler et al.,

2009). Alguns destes genes sédo ortélogos daqueles que foram previamente
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caracterizados em A. thaliana, e as suas fun¢des sdo conservadas. No entanto,
outros demonstraram ser homoélogos ao gene que controla o tempo de floracao
em A. thaliana, contudo parecendo ter funcdes distintas, e muitos ndo sao

encontrados em A. thaliana (Andrés e Coupland, 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Principais genes da via de floragdo de arroz, Arabidopsis e cevadaltrigo. Genes de
Arabidopsis e seus provaveis ort6logos em trigo e cevada estdo destacados em vermelho,
identificados em bancos de dados de sequéncias publicas (Adaptado de Cockram et al., 2007).

O principio unificador no campo do desenvolvimento da flor € o modelo
ABC. Este modelo, inicialmente proposto no inicio de 1990 com base em
experiéncias genéticas em Antirrihinum e Arabidopsis, possui grande simplicidade
e é aplicavel a uma grande variedade de espécies de angiospermas,
eudicotiledbneas e monocotiledbneas, incluindo espécies de gramineas
economicamente importantes, como o arroz e o milho (Koornneef et al., 1991;
Causier et al., 2010).

A flor de Arabidopsis, por exemplo, como a maioria das angiospermas,

consiste em quatro tipos de 6rgdos que sdo dispostos numa série de anéis
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concéntricos ou espirais. De fora para dentro, a flor € composta por sépalas,
pétalas, estames e carpelos (Weigel e Meyerowitz, 1994).

O modelo ABC postula que trés atividades, A, B, e C, especificam a
identidade do ¢6rgdo floral de uma forma combinatéria. Especificamente, A
especifica sépalas, A + B especifica pétalas, B + C especifica estames, e C s0
especifica carpelos. Um segundo aspecto importante € que as classes A e C sao
mutuamente repressivas. Na auséncia de A, a atividade C esta presente em toda
a flor. Do mesmo modo, na auséncia de C, a atividade A esta presente em toda a
flor. Ao longo dos anos 1990, os genes ABC foram clonados a partir de uma vasta
gama de espécies, e numerosos estudos moleculares foram realizados. Estas
experiéncias moleculares apoiaram amplamente os principios fundamentais do
modelo ABC (Lohmann e Weigel, 2002).

Posteriormente, o modelo ABC foi ampliado para cinco classes de genes
(ABCDE) para explicar novos mutantes florais e para acomodar funcdes que
especificam o desenvolvimento do 6vulo e do estabelecimento de contexto floral
(Ferrario et al., 2003), sendo proposto também em A. thaliana e A. majus

envolvendo os fatores de transcricdio MADS-box (van Mourik et al., 2010).
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Figura 3. O modelo ABCDE para a determinagdo do orgdo floral em Arabidopsis thaliana.
(adapatado de van Mourik et al., 2010).

Em termos gerais, o desenvolvimento da flor pode ser dividido em quatro
etapas que ocorrem em uma sequéncia temporal. Em primeiro lugar, em resposta
a sinais ambientais e enddgenos, a planta alterna de crescimento vegetativo para
crescimento reprodutivo, 0 processo € controlado por um grande grupo de genes
de tempo de florescéncia (Zhou et al., 2007). Em segundo lugar, 0s sinais
provenientes das diferentes vias de tempo de floracdo séo integrados e conduzem
a ativacdo de um pequeno grupo de genes que especificam identidade de
meristema floral (Simon et al., 1996). Em seguida, os genes de identidade de
meristema ativam o0s genes de identidade de o6rgdos florais em regides
especificas da flor (Pelaz et al., 2000). Em quarto lugar, os genes de identidade
de drgaos florais ativam a jusante, genes de orgaos de formacao que especificam
0s varios tipos de células e tecidos que constituem os quatro orgaos florais (Jack,

2004).
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Os genes que regulam o tempo de florescimento funcionam em quatro
principais vias de promocao: fotoperiodo, giberelinas (GA), vias autbnomas,
vernalizacéo e envelhecimento (Khan et al., 2014).

Mutantes na via de promocdo de fotoperiodo de dias longos sédo de
floracdo tardia, quando cultivados em fotoperiodos de dias longos. Foi proposto
que estes mutantes participam de uma via que promove a floracédo
especificamente em resposta aos dias longos. Os genes CONSTANS (CO) e
FLOWERING LOCUS T (FT) tém papéis importantes nessa via de regulacao.
Estes genes sdo expressos no tecido vascular das folhas, e isto € consistente
com experiéncias fisiologicas que mostraram que a percepcdo do fotoperiodo
ocorre nas folhas. Muitos genes de dias longos codificam vias de proteinas
envolvidas na percepcdo da luz, por exemplo, PHYTOCHROME (PHY), e
CRYPTOCHROME (CRY) ou componentes do relégio circadiano, como
GIGANTEA (Gl) e EARLY FLOWERING 3 (ELF3) (Hayama e Coupland, 2004).
Os componentes do reldgio levam a ativacao de CO. J4 mutantes co, sdo de
floracdo tardia em fotoperiodos de dias longos (Andrés e Coupland, 2012).

Uma segunda via para a promocdo do florescimento envolve as GAs.
Mutantes com defeito na biossintese de GAs tais como GA1l, exibem atrasos
significativos no periodo de floracdo quando cultivados em dias curtos, mas néo
em dias longos, o0 que sugere que GA é um estimulador importante da floracdo na
auséncia de dia longo (Mutasa-Gottgens e Hedden, 2009).

Genes da via autbnoma controlam a floracdo de forma independente de
fotoperiodo. Como uma planta de dia longo facultativa, as flores de Arabidopsis,
por exemplo, florescem mais rapidamente quando cultivadas em dias longos, mas

também florescem eventualmente, quando cultivada em dias com fotoperiodos
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curtos nao indutivos. A quarta via, e um dos principais caminhos de inducéao do
florescimento é a vernalizacdo. Um tratamento prolongado de frio (vernalizagéo)
que imita a hibernacdo, estimula a floragdo em vérios acessos de Arabidopsis
(Andrés e Coupland, 2012).

A via de envelhecimento foi recentemente identificada, esta via afeta o
tempo de floracdo de duas maneiras: inibindo a atividade de repressores do
florescimento, e regulando as vias de integracdo de sinais e reguladores de
identidade de meristemas. As via de envelhecimento é associada a atividade dos
microRNAs (miR156 e miR172) em resposta a estimulos enddégenos (Khan et al.,
2014).

Os genes de identidade de meristema podem ser divididos em duas sub-
classes: os genes de identidade de meristema e os genes de identidade de
orgaos florais. Os genes que codificam fatores de transcricdo que se ligam ao
DNA e regulam a expressdo dos componentes-chave dessa via pertencem a
classe MADS-box (Pelaz et al., 2000). Genes de identidade de meristema, tais
como TERMINAL FLOWER1 (TFL1) especificam o meristema apical como
indeterminado e nao florais (Danilevskaya et al., 2010).

A segunda subclasse, os genes de identidade do meristema floral,
especificam meristemas laterais em Arabidopsis para o desenvolvimento de
flores, em vez de folhas ou brotos. Em Arabidopsis, LEAFY (LFY) e APETALAL
(AP1) especificam o primérdio lateral para o desenvolvimento de flores em vez de
brotos. Ambos mutantes simples Ify e apl exibem uma conversao parcial de flores

para a parte aérea. (Bowman et al., 1993).
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Sinais das cinco vias de inducao floral sdo integrados pelos fatores de
transcricdo FLOWERING LOCUS C (FLC), SUPPRESSOR OVEREXPRESSION
OF CONSTANS (SOC1), FT, e LFY. (Jack, 2004; Khan et al., 2014).

As ferramentas disponiveis atualmente para isolamento e purificacdo de
proteinas em larga escala a partir de extratos de plantas, como a protedmica e
espectrometria de massas, tém o potencial para identificar componentes
bioquimicos complexos, como os fatores de transcricdo floral, um desafio
importante para o futuro € caracterizar tais fatores na ativacdo/repressao da

transcricdo em varios orgaos e em diferentes fases de desenvolvimento.

2.2 A cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma graminea perene que se
desenvolve em forma de touceira, sendo a parte aérea formada por colmos,
folhas e inflorescéncias, e a subterrdnea formada por raizes e rizoma (Araldi et
al., 2010). A planta possui metabolismo de carbono C4, sendo considerada muito
eficiente na conversao de energia luminosa em biomassa (Rodrigues, 1995).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana como uma producéo no bénio
2015/2016 foi de 665,6 milhdes de toneladas de colmos industrializaveis. A maior
parte desta producao foi destinada a geracdo de Etanol, 30,5 bi de litros, seguido
do acucar, 33,5 mi ton. A regido Sudeste é responsavel por 65,6% dessa
producédo, enquanto que o nordeste contribui com 6,8% (CONAB, 2016).

As cultivares de cana-de-acucar constituem um complexo poliploide e
aneuploide (Grivet e Arruda, 2001) e sdo oriundas da recombinagdo entre
diferentes hibridos derivados de duas espécies altamente poliploides, S.

officinarum (x = 10, 2n = 8x = 80) e S. spontaneum (x = 8, 2n = 5-16x = 40-128).



30

Usualmente, apresentam entre 100 e 130 cromossomos, dos quais 70-80%
derivados de S. officinarum, 10-20% de S. spontaneum e aproximadamente 10%
sdo recombinantes entre as duas espécies (D’Hont et al., 1996; Jannoo et al.,
2004).

Muito bem adaptada a regides de clima tropical, como o Brasil, a cultura
necessita de condicdes edafoclimaticas adequadas para seu pleno
desenvolvimento, dentre as quais estd uma disponibilidade hidrica em torno de
1200 a 2500 mm durante o ciclo de cultivo (Doorenbos e Kassam, 1979; Singh et
al., 2007). Entretanto, muitas vezes ndo é possivel assegurar tais condi¢des
adequadas em campo. Com maiores frequéncias de seca e mudancas climaticas,
a producdo da cana-de-acucar vem sofrendo sérios prejuizos e o
desenvolvimento de variedades mais adaptadas as constantes alteracées no
ambiente tem sido o grande desafio dos programas de melhoramento genético
(Silva et al., 2008; Cardozo e Sentelhas, 2013).

Dentre os problemas ocasionados pelas mudancas ambientais na
producdo da cana, tem ganhado destaque o florescimento precoce. Apesar da
importancia do florescimento para cruzamentos pelos programas de
melhoramento genético e obtencdo de novas variedades com caracteristicas
desejaveis ao cultivo, sua ocorréncia na producdo comercial traz prejuizos
substanciais, com perdas em torno de 45% de sacarose por tonelada de cana
(Gururaja e Kumar, 2003; Barbieri e Silva, 2011). Além disso, quando
acompanhada de intensa isoporizacdo do parénquima do colmo, leva a reducéo
na qualidade da matéria-prima, sob o ponto de vista agroindustrial (Leite e

Crusciol, 2008).
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2.3 O florescimento da cana-de-agucar

Inicialmente, para que ocorra a inducao do florescimento da cana, devem
ser detectados varios estimulos para que o meristema apical se modifique,
deixando de produzir folhas e colmos e passando a formar a inflorescéncia
(Barbieri e Silva, 2011). O florescimento da cana-de-agucar € controlado por um
complexo de fatores climaticos e genotipicos, envolvendo, principalmente, o
fotoperiodo, temperatura, umidade e nutricdo (Moore, 1987; Glassop et al., 2014).

Dentre esses fatores, o fotoperiodo é um dos mais importantes na inducao
e posterior diferenciacdo de meristema vegetativo para floral (Berding e Hurney,
2005). A cana-de-acucar floresce num periodo em que a duracdo do dia diminuiu
abaixo do seu fotoperiodo critico que é de 12,5 h, sendo considerada, portanto
uma planta de dia curto (PDC) (Moore e Berding, 2014). Além disso, antes da
floracdo a planta necessita de um periodo de crescimento (fase juvenil) para que
desenvolva entrenés maduros e em numero suficiente, entre 2-4 entrends,
dependendo da variedade, como uma sinalizacdo para a inducao floral
(Rodrigues, 1995).

A temperatura do ar também é um fator que interfere sensivelmente no
florescimento da cana, temperaturas entre 18 e 31 °C sdo indutivas para a cultura,
enquanto que fora dessa faixa observa-se atraso no florescimento e diminuigédo
na emissao paniculas (Araldi et al., 2010).

O efeito da nutricAo da cana sobre o florescimento também tem sido
estudado, por exemplo, niveis de nitrogénio em demasia podem atrasar a floracéo
(Clements e Awada, 1967; Nuss e Berding, 1999), a aplicacdo de fosfato parece
reduzir a floracdo (Gosnell, 1973) enquanto que altos niveis de potassio

aumentam a emergéncia e a viabilidade das paniculas (Brunkhorst, 2001). Ja o
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calcio foi associado ao atraso e diminuicdo do florescimento através de aplicacéo
foliar em regides proximas ao meristema, o0 que fez sua concentragcdo aumentar e
a de potassio diminuir (Endres et al.,, 2015). Tal alteragdo pode afetar o
carregamento e transporte de carboidratos através do floema (Huber e
Moreland,1981; Lemoine et al, 2013) e influenciar negativamente o
desenvolvimento da floracéo.

Atualmente o controle do florescimento da cana tem sido realizado
principalmente com o uso de compostos a basede etileno (Moore e Osgood 1989;
Donaldson, 1996). Isso tem ajudado a minimizar o problema do florescimento
precoce. Entretanto, uma pesquisa recente demonstrou que a aplicacéo foliar de
calcio atingiu resultados satisfatérios no sentido de auxiliar na resolucdo do
problema (Endres et al., 2015).

Quanto a base molecular do desenvolvimento da inflorescéncia ha pouca
informacdo disponivel para cana-de-acucar. A conclusdo do sequenciamento
completo do genoma de culturas como o arroz e o milho, também tem auxiliado
na compreensdo da maioria dos genes e fatores de transcricdo que estao
envolvidos na regulacdo do florescimento em gramineas (Ciaffi et. al., 2011).
Apesar dos estudos com a eudicotiledénea A. thaliana também terem elucidado
uma abundéancia de informacdes sobre o controle genético e molecular da
floracdo, 0 que se observa é uma rede complexa de genes e vias, das quais
algumas sdo comuns as encontradas em gramineas. Por outro lado, foi
demonstrado que gramineas também desenvolveram mecanismos Unicos para
regular a floragéo (Colasanti e Coneva, 2009).

O maior avango para a cana-de-acucar foi o inicio de diversas pesquisas

que culminaram na formacdo do banco de dados de sequéncias transcritas
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expressas da cana-de-acucar, projeto SUCEST (Figueiredo et al., 2001; Vettore et
al., 2003). O grande numero de informac¢fes levantadas por esses estudos
trouxerama tona varios genes candidatos especificos envolvidos com o
florescimento, como por exemplo, a descoberta da presenca de 21 genes
pertencentes a classe MADS-box (Dornelas e Rodriguez, 2001).

Com base nesse banco de dados, Coelho et al. (2013) propuseram um
modelo da via de inducédo fotoperiédica em cana, comparando sequéncias
transcritas expressas (ESTs) com transcritos de genes envolvidos na floracdo de
gramineas, onde foi notado alta similaridade de sequéncias dos genes
GIGANTEA (Gl), envolvido na integracao de sinais do reldgio circadiano em milho
e FLOWERING LOCUS T (FT) de arroz, que codifica uma proteina sintetizada na
folna e que é transportada pelo floema até o SAM, considerada um florigeno
(Figura 3). Em outro estudo, Coelho et al. (2014), testaram dois membros da
familia de proteinas de ligacdo a fostatidiletanolamina (PEBP) FT e TFL1 de cana
em Arabidopsis thaliana e demonstraram que tais proteinas alteraram o tempo de

floracdo e a arquitetura floral nesta espécie.
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Figura 4. Modelo hipotético da via fotoperiodica de inducéo floral da cana-de-agucar. Gigantea
(Gl), Constans (CO), Flowering locus T (FT), Grain number, Plant Height and Heading Date7
(GHD7) e Early Heading Datel (EHD1). Cada elemento da via corresponde a EST-contig
selecionados através da caraterizagdo in silico dos provaveis genes de tempo de floracao.
(adaptado de Coelho et al., 2013).

2.4 Protedmica

A protedmica vem sendo definida como a analise do conjunto de proteinas
presentes em tecidos, células ou compartimentos subcelulares, usada para
identificar proteinas diferencialmente expressas e potencialmente relacionadas a
processos biologicos, ou para fins tdo complexos quanto a caracterizacdo de
modificacdes pds-traducionais e interacdes proteina-proteina (van Wijk, 2001).

Na era pos-genbmica, a protedmica posiciona-se no centro da gendémica
funcional para estudar a funcéo do gene. A grande vantagem da prote6mica € sua

viabilidade para analisar as mudancas que ocorrem a nivel de proteina e que nao
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podem ser previstos a partir da gendmica (Park, 2004; Canovas et al., 2004) e
também pela maior proximidade do fenétipo.

O proteoma de uma célula é dinamico, e reflete 0 ambiente imediato em
que é estudado. Em resposta a estimulos internos ou externos, as proteinas
podem ser alteradas por modificagcbes pos-traducionais, serem submetidas a
translocacdes no interior da célula, serem sintetizadas ou degradadas. Assim, do
proteoma analisa uma proteina ou conjunto de proteinas, instantaneamente em
uma determinada condicdo ambiental e/ou momento (Graves e Haystead, 2002).

O principal objetivo da protedmica é estudar, conhecer e compreender
"como”, "onde", "quando" e "para qué" as varias centenas de milhares de
proteinas produzidas em um organismo Vvivo, interagem entre si e com outras
moléculas para construir o edificio celular, e como elas podem ser trabalhadas e
modificadas, a fim de se encaixar com o0 crescimento e desenvolvimento
programado de modo a responder e interagir ao seu ambiente biético e abidtico
(Jorrin-Novo et al., 2015).

Tais objetivos certamente exigem a participacdo de outros ramos da
biologia, como a biologia molecular, bioquimica e bioinformética (Graves e

Haystead, 2002).

2.4.1 Eletroforese bidimensional 2D-PAGE

A andlise do proteoma € mais frequentemente realizada por uma
combinacdo de 2D-PAGE e Espectrometria de Massas (MS). A eletroforese em
gel de poliacrilamida bi-dimensional (2D-PAGE) baseia-se na combinacdo de
duas técnicas de separacado ortogonais. Na primeira dimenséo, as proteinas sao

separadas por seu ponto isoelétrico (pl), por uma técnica conhecida como
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focalizacéo isoelétrica (IEF). Ha duas variantes importantes na IEF, que sdo os
carreadores de anfoteros a base de IEF e gradiente de pH imobilizado (IPG) a
base de IEF. Na segunda dimenséo, as proteinas sdo ainda separadas por sua
mobilidade eletroforética utilizando SDS-PAGE. Finalmente, as proteinas podem
ser visualizadas e quantificadas por coloracdo de diferentes procedimentos, como
coomassie, prata, ou coloracao por fluorescéncia (May et al., 2012).

Na analise prote6mica a base de gel 2D-PAGE, a etapa de eletroforese
em gel 2D representa a carga de trabalho essencial de todo o processo. E neste
passo que a analise quantitativa € realizada, a qual € normalmente usada para
efetuar a selecdo de spots diferencialmente expressos (DEPs). Isto tem
consequéncias importantes para a analise de espectrometria de massas

(Rabilloud e Lelong, 2011).

2.4.2 Espectrometria de Massas (MS)

Proteinas sao identificadas pelas raz6es massa-carga m/z de peptideos e
pela separacdo de seus fragmentos. Assim, tanto a precisao e a sensibilidade de
uma analise de espectrometria de massas dependem de uma separacdo bi-
dimensional eficiente (Yates, et al., 2009).

MedicOes de espectrometria de massas sao efetuadas em fase gasosa
sobre analitos ionizados. Por definicdo, um espectrdbmetro de massas é
constituido por uma fonte de ions, um analisador de massa, que mede a relacéo
massa-para-carga (m/z) dos analitos ionizados, e um detector, que registra o
namero de ions de cada valor de m/z. lonizac&o por eletrospray (ESI) e ionizacdo
por laser assistida por matriz de dessor¢cdo (MALDI) sdo as duas técnicas mais

utilizadas para ionizar e volatilizar as proteinas ou peptideos para analise por
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espectrometria de massas (Cantu et al., 2008) . ESI ioniza analitos para fora de
uma solucdo, sendo facilmente acoplada a base liquida (por exemplo,
ferramentas de separacdo cromatografica e eletroforética). MALDI sublima e
ioniza as amostras de uma matriz cristalina seca através de pulsos de laser
(Medzihradszky et al., 2000).

MALDI é acoplado a espectrometro de massas quadrupolo ion-trap e a
analisadores do tipo time of flight (TOF), denominado de MALDI-TOF ou MALDI
TOF-TOF. Primeiro, envolve a separacdo por célula de colisdo (instrumento TOF-
TOF), e no segundo, no instrumento hibrido (TOF quadrupolo), a célula de colisdo
€ inserida entre um filtro de massa de quadrupolo e um analisador TOF. Estes
instrumentos tém alta sensibilidade, resolucdo e precisdo em massa, € O
instrumento quadrupolo TOF pode ser usado de forma intercambiavel com uma

fonte de ionizacdo ESI (Aebersold e Mann, 2003).

2.3.3 Prote6mica de Plantas

O sequenciamento completo do genoma de varias espécies de plantas
permitiu a andlise global da expressédo génica, oferecendo iniUmeras pistas sobre
a funcao biologica e seu envolvimento nos processos biolégicos (Balbuena et al.,
2011).

Isso tem permitido avancos na andlise protedmica de espécies de
importancia econémica, em especial as gramineas, como milho, arroz, trigo e
sorgo. Atualmente a prote6bmica € uma ferramenta valiosa para estudar a fungéo
bioldgica de proteinas de plantas (Jorrin-Novo et al., 2015).

A maioria dos estudos tem se concentrado na criacdo de perfis

protedmicos e modificacbes de proteinas em espécies de plantas modelo
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(Baerenfaller et al., 2008), mas também tem sido muito utilizado para investigar a
dindmica de proteinas durante a resposta das plantas aos estresses bioticos
(Lodha et al., 2013) e abidticos (Barkla et al., 2013).

