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Resumo
(Dantas, L.L.B.) Caracterizacdo do relégio bioldégico e seu impacto no
metabolismo da cana-de-agucar. 2017. (201p). Tese - Programa de Pos-Graduacao

em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

O relégio biolégico € um mecanismo molecular autossustentado gerador de
ritmos. Ele integra vias de percepcdo das condicbes ambientais com um oscilador
central para gerar respostas fisiologicas ritmicas em escalas diaria e sazonal. Nas
plantas, o relégio bioldgico esta associado a vias metabdlicas e fisiologicas
importantes, como fotossintese. Na cana-de-acucar, uma graminea de grande
interesse econdmico, estudos realizados em condi¢des circadianas mostraram que o
relégio biolégico tem uma influéncia superior aquela vista em outras plantas. Assim,
este trabalho visa a compreender os mecanismos de funcionamento do oscilador
central do reldgio bioldgico da cana-de-acUcar crescida em campo. Para tanto, foram
investigados o transcriptoma de diferentes 6rgédos da cana-de-acucar; a expressao de
isoformas alternativas e de multiplos alelos dos genes do reldgio bioldgico da cana; e
o efeito do sombreamento mutuo das plantas em campo sobre o funcionamento do
reldgio bioldgico. Os resultados obtidos sugerem que o relégio biol6gico é funcional e
sincronizado entre os diferentes 6rgaos da cana-de-acucar analisados. Os transcritos
regulados sinergicamente pelo reldgio bioldgico e pelo ambiente flutuante pertencem
a vias metabdlicas, fisiologicas e de regulacdo génica e epigenéticas — todas
essenciais a produtividade da cana-de-agucar. O sombreamento mutuo observado em
campo parece alterar a fase de expressao de genes do reldgio biolégico da cana-de-
acucar. Além disso, eventos de splicing alternativo foram observados nos genes do
relégio bioldégico em condi¢cbes de baixa temperatura e multiplos alelos dos genes do

relogio bioldgico sdo expressos e a regulacao de sua expressao parece ser sazonal.






Palavras-chave: reldgio biolégico, cana-de-acucar, transcriptoma, sombreamento,

splicing alternativo, alelos.






Abstract

(Dantas, L.L.B.) Characterization of the circadian clock and its impact on
sugarcane metabolism. 2017. (201p). PhD Thesis - Graduate Program in

Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo.

The circadian clock is a self-sustaining molecular mechanism that generates
rhythms. It perceives the environmental conditions and connects this pathway with its
central oscillator, generating daily and seasonal rhythms of physiological responses.
In plants, the circadian clock is associated with major metabolic and physiological
pathways. In sugarcane, an economically important grass, previous studies showed
that the circadian clock has the largest influence on plants seen so far under circadian
conditions. This work aims to understand how the central oscillator of the circadian
clock works in field-grown sugarcane. Thus, the transcriptome from different
sugarcane organs; the expression of alternative isoforms and multiple alleles of
circadian clock genes; and the effect of mutual shading in the field on the circadian
clock function were analyzed. The results suggest that there is a functional and
synchronized circadian clock in the different sugarcane organs. The transcripts
regulated synergistically by the circadian clock and the variable environment are
related to metabolic, physiological, genetic or epigenetic pathways, all important to
sugarcane productivity. Mutual shading observed in the field seems to change the
phase of expression of the sugarcane circadian clock. Besides, alternative splicing
events have been reported for circadian clock genes under low temperature conditions
and multiple alleles of circadian clock genes are expressed and their expression is

likely to be seasonally regulated.






Keywords: circadian clock, sugarcane, transcriptome, shading, alternative splicing,

alleles.
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1. Introducéao Geral

1.1. O relégio biologico das plantas

Ao longo da evolucéo, as plantas adaptaram sua fisiologia e seu metabolismo as
mudancas ambientais ciclicas diarias (geradas pelo movimento de rotacdo da Terra)
e sazonais (consequéncia do movimento de translacdo da Terra), de modo a antecipa-
las. O relogio bioldgico, uma destas adaptacbes, € um mecanismo de sinalizacao
endogeno, autossustentado e conservado, responsavel pela regulacdo temporal de
diversos processos fisiologicos e metabdlicos das plantas (McClung, 2006; Harmer,
2009; Hu & Harmer, 2014). O reldgio biolégico é sensivel aos mais diversos aspectos
ambientais, principalmente luz e temperatura, através de vias de entrada moleculares,
caracterizadas sobretudo por fitocromos e criptocromos. A informacdo ambiental é
incorporada ao oscilador central, que gera os ritmos (Millar, 2004). Os ritmos do relégio
biolégico sdo de aproximadamente 24 h, mesmo na auséncia dos estimulos
ambientais, possuem mecanismos de compensacao de temperatura e seu periodo

pode ser reiniciado por diversos estimulos (Gardner et al., 2006; Hotta et al., 2007).

O oscilador central do relogio biolégico consiste em multiplos feedback loops
negativos de transcricao interconectados, que estdo conectados as vias de entrada,
as quais entregam informacdes do ambiente, tais como luz e temperatura, e as vias
de saida, que processam a informacgédo gerada pelo oscilador central e coordenam
temporalmente importantes eventos metabdlicos e fisioldgicos (Pokhilko et al., 2012;
Hu & Harmer, 2013; Millar, 2016). Em Arabidopsis thaliana, o chamado loop central
do reldgio biolégico de Arabidopsis thaliana consiste em trés componentes: AtCCA1
(CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1) e AtLHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL),
abundantes ao amanhecer, e AtTOC1 (TIMING OF CHLOROPHYLL A/B BINDING

PROTEIN EXPRESSION 1) (Harmer et al., 2000; Alabadi et al., 2001), abundante ao
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anoitecer (Figura 1.1). Estes elementos reprimem mutuamente suas expressoes,
compondo uma parte do modelo de funcionamento do relégio biolégico chamado
repressilator (Pokhilko et al., 2012). Ainda de acordo com o repressilator, AtCCAl e
AtLHY reprimem a expressao de AtLUX (LUX ARHYTHMO), AtELF3 (EARLY
FLOWERING 3) e AtELF4 (EARLY FLOWERING 4) (Dai et al., 2011;Lu et al., 2012;
Nagel & Kay, 2012; Pokhilko et al., 2012). Associado intimamente a este loop central
esta o loop matinal, formado por AtPRR7 e AtPRR9 (PSEUDO RESPONSE
REGULATORS 7 e 9), os quais sao ativados por AtCCAL e AtLHY e reprimem sua
expressao, também de acordo com o repressilator (Locke et al., 2006; Zeilinger et al.,
2006; Para et al., 2007; Nakamichi et al., 2010; Pokhilko et al., 2012). No loop noturno,
AtTOC1 reprime a expressao de AtLUX, AtELF3 e AtELF4, os quais reprimem a
expressdo de AtTOC1 e de AtPRR7 e AtPRR9 (Dai et al., 2011; Lu et al., 2012;

Pokhilko et al., 2012; Mizuno et al., 2014).

Sendo um mecanismo conservado, alguns componentes do oscilador central s&o
encontrados em outras plantas. Componentes do loop central, as PRRs e
componentes do loop noturno possuem ortélogos em espécies como milho (Khan et
al., 2010), arroz (Murakami et al., 2007; lIzawa et al., 2011), cevada (Calixto et al.,
2015), trigo (Mizuno et al., 2012; Gawronsk et al., 2014), sorgo (Murphy et al., 2011)

e cana-de-acgucar (Hotta et al., 2013).



29

Loop Matinal Loop Central Loop Noturno
/\. -
PRR7 CCAT1
TOC1 ELF4
PRR9
LHY L UX

N

Figura 1.1: Modelo simplificado para o oscilador central relégio biologico de Arabidopsis thaliana. Os
fatores de transcricdo AtCCAL e AtLHY, abundantes no amanhecer, reprimem a expresséo de AtTOC1,
AtLUX, AtELF3 e AtELF4. AtCCA1 e AtLHY, além de AtLUX, AtELF3 e AtELF4 controlam a ativagdo
de AtPRR7 e AtPRR9. Em contrapartida, eles modulam a expressao de AtCCAL e AtLHY. AtTOC1,
abundante ao anoitecer, reprime a expressado de AtCCALl e AtLHY e de AtLUX, AtELF3 e AtELF4.
Modelo adaptado de Endo et al. (2014).

A importancia do reldgio biolégico esta refletida na gama de vias metabdlicas e
fisiolégicas influenciadas por ele: crescimento, atividade enzimatica, fotossintese,
acumulo de biomassa, metabolismo de amido, abertura e fechamento dos estdmatos,
liberacdo do aroma floral, movimento das folhas, cotilédones e pétalas, localizacéo
subcelular dos cloroplastos, crescimento do hipocatilo e floracdo (Dodd et al., 2005;
Lu et al., 2005; McClung, 2006; Yakir et al., 2007; Harmer, 2009; Lai et al., 2012; Syed
et al., 2012). Ou seja, 0 metabolismo das plantas responde a regulagcédo ritmica
promovida pelo reldgio biolégico. Em contrapartida, estas vias metabdlicas e
fisiologicas, organizadas temporalmente pela acdo do relégio biologico também
exercem influéncia sobre ele (Haydon et al., 2013; Haydon et al., 2013a). Por exempilo,

dados em Arabidopsis sugerem que 0s agucares produzidos na fotossintese entram
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no oscilador central do reldgio biolégico através de regulacdo de AtPRR7, elemento
do loop matinal do oscilador central do reldgio biolégico e que, por sua vez, interage
com o loop central do oscilador (Haydon et al., 2013). Além disso, dados suportam a
ideia de que ha metabdlitos que atuam na sincronizacdo de relégios biologicos de
orgaos diferentes nas plantas (James et al., 2008; Takahashi et al., 2015). Ou seja, 0s
produtos de vias reguladas pelo relégio biologico desempenham um papel importante

no funcionamento deste mecanismo nas plantas.

Uma caracteristica importante do relégio bioldgico das plantas diz respeito a sua
sincronizacgdo entre diferentes érgaos, de modo a gerar ritmos coordenados na planta.
Os primeiros estudos defendiam que cada célula de uma planta teria um relégio
biologico e todos estes reldgios bioldgicos seriam sincronizados (Nakamichi et al.,
2003). Entretanto, com o passar do tempo esta ideia mudou. Os primeiros estudos a
dissecarem o funcionamento dos relégios biolégicos de diferentes érgaos das plantas
foi realizado em Arabidopsis, comparando o funcionamento dos relégios biolégicos da
raiz e da parte aérea (James et al., 2008). Os dados sugerem que o relégio biol6gico
da raiz funcionava com um periodo diferente daquele da parte aérea, a qual era
responsavel pela sincronizacao entre érgaos através de um sinal, possivelmente um
produto da fotossintese, que viajaria da parte aérea para a raiz (James et al., 2008).
Posteriormente, em Arabidopsis, dados levantados sobre o perfil de expressao de
genes do loop central do oscilador do relégio bioldégico sugeriram que havia
dominancia de expressao de determinados genes em 6rgéaos diferentes (Endo et al.,
2014). Ao analisarem a expresséo de AtCCA1, AtLHY e AtTOC1 em diferentes tecidos
encontrados na folha — no caso, mesdfilo e vasculatura —, ficou claro que havia
dominancia de expressdo de AtCCAl e AtLHY no mesdfilo, enquanto havia

dominancia de expresséao de AtTOC1 na vasculatura (Endo et al., 2014). Novos dados
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entdo sugerem uma hierarquia do reldgio biolégico da parte aérea de Arabidopsis,
marcadamente do meristema apical, sobre o reldgio de diferentes 6rgéos, como folha,
hipocotilo e raiz, nesta ordem (Takahashi et al., 2015). A novidade neste estudo foi
dissecar os diferentes 6rgaos e detectar em qual estava a dominancia de expressao
dos genes do oscilador central, especulando sobre a possibilidade de uma sinalizacao
de longa distancia sincronizar o funcionamento dos relégios nos érgaos afastados do
meristema apical (Takahashi et al., 2015). Embora tenha sido sugerido que o sinal
sincronizador entre érgdos seja um metabdlito da fotossintese (James et al., 2008;
Haydon et al., 2013; Takahashi et al., 2015), ha evidéncias de que a luz possa ser
percebida pelos 6rgéos e ser o elemento sincronizador entre os relégios dos 6rgaos

de Arabidopsis (Bordage et al., 2016).