O potencial da analise protebmica para plantas cultivadas no
desenvolvimento de novos marcadores para melhoramento de culturas ainda néo
foi completamente realizado, no entanto, podem ser Uteis para diagnosticar locos
de caracteristicas quantitativas ou apontar elementos cis-regulatorios de interesse
(Vanderschuren et al., 2013). Esse conceito foi inicialmente introduzido com a
andalise do proteoma em larga escala de 6rgaos de Arabidopsis (Baerenfaller et
al., 2008). A identificacdo de proteinas associadas a resisténcia e tolerancia a
estresses bidticos e abibticos, sdo candidatas para uso como biomarcadores
fiaveis para o melhoramento de culturas (Figura 4). Os estudos de protedmica
comparativa, tém fornecido uma abundancia de informacdes com potencial
significativo para programas avancados de melhoramento. Mas se faz necessério
a coordenacdao e padronizacao dos esforcos em protedmica, bem como, curadoria
de alta qualidade de bancos de dados de proteinas de espécies cultivadas

(Vanderschuren et al., 2013).

SISTEMAS DE ISOLAMENTO DO EXTRACAO DA QUANTIFICAGAO, SEPARAGAO E DIGESTAO
CULTURAS TECIDO E CELULA PROTEINA
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Figura 5. Fluxo de trabalho de protedmica de plantas a partir de amostragem de plantas
para melhoramento genético de culturas. (adaptado de Vanderschuren et al., 2013)
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Pesquisas tém usado a protéomica para investigar proteinas envolvidas
com o florescimento, por exemplo, Chen et al. (2009) analisaram botdes florais de
longana (Dimocarpus longan) e concluiram que as proteinas identificadas
forneceram informacdes valiosas sobre a base molecular da reversao floral nesta
espécie. Em Dendrocalamus hamiltonii, 128 DEPs foram identificados a partir de
abordagem 2D-PAGE (Kaur et al., 2015) e a maioria das proteinas identificadas
foram anotadas como envolvidas com a inducéo do florescimento do bambu.

No caso da cana-de-aclUcar os estudos protebmicos tém priorizado
analises comparativas sob estresses bioticos e abidticos em amostras de folhas
(Jangpromma et al., 2010; Almeida, 2015, Souza, 2015), colmos (Amalraj et al.,
2010), raizes (Pacheco et al., 2013) e brotos (Santos et al., 2010). Na literatura
até o momento, inexistem trabalhos que analisaram o meristema apical da cana
por abordagem protedmica, com excec¢ao do estudo realizado por (Duarte, 2009),
onde foi obtido padrdes de géis 2D-PAGE para meristemas do 4pice da cana,
entretanto sem a identificacdo das proteinas.

De acordo com Barnabas et al. (2015), a maior limitacdo para a protedbmica
de cana-de-acuUcar atualmente é o pequeno namero de proteinas disponiveis em
bancos de dados. Para o autor, a criacdo de um banco de dados abrangente e
integrado com informagcBes sobre proteomas de cana sem duvida traria
contribuicbes significantes para a anotagcdo do genoma da cana, assim como

ocorre em Arabidopsis.

2.5 Célcio nas plantas e no florescimento
O célcio Ca®" é um nutriente essencial para as plantas. E necessario para

as funcodes estruturais da parede celular e membranas e atua como mensageiro
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secundario no citosol (White e Broadley, 2003). Ao examinar a quantidade total de
Ca®* numa célula observa-se concentracdo abundante, aproximadamente 10 mM
(Hepler e Winship, 2010), porém sua exigéncia € a de um micronutriente. Estudos
revelam que varias moléculas nédo proteicas servem como mensageiros em sinais
de transmissdo para a maquinaria celular em plantas (Hepler, 2005), e dentre
essas moléculas esta o Ca?".

O Ca** é tomado pela planta de forma passiva. E transportado pelo fluxo
de &gua via xilema. Assim, O6rgdos que transpiram, como frutas, tubérculos,
folhas, flores, etc. sdo as mais afetadas pelos sintomas de deficiéncia de calcio.
Niveis mais altos de calcio sdo necessarios quando a concentracdo dos
elementos K*, Mg esta elevada (antagonismo), sob limitacdo do crescimento
radicular, ou devido a temperatura e umidade no solo, seca e salinidade (Jha,
2006)

O fon Ca?* tem um papel vital na mediacdo de respostas moleculares aos
estimulos externos seja de origem abidtica, luz, frio, calor, movimento, hipoxia e
seca (Knight e Knight, 2001; Kaur e Gupta, 2005) ou origem bidtica, fitorménios,
patégenos, interacdes com simbiontes (Dodd et al., 2010; Zhang et al., 2014).
Tem sido demonstrado que canais de cdlcio Ca** da membrana plasmatica e
canais de Ca?" vacuolar podem participar de mdltiplas vias de sinalizacdo em
plantas superiores (White, 2000) (Figura 5).

A modulacdo de proteinas de ligacdo celular dependentes de Ca**, como a
calmodulina (CaM) é um das mais bem caracterizadas (Jha, 2006). Esta bem
documentado que o Ca?* esta envolvido nas vias de transducéo induzida pela luz
(fitocromo) em plantas superiores (Neuhaus et al, 1994; Frohnmeyer et al., 1998;

Tretyn et al., 1999).
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Figura 6. Processos de transduc¢do de sinais mediados pelo célcio (Ca2+) em células de plantas.
Exemplos de processos de transdugdo de sinais mediadas por Calmodulinas (CaMs), proteinas
guinases dependentes de calcio (CDPKs) e proteina de ligacdo a caucineurina (CBL-CIPK)
juntamente com suas respectivas proteinas-alvo, as quais foram investigadas em diferentes
espécies de plantas (indicado pelas siglas: At, Arabidopsis; St, batata; Nt, tabaco). A fosforilacéo
de proteinas alvo é indicada pelo P em amarelo circulado. (adaptado de Batisti¢ e Kudla, 2012).

Os trabalhos sobre o papel do calcio nas plantas sdo dedicados a
compreender a natureza e especificidade da sinalizacdo e redes de resposta
mediadas pelo calcio (Webb, 2013). A calmodulina, por exemplo, é uma proteina
altamente conservada em eucariotos e tem sido implicada em respostas Ca?*
dependentes a: gravidade, luz, estresse mecéanico, fitohorménios, agentes
patogénicos, salinidade, metais pesados, anoxia, estresse oxidativo, e choque
térmico (Snedden e Fromm, 2001). Um complexo de calcio/calmodulina
(Ca**/CaM) geralmente interage com proteinas-alvo, embora haja excecoes, tais
como a interagcdo de proteinas semelhantes a miosina com CaM (Fajmut et al.,
2005).

Ja as proteinas quinases dependentes de calcio (CDPKs) sdo sensores

essenciais de vias de sinalizacdo de célcio, desempenhando papéis importantes
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durante o crescimento, e em resposta a uma vasta gama de estimulos ambientais
e de desenvolvimento em plantas (Jaworski et al., 2012)

As CDPKs sdo capazes de converter sinais [Ca®**] citosélico em
consequéncias bioquimicas e genéticas, através da fosforilacdo de diversas
proteinas-alvo, incluindo transportadores de solutos de membrana (Ca** -
ATPase, AtACA2), canais de ions e agua, oxidases de NADPH, enzimas
envolvidas no metabolismo do carbono e do metabolismo do nitrogénio, as
proteinas do citoesqueleto, proteases e proteinas de ligacdo ao DNA (Cheng et
al., 2002). CDPKs estdo implicadas no desenvolvimento do pdélen, no controle do
ciclo celular, na transducao de sinal a fito horménios, na regulacdo da expressao
do gene em resposta a luz, gravitropismo, nodulacdo, aclimatacdo ao frio,
tolerancia a salinidade, tolerancia a seca e respostas a agentes patogénicos
(White e Broadley, 2003).

Friedman et al. (1989) investigando o envolvimento do céalcio no processo
de inducéo floral em Pharbitis nil, uma planta de dia curto, em resposta ao
fotoperiodo, sugeriram que os moduladores de Ca®" afetam a inducdo floral
através de algum efeito sobre o ritmo endégeno da planta. Também foi sugerida a
influencia de uma proteina quinase de ligacdo calcio/calmodulina como
responsavel pelo atraso do florescimento e extensdo do periodo vegetativo de
tabaco (Hua et al., 2004).

Além disso, tem sido relatado que o calcio possui um papel fisioldgico
fundamental na sinalizacéo e regulacdo durante a reproducédo sexual em plantas,
e que a elevacao da quantidade de calcio é uma previsao exata da fertilidade das
plantas (Zienkiewicz et al., 2011). O pdlen geralmente requer célcio para a

germinacdo. Tem sido sugerido que o calcio possua alguma funcdo na
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determinacao da direcdo do alongamento do tubo polinico, além disso, interacdes
entre gametas e gametoéfitos masculinos e femininos envolvem diferentes formas
de calcio, ocorrem em diferentes escalas de organizacdo e requerem diferentes
formas de regulacdo de calcio em cada fase (Steinhorst e Kudla, 2013). No ovéario
e oOvulo, uma abundancia de sinais de receptividade de calcio, fornece nutricdo
mineral essencial, e guia o tubo polinico, em algumas plantas. A fusdo de
gametas de plantas in vitro também apresentaram oscila¢cdes de calcio no zigoto
e no endosperma durante a fertilizagao (Ge et al., 2007).

Com a conclusao das sequéncias do genoma de Arabidopsis tornou-se
evidente que as plantas possuem uma grande quantidade de proteinas vinculadas
ao Ca®" (Reddy e Reddy, 2004). O uso de técnicas moleculares em conjunto com
a espectrometria de massas permite identificar proteinas, funcdes e mecanismos
pelos quais o Ca*" medeia uma variedade de respostas celulares que ja estdo
sendo desvendadas em plantas (He et al., 2012; Oh et al., 2014; Cerny et al.,

2015).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Identificar proteinas e peptideos diferencialmente expressos no meristema apical

da variedade de cana-de-acUcar RB867515 sob aplicacdo de calcio.

3.2 Objetivos especificos

1. Detectar possiveis alteracdes anatdmicas e morfofisioldgicas influenciadas
pela aplicacéo de calcio.

2. Obter perfis de eletroforese (1D e 2D-PAGE) para a pré e pos-inducdo do
florescimento.

3. Selecionar peptideos com acumulo diferencial no meristema apical
potencialmente associados a inibicdo do florescimento.

4. Identificar e anotar presumivelmente os peptideos selecionados através de
espectrometria de massas (MS), de modo a inferir possiveis mecanismos

fisiolégicos e moleculares de inibicdo do florescimento.
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Resumo

A floracdo é uma etapa fundamental para o melhoramento da cana-de-acUcar,
pois € através do cruzamento entre clones floridos que se obtém novas
variedades com caracteristicas desejaveis para a cultura. Por outro lado, do ponto
de vista comercial sua ocorréncia € prejudicial para a produgdo por desviar a
sacarose estocada no colmo para o desenvolvimento dos 6rgaos florais. Diante
disso, este trabalho teve por objetivo investigar o efeito da aplicagéo foliar de
calcio em aspectos morfofisiologicos e anatémicos relacionados ao florescimento
da variedade de cana-de-acUcar RB867515. Para tanto, aplicou-se sulfato de
calcio na folha da cana e foram analisados os parametros morfofisiolégicos: altura
de colmos, numero de entrends por colmo, comprimento e largura da folha +3;
trocas gasosas: fotossintese (A), transpiracdo (E) e condutancia estomatica (gs);
conconcentracado dos macronutrientes Ca, S, K, Mg e P do meristema; e anatomia
do apice meristematico por microscopia Otica. A aplicacao foliar de calcio alterou a
abertura estomética, amentando a taxa de transpiracdo e diminuicdo da
condutancia estoméatica, porém sem alterar a fotossintese. A composi¢cao de
macronutrientes mostrou maiores niveis de calcio e menores teores de potassio e
magneésio. Tais alteracdes resultaram na reducdo de 35% no florescimento da
cana-de-agucar e em colmos maiores no final da floracdo. Além disso, a analise
anatbmica apontou para o acumulo de lignina no meristema. Nossos dados
trazem alguns indicios que apontam para um suposto envolvimento da aplicacéo
foliar de célcio na reducédo do florescimento da cana-de-acucar,

Palavras-chave: Adubacéo foliar, Célcio, Anatomia, Saccharum, Reducdo do
florescimento da cana.
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Abstract

Flowering is a fundamental step for sugarcane improvement, it is through the
cross between flowering clones, that are obtained new varieties with desirable
characteristics for culture. On the other hand, commercially its occurrence is
detrimental to production, by diverting stalk sucrose to development of floral
organs. Thus, this study aimed to investigate the effect of foliar application of
calcium in morphophysiological and anatomical aspects related to flowering of the
RB867515 sugarcane variety. To this end, it applied calcium sulfate in the
sugarcane leaf and Morphophysiological parameters were analyzed: stalk height,
internode number per stalks, length and width of the leaf +3; gas exchanges:
photosynthesis (A), transpiration (E) and stomatal conductance (gs); macronutrient
contents Ca, S, K, Mg and P in meristem; and anatomy of the shoot apical
meristem by optical microscopy. Foliar clacium applications alters stomatal
opening, increasing transpiration rate and decreased stomatal conductance, but
without changing photosynthesis. The macronutrient composition showed higher
calcium levels and lower levels of potassium and magnesium. These changes
resulted in a reduction of 35% in the flowering of sugarcane and larger culms at
the end of flowering. Furthermore, the anatomical analysis suggested lignin
accumulation in the meristem. Our data provide some evidence pointing to an
alleged involvement of foliar application of calcium in reducing the flowering of
sugarcane,

Key words: Calcium, Foliar fertilization, Anatomy, Saccharum, Sugarcane
flowering reduction.



48

Introducao

A floracdo é uma etapa importante para o melhoramento da cana-de-
acucar, é nesse periodo que sao realizados os cruzamentos entre clones para a
obtencédo de novas variedades com caracteristicas desejaveis para a cultura. Por
outro lado, do ponto de vista comercial sua ocorréncia em campo €
economicamente prejudicial. A inducdo do florescimento da cana desvia a
sacarose estocada no colmo para o fornecimento de energia, a qual é usada no
desenvolvimento dos érgéos florais. Como consequéncia, o crescimento da planta
€ paralisado, ocorrendo aumento no teor de fibras e perdas no rendimento de
sacarose por tonelada de cana (Rao e Kumar, 2003; Barbieri e Silva, 2011; Moore
e Berding, 2014).

Na cana-de-acucar, o florescimento é controlado por um complexo de
fatores climaticos e genéticos, que envolvem principalmente, fotoperiodo,
temperatura, umidade e nutricdo (Moore, 1987), e os efeitos destes na regulacéo
da expressao génica. A combinacdo desses fatores € fundamental para a inducao
e posterior diferenciacdo de meristema vegetativo para floral ou reprodutivo.
Dentre esses fatores, o fotoperiodo € um dos mais importantes (Berding e
Hurney, 2005). A cana-de-acucar floresce num periodo em que a duracéo do dia
€ menor do que o seu fotoperiodo critico que é de 12,5 h, sendo considerada
uma planta de dia curto (PDC). Além disso, antes da floracdo a planta necessita
de um periodo de crescimento para que desenvolva entren6s maduros e em
namero suficiente, entre 2-4 entrends, dependendo da variedade, como uma
sinalizacao para a inducao floral (Rodrigues, 1995).

A temperatura do ar também é um fator que interfere sensivelmente no

florescimento da cana, temperaturas entre 18 e 31°C sao indutivas para a cultura,
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enquanto que fora dessa faixa observa-se atraso no florescimento e diminui¢cao
na emissao paniculas (Araldi et al., 2010).

O efeito da nutricAo da cana sobre o florescimento também tem sido
estudado, por exemplo, niveis de nitrogénio em demasia pode atrasar a floracéo
(Clements and Awada, 1967; Nuss and Berding, 1999), a aplicacdo de fosfato
parece reduzir a floracdo (Gosnell, 1973) enquanto que altos niveis de potassio
aumentam a emergéncia e a viabilidade das paniculas (Brunkhorst, 2001). Ja o
calcio foi associado ao atraso e diminuicdo do florescimento através de aplicacao
foliar em regides préximas ao meristema (Endres et al., 2015).

Atualmente o controle do florescimento da cana tem sido realizado
principalmente com o uso de compostos a base de etileno (Moore e Osgood
1989; Donaldson, 1996; Wiedenfeld, 2003). Esse tratamento é usado para
padronizar a maturacdo da cultura, reduzindo as perdas sacarose apés a inducao
do florescimento, ao passo que também facilita a programacédo da colheita no
campo. Isso tem ajudado a minimizar o problema do florescimento precoce.
Recentemente foi sugerida a aplicacao foliar de calcio no sentido de controlar o
florescimento (Endres et al., 2015).

O calcio é um importante componente da parede celular, o qual é atraido
pelas cargas negativas das pectinas formando uma ligacdo cruzada (Hepler e
Winship, 2010). Além disso, o célcio € um mensageiro secundario e esta
envolvido com uma série de respostas moleculares a estimulos ambientais,
dentre os quais o florescimento (Tretyn et al., 1994; Friedman et al., 1989;
Zienkiewicz et al., 2011) Apesar do conhecimento disponivel sobre os varios
mecanismos celulares influenciados pelo célcio, pouco se sabe sobre o seu efeito

no florescimento da cana. Este trabalho teve por objetivo investigar o efeito da
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aplicacao foliar de calcio no florescimento e em parametros morfofisioldgicos da

cana antes e apoés a inducéo da floragéo.
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Materiais e Métodos

O experimento foi realizado em condicdbes de campo na Estacdo de
Floracdo e Cruzamento de cana-de-agucar Serra do Ouro, Brasil (09° 14’ 22” S,
35°50 11”7 W ; 480 m de altitude).

Os dados climatolégicos foram registrados por estacdo meteoroldgica
automatica localizada a 300 m do experimento (Figura 1). A variedade analisada
foi a RB867515, que apresenta florescimento profuso quando cultivada em

condicBes favoraveis ao florescimento, tal como no local do experimento.
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Figura 1. Médias mensais de temperaturas minima, média e maxima (A), registradas na Estacéo
de Floragdo e Cruzamento de cana-de-acUcar Serra do Ouro, AL (09° 14’ 22" S; 35° 50 11" W;
480m de altitude). Precipitacéo pluviométrica (mm) e fotoperiodo (horas) do 15° dia do més (B).
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Para testar o efeito do calcio no florescimento na cana foram montados os
seguintes tratamentos:

e Pré e POs - inducdo do florescimento sem calcio - somente adubacéo
convencional;

e Pré e Pés - inducao do florescimento - adubacao convencional + aplicacédo
foliar de 58,0 mM de sulfato de célcio (CaSO,) (Cruz, 2010; Endres et al.,
2015).

As aplicagbes foliares de CaSO, foram efetuadas com bomba costal aos 90,

120 e 180 dias apéds o corte (DAC), cana soca, , pulverizando-se até o ponto

de escorrimento (Cunha et al., 2005). Tais periodos antecedem a indugéo do

florescimento na Estacao de Florac&o Serra do Ouro.

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso com 20 parcelas. A
parcela experimental foi composta por cada touceira, contendo em média 14
colmos/touceira, espagadas 1,5 x 2,0m.

Foi instalado um sistema de irrigacdo por micro aspersdo durante o
experimento, e o controle de plantas daninhas foi realizado através de capina

manual.
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Figura 2. Esquema de aplicacdo dos tratamentos, coletas e analises morfofisiologicas realizadas
durante o experimento no periodo 2013/2014. Dias apds o corte (DAC).
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Figura 3. llustracdo de etapas do experimento: plantio em caixas (A), aplicacdo do
tratamento no campo com pulverizador costal (B), experimento no campo (C), coleta da
regido contendo o 4pice meristemético da cana-de-aclcar, com destaque em vermelho

(D).

A quantificacéo de colmos florescidos iniciou no dia 09 de abril de 2014. A
floracdo foi avaliada através da observacdo da emissdo total da panicula pelo
caule e a percentagem de floragdo por unidade experimental (touceira) foi
determinada pela relacdo entre o nimero de colmos com paniculas e o nUmero

total de colmos x 100.

Analises morfofisiologicas e de minerais do meristema
Fotossintese (A), transpiracédo (E) e condutancia estomaética (gs)

O efeito do célcio em parametros morfofisioldgicos foi analisado. Aos 217 e
315 DAC, antes e ap0s a emissdo de paniculas, respectivamente, foram
avaliados os parametros morfolégicos: altura de colmos, nimero de entrends por

colmos, comprimento e largura da folha +3 nomenclatura de acordo com (van
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Dillewijn, 1952) que se refere a terceira folha superior completamente expandida,
a partir da primeira folna com a ligula visivel, sendo representativa do dossel da
cultura, conforme Hermann e Camara (1999) e Oliveira et al. (2007). A altura do
colmo foi obtida medindo-se o comprimento da base até a ligula da folha +1,
usando uma trena. O diametro do colmo foi medido na regido mediana com
paquimetro.

As medicdes de fotossintese liquida (A), transpiracdo (E) e condutancia
estomatica (gs) foram realizadas com um analisador de géas infravermelho portatil
(IRGA modelo LCi da ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK). Foi obtida curva
analisando os parametros A, E e gs das 6 h as 14 h em quatro pontos. A analise
de trocas gasosas foi efetuada 196 DAC, e as leituras foram feitas com cinco

repeticées na mesma folha +1.

Anélise de minerais do meristema

Os apices meristematicos usados na quantificacdo de minerais foram
coletados aos 217 DAC (cana soca), periodo anterior a floracdo. As amostras
foram secas em estufa de circulacdo forcada a 65°C. Para a determinacdo dos
nutrientes: Ca®", Mg?*, P, K* e S foi realizada inicialmente digestdo nitro-
perclorica. A quantificacdo de Ca e Mg foi realizada por espectrofotbmetro de
absorcdo atdbmica, modelo Varian SpetrAA 20. A concentracdo de P e S foi
determinada em espectrofotdbmetro CELM E-225 D a 725nm e 420 nm
respectivamente, e o K foi determinado por fotbmetro de chama, modelo Micronal
B 462. Todas as analises foram realizadas conforme recomendacgfes de (Silva,

2009).
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Os dados foram submetidos a analise de variancia e as meédias
comparadas pelo teste t de Student usando o software Assistat 7.7 beta (Silva,

2006).

Analises Anatdmicas
Processamento do material vegetal

Com o objetivo de analisar possiveis alteracdes estruturais em regides
meristematicas apicais submetidas a aplicacéo foliar de 58 mM de (CaSQ,), foram
coletadas amostras entre os meses de janeiro e fevereiro de 2013 e fevereiro e
marco de 2014.

Amostras foram coletadas e fixadas em FAA 50 (formaldeido: &cido acético
glacial: etanol 50%, na proporcdo de 1:1:8), desidratadas em série etandlica
ascendente (70-100%) e infiltradas em parafina, de acordo com Johansen (1940).
O material foi seccionado em micrétomo rotativo para a obtencéo de cortes com 5
um de espessura, os quais foram submetidos ao processo de coloracdo com
safranina (Kraus e Arduin, 1997).