Embora seja uma tendéncia investigar o estado do reldgio bioldgico em diferentes
orgdos nas plantas, a fim de compreender seu funcionamento coordenado, os estudos
publicados usam majoritariamente Arabidopsis. E interessante, portanto, expandir
estas analises para outras plantas cujo relégio biol6gico seja marcadamente influente,
como no caso da cana-de-acucar (Hotta et al., 2013). Partindo do pressuposto de que
a cana-de-acucar tem um intenso metabolismo focado em carboidratos devido ao seu
acumulo de sacarose, é possivel que o seu reldgio bioldgico, ao ser dissecado em

diferentes 6rgaos, tenha aspectos diferentes do que foi visto até aqui.

1.2. A cana-de-acuUcar: caracterizacdo geral e importancia econdémica

A cana-de-aclcar (Saccharum spp.) € uma graminea da familia Poaceae. Seu
género, Saccharum, ocorre em zonas tropicais e subtropicais e é caracterizado pela
capacidade de acumular agucares nos seus entrendés maduros. Esta quantidade de

sacarose chega a 700 mM (Moore, 1995). Isto corresponde a aproximadamente 50%
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do peso seco de seu caule. Além disso, a cana-de-acucar pertence a tribo

Andropogoneae, cujos membros realizam fotossintese C4, assim como milho e sorgo.

A fotossintese C4, presente na cana-de-aglcar, € uma especializacdo da
fotossintese C3 que inclui a divisdo do processo de fotossintese em dois teciodos
diferentes a fim de se concentrar CO2 no local da fixacao de C pela Rubisco. Este tipo
de fotossintese € caracterizada por uma eficiéncia aumentada na conversao de
energia solar: 6% contra 4,6% da fotossintese C3 (Zhu et al., 2008). Esta eficiéncia,
gue também marca as diferencas entre as fotossinteses C3 e C4, é obtida gracas a
dois aspectos importantes: 1) a agdo conjunta das células do mesofilo e da bainha do
feixe vascular (Rhoades & Carvalho, 1944; Ferreira et al., 2013; Furbank, 2017); 2) a
enzima Rubisco, responsavel pela fixacdo do CO:2 atmosférico, mas também
responsavel pela fixacdo de Oz no processo de fotorrespiracdo, funcionar de forma
mais eficiente porque a concentracdo do CO2 em seu meio é maior, favorecendo a
ligacdo de CO:2 a seu sitio catalitico ao invés de O2 (Sheen, 1999; Zhu et al., 2008;

Heckmann, 2016).

Os acucares produzidos pela fotossintese na cana-de-aclcar sdo armazenados
sob forma de sacarose nos entrends, que sao considerados 6Orgados dreno, pois
recebem os acucares produzidos nos 6rgaos fotossintetizantes, que sdo chamados
de orgéos fonte, para eles. A partir do entrend 5 (Figura 1.2), a cana-de-agucar
comeca a armazenar sacarose. A sacarose € sintetizada no citosol de células dos
orgaos fotossintetizantes a partir das trioses fosfatos produzidas pelo ciclo de Calvin.
Estas trioses serdo convertidas a moléculas de frutose-1,6-bisfosfato, as quais
seguirdo para desfosforilacdo (Serrato et al., 2009). A frutose-6-fosfato resultante
pode ser convertida a glicose-6-fosfato através da acdo da glicose-6-fostato

isomerase, ou ser combinada com UDP-glicose para formar sacarose-6-fosfato pela
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acao da enzima sacarose fosfato sintase (Stitt & Quick, 1989). A partir dai, a sacarose-

6-fostato é desfosforilada, transportada para o floema e encaminhada para os 6rgaos

dreno pela acdo de transportadores de sacarose.

Figura 1.2: Modelo esquematico (esquerda) e imagem (direita) do posicionamento dos drgéos dreno
da cana-de-agucar. Os numeros no desenho indicam a ordem de posicionamento adotada neste
trabalho para determinar os entrends. A seta laranja indica o entrend 5, 6rgédo no qual a cana-de-acucar

inicia 0 acimulo de sacarose. Modelo adaptado de McCormick et al. (2006).

Os cultivares modernos de cana-de-acucar sdo progénies hibridas originadas a
partir de cruzamentos interespecificos entre as espécies ancestrais Saccharum

officinarum (2n = 80, x = 10), espécie caracterizada por elevado acumulo de sacarose,
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e Saccharum spontaneum (2n = 64, x = 8), espécie caracterizada pela resisténcia a
estresses abidtico e bidtico (Irvine, 1999; Ming et al., 2006). Estes cruzamentos
interespecificos sdo responsaveis pelas caracteristicas que definem a complexidade
genbmica dos cultivares modernos de cana-de-acucar. Uma delas € o nuamero
cromossOmico das variedades comerciais, que pode variar de 80 a 160 cromossomos
(Ming et al., 1998; Ming et al., 2006). Outra consequéncia destes cruzamentos nos
cultivares comerciais é o perfil de heranca cromossdémica observado: 70-80% dos
cromossomos sao herdados de S. officinarum, 10-20% dos cromossomos S&o
herdados de S. spontaneum e o restante dos cromossomos (cerca de 10%) sao
recombinantes destas duas espécies (D’Hont et al., 1996; Grivet & Arruda, 2002;
Cuadrado et al., 2004; D’Hont, 2005) (Figura 1.3). Além disso, o genoma hibrido
resultante € extremamente complexo, marcado pela aneuploidia e pela vasta
poliploidia, contendo de seis a catorze copias de cada cromossomo (Garcia et al.,
2013). Embora ainda nao haja nenhuma verséo publicada, € estimado que o tamanho

do genoma da cana-de-acucar gire em torno de 10 Gb (de Setta et al., 2014).
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. officinarum ~ S. spontaneum

Figura 1.3: Esquema do genoma hibrido dos cultivares comerciais de cana-de-agucar. Em laranja, 0s
cromossomos herdados do parental S. officinarum (70-80% do total); em vermelho, os cromossomos
herdados do parental S. spontaneum (10-20% do total); os cromossomos bicolores representam
aqueles recombinantes (cerca de 10%).

E possivel afirmar, portanto, que o nimero de alelos para os genes do relogio
biolégico da cana-de-acUcar também pode ser variavel. O padrao de heranca, isto €,
se 0s genes do relégio biolégico herdados por S. officinarum ou S. spontaneum
prevalecem ainda néo é claro. Porém, que é sabido sobre o relégio biol6gico da cana-
de-acucar € que sua influéncia sobre o transcriptoma é mais abrangente do que em

outras plantas investigadas, de acordo com dados retirados a partir de experimentos
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sob condi¢cbes controladas (Hotta et al., 2013). De fato, 32% dos transcritos senso
analisados utilizando oligoarrays possuem ritmos e estdo associados ao reldgio
biolégico em cana-de-acucar, revelando o quéo difundido o relégio biolégico é no
controle do metabolismo da cana-de-acucar. Nenhuma outra planta analisada até hoje
apresentou tamanha influéncia do relogio bioldgico sobre seu transcriptoma (Harmer
et al., 2000; Murakami et al., 2007; Covington et al., 2008; Khan et al., 2010; Filichkin
et al., 2011). Os transcritos ritmicos levantados pelos experimentos conduzidos foram
agrupados em torno de vias metabdlicas e fisiolégicas importantes para a cana-de-
acucar: fotossintese, metabolismo de carboidratos (incluindo sintese de sacarose),
regulacdo de histonas, sinalizacdo por ABA e auxina, metabolismo de acidos
nucleicos — todos processos com potencial de impactar direta ou indiretamente a
produtividade da cana-de-acucar. Todas estas observacfes fazem da cana-de-acucar
um modelo interessante para o estudo da influéncia do relégio biolégico sobre o
funcionamento da planta como um todo. O fato do rel6gio bioldgico ter sido investigado
principalmente sob condi¢des controladas de laborat6rio e em um Unico 6rgéo (foliar,
mais especificamente folha +1) levanta questdes sobre a situacéo do relégio bioldgico
em outros 6rgdos, como os 6rgaos dreno, por exemplo, e sobre o seu impacto na
fisiologia e metabolismo do funcionamento do relégio biolégico em cana-de-acglcar

crescida sob condi¢des naturais, de campo.

O método tradicional de melhoramento da cana-de-agucar, voltado para
incremento na producéo de agucar e etanol, tem suas dificuldades por ser demorado
e trabalhoso. Uma das razdes para isso € o extremo grau de variabilidade genética
entre os clones do género Saccharum (Tai & Miller, 2002). A outra razdo € a
dificuldade em incorporar genes de interesse para a produtividade de qualquer fonte

nos cultivares modernos. E por isso que uma abordagem molecular, voltada para a
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producao de plantas transgénicas e identificacdo de marcadores moleculares e genes
associados ao aumento de produtividade revela-se Util para obter mais rapidamente
novas variedades (Hotta et al., 2010). Ja foi provado que o relégio biolégico esta
relacionado a processos fisiologicos e metabdlicos essenciais a produtividade, como
crescimento, fotossintese, fixacdo de carbono, aumento de biomassa e do fitness
(Dodd et al., 2005). Os estudos realizados para investigar o reldgio bioldgico da cana-
de-acucar sob condicdes circadianas indicam que ha fortes indicios de que o relégio
biolégico exerca uma influéncia semelhante — ou maior, dada a porcentagem do
transcriptoma tido como ritmico — sobre os processos fisiol6gicos e metabdlicos que
afetam a produtividade da cana-de-acUcar (Hotta et al., 2013). Por isso, é possivel
afirmar que buscar compreender o mecanismo de funcionamento do relégio biologico
na cana-de-acucar cultivada em seu ambiente natural, 0 campo, possa ter um impacto
real no desenvolvimento de alternativas para o aumento da produtividade desta
espécie. Além disso, estudos associando genes do reldgio biolégico a caracteristicas
associadas a produtividade foram publicados em outras espécies de gramineas de
interesse agroeconémico, caso do trigo (Beales et al., 2007), cevada (Turner et al.,
2005; Campoli et al., 2012; Calixto et al., 2015), sorgo (Murphy et al., 2011) e arroz

(Izawa et al., 2002; Izawa et al., 2011; Koo et al., 2013).

Além de ser uma espécie interessante para ser estudada devido a suas
caracteristicas genbmicas, a cana-de-acucar também tem uma importancia
econbmica. Ela é uma commodity relevante para a economia global, sendo
responsavel por 80% do acucar e 40% do etanol mundiais (FAOSTAT, 2015). O Brasil
€ o lider mundial em producéo de cana-de-agucar, sendo responsavel por cerca de
20% da producdo mundial (FAOSTAT, 2015). Os dados agroeconémicos brasileiros

para a cana-de-acgucar dao uma ideia da importancia da cana-de-agucar para o setor
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primario do pais. Para a safra mais recente, 2016/2017, a producdo é de cerca de
694,54 milhdes de toneladas, com crescimento de 4,4% em relacédo a safra anterior
(Conab, 2016). A area cultivada na ultima safra foi estimada em 9,1 milhGes hectares,
aumento de 5,3%, se comparada com a safra anterior (Conab, 2016). A partir dos
694,54 milhdes de toneladas de cana-de-acucar produzidos, foram produzidos 39,8
milhdes de toneladas de acucar, representando incremento de 18,9% na producéo, e
27,9 bilhdes de litros de etanol, apontando para reducédo de 8,5% em relacdo ao ano
anterior por motivo de preferéncia pela producéo de acucar (Conab, 2016). Tomados
em conjunto, estes numeros indicam a importancia econémica da cana-de-acucar
para o mundo e, mais especificamente, para a economia brasileira. Por isso, € uma
preocupacao constante encontrar novas alternativas para aumentar a produtividade

da cana-de-acgucar.