Os cortes foram analisados de modo a compreender as possiveis
alteracdes estruturais decorrentes da aplicacdo foliar de 58 mM de sulfato de
calcio. Foi usado o corante safranina, indicador de lignina. Imagens do tecido
vegetal foram obtidas através do Microscopio Confocal - Zeiss Examiner Z.1,
no Instituto do Cérebro, Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).
Antes da utilizagdo do microscopio, foi conferida a iluminagcdo Kohler, a qual
garante uma quantidade de luz igualmente distribuida por toda a imagem
fotografada. Sendo assim, a intensidade da lampada e o tempo de abertura

da camera foram iguais para todas as imagens captadas.
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Resultados

O inicio da emisséo das paniculas da cana-de-acucar ocorreu no més de
abril de 2014, coincidindo com o aumento da umidade e diminuicdo do
fotoperiodo, os quais sao fatores comumente indutivos de florescimento em cana
(Figura 1). Neste periodo foi observado um aumento significativo na taxa de
floracdo, seguida por uma estabilizacdo no niumero de inflorescéncias no més de
junho. No final do periodo de floracdo constatamos que a aplicacéo foliar de calcio

reduziu em 35% o florescimento da cana (Figura 4).

—&—Controle —#— Calcio

* % * % * %k * % * %k * %

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 4 ns
0 +—»

N N N
AY) AY) AY)
> > >
S P

Colmos florescidos por touceira (%)

S DS S
%Q\Q’ Q/\\@ \?‘\@ ,1/\,\6\ ’f"\@ Qb‘\\ ,\/'\,\\ ,\C/b\\

Figura 4. Percentagem de florescimento de colmos da variedade de cana-de-agUcar RB867515
nos meses de abril, maio e junho de 2014, submetidas a aplicagcéo foliar de 58 mM de sulfato de
célcio (CasOQ,) aos 90, 130, e 165 dias ap6s o corte, cultivadas na Estacdo de Floracdo e
Cruzamento de cana-de-aclUcar Serra do Ouro, no municipio de Murici - Alagoas. Médias no
mesmo tempo representadas por * e ** diferem a 5 e 1% de probabilidade pelo t de Student. ns -
nao significativo.

Nas analises dos componentes morfologicos da cana-de-acucar, notou-se
que as plantas tratadas com calcio apresentaram aumento significativo no
comprimento médio de colmos no final da floracdo (junho) quando comparado as
plantas sem célcio (Figura 5 A). Ja o comprimento da folha +3 também foi maior

em plantas com calcio no periodo anterior a floragéo, entretanto, em junho esse
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parametro ndo diferiu entre os tratamentos (Figura 5 C). O niumero médio de

entrenos e a largura da folha +3 foram sutilmente maiores em folhas tratadas com

calcio, mas sem diferir significativamente do controle (Figura 5).
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Figura 5. Valores médios de comprimento de colmos (A), nimero de entrends por colmo (B),
comprimento da folha +3 (C) e largura da folha +3 (D) na variedade RB867515, submetidos a
aplicacéo foliar de 58 mM de sulfato de calcio (CaSO,). As médias comparam os tratamentos
no mesmo més pelo teste t de Student a 5 e 1% probabilidade. (n=10).

Na fotossintese liquida (A), ndo houve diferenga significativa de plantas

tratadas com calcio em relacdo ao controle, ambos os tratamentos demonstraram

um padrado muito parecido nos periodos analisados (Figura 6 A).

Quanto a taxa de transpiracao foliar (E), também néo foi notada diferenca

entre os tratamentos até o meio dia, entretanto, apos este periodo plantas que
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receberam aplicacdo de calcio nas folhas transpiraram 20% mais que o controle
(Figura 6 B).

Na andlise da condutancia estomatica (gs) iniciada as 6 h da manhd, o
equipamento ndo detectou leituras para todas as plantas analisadas no mesmo
tratamento, por isso a (Figura 6 C) ndo apresenta valores da gs nesse horério. Até
o meio dia, foi observado que plantas tratadas com calcio demonstravam gs
sutilmente superior ao controle, porém sem diferir significativamente. No entanto,
apos este periodo, a gs em plantas tratadas com calcio decaiu linearmente

enquanto que no controle a gs foi aproximadamente 35% maior do que as plantas

sem calcio.
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Figura 6. Variacdes diurnas de A fotossintese (A); E transpiracéo foliar (B); gs condutancia estomética
(C) e Ci concentracao interna de CO, (D) na variedade de cana RB867515 sob aplicacdo foliar de 58
mM de sulfato de célcio (CaSO,) cultivadas em condic6es de campo aos 180 dias apds a rebrota
(cana-soca). As médias comparam 0s tratamentos controle e célcio dentro do mesmo tempo a 5% de
probabilidade pelo teste t de Student.
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A composicdo de minerais do meristema sofreu alteracdo apos a aplicacdo
de Ca, os niveis de Ca aumentaram diferindo significativamente de meristemas
sem Ca (controle), enquanto que as concentracfes de K e Mg diminuiram. Os
demais minerais analisados ndo sofreram mudancas significativas apds a

aplicacao de Ca na folha (Figura 7).
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Figura 7. Concentracdo dos macro-nutrientes, célcio (A), enxofre (B), potassio (C), magnésio (D) e
fésforo (E) do meristema apical da variedade de cana-de-agUcar RB867515, coletados aos 130
dias ap0s a rebrota (cana-soca) no periodo anterior a floragédo, submetida a aplicagéo foliar de 58
mM de sulfato de calcio (CaSO,). As médias comparam os tratamentos controle e célcio a 5% de
probabilidade pelo teste t de Student.
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A analise da organizacdo estrutural desse tecido possibilitou uma melhor
compreensao, sobre o efeito da aplicacdo foliar de célcio na diferenciacdo do
meristema em condi¢des indutivas para o florescimento. Para tanto, analises da
anatomia do meristema foram realizadas através da elaboracdo de laminas com
cortes histologicos em amostras com e sem calcio, coletadas no periodo anterior
e posterior a inducao floral. A analise de histologia com o corante safranina, o
qual é indicador de lignina, permitiu boa visualizacdo e diferenciagcdo do
meristema apical da cana-de-acucar.Também foi possivel notar em meristemas
tratados com célcio, maior nimero de vasos quando comparado aos meristemas
nao tratados (Figura 8). Foi constatado em meristemas com maior teor de calcio,
aumento concentracdo de lignina no periodo anterior a floracdo (09/01/2013). Por
outro lado, ao analisar o tratamento sem célcio no mesmo periodo, observamos
gque o meristema ja estava induzido. JA em 2014 foi possivel notar que a

aplicacao foliar de calcio parece atrasar o desenvolvimento da estrutura floral.
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Figura 8. Andlise histolégica da secc¢éo frontal do meristema apical da variedade de cana-de-
aclcar RB867515, sob aplicacdo foliar de 58 mM de sulfato de calcio (CaSO,) (com Ca2+) e
controle (sem Ca2+), aumento 5X, espessura 10 ym, coradas utilizando safranina.

Discusséao

A aplicacdo foliar de calcio reduziu o florescimento da cana em 35%,
resultado semelhante ao relatado por Endres et al. (2015), os quais constataram
uma reducdo superior a 40% e atraso de 21 dias no florescimento da cana

testada nas mesmas condi¢des deste estudo.

Este nutriente é considerado um elemento de baixa mobilidade no floema
(White, 2003), o que dificultaria sua translocacdo para regiées de crescimento
rapido como o meristema do apice caulinar. Entretanto, estudos realizados com
“>Ca mostraram que o célcio aplicado em concentracdes muito elevadas pode
alterar o gradiente de concentracdo de nutrientes nas folhas, movendo-se para

outras regibes (Shear e Faust, 1970). Também foi demonstrado que a
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redistribuicdo lenta de Ca nao ocorre devido incapacidade de se mover nos
elementos do floema, mas em grande parte, a sua acumulacéo e capacidade de
absorcdo pelos varios tecidos foliares (Ringoet et al., 1968). Dentre os aspectos
mais criticos, 0os autores citaram a penetracao inicial de calcio através da cuticula,
epiderme e pelas células do mesofilo ao tecido vascular. Notamos neste estudo
que parte da solucdo contendo sulfato de calcio quando aplicada na folha fica
acumulada na regido do cartucho da cana, a qual € proOxima ao meristema, tal fato
juntamente com a concentracao elevada de 58 mM pode ter sido preponderante
para a absorcdo e aumento na concentracdo desse nutriente no meristema apical.

Em cana-de-acucar, Endres et al. (2015) relataram alteracdes morfolégicas
influenciadas pela aplicacdo foliar de calcio apés a floracdo da cana, com
destaque para o aumento no numero meédio de entrends e na altura de colmos em
plantas que receberam aplicacdo foliar de célcio. Além disso, foi observada uma
reducdo no comprimento médio de entrends por colmo e no diametro médio de
colmos. O aumento na altura de colmos em plantas tratadas com calcio esta de
acordo com o observado neste trabalho. Por outro lado, ndo foi notada diferencas
no numero de entrends e diametro do colmo.

Tais respostas podem estar associadas a alteracdo da composicdo de
minerais observadas no meristema, concordando com o relatado em outros
trabalhos. Por exemplo, o célcio foi associado ao atraso e diminuicdo do
florescimento através de aplicacdo foliar em regides proximas ao meristema, 0
que fez sua concentracdo aumentar e a de potéssio diminuir (Endres et al., 2015).
Tal alteracéo pode afetar o carregamento e transporte de carboidratos através do
floema (Huber e Moreland, 1981; Lemoine et al.,, 2013) e influenciar

negativamente a indugédo floral. Os niveis de Mg também estdo ligados ao
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transporte de carboidratos no floema, em especial, a sacarose (Cakmak et al.,
1994). Os nutrientes Ca, Mg e K sdo antagbnicos (Diem e Goldbolt, 1993;
Armstrong, 1998), sugerindo que o aumento nos niveis de célcio, provavelmente
foram cruciais na reducéo da concentracédo de K e Mg no meristema apical.

Ambos os tratamentos demonstraram um comportamento semelhante na
andlise de trocas gasosas no parametro fotossintese liquida (A), transpiracéo (E)
e condutancia estomética (gs) até o meio dia. ApGs este periodo houve uma
reducdo na fotossintese liquida (A), o que é uma resposta comum nesse horario
em muitas plantas (Huang et al., 2006), e ocorre geralmente associado a uma
diminuicdo da gs e reducdo da transpiracdo (Yu et al., 2001). Entretanto, ap6s o
meio dia, observou-se um aumento da transpiracdo foliar em conjunto com a
diminuicdo da gs em folhas tratadas com célcio.

Varios estudos tém encontrado diferentes respostas de células foliares aos
niveis de Ca. Gilliham et al. (2011), por exemplo, correlacionaram o calcio com
altas taxas de transpiracdo em tecidos vegetais, principalmente em regiées com
maior requerimento desse ion, dentre os quais o mesofilo foliar. Outro estudo
demonstrou em Phaseolus e Pisum sativum que 0 aumento na concentracao de
calcio no xilema acima de 5 mM esta ligado a reducdo da transpiracédo foliar
(Rothwell e Dodd, 2014). Também é atribuido ao Ca*" efeito cross-linking na
parede celular, conferindo maior rigidez a esse tecido (Hepler e Winship, 2010),
tal efeito resulta em paredes mais espessas e menos extensiveis, diminuindo a
permeabilidade. Entretanto, a maior transpiracdo em folhas com calcio relatada
entre 12 e 14h, pode estar ligada aos niveis desse nutriente em apoplastos
proximos as ceélulas-guarda, atuando como sinalizador na regulacdo da abertura

estomatica em resposta ao acido abcisico (ABA) (Webb et al., 2001), e a
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aplicacdo na folha de uma concentracdo elevada de célcio, também pode ter
influenciado o controle da abertura estomatica aumentando a transpiracao.
Embora plantas tratadas com Ca®* tenham apresentado menor transpiracdo entre
12 e 14h, ndo houve diferenca no que se refere a fotossintese.

Outros trabalhos demonstram ainda que a reducdo da capacidade do
mesofilo em acumular célcio dentro do vacuolo, com consequente aumento desse
nutriente no apoplasto, diminuiu a extensibilidade da parede, e em consequéncia
a abertura estomatica e transpiracédo, alterando também a expressao de proteinas
da parede celular (Conn et al., 2011). Estes pesquisadores associaram tal
resposta a alteracdes na expressao da proteina CAX1, localizada no tonoplasto, e
associada ao influxo de calcio para o vacuolo (Cheng et al., 2005).

As respostas fisiologicas das plantas a aplicacdo foliar de calcio tém
recebido pouca atencdo da pesquisa, a maioria dos trabalhos tem explorado o
fornecimento do nutriente a partir das raizes. Diante disso, esse trabalho traz
algumas evidéncias sobre o efeito da aplicacao foliar de calcio na morfologia,
concentracdo de nutrientes do meristema apical, trocas gasosas da folha e na
anatomia do meristema, tais alteracGes resultaram na reducdo da floracdo da

cana-da-acUcar.
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Conclusoes

A aplicacao foliar de calcio é eficiente para reduzir a floracdo da variedade
RB867515 de cana-de-acucar.

As alteracdes na transpiracdo, condutancia estomatica e concentracao
interna de CO, provocados pela aplicacdo de célcio, ndo alteram a fotossintese
na planta.

A aplicacdo de Ca®' altera a composicdo de macronutrientes do &pice
meristematico, aumentando o acumulo de lignina, tais mudancas resultaram em

colmos maiores no final da floracéo.
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Resumo

Meristemas apicais do caule (SAM) sdo estruturas que abrigam células tronco e
pluripotentes. A mudancga de meristema vegetativo para reprodutivo € chamada
de transicdo floral. Este ponto critico no desenvolvimento da planta € exercido
especificamente pelo SAM. Apesar dos avancos na separacao de proteinas e
técnicas de espectrometria de massas, ainda ha uma grande lacuna no que se
refere a metodologias especificas e eficientes no isolamento de moléculas raras,
como por exemplo, proteinas e fatores de transcricAo que regulam o
florescimento. Neste trabalho testou-se dois protocolos de extracdo de proteinas
do meristema apical da cana-de-aclcar para estabelecer o mais eficaz, além de
investigar o efeito da aplicagéo foliar de célcio através de abordagem protedmica
1D e espectrometria de massas, com o objetivo de identificar proteinas expressas
no SAM e que tenham relacdo com a inibicdo do florescimento desta relevante
cultura. Para tanto, foram testados dois protocolos de extracdo de proteinas totais
do SAM, um protocolo a base de TCA/acetona (protocolo A) e outro baseado em
fenol (protocolo B). A purificacdo e extracdo de proteinas do meristema apical da
cana-de-acucar usando o protocolo A permitiu obtencdo de extrato 57% mais
concentrado em proteinas em relacdo ao protocolo B, fornecendo uma maior
representatividade do proteoma e de proteinas potencialmente envolvidas na
inducado do florescimento da cana-de-acucar. A anotacao presumivel de algumas
proteinas isoladas do meristema apical da cana-de-aclcar detectados no gel 1D-
PAGE, apontam para uma provavel alteracdo no proteoma influenciada pela
aplicacéo foliar de calcio. Dentre as proteinas identificadas, CDPK e sacarose
sintase sdo potenciais candidatas a estudos futuros visando sua aplicacdo como
marcador molecular funcional envolvendo a regulacéo do florescimento da cana-
de-acucar associados ao uso do célcio, podendo auxiliar os programas de
melhoramento genético desta cultura.

Palavras-chave: Cana-de-acucar, Espectrometria de massas, Extracdo de
proteinas, Meristema apical.
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Abstract

Shoot apical meristems (SAM) are structures that harbor stem cells and
pluripotent. The change of apical meristem to reproductive is called floral
transition. This critical point in the plant development is specifically performed by
SAM. Despite advances in protein separation and mass spectrometry techniques,
there is still a huge gap regarding the specific and efficient methods for the
isolation of rare molecules, such as proteins and transcription factors that regulate
flowering. In this study was analyzed two protocols in protein extraction of
sugarcane apical meristem to establish the most effective, and to investigate the
effect of foliar calcium application through 1D-proteomic approach and mass
spectrometry, aiming to identify proteins expressed in SAM and that are related to
flowering inhibition of this important culture. For that, was tested two total SAM
protein extraction protocols, a protocol based on the TCA / acetone (protocol A)
and another based on phenol (B protocol). Purification and protein extraction of
sugarcane apical meristem using Protocol A, allowed obtaining 57% higher protein
concentration in relation to protocol B, providing a higher representation of the
proteome and potential proteins involved in sugarcane flowering induction. The
annotation of some proteins isolated from the sugarcane apical meristem detected
in 1D-PAGE gel, pointed to a likely change in the proteome influenced by calcium
foliar application. Among the identified proteins, sucrose synthase and CDPK are
potential candidates for future studies of its use as a functional molecular marker
involving the flowering regulation of sugarcane associated with calcium use, which
help breeding programs of this culture.

Key words: Apical meristem, Mass spectrometry, Proteins extraction, Sugarcane.
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Introducao

Os meristemas apicais do caule (SAM) séo estruturas que abrigam células-
tronco e pluripotentes (Glover, 2007). Consistem de um conjunto de células
embrionarias que se proliferam durante toda a vida da planta, dando origem as
folhas, caules e flores (Bowman e Eshed, 2000). A mudanca de meristema
vegetativo para reprodutivo é chamada de transicéo floral. Este ponto critico no
desenvolvimento da planta é exercido especificamente pelo SAM, o qual permite
gue as plantas programem a mudanca para desenvolvimento reprodutivo quando
as condicbes ambientais estdo favoraveis, de maneira a garantir a propagacao da

espécie (Colasanti e Coneva, 2009).

Durante o periodo de transicéao floral, varias alteracdes ocorrem nas células
do SAM, indicando que essa estrutura estd coordenando a mudanca de estagio
vegetativo para reprodutivo, dentre as quais, o aumento do numero de
plasmodesmas e na taxa de divisdo celular que é observada horas apos a
evocacado floral (Colasanti e Sundaresan, 2000; Bernier e Perilleux, 2005).
Padrées alterados de divisdo celular sdo acompanhados por mudancas na
morfologia do meristema, levando ao zoneamento e a iniciacdo de estruturas
florais. Em termos de alteracfes fisioldégicas, hd& um aumento na respiracao
celular, nos niveis de transcricao e sintese proteica, as quais estao relacionadas a
reprogramacgao molecular do SAM, indicando sua atuagcdo como fator chave no

processo de transicao floral (Colasanti e Sundaresan, 2000; Coelho et al., 2014)

Anos de pesquisa genética delinearam uma rede complexa e interativa de
fatores de transcricdo (Shore e Sharrocks, 1995), sinais hormonais (Mutasa-
Gottgens e Hedden, 2009), marcas epigenéticas (He, 2012) e metabdlitos (Wada

et al., 2014) que contribuem para a regulacdo da funcdo do SAM. Tem sido
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relatado desde a acdo de um uUnico gene a integracao de sinais de varios outros

genes como envolvidos na alteracdo da estrutura e funcdo do SAM (Glover, 2007)

Tais descobertas foram realizadas principalmente na eudicotiledénea
modelo Arabidopsis thaliana. No caso das monocotiledéneas, varios mecanismos
moleculares da inducgé&o floral foram decifrados em arroz e milho (Buckler et al.,
2009; Yoshida e Nagato, 2011). Apesar dessas espécies possuirem genes com
funcdes ancestrais comuns, observa-se a presenca de mecanismos especificos
na integracdo e sinalizacdo dos fatores indutivos do florescimento até mesmo
entre espécies muito proximas, com € o caso da cana-de-acucar (Colasanti e

Coneva, 2009).

Compreender essas especificidades e a evolugcdo dos mecanismos de
inducdo do florescimento tem sido o grande desafio atualmente (Zhang et al.,
2013). Somado a isto, o pequeno tamanho do meristema apical, a presenca de
parede celular, compostos fendlicos, altos niveis de carboidratos e metabdlitos
secundarios tem representado barreiras técnicas para experimentos bioquimicos
e moleculares como a analise protedbmica, principalmente na cana-de-acucar

(Amalraj et al., 2010).

Apesar dos avancos na separacdo de proteinas e técnicas de
espectrometria de massas, ainda ha pouca informacdo no que se refere a
metodologias especificas e eficientes no isolamento de moléculas raras, como por
exemplo, proteinas e fatores de transcricdo que regulam o florescimento
(Smaczniak, et al., 2012). Neste trabalho, testou-se dois protocolos de extracao
de proteinas do meristema apical da cana-de-acucar de modo a estabelecer o
mais eficaz. Além disso, investigou-se o efeito da aplicacéo foliar de célcio através

de abordagem protebmica 1D e espectrometria de massas, com 0 objetivo de
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identificar proteinas expressas no SAM e que tenham relagcdo com a inibicdo do

florescimento desta relevante cultura.

Materiais e métodos

Primeira extrac&o de proteinas - teste de protocolos

Para selecionar um protocolo de extracdo de proteinas para o apice
meristematico da cana-de-acucar (Saccharum spp.), foram realizados dois testes

de isolamento e extragao proteica do SAM para escolha do mais eficiente.

As amostras usadas nos ensaios foram obtidas de meristemas apicais de
plantas cultivadas em canaviais comerciais na localidade de Tiuma, Municipio de
Sao Lourenco da Mata - PE. As proteinas do SAM foram purificadas e extraidas
de acordo com métodos descritos por Wang et al. (2003), com modificacbes de
Pirovani et al. (2008) (protocolo A); e Hurkman e Tanaka (1986), com

modificagcdes de Boaretto (2012) (protocolo B).

Protocolo A - Wang et al. (2003), com modificacdes de Pirovani et al. (2008):

Para testar o protocolo A, foram usados aproximadamente 1,0 g de
amostras do meristema apical da cana-de-acucar, macerados em moinho
criogénico e adicionados a 6 mL de acido tricloroacético (TCA) 10%, contendo 2-8
mercaptoetanol 0,07% e acetona 100 %. O material foi homogeneizado e mantido
sob agitacado constante a 70 rpm a 4°C por 5 min. Em seguida, a solugao foi
mantida a -20°C por 3 h para precipitacdo das proteinas. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 14000xg a 4°C por 10 min e o sobrenadante
descartado. Na proxima etapa, o precipitado foi lavado 2x em acetona 100%

contendo 2-B mercaptoetanol 0,07% por centrifugacdo a 14000xg a 4°C por 10
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min. No final das lavagens, os tubos permaneceram abertos em camara de fluxo
laminar até a secagem completa do pellet. No préximo passo da extracdo, o pellet
foi ressuspenso em 5 mL de tampao SDS-denso contendo (fenol, tris HCI 0,1 M
pH 8,0) e SDS-denso (sacarose 30%, SDS 2%, tris HCI 0,1 M pH 8,0 e 2-B
mercaptoetanol 0,07%). Em seguida, a mistura foi agitada em vortex e
centrifugada a 10.000xg por 5 min a 4°C. A fase superior foi coletada e transferida
para um novo tubo ao qual foram adicionados 5 volumes de metanol contendo 0,1
M de acetato de ambnio, apds agitacdo em vortex o material foi estocado a -20°C
para precipitacdo das proteinas. ApOs esta etapa, as proteinas foram recuperadas
por centrifugagdo a 10.000xg durante 5 min. Em seguida, foram realizadas
lavagens 2x em metanol 100% contendo 0,1 M de acetato de amonio e 2x em
acetona 80%, apds as lavagens o precipitado foi submetido a secagem em

camara de fluxo laminar e armazenado a -80° C até as analises.
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Figura 1. Representacdo esquematica do processo de isolamento e extracdo de proteinas do
meristema apical da cana-de-acUcar variedade RB867515 - Protocolo A Wang et al. (2003), com
modificacdes de Pirovani et al. (2008).