1.3. A importancia dos experimentos conduzidos sob condicdes

naturais na compreensao do reldgio biolégico das plantas

Existe uma tendéncia de realizar estudos sobre o reldgio bioldgico das plantas sob
condicdes controladas de laboratério. Uma razdo para esta pratica € a
reprodutibilidade dos dados, que é alcangcada nos experimentos feitos sob condicdes
controladas, mas praticamente impossivel de alcancar em experimentos feitos em
condi¢cdes ambientais (Izawa, 2015). A facilidade de lidar com as plantas crescidas
sob condi¢bes controladas € outra motivacéo. As camaras de crescimento conseguem
prover total controle ambiental e, portanto, eliminar o estresse abidtico enquanto
variavel que pode disparar respostas ou expressdo génica, mascarando resultados

(Poorter et al., 2016).
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E preciso considerar que algumas caracteristicas fenotipicas importantes s&o
diferentes quando as plantas crescidas sob condi¢cdes controladas e sob condicdes
de campo sdo comparadas. O crescimento das plantas é otimizado nas camaras de
crescimento ou nas casas de vegetacao, assim como maior area foliar, embora sejam
menores em tamanho, ja que a duracdo dos experimentos aos quais sdo submetidas
é reduzida (Poorter et al., 2016). Além disso, a densidade de plantas é reduzida nas
planta crescidas em camaras de crescimento ou casas de vegetacdao, de modo que
efeitos de sombreamento ndo s&o observados, muito menos Shade Avoidance
Response (SAR) (Carriedo et al., 2016); (Poorter et al.,, 2016); (Roig-Villanova &

Martinez-Garcia, 2016).

Além de todos estes motivos, os experimentos conduzidos sob condi¢cdes
controladas foram importantes no estudo do reldgio biolégico das plantas para mostrar
que ha, de fato, um mecanismo autossustentado, isto €, que independe de oscilacbes
ambientais para gerar ritmos internos, traduzidos sob forma de respostas fisiol6gicas
e metabdlicas organizadas temporalmente (Harmer, 2009; Hu & Harmer, 2014).
Estudos importantes conduzidos em condi¢des controladas e constantes, que sao as
condi¢bes ditas circadianas, mostraram evidéncias solidas da influéncia do relégio
biolégico sobre vias importantes, como fotossintese, percepcao de luz, crescimento e
produtividade, o que foi fundamental para delinear o tamanho da influéncia do reldgio
biolégico enquanto mecanismo interno de geracdo de ritmicidade sobre o
funcionamento de uma planta (Harmer et al., 2000; Dodd et al., 2005; Covington et al.,

2008).

Porém, é preciso considerar que os genes do oscilador central do reldgio biolégico
exibem um perfil ritmico que decai ao longo dos dias de analise sob condicdes

circadianas (Izawa et al., 2002; Michael et al., 2008). Aléem disso, ndo se pode
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esquecer do ambiente que as plantas habitam, o qual € permeado por flutuacées em
escala diaria e sazonal, ambiente este no qual o relégio biolégico surgiu e foi
selecionado ao longo da evolucdo. Luz, temperatura, umidade, precipitacdo sao
fatores ambientais que podem variar nestas duas escalas e que séo percebidos pelas
plantas e pelas vias de entrada da rede de regulacdo do reldgio biolégico (Millar,
2016). Logo, é plausivel concluir que existe um impacto nas respostas fisiologicas e
metabdlicas associadas ao reldgio biolégico quando ele atua em plantas crescendo

em seu habitat natural (Izawa, 2015).

Quando as andlises realizadas em laboratério voltadas para estudar o impacto do
relégio biolégico sobre o transcriptoma das plantas comecaram a considerar e
adicionar variagdes controladas nos ciclos de luz e temperatura, o resultado revelou
gue porcentagens maiores, de cerca de 60% para arroz e Poplar (S. A. Filichkin et al.,
2011) contra os 10% para Arabidopsis e milho observados anteriormente em
condi¢Bes controladas (Covington et al., 2008; Khan et al., 2010). Estas observa¢des
sugerem que o relégio biolégico €, de fato, um gerador autbnomo de ritmos, mas que
percebe alteragcbes ambientais. As respostas fisioldgicas e metabdlicas ao reldgio
biol6gico submetido a alteragbes ambientais s&o ainda mais acentuadas,
possivelmente pela sinergia entre reldégio bioldgico e estas alteracbes ciclicas
promovidas nas condigbes controladas de laboratorio. Entretanto, ainda ndo ha
experimentos realizados em campo, sob as condi¢cdes chamadas variaveis, para

suportar esta ideia de modo mais robusto.

Os experimentos em campo realizados em Arabidopsis mostraram que o
transcriptoma, de modo geral, é influenciado pelas variagbes ambientais, como
temperatura e chuva (Richards et al., 2012). Experimentos conduzidos em campo com

arroz focados na andlise do relégio bioldgico mostraram que o reldgio biolégico ndo
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sé é ativo, mas atua, de fato, conjuntamente com as variacdes ambientais (Izawa et
al., 2011; Sato et al., 2011; Nagano et al., 2012). O padrao de expressao dos
transcritos de arroz associados as vias reguladas pelo reldgio biolégico é bastante
influenciado por componentes ambientais, como temperatura e luz solar (Nagano et
al., 2012). Indo além, os experimentos em campo conduzidos no arroz revelaram que
um unico ortélogo do relégio biolodgico, OsGl, regula 75% dos transcritos e influencia
na adaptacdo da oscilacdo do reldgio biolégico ao ambiente flutuante (Izawa et al.,
2011). Estes dados evidenciam a importancia de analisar o funcionamento do relégio
biolégico nas plantas cultivadas em campo, sobretudo naquelas de interesse
agronémico, como a cana-de-acucar. E plausivel afirmar que conduzir estes estudos
em um ambiente flutuante permite que a acdo conjunta destes dois importantes
mecanismos — o reldgio biolégico e o ambiente — seja medida em seu impacto na
fisiologia e no metabolismo da cana-de-acUcar. Os resultados destes estudos
representam um importante passo na busca por alternativas para aumentar a

produtividade da cana-de-acucar.
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2. Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo caracterizar e analisar o mecanismo de
funcionamento do oscilador central do relogio biolégico de diferentes 6rgaos da cana-
de-acucar cultivada em campo, em condi¢des flutuantes. Os 6rgaos selecionados
para investigacdo neste trabalho possuem perfis metabdlicos distintos, a fim de
fornecer uma compreensdo mais abrangente da relacéo entre o reldgio bioldgico e o

metabolismo da cana-de-agucar.