Protocolo B - Hurkman e Tanaka (1986), com modificacbes de Boaretto

(2012):

Para o isolamento de proteinas do meristema apical da cana-de-aglcar
usando o protocolo B, aproximadamente 1,0 g de material vegetal foi macerado
em moinho criogénico e em seguida adicionado 15 mL tampéao Tris HCI, pH 7,5
(0,5 M) e 0,7 M sacarose, 2 mM fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF), 2-B
mercaptoetanol 2% (Figura 1). O material foi homogeneizado e mantido sob

agitacao constante a 70 rpm a 4°C por 10 min. Em seguida, foram adicionados 15
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mL de fenol saturado com Tris-HCI (pH 8,5), e os tubos foram novamente

mantidos em agitacdo constante a 70 rpm a 4°C por 30 min.

Posteriormente, os extratos foram 2x centrifugados a 10.000xg por 30 min
a 4°C, e o sobrenadante (fase organica) foi coletado e transferido para tubo novo,
sendo adicionado a este 5 volumes de 0,1 M de acetato de amonio dissolvido em
metanol 100%. Os tubos foram mantidos a -20°C durante 18 h (overnight) para
precipitacdo das proteinas, e logo apés centrifugados a 16.000xg por 30 min a
4°C. ApoOs descarte do sobrenadante, o precipitado (pellet) foi lavado trés vezes
sob centrifugacdo a 16.000xg por 30 min a 4°C com 0,1 M de acetato de amoénio
dissolvido em metanol 100%, uma vez com metanol 100% e uma vez com
acetona 100%. Antes de cada centrifugacado, os tubos permaneceram por 1 h a -
20°C. No final das lavagens, os tubos permaneceram abertos, acondicionados em
gelo, em camara de fluxo laminar até a secagem completa do pellet. Apos
secagem, os pellets foram solubilizados em solucdo de ureia 8 M e tioureia 2 M,
incubados em temperatura ambiente por 15 min e em seguida armazenados a -

80°C.
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Figura 2. Representacdo esquematica do processo de isolamento e extracdo de proteinas do
meristema apical da cana-de-agUcar variedade RB867515 - Protocolo B Hurkman e Tanaka
(1986), com modificagBes de Boaretto (2012).

ApOs a extracdo das proteinas, o0s extratos proteicos obtidos pelos
protocolos A e B foram quantificados pelo método de Bradford (1976) a 595 nm e
pelo kit 2D quant (GE Life Sciences) a 480 nm ambos em triplicata por meio de
espectrofotometro de luz visivel (Bioespectro SP-220) e analisados por SDS-

PAGE (12,5%).

Segunda extracdo de proteinas - analise SDS-PAGE e selecdo de bandas
para MS
Na segunda extracdo de proteinas, foram usadas amostras de meristemas

do éapice da variedade de cana-de-agucar RB867515, provenientes de plantas
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cultivadas em campo na Estacdo de Floracdo e Cruzamento de cana-de-acucar
Serra do Ouro/ AL (09° 14’ 22” S; 35° 50 11” W; 480 m de altitude), durante a pré
e pos-inducéao do florescimento sob aplicacéo foliar de 58 mM de sulfato de calcio
(CasO,) e sob condicbes normais de cultivo (controle). As proteinas foram
extraidas a partir de 4,6 g de amostras do meristema apical utilizando o protocolo
A, Wang et al. (2003), com modificacbes de Pirovani et al. (2008) e a
concentracdo de proteinas determinadas pelo uso do kit 2D Quant (GE Life
Sciences).

O extrato proteico foi sonicado 3x com amplitude de 50%, foram realizados
ciclos de 5s ligado / 5s desligado. Em seguida foram aplicados 40 ug de proteinas
totais juntamente com 10 pL de marcador de baixo peso molecular (GE) e
aplicadas no gel. O gel SDS-PAGE 12,5% foi submetido a eletroforese no sistema
Omniphor MV 20 (Biosystems). Apos a eletroforese, os géis foram corados com
azul de Coomassie Brilliant, conforme Candiano et al. (2004).

Fragmentos do gel SDS-PAGE foram selecionados visualmente
considerando bandas diferenciais entre os tratamentos com calcio e sem calcio.
Para confirmacado, foi realizada andlise quanto a intensidade e volume bruto
usando o software Gel Analyzer v. 2010a (http://www.gelanalyzer.com/) que
permitiu selecionar os tratamentos pés-floracdo controle e pré-floracdo calcio
como 0s mais contrastantes. As bandas diferenciais foram entdo excisadas e

analisadas por espectrometria de massas.
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Espectrometria de massas e Identificacdo presumivel

Os fragmentos do gel SDS-PAGE contendo bandas de proteinas
(protocolos A) foram excisados manualmente dos géis e incubados em uma
solucdo de descoloracdo contendo 50% de metanol e 2,5% de acido acético
durante 18 h em temperatura ambiente, seguido de desidratacdo com solucéo de
acetonitrila 100%. Em seguida, as proteinas foram reduzidas com solucao de 10
mM de DTT (Ditiotreitol) em 50 mM de bicarbonato de aménio e incubadas por 30
min a 60°C. Logo apds, o excesso de liquido foi retirado e adicionado 30 pL de
solucdo 10 mM de IAA em 50 mM de bicarbonato de amébnio para serem
alquiladas, também por 30 min no escuro a temperatura ambiente.
Posteriormente, o liquido excedente foi removido e os fragmentos lavados com
bicarbonato de aménio a 100 mM e novamente desidratados com acetonitrila
100% por trés vezes. Finalizadas estas etapas, foram adicionados cerca de 30 a
50 pL de solucdio contendo tripsina na concentracdo de 20 ng/uL™ e incubado a
37 °C em banho seco, overnight (16 h), garantindo maxima tripsinizacdo da
proteina. Em seguida, ap6s um spin, o excesso de tripsina foi removido e
transferido para um novo tubo. Ao fragmento foi adicionada a solucao de extracdo
5% de acido trifluoroacético (TFA) em solucdo com 50% de acetonitrila, apos 40
min em banho de gelo, a solugdo foi retirada e adicionada a solucao
remanescente de tripsina. Este procedimento foi realizado duas vezes, totalizando
duas extracdes. Por fim, as amostras foram totalmente evaporadas, utilizando
evaporadores centrifugos tipo Speed-Vac (Eppendorf) e armazenadas a -20°C até
a realizacao das analises por espectrometria de massas.

Os espectros MS foram obtidos em espectrometro Autoflex 11l MALDI-

ToF/ToF (Bruker Daltonics) disponibilizado pela Central Analitica do Centro de
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Tecnologias Estratégicas do Nordeste, CETENE, Recife-PE, usando matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma/C8982) e conforme os protocolos de
andlise padronizados de: tipagem por massa de peptideos (PMF - peptide mass
fingerprinting; método refletido positivo RP_Proteomics_HPC). Os ions foram
acelerados a 19 KV, laser Nd:YAG smartbeam 355 nm, 100 Hz.

Para MS, os espectros foram identificados através da analise dos arquivos
peaklist.xml no software Mascot (Matrix Inc.) pelo método de PMF contra o banco
de dados de plantas (Viridiplantae) e Saccharum disponiveis no banco de dados
de proteinas de cana da UNICAMP (http://dalton-server.igm.unicamp.br/mascot/);
utilizando-se 0s seguintes parametros: base de dados: Swissprot; taxonomia:
Viridiplantae; modificacao fixa: carbamidometil (C); modificacdo variavel: oxidacao
(M); e tolerancia + 1.2 Da. Foram consideradas significativas as identificacbes
com score maior que o valor limite (cut-off). O score equivale a -10.log(P), sendo
P a probabilidade da similaridade encontrada ser ao acaso. Valores de score
acima do valor limite tém significAncia estatistica (p<0,05). Os acessos
significativamente identificados foram submetidos a busca na ferramenta Retrieve
ID na base de dados UniProt (http://www.uniprot.org/), para detalhes dos

descritores das proteinas anotadas.

Resultados

Andlise protebmica

Na andlise dos métodos de extracdo de proteinas, constatou-se que o
protocolo A apresentou distribuicdo de bandas semelhante ao protocolo B (Figura
3). O gel SDS-PAGE revelou que o protocolo A teve melhor perfil eletroforético e

integridade de bandas.
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A quantificacdo da concentracéo proteica pelo método de Bradford (1976)
demonstrou que o protocolo A também foi mais eficiente na extracao de proteinas
do SAM em relacdo ao B. No primeiro teste foi observada uma concentracdo de
2,45 pg.uL ™ enquanto que no segundo 1,03 pg.puL™ de extrato proteico.

Ja na quantificacdo proteica usando o kit 2D quant (GE Life Sciences) foi
observado um rendimento de 900 pg de proteinas por grama do meristema apical
da cana para o protocolo A, enquanto que no meétodo de extracdo fendlica,
protocolo B, foi notado um rendimento de 214 ug de proteinas por grama do
mesmo tecido (Figura 3 B). Com base nesse resultado optou-se por adotar o
protocolo A (Wang et al., 2003 modificado) para a realizagdo de um novo teste de

eletroforese SDS-PAGE para selecédo de bandas para espectrometria de massas.

KDa

97
66
45

30

20,1

14,4

Figura 3. Gel 1D SDS-PAGE de proteinas totais do meristema apical da variedade de cana-de-
aclcar RB867517 (gel editado). Protocolo A (A), Protocolo B (B), (M) marcador de peso molecular
(KDa).

Na segunda analise do gel SDS-PAGE usando o protocolo A, foi realizado
um teste de quantificacdo proteica com o kit 2D Quant, obtendo-se em média 4,2

ug.uL™? de extrato proteico para todos os tratamentos. O gel SDS-PAGE
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demonstrou perfis de bandas semelhantes entre os tratamentos, entretanto, pode-
se notar que os tratamentos pos-florescimento controle e pré-florescimento calcio
exibiram bandas mais contrastantes (Figura 4). Com base nesse resultado,
selecionaram-se as bandas visualmente mais distintas, tal diferenca foi ainda
confirmada com auxilio do software Gel analyzer, e as bandas foram

posteriormente analisadas por espectrometria de massas.
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Figura 4. Localizacdo de fragmentos excisados do gel SDS-PAGE de meristemas apicais da
variedade de cana-de-aclcar RB867515, tratamentos p6s-inducdo do florescimento controle e pré-
inducdo do florescimento sob aplicagdo de 58 mM de sulfato de célcio (CaSO,) para anélise em
espectrometria de massas. 1-21: numeragéo das bandas excisadas do gel.

Na andlise dos perfis dos géis SDS-PAGE pelo software Gel Analyzer,
observamos de modo geral, que o tratamento pré-floracdo calcio (Figura 5 B)
demonstrou maior intensidade de bandas comparado ao tratamento pés-floracéo

controle (Figura 5 A).
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Figura 5. Bandas do gel SDS-PAGE de meristemas apicais da variedade de cana-de-agucar
RB867515, analisadas pelo software Gel Analyzer v. 2010a nos tratamentos pés-indu¢do do
florescimento controle (A) numeracdo 1 a 19 e pré-inducdo do florescimento sob aplicacdo de 58
mM de sulfato de célcio (CaSO,) (B) numeracéo 1 a 21.

Nas tabelas 1 e 2 sdo apresentados os resultados obtidos na analise com o
software Gel Analyzer, onde foi possivel constatar que as bandas detectadas no
tratamento pré-florescimento célcio (Tabela 2) exibiram em geral maior volume
bruto ou intensidade comparado as bandas do tratamento pdés-florescimento
controle (Tabela 1). A banda 2 do tratamento pré-Ca, por exemplo, demonstrou
volume bruto 9x maior que a mesma banda no tratamento pds-controle. Nas
demais comparacdes o tratamento Pré-Ca teve em média 2x maior volume bruto

comparado ao pds-controle.
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Tabela 1. Analise do perfil do Gel SDS-PAGE no tratamento pds-florescimento controle em
meristemas do apice caulinar da variedade de cana-de-agUcar RB867515 pelo software Gel

Analyzer v. 2010a.

Coluna Banda Rf Vol. bruto MW (KDa)
2. 1. 0.133 515 99
2. 2. 0.148 203 93
2. 3. 0.251 1041 62
2. 4, 0.299 563 52
2. 5. 0.348 733 44
2. 6. 0.384 814 40
2. 7. 0.418 327 36
2. 8. 0.431 783 34
2. 9. 0.451 218 33
2. 10. 0.483 627 30
2. 11. 0.539 245 26
2. 12. 0.551 663 25
2. 13. 0.603 130 23
2. 14, 0.715 920 19
2. 15. 0.766 1350 18
2. 16. 0.785 1466 18
2. 17. 0.825 372 17
2. 18. 0.857 3734 17
2. 19. 0.945 3290 16
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Tabela 2. Analise do perfil do Gel SDS-PAGE no tratamento pré-florescimento célcio em
meristemas do apice caulinar da variedade de cana-de-aglcar RB867515 pelo software Gel

Analyzer v. 2010a.

Coluna Banda Rf Vol. bruto MW (KDa)
5. 1. 0.133 1213 99
5. 2. 0.154 1921 91
5. 3. 0.179 638 82
5. 4, 0.249 3082 63
5. 5. 0.299 2124 52
5. 6. 0.32 638 49
5. 7. 0.335 1266 46
5. 8. 0.376 1509 41
5. 9. 0.407 542 37
5. 10. 0.427 1673 35
5. 11. 0.479 1426 30
5. 12. 0.548 3580 26
5. 13. 0.593 763 23
5. 14, 0.636 483 22
5. 15. 0.657 940 21
5. 16. 0.715 3066 19
5. 17. 0.766 1993 18
5. 18. 0.785 1486 18
5. 19. 0.825 459 17
5. 20. 0.85 4025 17
5. 21. 0.935 3947 16

Das 21 bandas selecionadas visualmente como contrastantes e comuns e

excisadas do SDS-PAGE nos tratamentos (pds-Co) e (pré-Ca) (Figura 4), foram

obtidos espectros com qualidade de 19 amostras, 0os quais foram posteriormente

submetidos a analise no software Mascot através do método Peptide Mass

Figerprint (PMF) e classificados pelo Gene Ontology (GO) por processo bioldgico

(Figura 6).

Dos peptideos analisados foram identificadas nove proteinas, das quais se

destacaram a sacarose sintase (SuSy) na banda 2 do tratamento Pré-Ca e a

proteina quinase dependente de calcio isoforma 11 (CDPK 11) detectada na

banda 3 do mesmo tratamento (Tabela 3). A proteina cloroplastica PSB28 do

centro de reagdo do fotossistema Il foi detectada trés vezes nas bandas 7, 17 e
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18, todas de meristemas tratados com calcio. Das seis bandas analisadas no
tratamento POs-Co foram identificadas duas proteinas de funcdo desconhecida

nas bandas 6 e 9 (Tabela 3).
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Tabela 3. Anotacgdo presumivel de peptideos detectados em se¢fes de SDS-PAGE de amostras do meristema apical da cana-de-aglcar sob aplicagédo foliar
de 58 mM sulfato de célcio (CaSO,) nos tratamentos Pds-inducao controle e Pré-inducao calcio, analisados nos bancos de dados de proteinas de espécies
de plantas SwissProt: Viridiplantae e Saccharum.

Banda/
Acesso Banco de dados Anotacado presumivel Score e-value Espécie ortologa Mr pl
Tratamento
2 SUS2_MAIZE SwissProt Sacarose sintase 2 170/57 2.9e-013 Zea mays 93.507 6,03
Calcio S4UATS Saccharum Sacarose sintase 1 174/47 1.1e-014 Saccharum officinarum 93.492 6,01
3 CDPKB_ORYSJ SwissProt Proteina quinase dependente de calcio isoforma 11 64/57 0.011 Oryza sativa 61.627 5,50
Célcio B3GEB9 Saccharum Proteina de resisténcia tipo NBS-LRR (Fragmento) 37/47 0.58 Saccharum arundinaceum 25.567 7,05
6 B4GOK5 Maize Proteina desconhecida 69/62 0.011 Zea mays 38.770 6,30
Controle AOA0CBWCUO Saccharum Proteina ScMYB57 31/47 2.1 Saccharum hybrid 10.256 10
7 PSB28_ORYSJ SwissProt Proteina PSB28 do Cirl‘ct)rrcc’)slgsrﬁ?gao do fotossistema Il, 58/57  0.042 Oryza sativa 19.838 9,79
Célcio WOF8W1 Saccharum Proteina quinase ativada por mitégeno 30/47 2.4 Saccharum hybrid 40.211 5,32
9 MATK_PANGI SwissProt Maturase K 43/57 1.4 Panax ginseng 59.670 9,61
Controle AOA059Q0Z0 Saccharum Proteina desconhecida 51/47 0.022 Saccharum hybrid 25.540 10,40
12 RUBA RICCO SwissProt Proteina de Ilga(;ao_ a subunidade grande da RuBisCO 45/57 0.87 Ricinus communis 52461 477
- subunidade alfa (Fragmento)
Célcio S4WDN5 Saccharum Ascorbato peroxidase 80/47 2.5e-005 Saccharum hybrid 27.556 5,68
15 H2B7_ARATH SwissProt Histona H2B.7 62/57 0.018 Arabidopsis thaliana 15.902 10,02
Calcio AOA059Q0K8 Saccharum Histona H3 40/47 0.26 Saccharum hybrid 15.454 11,15
17 PSB28_ORYSJ SwissProt Proteina PSB28 do Cirl‘grcc’)slgsrﬁ?gao do fotossistema Il, 59/57  0.033 Oryza sativa 19.838 9,79
Calcio AOA059Q0K8 Saccharum Histona H3 48/47 0.039 Saccharum hybrid 15.454 11,15
18 PSB28_ORYSJ SwissProt Proteina PSB28 do centro de reacdo do fotossistema I, 58/57  0.05 Oryza sativa 19.838 9,79

cloroplastica
Célcio AOAOC6WCR9 Saccharum Proteina ScMYB46 40/47 0.26 Saccharum hybrid 10.748 9,23
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A analise por processo biologico das proteinas identificadas demonstrou
que 33% das proteinas estavam ligadas a fotossintese, 11% apresentaram
envolvimento com o metabolismo da sacarose, atividade quinase, montagem do
nucelossomo ou resposta ao estresse oxidativo, enquanto que 22% foram

anotadas com funcdo desconhecida (Figura 6)
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Figura 6. Anotagdo GO por processo bioldgico de proteinas do meristema apical da variedade de
cana-de-acucar RB867515, identificadas em fragmentos do gel SDS-PAGE.
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Discussao

Analise comparativa - protocolos Ae B

A partir da quantificacéo e visualizacdo do gel SDS-PAGE constatou-se em
amostras do meristema apical da cana-de-acucar que o protocolo A permitiu a
obtencdo de um extrato 57% mais concentrado em proteinas em relacdo ao
protocolo B. Também foi notado maior integridade das bandas reveladas na
analise 1D-PAGE para o mesmo protocolo e aumento de 76% no redimento em
Hg de proteina extraida por g de meristema.

O protocolo A foi inicialmente desenvolvido para extracdo de proteinas de
folhas de oliveira, tendo como principais caracteristicas a moagem em acetona
até po6 seco, TCA/acetona e fenol, mais conhecida como método ADP (acetone
dry powder) (Wang et al., 2003). Anos mais tarde, esse mesmo grupo aperfeigoou
o método ADP para uma gama de espécies vegetais, tornando-o eficiente para
tecidos foliares de bambu, videira, tabaco e cana-de-acucar (Wang et al., 2006).
Contudo, o principal avanco foi a rapidez no processo de extracdo, que reduziu o
protocolo de 3 h para 1 h. Em seguida, Pirovani et al. (2008) testaram 0 mesmo
método em folhas e meristemas de cacau, adicionando as etapas de extracao
0,07% de PB-mercaptoetanol (em todas a solucbes), além de SDS-Denso e
ultrassonicacdo das amostras. A adicdo dessas etapas melhorou
consideravelmente a resolucdo das proteinas para analises 1D e 2D-PAGE. Este
resultado também foi observado nesse trabalho para o meristema do apice da
cana-de-agucar aumentando consideravelmente a obtencdo de proteinas e
permitindo uma maior representatividade do proteoma desse tecido.

Ja o método de extracdo fendlica (protocolo B), baseado em TCA/acetona

e fenol, inicialmente proposto por (Hurkman e Tanaka, 1986), jA havia sido bem
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relatado para colmos (Amalraj et al., 2010) e raizes (Pacheco et al., 2013) de
cana-de-acucar. Entretanto, revelou nesse trabalho baixa resolucdo em 1D-PAGE
para meristemas do apice caulinar, além de ser um processo de extracao
demorado comparado ao protocolo A.

Através da andlise comparativa entre os métodos testados, foi possivel
selecionar para este estudo, o protocolo A como sendo o mais rapido e eficiente

para a extracdo de proteinas do SAM da cana-de-acuUcar.

Andlise proteémica 1D-PAGE

A expressao da enzima sacarose sintase 1 (SuSy), detectada na banda 2
em plantas tratadas com calcio, é requerida no meristema apical provavelmente
devido a necessidade de utilizacdo da sacarose como fonte glicose e frutose para
a obtencdo de energia metabdlica para a inducdo, diferenciacdo e
desenvolvimento da flor. Esta proteina € a maior enzima do metabolismo de
sacarose na cana-de-acucar (Lingle e Dier, 2001), e catalisa a conversao
reversivel de sacarose em UDP-glicose e frutose (Hirose, et al., 2008).

A elevacdo da concentracdo de sacarose em meristemas florais durante a
inducdo do florescimento j& foi mencionada na literatura (Bodson et.al., 1985;
Fleming, 2006). Na cana-de-agucar, a atividade da SuSy foi relatada em varios
orgdos da planta: no desenvolvimento da parte aérea e em gemas laterais (Verma
et al., 2013). Endres et al. (2015) analisaram o conteudo de carboidratos do
meristema apical da cana e constataram um aumento nos niveis de sacarose em
plantas tratadas com aplicacao foliar de calcio. Neste estudo, observamos que o

volume bruto da banda 2 (sacarose sintase 1) foi maior em meristemas com
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calcio, e tal resultado poderia influenciar um aumento na concentracdo deste
carboidrato no meristema.

Na banda 15 de meristemas tratados com calcio, foi identificada a proteina
histona H2B. A monoubiquitinacdo dessa proteina € um fator chave na
modificacdo de histonas, consequentemente regulando a expressdo de genes.
Esta envolvida com o tempo de floracdo de Arabidopsis alterando a expressao do
gene FLOWERING LOCUS C (Cao et al., 2008; Shimitz et al., 2009; Bourbousse
et al., 2012).

Na banda trés de meristemas tratados com célcio foi identificada a proteina
quinase dependente de calcio (CDPK), também com maior volume bruto através
da andlise comparativa do gel. As CDPKs s&do sensores essenciais que
desempenham papéis importantes durante o crescimento e em resposta a uma
vasta gama de estimulos ambientais e de desenvolvimento em plantas (Jaworski
et al., 2012).

O papel fisioldgico dessa proteina € conhecido na sinalizacéo e regulacéo
durante a reproducdo sexuada de plantas (Zienkiewicz et al.,, 2011), como
também o seu envolvimento em vias de transducao induzidas pela luz através do
fitocromo (Tretyn et al., 1994). As CDPKs tém sido associadas ao
desenvolvimento do pélen (White e Broadley, 2003), inibicdo do florescimento da
eudicotiledénea Pharbitis nil (Friedman et al., 1989; Tretyn et al., 1990), e atraso
do florescimento e extensdo do periodo vegetativo em tabaco através da
conversdo de sinais de [Ca®'] citosélico influenciado por uma ligacdo
calcio/calmodulina (Hua et al., 2004). Em contraste, Jaworsky et al. (2003)

relataram um aumento na expressdo de CDPKs sob condi¢cdes fotoperiddicas
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indutivas nas plantas de dia curto P. nil, culminando no florescimento desta
espécie.

Outros trabalhos também constataram a ligacdo entre o gene PPF1 e o
atraso do florescimento de A. thaliana. Esse gene codifica a proteina PPF1
localizada nas membranas do cloroplasto e esta envolvida com o transporte de
Ca para esta organela (Wang et al., 2003; Li et al., 2004). Estes autores
correlacionaram altos nives de calcio com maior expressdo de PPF1, enquanto
gue pouco Ca na folha foi associado a menor expressao da proteina. Concluindo
que o maior acumulo de calcio no cloroplasto regulado pelo gene PPF1 foi

preponderante na floragcéo tardia de Arabidopsis.

A analise protedbmica nos forneceu indicios que apontam para um suposto
envolvimento da aplicacéo foliar de calcio na reducéo do florescimento da cana-
de-acucar através da alteracdo do acumulo de proteinas responsivas a este ion.
No entanto, este trabalho traz apenas uma visao inicial da potencial relacdo da
sacarose sintase e proteinas quinases dependentes de calcio ja descritas na
literatura como envolvidas com o florescimento de plantas, mas pela primeira vez

identificadas com associacéo a reducao do florescimento desta relevante cultura.
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Conclusao

A purificacdo e extracdo de proteinas do meristema do apice da cana-de-
acucar através do protocolo A permite a obtencdo de maior representatividade do
conjunto de proteinas potencialmente envolvidas com o florescimento da cana-de-
acucar.

A anotacao presumivel de algumas proteinas isoladas do meristema apical
da cana-de-acucar detectados no gel 1D-PAGE, apontam para uma provavel
alteracdo no proteoma influenciada pela aplicacdo foliar de célcio. A sacarose
sintase e proteina CDPK séo potenciais candidatas a estudos futuros visando sua
aplicacdo como marcadores moleculares funcionais envolvendo a regulacdo do
florescimento da cana-de-acucar associados ao uso do calcio, podendo auxiliar os

programas de melhoramento genético desta cultura.
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Resumo

Na cana-de-acucar (Saccharum spp.) a conversdo de meristema vegetativo para
floral € uma etapa importante para o melhoramento genético, no entanto, &
indesejavel para a producdo comercial por consumir sacarose para O
desenvolvimento da inflorescéncia. Este estudo teve como objetivo identificar
proteinas diferencialmente acumuladas no apice meristematico da variedade
RB867515 sob aplicacdo foliar de célcio através de eletroforese 2D e
espectrometria de massas. A aplicacdo foliar de célcio reduziu em 20% o
florescimento da cana em comparag¢do com o controle. Na analise protedémica, um
total de 60 proteinas diferencialmente expressas (DEPs) foram identificadas por
PMF, das quais 14 foram observadas exclusivamente em meristemas tratados
com calcio, 11 proteinas foram identificadas exclusivamente apds a inducéo floral,
e 29 proteinas eram comuns, porém mais abundantes em meristemas sem calcio
antes da inducéo floral. A distribuicAo de termos de ontologia génica (GO)
associados aos DEPs por processo biolégico na pré-inducdo revelou em
meristemas sem célcio que 15,7% das proteinas estavam envolvidas na
transcricdo, 26,3% na traducdo e 10,5% na sinalizacdo celular ou glicdlise. Por
outro lado, em meristemas tratados com calcio, 8,3% das proteinas foram
associadas ao metabolismo secundario, traducdo, parede celular, maior
metabolismo de carboidratos e atividade antioxidante, 16,6% estavam ligados a
glicdlise e sinalizacdo, enquanto que 16,6% nao possuiam anotacdo. A aplicacao
foliar de caélcio alterou significativamente o do &pice meristemético de cana-de-
acucar, reduzindo o acumulo de proteinas importantes para o florescimento. O
calcio parece também melhorar a sinalizacao celular e a atividade antioxidante em
meristemas. Foi observado ainda que o efeito do célcio no proteoma é atenuado
pelo tempo, sendo mais significativo na pré-indugcédo. As proteinas identificadas
neste estudo sdo fortes candidatas a estudos futuros visando sua aplicacdo como
marcador molecular funcional envolvendo a regulacéo do florescimento da cana-
de-acucar associados ao uso do calcio, podendo auxiliar os programas de
melhoramento genético desta cultura.

Palavras-chave: Céalcio, Cana-de-acucar, Controle do florescimento,
Espectrometria de massas, 2D-PAGE.
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Abstract

In sugarcane (Saccharum spp.), the conversion of apical meristem to plant
breeding is an important step for the genetic improvement, however, it is
undesirable in commercial production by consume sucrose to inflorescence
development. This study aimed to identify differentially accumulated proteins in the
apical meristem of the RB867515 cane variety under foliar application of calcium
sulfate through 2D electrophoresis and mass spectrometry. Leaf application of
calcium reduced by 20% the sugacane flowering compared to control. In proteome
analysis, a total of 60 differentially expressed proteins (DEPs) have been identified
from 2D meristems profiles in pre and post-floral induction by PMF, of which 14
were found exclusively in meristems treated with calcium, 11 were identified only
after floral induction, and 29 were common in both cases, but more abundant in
meristems without application of calcium before floral induction. Gene ontologies
(GO) associated with DEPs by biological process in the pre-induction revealed in
meristems without calcium that 15.7% of the proteins were involved in
transcription, 26.3% in the translation and 10.5% in cell signaling or glycolysis. On
the other hand, in meristems treated with calcium, 8.3% of proteins were linked to
secondary metabolism, translation, cell wall, increased metabolism of
carbohydrates and antioxidant activity; 16.6% were linked to glycolysis and
signaling, and 16.6% had no annotation. Calcium foliar applications significantly
altered the meristematic proteome of sugarcane, reducing the accumulation of
important proteins associated with the differentiation and reproductive
development in plants. Calcium also appears to enhance cell signaling and
antioxidant activity in meristems. It was observed that the effect of foliar calcium
application in proteome appears to be attenuated by time. The proteins identified
in this study are strong candidates for future studies aiming its use as a functional
molecular marker involving control of sugarcane flowering associated with calcium,
can help breeding programs of this culture.

Palavras-chave: Calcium, Flowering control, Mass spectrometry, Sugarcane, 2D-
PAGE.
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Introducao

Em cana-de-aclcar (Saccharum spp.), a conversdo de meristema
vegetativo para reprodutivo € uma etapa importante para o melhoramento
genético, pois a inflorescéncia € usadano cruzamento entre clones no sentido de
se obter caracteristicas desejaveis para a cultura (Glassop et al., 2014). Por outro
lado, a ocorréncia do florescimento em cultivos comerciais é extremamente
indesejada pelos produtores, uma vez que nesse processo a sacarose acumulada
no colmo é desviada para o0 desenvolvimento da inflorescéncia. Como
consequéncia, o crescimento da planta é paralisado, levando a perdas
substanciais no rendimento em sacarose (Rodrigues, 1995).

O florescimento da cana-de-acUcar ocorre quando a planta percebe os
sinais indutivos, os quais incluem fotoperiodo em torno de 12,5 h, boa
disponibilidade hidrica e temperaturas entre 18 e 31°C. Além desses fatores, a
nutricdo, a maturidade fisiolégica e uma quantidade minima de colmos maduros
(quatro colmos) também séo limitantes para a inducéo do florescimento (Moore e
Berding, 2014).

O conhecimento sobre os fatores envolvidos na inducdo do florescimento
da cana sédo fundamentais para o desenvolvimento de estratégias no sentido de
controlar sua ocorréncia em campo. Varios estudos ja foram realizados na busca
de solucbes para o problema, como por exemplo, o controle do fotoperiodo (Rizk
et al., 2007), o uso de compostos a base de etileno como o etefon (Moore e
Osgood, 1989), a supressao da irrigagao (Humbert, 1974). Recentemente foi
sugerida a aplicagdo foliar de calcio, esse tratamento atrasou 0 inicio do

florescimento e reduziu sua incidéncia em 40% (Endres et al., 2015).
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Quanto a base molecular do desenvolvimento da inflorescéncia, ha pouca
informacéo disponivel para a cana-de-aclUcar. Apesar disso, ocorreram alguns
avancos, o maior deles se deu com o inicio de diversas pesquisas que
culminaram na formacéo do banco de dados de sequéncias transcritas expressas
da cana-de-acucar, projeto SUCEST (Figueiredo et al., 2001; Vettore et al., 2003).
A conclusdo do sequenciamento completo do genoma de culturas como o arroz e
o milho também tem auxiliado na compreensao da maioria dos genes e fatores de
transcricdo envolvidos na regulacéo do florescimento em gramineas (Ciaffi et. al.,
2011). Além disso, a compreensao dos mecanismos moleculares que regulam o
florescimento em espécies vegetais modelo como descrito em Arabidopsis,
também tem sido crucial.

Nesse sentido, 0 que se conhece até o momento sobre 0s genes
envolvidos na inducéo floral da cana foi extraido do projeto SUCEST, como por
exemplo, a descoberta da presenca de 21 genes pertencentes a classe MADS-
box (Dornelas e Rodriguez, 2001), e a sugestdo do modelo da via de inducédo
fotoperiddica da cana (Coelho et al., 2013), tendo como base o banco de dados
de sequéncias transcritas expressas (ESTs) do projeto SUCEST, que através de
analise comparativa de sequéncias de cana com outras gramineas, constataram
alta similaridade entre transcritos do genes GIGANTEA (Gl), envolvido com a
integracdo de sinais do reldgio circadiano em milho, e FLOWERING LOCUS T
(FT) de arroz, que codifica uma proteina sintetizada na folha e que é transportada
pelo floema até o meristema apical, considerada um florigeno. Além disso,
descoberto que membros da familia da proteina de ligacao a fostatidiletanolamina
(PEBP), FT e TFL1 de cana, alteram o tempo de floragcéo e a arquitetura floral em

Arabidopsis thaliana (Coelho et al., 2014).



104

O conhecimento dos mecanismos que governam a transducéo de sinais a
diferentes estimulos enddégenos e ambientais sdo de extrema importancia na
compreensao da transicdo floral da cana (Coelho et al., 2014). Dada a
especificidade na qual a cana percebe alguns sinais enddégenos e ambientais para
regular a transicdo para o desenvolvimento reprodutivo, espera-se que haja uma
série de proteinas reguladoras atuando de forma coordenada no controle das
diversas vias que culminam na expressao de genes de identidade de meristemas
e diferenciacdo de 6rgdos florais. Nesse aspecto, o célcio (Ca?*) é um alvo
interessante devido a complexidade de mecanismos com 0S quais esse ion
interage dentro de varias organelas na célula (White e Broadley, 2003). Desta
forma, uma melhor compreenséo do papel do calcio na reducdo do florescimento
da cana sera crucial para uma triagem de possiveis marcadores moleculares
envolvidos na regulacdo da transicdo floral nesta cultura. A abordagem
protedmica, neste caso, € uma estratégia importante por realizar uma analise
aberta, o que proporciona a visualizacao global de todo o processo, e ainda pela
vantagem da maior proximidade com o fenétipo. Portanto, o objetivo deste estudo
foi identificar proteinas diferencialmente acumuladas no apice meristematico da
variedade de cana RB867515 influenciada pela aplicacdo foliar de calcio através

de eletroforese 2D e espectrometria de massas.
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Materiais e Métodos

O experimento foi realizado em campo na Estacdo de Floracdo e
Cruzamento de cana-de-acucar Serra do Ouro, Brasil (09° 14’ 22” S ; 35° 50 11”

W ; 480m de altitude).

Os dados climatoldgicos foram registrados por uma estacdo meteorologica

automatica localizada a 300m do experimento (Figura 1).
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Figura 1. Médias mensais de temperaturas minima, média e maxima (A), registradas na Estacéo
de Floracdo e Cruzamento de cana-de-agucar Serra do Ouro, AL (09° 14’ 22” S ; 35° 50 11" W ;
480m de altitude). Precipitacéo pluviométrica (mm) e fotoperiodo (horas) do 15° dia do més (B).
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A variedade analisada foi a RB867515, quando cultivada em condi¢des
favoraveis, como as observadas na Serra do Ouro, a mesma apresenta
florescimento profuso.

Os segmentos de colmos da referida variedade contendo uma gema, foram
tratados termicamente a 50°C por 2 h para minimizar ocorréncia de raquitismo
das soqueiras (Leifsonia), e em seguida plantadas em caixas contendo substrato.
ApoOs 73 dias da brotacdo, as mudas foram transplantadas para o campo

experimental.

Figura 2. llustracdo de etapas do experimento: plantio em caixas (A), aplicacdo do
tratamento no campo com pulverizador costal (B), experimento em campo (C), regido
do apice meristematico da cana-de-agucar, com destaque em vermelho (D).

O delineamento usado foi o de blocos casualizados com 30 parcelas. A
parcela experimental foi composta por cada touceira, contendo em média 12

plantas/touceira, espacadas 1,5 x 2,0 m
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Para testar o efeito do calcio no florescimento na cana foram montados os
seguintes tratamentos:
e Pré e Po6s-inducdo do florescimento sem calcio - somente adubacao
convencional;
e Pré e Pos-inducéo do florescimento com célcio - adubagdo convencional +

aplicacao foliar de 58,0 mM de CaSO, (Cruz, 2010; Endres et al., 2015).

As aplicagdes foliares de CaSO, foram efetuadas com bomba costal aos
135, 165 e 195 dias ap6s o plantio (DAP), pulverizando-se até o ponto de

escorrimento (Cunha et al., 2005).
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Figura 3. Esquema de aplicacdo dos tratamentos e coletas para andlise protedmica realizadas
durante o experimento no periodo 2012/2013. Dias apés o plantio (DAP)

Foi instalado um sistema de irrigacdo por micro aspersdo para 0
fornecimento de agua durante o experimento, o controle de plantas daninhas
também foi realizado através de capina manual.

A quantificagdo de colmos florescidos iniciou em 08 de maio de 2013. A
floragdo foi avaliada através da observacdo da emissdo total da panicula pelo

caule. A percentagem de floragdo por unidade experimental (touceira) foi
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determinada pela relacdo entre o numero de colmos com paniculas e o numero
total de colmos x 100.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste t de Student usando o software Assistat 7.7 beta (Silva,

2006).

Extracdo de proteinas

Na extracdo das proteinas foi usado o protocolo descrito por Wang et al.
(2003), com modificacdes de Pirovani et al. (2008), para tanto, foi realizado um
pool contendo 20 4pices meristematicos para cada tratamento,
contendoaproximadamente 4,6 g de amostras, macerados com gelo seco em
moinho criogénico e adicionados de 6 mL de acido tricloroacético (TCA) 10%,
contendo 2-B mercaptoetanol 0,07% e acetona 100 %. O material foi
homogeneizado e mantido sob agitacdo constante a 70 rpm a 4°C por 5 min. Em
seguida, a solucéo foi mantida a -20°C por 3 h para precipitacdo das proteinas.
Posteriormente o material foi centrifugado a 14.000xg a 4°C por 10 min e o
sobrenadante descartado. Na proxima etapa, o precipitado foi lavado 2x em
acetona 100% contendo 2-B mercaptoetanol 0,07% por centrifugagdo a 14.000xg
a 4°C por 10 min. No final das lavagens, os tubos permaneceram abertos em
camara de fluxo laminar até a secagem completa do pellet. No proximo passo da
extragcdo, o pellet foi ressuspenso em 5 mL de tampao contendo (fenol, tris HCI
0,1 M pH 8,0) e SDS-denso (sacarose 30%, SDS 2%, tris HCI 0,1 M pH 8,0 e 2-
mercaptoetanol 0,07%). Em seguida a mistura foi agitada em vortex e
centrifugada a 10.000xg por 5 min a 4°C. A fase superior foi coletada e transferida

para um novo tubo ao qual foram adicionados 5 volumes de metanol contendo 0,1
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M de acetato de amonio, ap0s agitacdo em vortex o material foi estocado a -20°C
para precipitacdo das proteinas. ApOs esta etapa, as proteinas foram recuperadas
por centrifugagdo a 10.000xg durante 5 min. Em seguida foram realizadas
lavagens 2x em metanol 100% contendo 0,1 M de acetato de amodnio e 2x em
acetona 80%, apds as lavagens o precipitado foi submetido a secagem em
camara de fluxo laminar e armazenado a -80° C até as analises.

Apo6s a extracdo, as amostras foram sonicadas 3x com amplitude de 50%,

e realizados ciclos de 5s ligado/5s desligado.

Eletroforese Bidimensional
Focalizacdo isoelétrica (IEF)

A IEF foi realizada em fita IPG de 11 cm e pH 3-10 ndo linear (GE Life
Sciences) para 200 ug de proteinas totais de meristemas do apice da cana-de-
acucar dissolvidas em solucédo de ureia 7 M, tioureia 2 M, CHAPS 2% (m/v), 19,4
mM de DTT, anfolinas 0,5% (v/v) (IPG buffer, pH 3-10 linear; GE Life Sciences) e
azul de bromofenol 0,005% (m/v). A hidratacéo das fitas foi realizada em IPG-Box
(GE Life Sciences) a temperatura ambiente por 18 h. As fitas foram focalizadas no
sistema Ettan IPGphor 3 (GE Life Sciences), em quatro etapas nas seguintes
condic¢des: i) 500 V, 1 h; ii) 800 V, 1 h; iii)) 7.000 V; 1 h (gradiente); e iv) 2.200 V
(constante). Apos a focalizacdo, as fitas foram armazenadas a -80°C até a

realizacdo da segunda dimenséo.

Eletroforese (2D-PAGE)
Para a segunda dimensao (eletroforese), foram realizadas a reducéo e

alquilagcdo das fitas focalizadas anteriormente. Estas foram submetidas a reducéo
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através da imersdo em tampao de equilibrio contendo 2% DTT (ditiotreitol) e
tracos de corante bromofenol por 20 min. Decorrido esse tempo, as fitas foram
transferidas e imersas em nova solucdo de equilibrio contendo 4% de IAA
(lodoacetamida) e tracos do corante bromofenol por mais 20 min. A segunda
dimensao, ou eletroforese, foi realizada no sistema Omniphor MV 20 (Biosystems)
em SDS-PAGE 12,5%, utilizando uma fita de IEF por gel, constando das
seguintes etapas: 40 mA por 15 min, 80 mA por 30 min, 100 mA por 2:30 h;
voltagem fixa de 300 V. Foram obtidos géis em triplicata para cada tratamento
analisado sem calcio (controle) e com aplicacéo foliar de 58 mM de CaSO,. Os
géis foram mantidos por 30 min em solucao fixadora (etanol 40%, acido acético
10%) e, posteriormente, imersos na solucdo de coloracdo [metanol 20%, acido
acético 5% e agua deionizada, solugcdo de azul de coomassie (Phastgel Blue R,
GE Life Sciences) 50%] durante 18 h. Em seguida, os géis foram submetidos a
imersdo em solucdo descorante (etanol 20%, acido acético 5%) por 15 min, 45
min e duas vezes por 2 h. Apds a descoloracdo, os géis foram armazenados em

solucéo de preservacao (acido acético 5%).

Digitalizacdo e analise de imagens

Os géis foram digitalizados com auxilio de scanner de transparéncia
ImageScanner Il (GE Life Sciences) calibrado para densidade 6tica, utilizando-se
o programa LabScan 6.0 (GE Life Sciences) com os seguintes parametros: modo
de transparéncia, resolucéo de 150 DPI e filtro vermelho, ideal para coloracéo de
géis com azul de Coomassie. Para a captura da imagem foi realizada previamente
uma etapa de calibragcdo do scanner com a fita de calibracdo Kodak 3, que

apresenta valores de densidade o&tica ou difusa definidos, conforme
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procedimentos recomendados pelo fabricante. As imagens dos geéis foram
analisadas no software de analise ImageMaster 2D Platinum v.7.05 (GE Life
Sciences). Todas as triplicatas de géis de cada tratamento, ou réplicas técnicas,
foram submetidas aos mesmos parametros de analise comparativa para deteccéo
e selecao de spots (manchas coradas delimitadas e representativas de proteinas),
conforme (Pacheco et al.,, 2013), com inspecdo visual para eliminagdo de
interferentes como bolhas e residuos da coloracdo. Nas comparacfes das
triplicatas entre os tratamentos, foram selecionados como spots diferenciais
agueles que apresentaram razdo de variacdo no parametro normalizado
porcentagem de volume (%vol) = 1,5 e ANOVA < 0,05. Estes spots selecionados

foram denominados DEPs (proteinas diferencialmente expressas).