Mais especificamente, este trabalho visa:

e Identificar transcritos ritmicos, assim como seu papel dentro das vias
fisiologicas ou metabdlicas importantes, em diferentes 6rgdos de plantas de
cana-de-agucar cultivada em campo;

e Analisar possiveis efeitos provocados pelo sombreamento mutuo das plantas
de cana-de-acUcar cultivadas em campo sobre o relégio biolégico da cana-de-
acucar,

e Analisar a expressao de isoformas alternativas dos genes do reldgio bioldgico
da cana-de-acucar, geradas a partir de eventos de splicing alternativo;

e Investigar a expressdo de multiplos alelos dos genes do reldgio biolégico em

diferentes o6rgaos da cana-de-agucar cultivada em campo.
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3. Material e Métodos Gerais

3.1. Material biolégico e condi¢cdes de campo

O cultivar de cana-de-agucar SP80-3280 (Saccharum spp hibrido) foi
selecionada como o material biolégico deste trabalho. Todas as plantas cujos érgaos
foram utilizados como ponto de partida para extracdo de RNA foram cultivadas em
campo, estes situados na Universidade Federal de Sédo Carlos, campus de Araras —
Sdo Paulo (22°18'41.0"S, 47°23'05.0"W). Dois campos foram cultivados para o0s
experimentos deste trabalho. No primeiro, touceiras de cana foram plantadas em 22

de abril de 2012 (outono).

O desenho do primeiro campo (campo 01) contava com 8 parcelas (Figura 3.1).
Cada parcela tinha 4 linhas com 20 touceiras cada. Quatro linhas de plantas
margeavam o campo e ndo foram utilizadas nas coletas para evitar efeitos de borda.
Para a coleta do material neste campo, as plantas foram aleatoriamente coletadas a
partir de duas parcelas diferentes, evitando, assim, os efeitos de variabilidade

ambiental e individual.
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Figura 3.1: Esquema para o campo plantado em 22 de abril de 2012. O campo contava com 8 parcelas.
Em cada parcela, havia 4 linhas de 5 m contendo 20 touceiras de cana-de-agucar, variedade SP80-
3280. As quatro linhas plantadas nas bordas (linhas tracejadas amarelas) ndo foram utilizadas nos
experimentos para evitar efeitos de bordadura. Apenas plantas das linhas centrais (linhas continuas
amarelas) foram coletadas a cada duas horas por 26 h durante um dia no inverno, quando as plantas
tinham 4 meses, e durante um dia no verdo, quando as plantas tinham 9 meses. Para cada ponto de
coleta, 9 individuos (pontos em vermelho, azul e rosa) foram aleatoriamente selecionados a partir de
parcelas diferentes e aleatoriamente distribuidos para trés diferentes grupos de individuos. O 6rgéo
folha +1 (F1) e os entrends 1/2 (E1/2) e 5 (E5) (estes apenas na coleta 02) foram coletados e
imediatamente conservados em nitrogénio liquido.

Duas coletas diferentes foram conduzidas no campo 01. Na primeira (coleta
01), em 23 de agosto de 2012, durante o inverno, as plantas contavam 4 meses e 3
dias. Na segunda (coleta 02), em 22 de janeiro de 2013, durante o veréo, as plantas
estavam com 9 meses. Nas duas ocasifes, as plantas foram coletadas a cada 2 h, ao
longo de 26 h. O primeiro ponto temporal nas duas coletas foi 1,5 h antes do nascer

do Sol. Assim, na coleta 01 o primeiro ponto temporal foi as 5:30 da manha (nascer
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do Sol: 6:32 da manhd) e na coleta 02 ocorreu as 4:00 da manha (nascer do Sol: 5:31
da manhd). Ao todo, foram utilizados 14 pontos temporais em cada coleta. Os dados

de temperatura do campo nas coletas 01 e 02 estéo plotados na Figura 3.2.

Temperatura no dia 23/08/2012, coleta 01 (inverno)
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Temperatura no dia 22/01/2013, coleta 02 (verao)
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Figura 3.2: Medi¢cbes das temperaturas dos dois dias de coleta (coleta 01 e coleta 02). Em azul, as
temperaturas para a coleta 01, realizada no dia 23/08/2012, durante o inverno, quando as plantas
contavam 4 meses; em vermelho, as temperaturas para a coleta 02, realizada em 22/01/2013, durante
0 verdo, quando as plantas tinham 9 meses.
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Para todas as coletas deste campo, trés grupos de trés individuos foram
aleatoriamente escolhidos para amostragem. Uma vez coletados e agrupados em
réplicas biolégicas especificas — A, B e C — trés orgaos diferentes foram extraidos,
guando possivel: folha +1 (F1), entrends 1/2 (E1/2) e entrend 5 (E5). Foi definida como
F1 a primeira folha do apice meristematico de cada planta a ter bainha individual. F1
constitui o 6rgao fonte analisado, por ser um érgéo fotossintetizante e, portanto, fonte
de carboidratos analisado (Figura 3.3). Os entrends, por sua vez, constituem os
orgaos dreno, pois para eles sdo alocados os acucares produzidos via fotossintese.
E1l e E2, por serem praticamente indistinguiveis, foram coletados juntos (referidos
doravante como E1/2). Constituem os primeiros segmentos de entrend a serem
observados depois de desenroladas as folhas e possuem intensa atividade de divisdo
celular. Por consequéncia, os demais entrenés seguiram a ordem de segmentos
(Figuras 3.3a e 3.3b). E5 é o primeiro entren6 a apresentar acumulo de sacarose na
cana e possui baixa atividade celular. Na coleta 01, quando as plantas eram muito
jovens, apenas 6rgao de F1 foi coletado, pois ainda nao havia entrends para proceder
com amostragem. Na coleta 02, com plantas contando 9 meses, foi possivel obter
amostras dos trés orgdos. Imediatamente apos cada 6rgao foi devidamente coletado
e processado em pedacgos, as amostras foram congeladas e conservadas em

nitrogénio liquido.