Digestdo com tripsina e preparo das amostras para MS

Os spots com variacao significativa entre tratamentos (proteinas com
acumulo diferencial estatisticamente significativo) foram excisados manualmente
de uma das réplicas técnicas (géis) com auxilio de bisturi e incubados em solucao
descolorante contendo metanol 50% e &acido acético 2,5% durante 18 h, em
temperatura ambiente, para remocdo do corante. Apds desidratacdo em
acetonitrila 100%, as proteinas (spots) sofreram reducédo e em seguida aquilacao.
Inicialmente, os fragmentos de gel foram reidratados com 10 mM DTT em 50 mM
de bicarbonato de amdnio e incubados por 30 min a 60°C. O excesso do liquido
foi removido e substituido por 30 uL de solucdo 10 mM IAA em 50 mM de
bicarbonato de aménio. Em seguida, os fragmentos foram mantidos no escuro por
30 min, a temperatura ambiente. O liquido excedente foi entdo removido, 0s

fragmentos lavados com 100 mM de bicarbonato de amoénio e novamente
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desidratados com acetonitrila 100%. Posteriormente a essas etapas, foram
adicionados 30-50 yL (até cobrir o fragmento de gel) de solugdo com 20 ng/uL de
tripsina para digestao da proteina, e as amostras foram incubadas em gelo por 30
min. Depois da reidratacéo, foi adicionada solucdo de bicarbonato de aménio 50
mM cobrindo todo o fragmento de gel, e a digestdo mantida a 37°C por 16 h. Apds
este periodo, foram acrescentados a solucdo anterior 30-50 pL (até cobrir o
fragmento de gel) de solucéo de extracao [5% de acido trifluoroacético (TFA) em
50% de acetonitrila], incubada por 1 h em gelo e centrifugada até 10.000xg para
coleta e transferéncia do sobrenadante para outro tubo. A extracdo foi efetuada
duas vezes. O sobrenadante de cada spot foi concentrado em concentrador a
vacuo (Speed-vac, Eppendorf) e armazenado a -20°C até a realizacdo das

analises por espectrometria de massas.

Espectrometria de massas

Os espectros MS e MS/MS foram obtidos em espectrémetro Autoflex I
MALDI-ToF/ToF (Bruker Daltonics) disponibilizado pela Central Analitica do
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste, CETENE, Recife-PE, usando
matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma/C8982) e conforme os
protocolos de analise padronizados de: tipagem por massa de peptideos (PMF -
peptide mass fingerprinting; método refletido positivo RP_Proteomics_ HPC) e
busca de ions (ion search, método LIFT). Os ions foram acelerados a 19 KV, laser

Nd:YAG smartbeam 355 nm, 100 Hz.
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Analises de bioinformatica
Identificacdo presumivel

Para MS, os espectros foram identificados através da analise dos arquivos
peaklist.xml no software Mascot (Matrix Inc.) pelo método de PMF contra os
bancos de dados de: i) cana-de-acucar (Saccharum_7061), e Milho (Zea_mays
mays) disponibilizados em colaboragcdo com o Laboratério de Espectrometria de
Massas Dalton (http://daltonlab.igm.unicamp.br), do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP, coordenado pelo Prof. Dr.
Fabio Cesar Gozzo; e ii) Viridiplantae disponivel na versao online do Mascot
(http://www.matrixscience.com); utilizando-se 0s seguintes parametros: base de
dados: Swissprot, Saccharum_7061 ou Milho; taxonomia: Viridiplantae;
modificacdo fixa: carbamidometil (C); modificacdo variavel: oxidacdo (M); e
tolerancia 200 ppm. Para a analise de dados MS/MS, realizada para as amostras
nao identificaveis via PMF, os espectros foram identificados através da anadlise
dos respectivos arquivos peaklist.xml pelo método de busca de ions (ion search)
contra os mesmos bancos de dados e parametros citados anteriormente, exceto:
tolerancia MS/MS 0,6 Da; e valor especifico de massal/carga (m/z) de cada
respectivo ion precursor. Foram consideradas significativas as identificacbes com
score maior que o valor limite (cut-off). O score equivale a -10.log(P), sendo P a
probabilidade da similaridade encontrada ser ao acaso. Valores de score acima

do valor limite tém significancia estatistica (p<0,05).
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Ontologia génica (GO)

As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas foram
recuperadas do UniProt através da ferramenta Retrieve ID e submetidas a anélise
de distribuicdo de ontologia génica (GO) por processo biolégico, e mapeadas
comparativamente na espécie modelo Arabidopsis thaliana com o programa
MapMan-Mercator (Lohse et al., 2014),
(http://mapman.gabipd.org/web/guest/mercator) ajustado para base de dados de
A. thaliana (TAIR proteins release 10) e Blast_cutoff 80%. A distribuicdo de
termos GO, ou categorias funcionais, do conjunto de DEPs de cada tratamento foi

utilizada na comparacao entre o controle e plantas tratadas com calcio.

Resultados

O inicio da emissdo das paniculas da cana-de-acucar ocorreu no més de
maio de 2013, coincidindo com o aumento da umidade e diminuicdo do
fotoperiodo, os quais séo fatores comumente indutivos de florescimento em cana
(Figura 1). Neste periodo foi observado um aumento significativo na taxa de
floracdo, seguida por uma estabilizacdo no numero de inflorescéncias no més de
junho (Figura 4). As plantas tratadas com CaSO, apresentaram taxa de

florescimento 20% menor em relacdo ao controle (Figura 3).
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Figura 4. Percentagem de florescimento de colmos da variedade de cana-de-acUcar RB867515
nos meses de abril, maio e junho de 2014, submetidas a aplicagcéo foliar de 58 mM de sulfato de
célcio (CaS0O,4) aos 135, 165, e 195 dias ap6s o corte, cultivadas na Estacdo de Floracdo e
Cruzamento de cana-de-acUcar Serra do Ouro, no municipio de Murici - Alagoas. Médias no
mesmo tempo representadas por * a 5 % de probabilidade pelo t de Student. ns - ndo significativo.

Extracdo de proteinas

O protocolo descrito por Wang et al. (2003), com modificacdes de Pirovani
et al. (2008), permitiu a recuperacéo e solubilizacdo da maior parte das proteinas
totais do &pice meristeméatico em grande amplitude de massa molecular,
apontando para maior integridade e baixa concentracdo de interferentes. Foi
preparado pool com 20 meristemas para cada tratamento, correspondendo a cada
réplica biolégica. O agrupamento das amostras visou obtencdo de material
suficiente para extracdo de proteinas, apesar da reducdo da variabilidade
bioldgica (Karp et al., 2005; Diz et al., 2009). Uma vantagem dessa metodologia é
a obtencdo de amostra média da populacéo biolégica (tratamento), a qual permite
analise em menor tempo e com menor consumo de material. No teste de
quantificacdo proteica foi usado o kit 2D Quant (GE Life Sciences), obtendo-se 4,2
ng.uL™ de extrato proteico para Pré- controle, 4,23 pug.uL ™" para Pré-Ca, 4,2 ug.pL’

! para Pés-Co e 4,19 pg.pL™ para Pés-Ca.
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6.2.2 Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

Foram obtidos trés géis 2D-PAGE (réplicas técnicas) para cada réplica
biologica de cada tratamento, analisado para meristemas do apice caulinar da
variedade de cana-de-acucar RB867515, no periodo pré e poés-inducdo do

florescimento, ambos com calcio e sem calcio (Figuras 5 e 7).
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Figura 5. Imagens de géis 2D-PAGE com localizagdo de matches (spots) com variagao
significativa na % vol ou (ANOVA < 0,05), utilizando extrato de proteinas totais do meristema do
apice caulinar da variedade RB867515 no periodo de pré-indugéo do florescimento. (A) Gel obtido
de meristemas sem calcio (Controle), (B) Gel obtido de meristemas com calcio.
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Figura 6. Imagens de géis 2D-PAGE com localizagdo dos matches (spots) com variagao
significativa na % vol ou (ANOVA < 0,05), utilizando extrato de proteinas totais do meristema do
apice caulinar da variedade RB867515 no periodo de pés-inducgéo do florescimento. (A) Gel obtido
de meristemas sem calcio (Controle), (B) Gel obtido de meristemas com calcio.

Digitalizac&o e andlise de imagens

Os arquivos de imagem digitalizados e analisados no programa
ImageMaster Platinum v.7.05. demonstraram que as réplicas de um mesmo
tratamento apresentaram similaridade significativa e foram, portanto analisaveis,
conforme a média de coeficientes de correlacdo obtida de 0,959 no tratamento
sem calcio e 0,816 no tratamento com célcio.

A eletroforese 2D permitiu a deteccdo de 927 spots nas amostras de
réplicas técnicas na pré-inducdo do florescimento, distribuidos em média a 85
spots/gel (variando de 76 a 101) em meristemas sem calcio (controle) e 223
spots/gel (variando de 215 a 233) em meristemas com célcio. J& na pos-inducéo
do florescimento, foram detectados 536 spots nas amostras de réplicas técnicas,
onde o tratamento sem calcio (controle) apresentou em meédia 106 spots/gel

(variando de 62 a 159) enquanto que tratamento com calcio teve uma média de

72 spots/gel (variando de 50 a 94).
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ApOs a analise comparativa entre os tratamentos das imagens digitalizadas
na pré-inducdo do florescimento (Figura 5), foram detectados 117 spots
representativos de proteinas distintas, dos quais 23 foram detectados apenas em
meristemas com calcio e 12 foram detectados apenas em meristemas sem calcio,
ja outros 81 foram comuns entre os tratamentos (Tabela 2). Dos spots
denominados como comuns por terem sido detectados via 2D-PAGE em ambos
os tratamentos, alguns ndo foram coletados por ndo apresentarem variacao
significativa na % vol ou (ANOVA < 0,05).

Entre os 31 matches (spots) comuns na pré-inducdo que apresentaram
variacdo significativa na % vol e (ANOVA < 0,05), 30 tiveram maior acumulo no
tratamento controle, enquanto que apenas um teve maior acumulo em

meristemas com calcio (Figura 6).
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Figura 7. Variacdo em volume (%) dos matches (spots) comuns na pré-inducao do florescimento
em @&pices meristematicos da variedade de cana-de-agUcar RB867515, nos tratamentos sem
célcio (controle) e com calcio com % vol =2 1,5 e (ANOVA < 0,05).

Ja na poés-inducdo do florescimento, foram detectados 120 spots
representativos de proteinas distintas, dos quais 49 foram detectados apenas em
meristemas sem calcio, enquanto 12 foram detectados exclusivamente em

meristemas com calcio e 59 foram comuns entre os tratamentos (Tabela 2). Com
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base nas andlises, foram selecionados para serem excisados do gel 66 spots

considerados DEPs para identificacdo via MS.

Tabela 1. Total de spots selecionados com razéo de variacdo de %vol = 1,5 para cada tratamento
sem calcio (controle) e 58 mM de sulfato de célcio (CaSO,) nos periodos de Pré e Pés-inducéo do
florescimento.

Pré-inducao PoOs-inducéo

Descricao sem com sem com

calcio calcio calcio calcio

Spots analisados 93 104 108 71
Média/réplica 85 223 106 72
Comuns 81 81 59 59
Maior acimulo 67 14 13 46
ANOVA £ 0,05 32 1 0 6
e Ratio>1,5 30 1 3 29
Exclusivos® 12 23 49 12
ANOVA £ 0,05 4 16 8 1
DEPs? 34 17 8 7

! Detectados apenas em um dos tratamentos por 2D-PAGE.
? Proteinas diferencialmente expressas (spots comuns com ANOVA significativa < 0,05 e
Ratio = 1,5 + exclusivos com ANOVA significativa < 0,05).

Espectrometria de massas (PMF, MS/MS)

Os DEPs selecionados a partir da analise comparativa em 2D-PAGE foram
analisados em espectrometria de massas para sua identificagdo presumivel em
banco de dados de acesso publico. Foram obtidos espectros de massa conforme
descrito na Tabela 2. Na analise realizada em espectrometro MALDI-ToF/ToF via
PMF e busca de ions, apenas seis amostras do total de 66 digeridas com tripsina
nao resultaram em espectros de massa com qualidade necesséria para analise no
programa Mascot. A andlise complementar por sequenciamento de novo das seis
DEPs néo identificadas resultou na identificacdo de uma proteina, totalizando 60

proteinas anotadas.
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Tabela 2. Tabela de eficiéncia da analise em espectrometria de massas para os DEPs
selecionados para identificacéo.

Descricao Total %
DEPs coletados 66 100
Analisados PMF 66 100

Analisaveis 60 90,9

Identificados® 59 89,3
N&o identificados® 1 1,51
Analisados MS/MS
Analisaveis 14 21,2
Identificados® 1 1,51
N&o identificados® 13 19,7

Anotados 60 91

N&o identificados 6 9
' Com score Mascot significativo (p<0,05)
? Sem score Mascot significativo (p>0,05)

Andlises de bioinformatica

Conforme descrito anteriormente (Tabela 2), spots detectados e
selecionados como significativamente variaveis entre tratamentos (DEPs) foram
submetidos a andlise por espectrometria de massas para obtencdo de espectros
com perfil m/z especificos, visando identificacdo presumivel (in silico) e anotacéo
em bancos de dados, para inferéncias funcionais potencialmente relacionadas
com respostas moleculares da cana-de-agucar aos tratamentos. A distribuicdo
das anotacdes obtidas (Figura 8) demonstrou uma quantidade menor de DEPs
em ambos os tratamentos na pré-inducao e pés-inducao do florescimento. Ao
contrario do esperado para um diagrama de Venn com dados desse tipo, com
proteinas diferencialmente acumuladas em cada um dos conjuntos comparados,
nao houve contabilizacdo de proteinas com a mesma anotacéo entre os DEPs na
pré-inducdo: oito anotacdes foram iguais para spots diferentes oriundos do
controle (proteinas 049960, B6SKP5) enquanto que 0 mesmo ocorreu em quatro

anotacdes para o tratamento com calcio (proteinas S4UAT5, P08440). Ja na pos-
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inducao, trés proteinas tiveram a mesma anotacdo no tratamento com calcio

(proteina 049960).

Pré-inducéao Pé6s-inducéo

Controle Cilcio Controle Cilcio

14 4
(34.1%) (44.4%)

Figura 8. Diagrama de Venn representando as anotacdes de spots diferencialmente expressos no
meristema do 4pice caulinar da variedade de cana-de-aglcar RB867515 nos tratamentos sem
célcio (controle) (A) e com aplicagédo foliar de 58 mM de sulfato de célcio (CaSO,). Os conjuntos A,
B e C correspondem as identificages na Tabela 5.

Identificacdo presumivel e anotacdo de DEPs

A identificacdo das proteinas selecionadas como diferenciais é
apresentada nas Tabelas 4, 5 e 6, obtida através da andlise dos arquivos
peaklist.xml oriundos de PMF e/ou MS/MS no programa Mascot e considerando
apenas as associacbes significativas (p<0,05). As proteinas foram
presumivelmente discriminadas por taxonomia: Viridiplantae e organismos de
origem: cana-de-aclcar e milho, de acordo com a maior similaridade estatistica

obtida com o programa Mascot.
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Tabela 3. Distribuicdo da identificacdo obtida para DEPs selecionados, conforme taxon de maior
similaridade pela andlise no programa Mascot.

_ DEPs
Descricao Total
%
Com identificagcéo 60 100
Viridiplantae 19 31,6
Poaceae 45 75
Saccharum 21 36
Milho 20 33,3

Sem identificacao 6 10
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Tabela 4. Anotacdo presumivel das DEPs comuns entre os tratamentos sem célcio (controle) e com aplicacao foliar de 58 mM de sulfato de célcio (CaS0O,), obtidos de
meristemas do apice caulinar da cana-de-agUcar na pré-indugdo do florescimento, conforme maior similaridade (pSO,OSZ)
refere-se a razdo de variagdo entre as %vol do spot no tratamento sem célcio (C) e no tratamento com célcio (Ca“"). ANOVA refere-se ao valor p calculado para
significancia estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05. Para cada spot sdo apresentados o ponto isoelétrico (pl) e a
massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 2D-PAGE.

encontrada através do programa Mascot. Ratio

Match ID Ratio Ca”’/C  ANOVA Acesso Proteinas Score Organismo pl MM (Da)
Calc Obs Calc Obs
1 0,430846 0,003663 C7E3V5 Superoéxido dismutase 73/51  Saccharum officinarum 7,1 6,6 25.327  27.392
3 0,228433 0,023140 QoLI74 Proteina CHUP1, cloroplastica 59/57 Arabidopsis thaliana 54 7,6 111.957 27.935
5 0,225598 0,016966 049960 Polifenol oxidase 167/47 Saccharum hybrid 8,4 5 67.709  28.594
16 0,292254 0,000118 QOWSY2 Filamento de proteina de planta 4 64/57 Arabidopsis thaliana 52 8,3 110.827 30.571
19 0,317191 0,003098 - Proteina de desenvolvimento 1 98/51 Saccharum hybrid 6,6 7,5 30.709  31.365
20 0,317141 0,000426 B6SKP5 Proteina osmotina 88/62 Zea mays 7,5 8,3 27.198 31.880
21 0,339231 0,000297 B6SKP5 Proteina osmotina 87162 Zea mays 7,5 8,5 27.198 31.842
22 0,563430 0,013364 - Proteina de desenvolvimento 2 58/57 Arabidopsis thaliana 6 55 63.483 34.261
23 0,659162 0,025473 - Proteina de ubiquitinagao 1 67/62 Zea mays 6,4 7,2 32.305 34.249
24 0,629501 0,026341 WOF9TO Lactoilglutationa liase 75/51 Saccharum hybrid 54 59 33.005  35.697
25 0,448141 0,006175 Q96542 Subunidade menor da ribulose bifosfato carboxilase 60/57 Betula verrucosa 8,9 5,9 20.776  36.270
27 1,767032 0,004455 D8L858 Provavel poteina ndo caracterizada 52/51 Saccharum hybrid 8,6 5,4 66.619  33.047
28 0,611825 0,046049 K7UBUO Desidrogenase da gliceraldeido-3 -fosfato, citosélica 81/62 Zea mays 6,5 8,2 32.029  39.400
29 0,498524 0,008215 P26517 Desidrogenase da gliceraldeido-3 -fosfato, citosélical  69/57 Hordeum vulgare 6,7 7,9 36.605 39.158
32 0,385274 0,002567 AO0A096QV20 Proteina ndo caracterizada 65/62 Zea mays 6,2 7,4 34543  40.163
33 0,479529 0,007569 - Fator de transcrigéo 1 58/57 Arabidopsis thaliana 68 7,7 40.567  40.267
39 0,310122 0,005126 P85814 Triosefosfato isomerase (Fragmentos) 64/57 Platanus orientalis 8 7,2 8.987 43.866
40 0,614801 0,019172 Q9ZTP4 Zeta-caroteno desaturase, cloroplastica/cromoplastica  61/57 Zea mays 8,6 7.8 63.487  43.489
45 0,346771 0,000087 P12783 Fosfoglicerato quinase, citosélica 89/57 Triticum aestivum 5,6 6,5 42153  45.655
52 0,572593 0,017557 049960 Polifenol oxidase 161/51 Saccharum hybrid 8,4 7,8 67.709  48.182
55 0,570318 0,001045 Q75IP6 DNA-helicase 2 dependente de ATP subunidade KU880  64/57 Oryza sativa 75 7.8 77.964  50.093
62 0,441096 0,041230 P19023 ATP sintase subunidade beta, mitocondrial 136/57 Zea mays 6 5,8 59.181 56.340
63 0,477448 0,044724 K7VKM2 Peptidase subunidade beta 97/62 Zea mays 59 64 58.400 57.417
70 0,567522 0,006687 049960 Polifenol oxidase 237/51 Saccharum hybrid 84 76 67.709  60.135
72 0,521120 0,022250 049960 Polifenol oxidase 106/51 Saccharum hybrid 8,4 6,7 67.709 62.718
73 0,409720 0,000042 049960 Polifenol oxidase 156/51 Saccharum hybrid 84 71 67.709 62.021
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74 0,456818 0,020359 049960 Polifenol oxidase 203/51 Saccharum hybrid 84 74 67.709  61.230
76 0,364504 0,006071 P46646 Aspartato aminotransferase, citoplasmatica isoenzima 2  60/57 Arabidopsis thaliana 6,1 7.4 44615 68.778
82 0,158075 0,000562 - Proteina de transducéo de sinal 59/57 Arabidopsis thaliana 6,2 9,4 44,306  40.227

Excl./C, exclusivo ou detectado apenas no tratamento sem céalcio (controle). Excl./Ca®*, exclusivo ou detectado apenas no tratamento com calcio.
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Tabela 5. Anotacdo presumivel das DEPs exclusivos nos tratamentos sem calcio (controle) e com aplicacéo foliar de 58 mM de sulfato de célcio (CaS0Q,), obtidos de
encontrada através do programa Mascot. Ratio
refere-se a razdo de variacéo entre as %vol do spot no tratamento sem célcio (C) e no tratamento com célcio (Ca®"). ANOVA refere-se ao valor p calculado para
significancia estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05. Para cada spot sdo apresentados o ponto isoelétrico (pl) e a
massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 2D-PAGE

meristemas do apice caulinar da cana-de-agucar na pré-indugdo do florescimento, conforme maior similaridade (p<0,0