Figura 3.3: Orgdos coletados e sua localizagdo na planta indicada por setas. Os entrends e folha
selecionados para coleta: A) 4pice do colmo de cana-de-aglcar apoés a retirada das folhas. Os entrendés
1/2 (E1/2) estéo indicados pela seta amarela e o entren6 5 (E5) esté indicado pela seta laranja. B) apice
do colmo da cana-de-acucar com as folhas. A folha +1 (F1), coletada, esta indicada pela seta rosa.

3.2.Extragcao de RNA total

Os orgdaos coletados a partir das plantas de cana-de-acucar cultivadas em campo
gue foram previamente conservados em nitrogénio liquido foram pulverizados com
auxilio de gelo seco no moedor de gréos Coffee Grinder Modelo DCG-20 (Cuisinart,
China). 100 mg deste material pulverizado foi utilizado para extracdo de RNA total
utilizando Trizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), seguida por tratamento com
2 U de DNAse | (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) a 37°C por 30 min e,
finalmente, limpeza com o kit RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA). A
gualidade e a quantidade de RNA de cada amostra foram testadas utilizando 1 uL de
RNA recém-extraido e limpo no chip Agilent RNA 6000 Nano Kit Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, 171 USA). Ap0s estes passos, as amostras, em volume

de 19 uL, foram armazenadas a - 80°C.
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3.3.Sintese de cDNA

O cDNA utilizado nos experimentos deste trabalho foi sintetizado a partir de 5 ug
de RNA total. A sintese de cDNA foi feita a partir do kit SuperScript 11l First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), segundo o
protocolo do fabricante. Em todas as reacdes, foram utilizados tanto primers
hexameros na concentracao de 25 yM, quanto primers oligo-(dT) na concentracao de

50 uM. O volume final de cDNA obtido, de 20 uL, foi armazenado a - 20°C.

3.4. PCR em Tempo Real (qPCR)

As PCRs em Tempo Real (qPCR) foram feitas utilizando o FAST SYBR® Green
Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Todas as
reagoes seguiram o seguinte modelo: 6 pL de FAST SYBR® Green Master Mix; 3 uL
de agua autoclavada duplamente destilada; 2,4 yL do par de primers (sentido 5
(forward) e sentido 3’ (reverse)) (Tabela 3.1) especificos de cada regido cada de gene
a ser amplificada, na concentragao de 10 uM; 0,6 uL de cDNA diluido 10x a partir da
solucao inicial obtida na sintese. Cada reacdo de gPCR foi feita em duplicata no
aparelno Fast 7500/7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Em todas as reacbes de gPCR, o0 gene
normalizador adotado para controle de ritmicidade foi SCGAPDH (Hotta et al., 2013) A
especificidade dos pares de primers, bem como a temperatura de anelamento, foram
previamente checados através de reacdes de PCR. A eficiéncia de amplificacdo dos
pares de primers foi obtida pela construcdo de curvas padrbes com diferentes

diluicdes de cDNA, a partir das quais chegou-se a diluicdo de 10x do cDNA.
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Tabela 3.1: Lista de primers especificos e suas sequéncias utilizados nas reacbes de gPCR.
Destacados em amarelo estdo os primers para 0os genes normalizadores; destacados em azul estdo os
primers para 0os genes no reldgio bioldgico.

Gene Nome do Primer Sequéncia (5' — 3')
SCGAPDH GAPDH-FW CACGGCCACTGGAAGCA
GAPDH-RV TCCTCAGGGTTCCTGATGCC
SCLHY CTHO001_48E10 FWD CCACCACGGCCTAAAAGAAA

CTHO01_48E10_RVS TGGTTTTGTTGACTTGTCATTTGG
CTHO002_02H04_FWD TGCCCCAACCCCACTACTC
CTHO002_02H04_RVS CTTCGCTGGAGCAGGATATTTT
CTHO003_42B08_FWD TTCTGCCTGAATTTGGCAAGTG
CTHO003_42B08 _RVS GGCATCGAGCACACCAATGC

ScTOC1
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4. Capitulo 1: Identificacao de transcritos ritmicos em

cana-de-acucar cultivada em campo
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4.1.Introducéao

A andlise de transcriptomas de plantas ao longo de séries temporais circadianas &
importante porque examina a influéncia do reldgio biolégico sobre a expressao génica
em larga escala. Em Arabidopsis, os primeiros oligoarrays realizados sob condi¢des
circadianas revelaram que pelo menos 6% do transcriptoma da planta é regulado pelo
relégio biologico (Harmer et al., 2000), incluindo genes envolvidos em resposta a luz,
fotossintese e vias importantes para o metabolismo de acglcar, como a via glicolitica,
a via das pentoses, e transportadores de hexoses (Harmer et al., 2000). Um estudo
posterior em Arabidopsis, com mais pontos temporais e ferramentas de andlise
atualizadas, revelou uma proporcao ainda maior de transcritos regulada pelo relégio:
10,4% (Covington et al., 2008). Uma segunda analise proposta neste mesmo estudo,
combinando os datasets de Harmer et al. (2000) e Covington et al. (2008) aponta para
a porcentagem de 33% de transcritos regulados pelo reldgio biolégico (Covington et
al., 2008). Além das vias ja descritas, vias de respostas a estresse e vias hormonais
também foram incluidas entre aquelas reguladas pelo relégio biol6gico (Covington et

al., 2008).

Em monocotiledéneas, como arroz, o transcriptoma também ¢é influenciado em
larga escala pelo reldgio biolégico. Em um conjunto de experimentos sob condi¢des
controladas, a porcentagem do transcriptoma com oscilacdo quando se variou 1)
somente luz; 2) somente temperatura; 3) luz e temperatura juntos; ou 4) se
mantiveram luz e temperatura constantes foi de, respectivamente, 40,8%; 29,9%;
34,7% e 7,6% (S. A. Filichkin et al., 2011). Ja em milho, que além de monocotiledonea

€ também uma planta com fotossintese C4, os dados de regulacéo do relégio sobre o



53

transcriptoma aponta para influéncia do relégio sobre o modelo de fotossintese C4,

assim como sobre as vias ja examinadas nas plantas C3 (Khan et al., 2010).