Match ID Ratio Ca”’/C  ANOVA Acesso Proteinas Score Organismo pl MM (Da)
Calc Obs Calc Obs
84 excl./C 0,017720 080970 Proteina NPY2 contendo o dominio BTB/POZ 64/57 Arabidopsis thaliana 6,6 8,2 71.004 27.194
88 excl./C 0,004837 BBA063 Proteina ndo caracterizada 114/62 Zea mays 8,8 9,3 47.271 46.828
89 excl./C 0,002672 Q9SF38 Proteina contendo repeticao pentatricopeptideo 67/57 Arabidopsis thaliana 6,6 55 87.704 56.938
At3g09650, cloroplastica
90 excl./C 0,000211 Q2QLY5 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato--homocisteina 61/57 Oryza sativa 59 6,4 84.874 87172
metiltransferase 1
95 excl./Ca2+  0,000173 S4WDN5 Ascorbato peroxidase 110/51 Saccharum hybrid 5,7 6,6 27.556 27.916
96 excl./Ca2+  0,000013 - Proteina de ubiquitinagéo 2 73162 Zea mays 6,6 7 27.164 29.175
97 excl./Ca2+ 0,017260 AO0A059Q1B2 Fenilalanina amonia liase 229/51 Saccharum hybrid 6,2 7,1 76.374 70.972
98 excl./Ca2+  0,014225 S4UATS Sacarose sintase 1 63/51  Saccharum officinarum 6 7,2 93.492 95.731
101 excl./Ca2+  0,000663 P80607 Proteina alfa-1,4-glucano sintase [formando UDP] 62/57 Zea mays 5,8 5,9 41.691 41.810
103 excl./Ca2+  0,005507 Q9sSM49 Piruvato descarboxilase (Fragmento) 52/51  Saccharum officinarum 5 5,4 23.811 36.247
104 excl./Ca2+  0,001739 Q9XGC6 Adenosina quinase (Fragmento) 105/62 Zea mays 52 53 36.465 42,912
105 excl./Ca2+  0,026152 Q9FHF9 Proteina contendo repeticdo pentatricopeptideo 58/58 Arabidopsis thaliana 89 47 80.137 28.846
At5946460, mitocondrial
106 excl./Ca2+  0,000055 P08440 Isoenzima frutose-bisfosfato aldolase, citoplasmatica 128/62 Zea mays 7,5 7,8 39.036 40.749
107 excl./Ca2+  0,000023 P08440 Isoenzima frutose-bisfosfato aldolase, citoplasmatica  64/52 Zea mays 7,5 8 39.036 40.562
108 excl./Ca2+  0,008821 Q9SEH3 Proteina Ras RABD2c 60/57 Arabidopsis thaliana 53 6,2 22.532 79.390
109 excl./Ca2+  0,000221 K7VvVQ65 Provavel proteina da familia do fator de elongacdo da  70/62 Zea mays 6 6,3 94.872 101.516
traducéo
110 excl./Ca2+ 0,012169 AO0A059Q2L7 Quinase associ?ada a parede 52/51 Saccharum hybrid 5,7 5,7 56.733 59.223
111 excl./Ca2+  0,000215 S4UATS Sacarose sintase 1 164/51 Saccharum officinarum 6 8,5 93.492 31.948
112 excl./Ca2+  0,000420 004616 Proteina ndo caracterizada At4g01150, cloroplastica  58/57 Arabidopsis thaliana 92 8,6 17.743 30.427
116 excl./Ca2+  0,004477 AOAO075E2Q1 UDP-glicose-pirofosforilase 82/51 Saccharum hybrid 52 64 52.431 37.105

Excl./C, exclusivo ou detectado apenas no tratamento sem calcio (controle). Excl./Ca**, exclusivo ou detectado apenas no tratamento com calcio.
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Tabela 6. Anotacdo presumivel das DEPs comuns e exclusivos nos tratamentos sem calcio (controle) e com aplicacao foliar de 58 mM de sulfato de calcio (CaS0O,),
obtidos de meristemas do apice caulinar da cana-de-aglcar na pos-indugdo do florescimento, conforme maior similaridade (p<0,05) encontrada através do programa
Mascot. Ratio refere-se a razéo de variacdo entre as %vol do spot no tratamento sem calcio (C) e no tratamento com célcio (Ca2+). ANOVA refere-se ao valor p
calculado para significAncia estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05. Para cada spot sdo apresentados o ponto
isoelétrico (pl) e a massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 2D-PAGE

Match ID Ratio Ca”’/C  ANOVA Acesso Proteinas Score Organismo pl MM (Da)
Calc Obs Calc Obs
73 excl./C 0,007886 B4FzU8 Malato desidrogenase 64/62 Zea mays 8,23 6,7 35.492 39.681
77 excl./C 0,012661 P08440 Isoenzima frutose-bisfosfato aldolase, citoplasmatica  78/62 Zea mays 752 7,9 39.036 41.099
83 excl./C 0,012555 Q1KVT6 Proteina ribossémica 50S L23, cloroplastica 59/58 Acutodesmus obliquus 10,2 7,6 10.496 46.062
85 excl./C 0,004461 B6UHJ4 Fator de elongacéo alfa 1 67/62 Zea mays 9,14 94 49.616 50.375
89 excl./C 0,007755 AOA059Q0P7 Serina hidroximetiltransferase 115/51 Saccharum hybrid 7,13 8 52.087 55.138
3 2,660081 0,023329 QoLI74 Proteina CHUP1, cloropléstica 59/57 Arabidopsis thaliana 543 7,5 111.957 26.484
16 1,686417 0,032194 B6SKP5 Proteina osmotina 87/62 Zea mays 751 8,2 27.198 30.376
43 1,733903 0,045914 P19023 ATP sintase subunidade beta, mitocondrial 123/58 Zea mays 6,01 55 59.181 55472
50 2,178634 0,014904 049960 Polifenol oxidase 206/57 Saccharum hybrid 841 6,9 67.709 61.088
52 2,047437 0,006245 049960 Polifenol oxidase 114/51 Saccharum hybrid 841 65 67.709 62.241
53 2,336990 0,009240 049960 Polifenol oxidase 115/51 Saccharum hybrid 841 6,3 67.709 63.497

Excl./C, exclusivo ou detectado apenas no tratamento sem célcio (controle). Excl./Ca®, exclusivo ou detectado apenas no tratamento com calcio.
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Ontologia génica (GO)

No mapeamento dos acessos UniProt identificadores das proteinas
similares as DEPs anotadas (Tabelas 4 e 5) junto ao banco de dados de
Arabidopsis thaliana, para viabilizar a analise de ontologia génica no programa
Mercator, foi verificada associacédo significativa para 19 das 32 (59,3%) DEPs
mais acumuladas durante a Pré-inducdo em meristemas sem calcio (controle), e
para 12 das 17 (70,5%) DEPs mais acumuladas no tratamento com calcio. Ja na
Pos-inducao, foi observada associacdo significativa para 4 das 5 (80%) DEPs
mais acumuladas no controle, e para 2 das 6 (33%) mais acumuladas em

meristemas com calcio.
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m1- PS 526% W4- glycolysis 10.53%
9 - mitochondrial 526% W 13 -amino acid 10.53%
ajectron transport / metabolism
ATP synthasis
16 -secondary 5.26% W27 -RNA 15.79%
matabolism
W 29 - protein 26.32% 20 -signalling 10.53%
037 -cell 5.26% 215 - not assigned 5.26%
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s
2 - major CHO 8.33% W 4- glycolysis T6.67%
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Figura 9. Categorizacdo da ontologia génica dos DEPs de meristemas do &pice da cana-de-
aclcar expressa durante a pré-inducdo do florescimento, expressos nos tratamentos sem calcio
(controle) e sob aplicagéo foliar de 58 mM de sulfato de calcio (CaSO,4). Os numeros ligados aos
setores do gréfico sdo identificadores das categorias raiz de processo biologico, também

z

representados nos respectivos quadros; nestes, € indicada a frequéncia (%) de cada processo
biolégico conforme o ndmero de termos de GO, encontrado para cada conjunto de DEPs, de cada

tratamento.
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f 8- TCA /org 25.00% 25 - CT-metabolism 25.00%
transformation
M 29 -protein 50.00%
Sem calcio
9 - mitochondrial S0.00% 35 - mot assigned S0.00%
35— electron transport |
ATP synthesis

Com calcio

Figura 10. Categorizacdo da ontologia génica dos DEPs de meristemas do &pice da cana-de-
aclcar na poés-inducéo do florescimento expressos nos tratamentos sem célcio (controle) e sob
aplicagéo foliar de 58 mM de sulfato de célcio (CaSO,4). Os nimeros ligados aos setores do gréafico
sdo identificadores das categorias raiz de processo bioldgico, também representados nos
respectivos quadros; nestes, € indicada a frequéncia (%) de cada processo biolégico conforme o
namero de termos de GO, encontrado para cada conjunto de DEPs, de cada tratamento.
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Pré-Inducéo

Biossintese de sacarose
Ubiquitinacao

Transducao de sinal por GTPase
Resposta a estresses por sais
Resposta a ROS

Resposta ao estimulo por luz
Resposta a luz vermelho distante
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Deposicao de calose parede celular
Processo bioldgico desconhecido
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Figura 11. Distribuicdo dos DEPs de acordo com as categorias funcionais em meristemas do
apice da cana-de-acucar durante a Pré-inducdo do florescimento, expressos nos tratamentos sem
célcio (controle) e sob aplicagdo foliar de 58 mM de sulfato de célcio (CaSO,).

Pos-inducéo

Alongamento da traducéo
Metabolismo de L-serina
Metabolismo de glicina
Nitrosilagdo-S de peptidil-cisteina

. E Com célcio
Resposta a defesa por bactéria

) B Sem célcio
Resposta ao frio

Resposta ao estresse por sal

Resposta ao ion cadmio
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Figura 12. Distribuicdo dos DEPs de acordo com as categorias funcionais em meristemas do
apice da cana-de-agUcar durante a Pés-inducao do florescimento, expressos nos tratamentos sem
célcio (controle) e sob aplicagédo foliar de 58 mM de sulfato de calcio (CaSO,).
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Discussao

Do total representando proteinas distintas na pré-indugédo, 49 spots ou
24,8% foram considerados DEPs e submetidos a identificacdo via MS. Na pos-
indugdo, apenas 15 spots ou 8,3% foram considerados DEPs. Em ambos os
periodos, menos da metade do conjunto de proteinas analisadas mostrou-se
diferencial entre os tratamentos com ou sem calcio, através da metodologia 2D-
PAGE, favorecendo muito pouco a deteccdo de proteinas mais abundantes na
amostra bioldgica.

Apenas seis das 66 DEPs nao resultaram em espectros de massa
adequados para analise de identificacdo presumivel, e a eficiéncia de anotacao foi
90,9%, permitindo inferir possiveis aspectos funcionais e interacdes entre o

proteoma diferencial e os processos fisioldgicos e metabdlicos.

Identificacdo presumivel e anotacdo das DEPs

Quase 1/3 das DEPs foi anotada especificamente como proteina do
complexo Saccharum, reforcando a identificacdo apesar de o banco de dados de
cana-de-acucar utilizado, possuir apenas 7.062 sequéncias de proteinas e o
banco de dados Viridiplantae ter 547.357 sequéncias de proteinas. As demais
DEPs de cana-de-acucar mostraram-se similares a proteinas de outras espécies
vegetais, notadamente gramineas (mais de 75% do total de DEPS) dentre as
guais, as 20 identificadas no banco de milho Zea_Mays Mays.

As proteinas identificadas foram organizadas por periodo (pré e pés-
inducédo) e categorizadas em proteinas relacionadas a ubiquitinacdo, metabolismo
(antioxidante, energético, secundario), fatores de transcrigdo, transducdo de

sinais, desenvolvimento e proteinas associadas a parede celular.
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DEPs na pré-inducao
Ubiquitinagao

A ubiquitinacdo de proteinas € um mecanismo critico de pds-traducao que
regula diversos processos celulares e vias de transducdo de sinal em eucariotos
(Vierstra, 2003). A proteina de ubiquitinacdo 1 foi identificada no tratamento
controle. Essa proteina atua como reguladora chave no processo de inducao do
florescimento. Em A. thaliana, por exemplo, j& foi demonstrado que a degradacao
de proteinas mediada por ubiquitina regula a estabilidade dos componentes-
chave do relégio circadiano e da via de floracdo fotoperiodica, provavelmente
através da acdo dependente de CONSTANS (CO) (Cui et al., 2013).

Zhang et al. (2011) mostraram que essa proteina age em conjunto com
outros genes e proteinas para manter a inflorescéncia e funcbes do meristema
floral. A proteina de ubiquitinacdo 1 teve maior acumulo no controle e a aplicacéo
foliar de calcio diminuiu sua abundancia no meristema. Por outro lado,
identificamos a proteina de ubiquitinacdo 2 exclusivamente em meristemas com
calcio, sugerindo que a aplicacdo deste nutriente altera a forma de ubiquitinacao
no meristema, podendo alterar a regulacdo de proteinas envolvidas com o
florescimento. Também foi detectado exclusivamente em meristemas sem célcio
(controle) a proteina NPY2 contendo o dominio BTB/POZ (O80970). Os genes
que codificam essa proteina foram inicialmente associados a regulacdo de auxina
(Cheng et al., 2008), constataram que genes npy mutantes apresentavam falhas
em primérdios foliares, e identificaram o gene NPY2 apenas em meristemas
radiculares. Entretanto, proteinas contedo o dominio BTB/POZ parecem estar
relacionadas ao direcionamento para ubiquitinagdo (Sadanandom et. al., 2012), o

que parece corroborar com a atividade proteolitica no tratamento controle o qual
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demonstrou aumento na expressao da proteina de ubiquitinacdo 1 e na proteina

peptidase beta (K7VKM2).

Metabolismo antioxidativo

A proteina superoxido dismutase, SOD (C7E3V5), foi identificada com
maior acumulo no controle, essa enzima constitui a primeira linha de defesa
contra as espécies reativas de oxigénio, ROS (Fridovich, 1986). Sua atividade tem
sido relatada como termoestabilizadora em tecidos florais (Carter e Tornburg,
2000; Sundaram et al., 2009). Por outro lado, a proteina ascorbato peroxidase,
APX (S4WDNS5) foi detectada exclusivamente em meristemas com célcio. Ela é
considerada a principal enzima antioxidante envolvida na limpeza de H,O, quando
as plantas estdo sob estresse (Apel e Hirt 2004). A funcédo antioxidante da APX na
homeostase pode desempenhar um papel critico na inducéo floral associados ao
estresse ambiental (Considine e Foyer, 2014), muito comum em condicbes de
campo. Além disso, ja foi relatado que o calcio alivia o dano oxidativo (Wang et
al., 2009). Em um experimento envolvendo a aplicagao foliar de 10 mM de cloreto
de célcio (CaCl,) em duas gamineas Cz submetidas a estresse térmico, (Jiang e
Huang, 2001) notaram que plantas tradadas com calcio apresentaram maior
atividade da APX que as plantas néo tratadas, enquanto que nao foi observada
alteracdo na atividade da SOD. Ambas as enzimas foram detectadas em
meristemas tradados com calcio. Apesar da SOD ter sido menos abundante com
0 calcio, a atividade da APX pode ter sido estimulada por este nutriente,
sugerindo que o calcio parece melhorar o sistema de detoxificacdo por ROS no

meristema apical da cana durante o periodo de inducéo floral.
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Metabolismo/Energia

A enzima gliceraldeido-3-P desidrogenase, citosélica (G3PDH) (K7UBUO,
P26517), foi detectada duas vezes em meristemas sem calcio. Ambas realizam a
conversdo de gliceraldeido-3-P para 1,3-bisfosfoglicerato, tal reacdo é essencial
na glicélise e para manutencao dos niveis de ATP e metabolismo de carboidratos
na célula (Guo et al., 2014). Duas outras enzimas da via glicolitica, a triose fosfato
isomerase (P85814) e fosfoglicerato quinase, citosoélica (P12783), também foram
mais abundantes em meristemas sem calcio, o que sugere elevada taxa de
atividade metabdlica, podendo estar associada a diferenciagdo do meristema
vegetativo para floral.

A identificacdo da proteina ATP sintase subunidade beta, mitocondrial
(P19023), mais acumulada em plantas sem calcio, reforca a hipétese de que o
maior gasto metabdlico e energético no controle é uma consequéncia do processo
de transicao floral nesse tratamento, concordando com o observado por (Kaur et
al., 2015) em meristemas de bambu. Por outro lado, a aplicacdo de célcio pareceu
diminuir a atividade de enzimas da glicélise no periodo de inducdo do
florescimento, coincidéncia ou ndo, as proteinas comuns anotadas como
envolvidas na via glicolitica, apresentaram menor acumulo em meristemas com
calcio. Por outro lado a aplicacéo de célcio parece ampliar as vias de producao de
energia na célula, nesse tratamento a proteina piruvato descarboxilase
(Q9SM49), e frutose bisfosfato aldolase, citoplasmatica (P08440) foram
detectadas exclusivamente. Ambas sdo enzimas chaves para a producdo de

energia em condi¢des de anaerobiose (Andrews et al., 1994; Gass et al., 2005).
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Metabolismo/Parede celular

A sacarose sintase, SuSy (S4UAT5), foi duas vezes identificada
exclusivamente em meristemas tratados com célcio, € uma enzima que catalisa a
formacdo de UDP-glicose e frutose a partir de sacarose. A via de formacdo de
frutose a partir da SuSy, atua na sinalizacdo para ativacao de invertases (Koch,
2004), porém também € um fator chave na formacdo de UDP-glicose para
biossintese de parede celular (Fleming, 2006). Além dessa enzima, a a-1,4-
glucano sintase (P80607), que catalisa glicose a partir de UDP-glicose, também
foi verificada apenas quando o calcio foi aplicado, acompanhado de uma UDP-
glicose-pirofosforilase, UDPase, (AOA075E2Q1), enzima que catalisa a producéo
UDP-glicose, e necessaria para a sintese de sacarose, celulose e formacao de
calose (Kleczkowski et al., 2010). Esse conjunto de proteinas exclusivas no
tratamento com célcio, sugere que SuSy, UDPase e Alfa-1,4-glucano sintase
estejam atuando na sintese de UDP-glicose para a formacéo de parede celular
em meristemas com célcio. Estudos demonstram que a adicdo de calcio aumenta
a sintese de celulose ou calose (Amor et al., 1995), e que este nutriente também
esta envolvido na fosforilacdo de sitios especificos da sacarose sintase através de
proteinas quinases dependentes de céalcio, CDPKs (Hardin et al., 2003; Hardin et
al.,, 2004) podendo ativar ou inativar a atividade dessa enzima. A quinase
associada a parede (AOA059Q2L7), identificada exclusivamente em meristemas

com calcio, muito provavelmente esta envolvida na sinalizagdo desse processo.

Metabolismo secundario
Em meristemas sem célcio, foram identificadas oito proteinas como

envolvidas com o metabolismo secundario. Seis dessas proteinas foram anotadas
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como polifenol oxidases, PPO, (049960), essas enzimas catalisam uma série
respostas fisiolégicas das plantas, dentre as quais, senescéncia, dano por
ferimentos (Araji et al., 2014) e coloracao de flores. Foi relatado que uma de suas
funcdes na coloracéo de flores é a sintese de aureusidina, uma polifenol oxidase
precursora da biossintese de aurona, responsavel por conferir cor escura aos
tecidos de plantas quando expostas ao ar (Nakayama et al., 2000). Além disso,
demonstrou-se que o gene TobP1 codifica uma proteina homoéloga PPO, que é
regulada durante o desenvolvimento de pistilos e estames de tabaco (Goldman et
al., 1998). Além das PPOs, uma zeta-caroteno  desaturase,
cloroplastica/cromoplastica, ZDS, (Q9ZTP4), mostrou-se mais abundante no
controle. Essa enzima realiza a dessaturacdo de caroteno uma via essencial na
biossintese de carotenoides, os quais atuam na formacdo de pigmentos
acessorios na fotossintese, fotoprotetores contra danos foto-oxidativos (Matthews
et al., 2003), e na coloracdo de flores (Tanaka et al., 2008; Zhou et al., 2015). O
acumulo de ambas proteinas, PPO e ZDS, diminuiram no meristema apos a
aplicacao de calcio, sob codicbes indutivas de florescimento, enquanto que no
controle a atividade de tais enzimas parece seguir o caminho normal para sintese
de carotenoides.

A lactoilglutationa liase (WOF9TO0) também foi detectada no tratamento sem
calcio, tem sido associada principalmente a detoxificacdo baseada em glutationa
de metilglioxal, um produto toxico produzido durante o metabolismo de
carboidratos e aminoacidos e também acumulado durante estresses abidticos
(Yadav et al., 2005; Witzel et al., 2009).

A proteina fenilalanina amonia-liase, PAL (AOA059Q1B2) foi detectada

exclusivamente em meristemas tratados com calcio, € uma enzima chave que
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inicia a via de fenilpropanoides, desempenhando papéis fundamentais no
desenvolvimento das plantas e na protecdo contra estresses ambientais (Zhang e
Liu, 2015). Dentre as suas funcbes, estdo a regulacdo da via de compostos
fendlicos e flavondides (Ohl et al., 1990), em especial, a sintese de lignina, um
componente estrutural depositado nas paredes de células mais espessas
(secundaria), tornando-a rigida e impermeavel, conferindo suporte mecanico e
gerando um ambiente hidrofébico, fundamental para a conducdo de agua e
nutrientes (Vanholme et al., 2010). Além disso, a sua biossintese é estimulada
sob condicdes de estresses bidticos e abidticos, tais como ferimentos, infeccéo
por patogéno, estresse metabdlico, e perturbacdes na estrutura da parede celular
(Boerjan et al., 2003).

Quanto ao desenvolvimento reprodutivo, foi sugerido inicialmente que a
PAL induz a producao de fenilpropandides, estimulando a floragdo de Pharbitis nil
sob condi¢bes fotoperiodicas ndo indutivas (Hirai et al., 1994), anos mais tarde foi
descoberto que a inducao de P. nil em condi¢cdes de estresse, é regulada por
acido salicilico, o qual é promovido pela PAL (Wada et al., 2014), mas também
sdo necessarios para o desenvolvimento do pélen e correto crescimento do tubo
polinico, na protecdo de tecidos sensiveis a radiacdo ultravioleta, e atuam como
antioxidantes e quelantes de metais. Dentro da flor o seu papel principal é a
sintese de pigmentos com diferentes classes de flavonoides contribuindo para
diferentes cores (Glover, 2007).

Em relagdo ao célcio, tem sido relatado que esse nutriente altera a
atividade da PAL, e em consequéncia compostos fendlicos e lignina radicular
(Teixeira et al., 2006), segundo estes pesquisadores o incremento de célcio

diminuiu a atividade da PAL, reduzindo o conteudo de lignina em raizes de soja.
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Por outro lado, foi constatado que a deficiéncia de calcio diminuiu o contetdo de
compostos fenolicos de raizes de trigo em 10%, reduzindo a lignificacdo desses
tecidos, enquanto que nos meristemas apicais, foi notado aumento de 20% na
composicao de tais compostos influenciados pela atividade da PAL através da via
chiquimato (Meravy, 1979).

Apesar do papel da PAL estd bem documentado na literatura, estudos
correlacionando sua atividade no meristema apical e consequente efeito no
florescimento, ainda escassos, entretanto, sua atividade parece estar relacionada
com as proteinas associadas a parede celular, detectadas exclusivamente em
meristemas tratados com calcio. Dessa forma, € provavel que a acdo da PAL
esteja sendo direcionada para a sintese de lignina em primordios foliares ou

colmos imaturos produzidos pelo meristema apical.

Fatores de transcricao

O fator de transcricdo 1 foi mais abundante no controle. Tais fatores de
transcricdo constituem um dos maiores grupos de fatores de transcricdo em
plantas. O fator de transcri¢cdo 1, regula diversas respostas das plantas, incluindo
a resisténcia a doencas (Gutterson e Reuber, 2004), resposta ao
desenvolvimento, como a abcisdo do pedicelo da flor (Nakano, et al., 2014),
estresses bidticos e abidticos (Mizoi et al., 2012; Dey e Viot, 2015).
Além disso, é um importante fator de regulacdo da transicdo da fase vegetativa
para a reprodutiva (Ogawara, et al.,, 2003). Em arroz por exemplo, foi constatado
gue a superexpressdao do fator de resposta ao etileno (ERT2) em plantas,

diminuiu a sensibilidade de plantas trangénicas ao hormoénio etileno, atrasando a

floracdo. Por outro lado, mencionaram que um mutante etr2, revelou maior
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sensibilidade ao etileno, apresentando floragdo precoce (Wuriyanghan et al.,
2009). Essa resposta do arroz, geralmente ocorre durante estresse abiético, na
qual a planta inibe a iniciacao floral como uma estratégia de sobrevivéncia quando
em quiescéncia (Pefia-Castro et al., 2011). Além disso, o tratamento com etileno,
frequentemente aplicados na forma de ethephon, € usado para regular a
maturacdo e a floracdo de plantas, a exemplo da cana-de-acucar (Li e Solomon,
2003). Ja outro dominio do fator de transcricdo 1, desempenha um papel central
no estabelecimento do meristema floral, na especificacdo da identidade de 6rgao
floral, e na regulacdo da expressao génica homeodtica floral (Jofuku et al,. 1994;
Pelaz et al., 2000). Em A. thaliana, a regulacédo desse fator de transcricao pelo
microRNA, miR172, é crucial para o normal desenvolvimento da flor de
Arabidopsis, sendo provavél sua conservacao entre as espécies de plantas
(Mlotshwa et al., 2006). Também foi observado que a sobre expressao de miR172
causa floracdo precoce e interrompe a especificacdo de identidade de oOrgaos
florais (Aukerman e Sakai, 2003). O fator de transcricdo 1 foi inversamente
correlacionado com a diponibilidade de carboidratos e estresse, além disso, foi
sugerido que esteja envolvido na mediacdo de sinais hormonais e nutricdo de
folhas de A. thaliana (Vogel et al., 2012). No presente trabalho, a aplicagéo foliar
de calcio reduziu o acumulo do fator de transcricao 1 em 52% no meristema, tal
diminuicdo certamente foi preponderante para o fenétipo de menor florescimento
constatado nesse tratamento. Além disso, a relagdo do fator de transcricdo 1
/carboidratos constatada por (Vogel et al.,, 2012), corrobora com a deteccgao
exclusiva da sacarose sintase observada em meristemas com calcio em nosso

estudo.
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Transducgéao de sinais

A proteina de transducédo de sinal foi mais acUmulado em meristemas sem
calcio, essa proteina interage com a via de degradacdo proteica mediada pelo
proteassomo 26S (Wang et al., 2002). Varias proteinas da familia de transducéo
de sinal, foram identificadas em Arabidopsis e Antirrhinum mostraram
desempenhar papéis importantes na transducao de sinais de auxina, formacao de
orgdos florais, senescéncia foliar e florescimento (Wang et al., 2002),
concordando com o maior acumulo da proteina de ubiquitinacdo 1 no controle.
Também foi demonstrado que A proteina de transducédo de sinal pode regular a
sinalizacdo pelo etileno através de fatores de resposta ao etileno ERF (Wang et
al., 2009), reforcando o que foi discutido anteriomente, quando observamos no
controle maior expressao do fator de trancricdo 1. Sua atividade envolve também,
a sinalizacao para a ativacdo do gene intergrador de sinais LEAFY (LFY), o qual é
dependente de APETALAS3 (AP3), que por sua vez requer UNUSUAL FLORAL
ORGANS (UFO), um componente ligado A proteina de transducédo de sinal (Chae
et al., 2008).

Por outro lado, em meristemas com calcio constatamos que a abundancia
dessa proteina foi 84,2% menor comparada ao controle, esse comportamento
pode ter regulado para baixo a interacdo da A proteina de transducao de sinal
com proteinas-chave, reguladoras de genes das vias de induc¢éo do florescimento,
em plantas tratadas com calcio, contribuindo para a reducdo na floracao
observada nesse tratamento.

Envolvida em varios processos fisiologicos, a proteina adenosina quinase,
ADK (Q9XGC6) foi detectada exclusivamente em meristemas de plantas tratados

com calcio, o aumento na atividade dessa enzima tem sido acompanhado pela
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proliferacdo celular rapida e regulada por citocininas, como a embriogénese,
germinacao e crescimento de plantulas (Kwade et al.,, 2005). A ADK catalisa a
fosforilacdo da adenosina em adenosina monofosfato (AMP) um componente
essencial para a manutencdo de conjuntos de nucleotideos de purina em
Arabidopsis (Moffat et al., 2000; Schoor et al., 2011), e uma das vias metabolicas
que as plantas utilizam para preservar os niveis equilibrados de citocininas ativas,
essenciais para 0 crescimento e desenvolvimento normais. O mecanismo pelo
qual as plantas modulam a quantidade de varias formas de citocininas, envolve,
provavelmente, a adenosina-quinase (Kwade et al., 2005).

A proteina Ras-relacionada a RABD2c (Q9SEH3), foi identificada apenas
em meristemas tratados com calcio, atuam na regulacao do trafego de vesiculas,
a partir da regulacdo da formacdo de vesiculas em membranas doadoras e
dirigindo a especificidade de trafego para facilitar ancoragem de vesiculas em
membranas-alvo (Nielsen et al., 2008). Essa pequena GTPase é um importante
interruptor molecular na sinalizacdo em plantas (Yang, 2002). Tem sido
demonstrado que o célcio regula a intensidade de ativacdo de GTPases Ras-like
por mecanismos dependentes de calcio, atuando também com proteinas que
facilitam a ativacdo ou inativacdo de pequenas GTPases. Além disso, varias
pequenas GTPases colaboram com a sinalizacdo de célcio na regulacdo de
processos celulares, tais como a adesdo celular, migracdo celular e exocitose
(Aspenstrén, 2004). E provavel que a aplicacdo foliar de calcio tenha sido
preponderante para a expressdo exclusiva das proteinas ADK e Ras em

meristemas tratados com calcio.
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Fotossintese/fotorreceptores

A proteina de posicionamento incomum do cloroplasto 1, CHUP1,
cloroplastica (Q9LI74), mais acumulada no controle, atua na mudanca de posicéo
dos cloroplastos de acordo com a intensidade da luz ambiente. Quando sob
condicbes de luz fraca, os cloroplastos se reinem na membrana plasmatica ao
longo da parede celular para receber radiacao solar ideal para a fotossintese. Em
contraste, sob condicbes de luz forte, os cloroplastos se posicionam na
membrana plasmatica ao longo das paredes celulares anticlinal para evitar danos
ao aparelho fotossintético (Oikawa et al., 2008) Por outro lado, abordagens
genéticas usando Arabidopsis mutantes mostraram que CHUP1 também
responde a fotorreceptores sensiveis a luz azul através da interagdo com a
proteina profilina, que por sua vez € um alvo de sinalizacéo por fototropina (Banas
et al.,, 2012). A subunidade menor da proteina ribulose bisfosfato carboxilase,
RBCS (Q96542) também revelou maior abundancia no controle, foi sugerido o
seu envolvimento na sinalizacdo e regulacdo da transcricdo de genes nucleares
especificos em resposta a luz azul e ao vermelho distante (Buzby et al., 1990;
Martinez-Hernandez et al., 2002). Ambas as proteinas podem estar atuando em
cooperacao para sinalizacdo quanto a qualidade da luz. Por outro lado, em
meristemas tratados com calcio a expressao das duas proteinas foi reduzida. Tal
resultado pode influenciar negativamente a sinalizacdo de fatores ambientais
indutivos do florescimento como a resposta a luz vermelho distante e luz azul, os

quais séo envolvidos com a inducao do florescimento.
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Desenvolvimento

A proteina de desenvolvimento 1, constitui uma familia de proteinas
notavelmente conservada em células eucaridticas, com diversas localizacbes
celulares e fungbes (Ahn et al., 2006). Dentre essas fun¢des foi observado que a
diminuicdo na expressao dessa proteina utilizando um sistema de silenciamento
de genes induzida por virus, gerou um fendétipo com folhas e flores pequenas e
distorcidas, reducdo no numero de divisdes celulares e reducéo do florescimento,
sugerindo que a a proteina de desenvolvimento 1 desempenha um papel chave
no desenvolvimento da planta e senescéncia (Chen et al., 2005). Além disso foi
sugerido que a proteina de desenvolvimento 1 desempenha um papel crucial na
biogénese mitocondrial e na protecdo contra estresses e senescéncia em células
vegetais (Ahn et al., 2006).

Ja a proteina de desenvolvimento 2, sdo capazes de acetilar proteinas
histonas e ndo histonas, esta envolvida na regulacdo da expressao do gene em
todo o genoma, desempenhando papéis importantes, tais como modificacdes pés-
traducionais correlacionados com a ativacdo de genes (Gu et al., 2013). A
proteina de desenvolvimento 2 € necessaria para regular a atividade de
meristema floral através da via WUSCHEL/AGAMOUS (Bertrand et al., 2003),
resposta a estresse térmico (Hu et al., 2015), e regulacao da atividade do gene de
identidade de meristemas LEAFY (Cohen et al., 2009). Foi demonstrado que a
proteina de desenvolvimento 2 também esta diretamente relacionado com os
promotores responsivos a luz, dentre aos quais a proteina RBCS (Benhamed et
al., 2006), indentificado também neste trabalho. Nesse estudo foi notado que
ambas as proteinas apresentaram maior acumulo no controle, porém a aplicacéo

de calcio reduziu a abundancia dessas mesmas proteinas em 68,3 e 44%
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respectivemente. Isso pode ter influénciado diretamente na queda no
florescimento observada apés a aplicacéo foliar desse nutriente ja que ambas séo
reguladoras do desenvolvimento de plantas como descrito anteriormente. Por
outro lado, o maior acumulo de proteinas envolvidas com a inducdo do
florescimento no controle, sugere maior regulacdo para a transicao floral,
consequentemente a taxa de florescimento observada nesse tratamento foi 20%

maior do que nas plantas tratadas com calcio.

Proteinas de funcdo desconhecida

Foram identificadas duas proteinas diferenciais entre os tratamentos, uma
com maior acumulo no tratamento com calcio (D8L858), especifica de
Saccharum, e uma com maior abundancia no controle (AOA096QV20) descrita
para milho. Entretanto, ndo possuem funcdo ou ontologia associada. Duas
proteinas exclusivas para cada tratamento também foram detectadas, a (B8A063)
no controle, associada a atividade hidrolase, conforme ontologia observada no
UNIPROT e (004616) no tratamento com calcio, ainda sem funcdo ou ontologia

descrita.

DEPs na pés-inducao

Na pés-inducdo, foi detectada exclusivamente no controle a proteina
malato desidrogenase, MDH (B4FZU8), essa enzima geralmente € encontrada em
duas formas nas plantas: MDH mitocondrial e MDH citoplasméatica. Na
mitocondria, participa do ciclo de Krebs, enquanto no citoplasma, € envolvida no
metabolismo de carboidratos, na fixacdo de CO, e em outras vias metabdlicas. A

forma microcorpo de MDH esta envolvida em fotorespiracdo e no ciclo glioxilato
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(Yudina, 2012). A enzima frutose bisfosfato aldolase, citoplasméatica (P08440) é
um componente importante da glicolise/gluconeogénese e no ciclo da pentose
fosfato em plantas, também foi anotada apenas no controle. Foi observado que
alteracdes na sua atividade geram consequéncias na fotossintese, particdo de
carbono e crescimento (Konishi et al., 2004).

Além dessas proteinas ainda foram identificadas a proteina ribossémica
L23 50S, cloroplastica (Q1KVT6) uma proteina estrutural do ribossomo, e o fator
de elongagao a 1 (B6UHJ4), ambas sdo fundamentais na traducéo, sugerindo a
manutencdo na traducdo dos componentes envolvidos na diferenciacdo do
meristema apical. Uma serina hidroximetiltransferase (AOA059Q0P7) fundamental
na fotorrespiracdo e para a fixacdo de carbono e fornecimento de energia para o
crescimento, reforca a hipdtese de que, € provavel que sua atividade esteja
atuando em conjunto com as proteinas ja descritas, para a manutencdo do
desenvolvimento floral no controle.

Alguns DEPs mais expressos sem célcio na pré-inducdo foram DEPs mais
abundantes na po6s-inducéo no tratamento com calcio. Sugerindo que o proteoma
pos-inducdo em meristemas com calcio € semelhante ao proteoma pré-inducao
de meristemas sem célcio.

As proteinas: CHUPL, cloroplastica (Q9LI74), proteina osmotina (B6SKP5),
subunidade beta da ATP sintase, mitocondrial (P19023) e trés polifenol oxidases
(049960), tiveram maior acumulo em meristemas tratados com calcio na pos-
inducdo. Comportamento contrario ao notado na pré-inducdo, quando tais
proteinas exibiram reducé&o no acumulo apos a aplicacao de calcio, indicando que

provavelmente o efeito do calcio foi atenuado pelo tempo.
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Ontologia Génica (GO)

A categorizacdo associada a processo biolégico permitiu observar na pre-
inducdo, que a aplicacdo foliar de calcio reduziu a frequéncia de ontologias
relacionadas a traducdo de 26 para 8%, na transcricdo foi observada uma
frequéncia de (15,7%) exclusivamente no controle, bem como no metabolismo de
aminoéacidos (10,5%), indicando que a transcricdo e traducdo foram maiores no
controle o que é comum no periodo de inducéo do florescimento (Figura 9). Ja em
meristemas com calcio as frequéncias de sinalizacdo aumentaram de 10,5 para
16,6%, sugerindo que a presenca de calcio, parece estimular varias outras
respostas nesse tratamento, por exemplo, ontologias relacionadas metabolismo
de carboidratos, (8,3%), parede celular (8,3%) e atividade antioxidante (8,3%)
foram exclusivamente observados nesse tratamento. Foi notado ainda que o
calcio aumentou a frequéncia de enzimas da glicdlise (10,3 para 16,6%), a qual
parece estar associada ao maior metabolismo de carboidratos, provavelmente
para a formacado de parede celular ou calose (Figura 10).

Na péds-inducédo, devido a menor quantidade de DEPs associadas ao
proteoma de Arabidopsis, observou-se pouca frequéncia de ontologias, mas nao
obstante, ainda foi possivel notar em meristemas sem calcio, maior frequéncia de
ontologias para TCA (25%), metabolismo (25%) e traducao (50%), enquanto que
em meristemas com calcio foi observada ontologia apenas para sintese de ATP
(50%), outros 50% apresentaram ontologia ndo anotada.

Com a analise quantitativa na pré-inducdo (néo estatistica) apresentada na
(Figura 11) foi possivel verificar objetivamente, conforme nomenclatura
padronizada de GO que em meristemas sem calcio houve aumento de ontologias

relacionadas a ubiquitinacdo, trancricdo, protedlise, resposta ao estimulo por luz
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(luz azul e vermelho distante), acetilacdo de histonas, desenvolvimento floral e
biossintese de caroteno. Ou seja, foi verificado aumento nas ontologias
associadas ao florescimento. Por outro lado, a aplicagcdo de calcio aumentou a
biossintese de sacarose e fenilpropandides, transducdo de sinal por GTPase,
aumentando também a resposta a estresses bidticos e abioticos, transporte de
proteinas e deposicdo de calose na parede celular. Este quadro indica alteracao
no proteoma e, por consequéncia, na fisiologia da planta apos a aplicacdo de
calcio, resultando na reducdo do numero inflorescéncias. JA na pos-inducéo
(Figura 12), constataram-se ontologias associadas a senescéncia de flores como

a L-serina, e resposta a estresses pricipamente no controle.
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Tabela 7. Tabela comparativa de proteinas por processo biolégico durante a pré-inducao do florescimento da variedade de cana-de-acUcar RB867515.
Proteinas mais abundantes no controle (- Célcio) e proteinas mais abundantes sob aplicacdo foliar de 58 mM de sulfato de célcio (+ Calcio).

- Célcio

Processo

+ calcio

Proteina de ubiquitinacédo 1

Ubiquitinacdo

Proteina de ubiquitinacéo 2

Superoéxido dismutase

Metabolismo antioxidante

Ascorbato peroxidase

Parede celular

a-1,4-glucano sintase [Formando-UDP]
Wall-associated kinase
UDP-glicose-pirofosforilase

Subunidade menor da ribulose bifosfato carboxilase

Sinalizag&o por fotorreceptores

Fator de transcrigéo 1

Fatores de transcrigdo

Proteina de transducéo de sinal

Transducéo de sinal

Adenosina quinase
Ras-relacionada a RABD2c

Zeta-caroteno desaturase, cloroplastica/cromopléstica
Polifenol oxidase

Metabolismo secundario

Fenilalanina amoénia liase

Proteina de desenvolvimento 1
Proteina de desenvolvimento 2

Desenvolvimento
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Figura 13. Modelo esquematico dos processos de regulagdo proteica em meristemas de cana-de-
acucar durante a pré-inducéo do florescimento em condi¢cbes normais de cultivo (controle) e sob
aplicagéo foliar de 58 mM de CaSO,. AW UP-regulated ou DOWN-regulated, sem célcio (em azul)
e com célcio (em vermelho). ZDS (zeta caroteno dessaturase), PPO (polifenol oxidase), LGL
(lactoilglutationa liase), RBCS (subunidade menor da ribulose bisfosfato carboxilase), PTS
(proteina de transducd@o de sinal), FT1 (fator de transcricdo 1), UBQ (ubiquitinacdo), PUBQ 1
(proteina de ubiquitinagcdo 1, UBQ 2 (proteina de ubiquitinacdo 2), PD 1 (proteina de
desenvolvimento 1), PD 2 (proteina de desenvolvimento 2), TPI (triose fosfato isomerase), G3PDH
(gliceraldeido-3-fostafo  desidrogenase), PGK (fosfoglicerato quinase), SOD (superdxido
dismutase), ROS (espécie reativa de oxigénio), ADK (adenosina quinase), PAL (fenilalanina
amonia liase), SuSy (sacarose sintase), UDPase (UDP-glicose pirofosforilase), APX (ascorbato
peroxidase) e PDC (piruvato descarboxilase).
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Conclusao

A aplicacao foliar de célcio alterou significativamente o proteoma da cana
reduzindo o acumulo de proteinas importantes como as proteinas de
ubiquitinacdo 1 e 2, fator de transcricdo 1, além disso, o calcio parece melhorar a
sinalizacao celular e a atividade antioxidante em meristemas. Foi observado ainda
que o efeito do calcio no proteoma é atenuado pelo tempo. As proteinas
identificadas neste estudo séo fortes candidatas a estudos futuros visando sua
aplicacdo como marcador molecular funcional envolvendo a regulacdo do
florescimento da cana-de-acucar associados ao uso do calcio, podendo auxiliar os

programas de melhoramento genético desta cultura.
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7. Discussao Geral

A aplicacao foliar de calcio reduziu o florescimento da cana-de-acucar em
20% em 2013. Ja em 2014, a reducéo observada apos a aplicacdo de calcio foi
de 39%. As condi¢cbes climaticas contrastantes ocorridas entre os anos de
2012/2013 e 2013/2014 foram cruciais para as diferencas observadas na taxa de
floracdo entre os periodos analisado. O biénio 2012/2013, foi marcado por um
periodo seco e de altas temperaturas, atrasando a inducdo do florescimento e
consequentemente a emissao de flores. J4 no biénio 2013/2014 o periodo foi
marcado por boa disponibilidade hidrica e temperaturas amenas, as quais Sao
condi¢cBes indutivas para o florescimento, tais fatores anteciparam em um més a
emissdo de flores da cana. Apesar da diferenca constatada entre os periodos,
observamos que o efeito da aplicacdo de célcio na floracdo néo foi anulado pelas
condicBes ambientais contrastantes.

Foi verificado que plantas tratadas com célcio tiveram maior comprimento
médio de colmos no final da floragdo do que as néo tratadas. Enquanto que o
comprimento da folha +3 foi maior apenas no tratamento no periodo anterior a
floracdo. Isso parece concordar com a expressao exclusiva de proteinas do
metabolismo de carboidratos para e formacédo de UDP-glicose e parede celular
em meristemas com calcio podendo ser usadas para o crescimento da planta,
considerando que o meristema é o 6rgao responsavel pela fabricacdo de folhas e
colmos na cana. Apesar da diferenca observada no comprimento das plantas
entre os tratamentos no final da floracdo, a maioria dos parametros morfolégicos
nao diferiu nesse periodo, incluindo o comprimento da folha +3, como ja discutido,
inferindo que o maior crescimento no tratamento calcio se deu no periodo de

maior acumulo de proteinas envolvidas com a formagédo de esqueleto carbdnico
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(colmos + folhas) na pré-inducao, as quais nao foram detectadas nesse mesmo
tratamento apos a inducdo do florescimento. Concordando com o observado na
analise do proteoma, ao notar que o conjunto de proteinas no tratamento calcio,
assemelhou-se ao controle apos a inducéo.

De forma geral a aplicacdo foliar de calcio alterou a abundancia de
proteinas envolvidas com a regulacédo da inducéo floral da cana, evidenciado pela
reducdo na expressdo de proteinas envolvidas na transcricdo, traducdo e
metabolismo de aminoacidos, principalmente as associadas a sinalizacao para a
inducdo. Verificou-se que tal resposta atingiu principalmente proteinas
relacionadas a ubiquitinacado, transcricdo, proteolise, resposta ao estimulo por luz
azul e vermelho distante, acetilacdo de histonas, desenvolvimento floral e
biossintese de caroteno.

Por outro lado, o célcio estimulou a biossintese de sacarose e a atividade
antioxidante, detectadas a nivel 1D e 2D. Além disso, este nutriente demonstrou
influenciar a transducdo de sinal e deposicdo de calose na parede celular de
meristemas de cana. Contudo, o efeito do calcio parece ser temporario,
evidenciado pela semelhanca entre o proteoma pds-inducdo no tratamento calcio
e 0 proteoma pré-inducao no controle.

Este estudo € pioneiro em demonstrar uma alteracdo no protedbma do
meristema apical da cana-de-acUcar influenciada pela aplicacdo de célcio,
relatando principamente mudancas no acumulo de proteinas importantes no
processo de inducdo floral desta espécie. Entretando, mais estudos sao

necessarios para melhor elucidacdo de tais eventos biologicos.
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8. Conclusdes Gerais

A aplicacdo foliar de calcio alterou significativamente o0 proteoma
meristematico da cana-de-acUcar reduzindo o acumulo de proteinas importantes
associados a diferenciacdo e desenvolvimento reprodutivo em plantas. Tais
alteracbes demonstraram relacdo com as mudancas observadas nos
componentes morfofisioldgicos e anatbémicos, resultando na reducéo significativa
do florescimento da cana.

As proteinas identificadas neste estudo séo fortes candidatas a estudos
futuros visando sua aplicacdo como marcador molecular funcional envolvendo o
controle do florescimento da cana-de-acUcar associados ao uso do calcio,

podendo auxiliar os programas de melhoramento desta cultura.
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