No caso da cana-de-agucar comercial, uma planta com fotossintese C4, 32% dos
transcritos sdo influenciados pelo relégio biolégico, revelando o quéo difundido o
relogio bioldgico é no controle do metabolismo da cana-de-agucar. (Hotta et al., 2013).
Tamanha influéncia do relégio sobre o transcriptoma pode ser devido ao fato de que
a cana-de-acglcar possui um genoma hibrido e poliploide e o nimero de copias de
seus genes € variavel, incluindo os genes do relégio biolégico (vide Capitulo C). De
uma forma conservada, transcritos de vias de entrada de luz, fotossintese e
metabolismo de sacarose séo influenciados pelo reldgio biolégico da cana-de-agUcar
(Hotta et al.,, 2013). Nenhuma outra planta analisada até hoje, a partir de um
experimento ou dataset Unico, apresentou tamanha influéncia circadiana sobre seu

transcriptoma (Covington et al., 2008; Khan et al., 2010; Filichkin et al., 2011).

Entretanto, de modo geral estas analises globais de transcriptomas para influéncia
do relégio biolégico ndo examinaram 0s ritmos dos transcritos expressos em
diferentes oOrgaos. Isto deveria ser considerado importante, pois muitos estudos
sugerem que a expressao de genes do oscilador central varia entre érgéos, de modo
gue ha uma influéncia maior de alguns 6rgaos sobre outros na regulacéo da oscilacdo
circadiana (James et al., 2008; Endo et al., 2014; Takahashi et al., 2015). Além disso,
as variaveis ambientais, como luz, sdo percebidas diferentemente pelos relégios dos
orgaos de Arabidopsis (Bordage et al., 2016). Estes dados abrem um precedente para
hipéteses sobre se a influéncia do relégio biolégico sobre os transcritos € a mesma

em todos os 6rgaos.
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Embora as respostas ritmicas geradas pelo relogio bioldgico sejam
autossustentadas, variaveis ambientais como luz e temperatura entram na rede
circadiana e sdo processadas pelo oscilador central, de modo a sincronizar mais
precisamente o ambiente, o metabolismo e a fisiologia da planta (Hu & Harmer, 2014;
Izawa, 2015; Millar, 2016). De fato, experimentos em arroz conduzidos em campo
mostram que o reldgio biolégico € responsivo a estas mudancas ambientais e
responde a elas através de variacées no conjunto dos genes cuja expressao ritmica é
regulada por ele (Izawa et al., 2011; Nagano et al., 2012). Andlises globais de
transcriptomas de plantas cultivadas em campo sugerem que a expressao génica
responde as variagcdes ambientais em escalas diarias e sazonais (Sato et al., 2011;
Richards et al., 2012). Assim, € possivel acreditar que, sob condi¢cbes de campo, a
cana-de-aclcar tenha mudancas ndo s6 em seu transcriptoma em geral, mas

principalmente na parcela ritmica que sofre influéncia do reldgio bioldgico.

Para compreender, portanto, tanto os ritmos circadianos autossustentados quanto
a interacdo entre reldgio bioldgico e ambiente, é importante promover uma analise
global do transcriptoma de plantas em condi¢cdes de campo, que se aproximam ao

maximo de suas condi¢des naturais de cultivo, no caso da cana-de-acucar.
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4.2.0bjetivos

O objetivo desta secdo é identificar transcritos ritmicos em diferentes 6rgaos de

plantas de cana-de-acUcar cultivadas em campo.

Mais especificamente, fazem parte deste capitulo os seguintes objetivos:

e Identificar transcritos que possuem ritmos diurnos em plantas de cana-de-
acucar cultivadas em campo;

¢ Analisar o funcionamento do reldgio biolégico dos entrenés da cana-de-acuUcar,
caracterizados como 6rgaos dreno, comparando com o funcionamento do
reldgio biolégico nas folhas, estas caracterizadas como 6rgaos fonte;

e Comparar o perfil de expressao dos transcritos dos genes do reldgio da cana-
de-acucar entre os trés diferentes 6rgdos analisados: folha +1 (F1), entrends
1/2 (E1/2) e 5 (E5);

e Analisar o padrédo ritmico (caso haja) dos transcritos de genes associados as
vias metabdlicas e fisioldgicas de resposta ao reldgio bioldgico nos 6rgéos folha

+1 (F1), entrends 1/2 (E1/2) e 5 (E5) de cana-de-acucar cultivada em campo.
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4.3.Material e Métodos

4.3.1 Experimentos de hibridizagdo com oligoarrays

Para os experimentos com oligoarrays, foi estabelecida uma colaboragdo com o
laboratorio da Dra. Glaucia Mendes Souza. As laminas utilizadas nas hibridizacdes
dos oligoarrays foram customizadas em parceria com a Agilent (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, 171 USA) (Lembke et al., 2012). Cada lamina contava com 45.220
sondas por subarray, sendo 1.500 controles Agilent e 43.720 sondas desenvolvidas
para cana-de-acucar, de acordo com os critérios recomendados pela Agilent (Nakaya
et al., 2007). Cada sonda possui 60 pb e, das 21.902 sondas Unicas (provenientes de
14,521 SAS unicos) dispostas em duplicata, 14.522 hibridizam com cRNA senso (SS)
e 7.380 hibridizam com cRNA antissenso (AS).

A coleta 02 do campo 01, realizada em 22/01/2013 (verao), foi selecionada para
as hibridizacdes. As plantas tinham 9 meses. Foram realizadas 84 hibridizacfes: 28
de folhas +1, 28 de entrends 1/2 e 28 de entrend 5, correspondendo a duplicatas
bioldgicas com dye-swap de cada um dos pontos temporais da coleta. O RNA de cada
ponto temporal foi hibridizado utilizando como referéncia uma mistura de igual

concentracdo de todos os RNAs de todos os pontos temporais para aquele érgéo.

Utilizando-se 5 ug de RNA total, o cRNA foi sintetizado, amplificado e marcado
com o sistema de corantes Cy3 ou Cy5, conforme especificagdes do kit Low Input
Quick Amp Labeling, sistema Two-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 171 USA). O cRNA de cada ponto temporal,
marcado com Cy3 e Cyb5, foi hibridizado em duas laminas separadas junto com a

referéncia de RNA, também marcado com Cy5 ou Cy3, de modo a sempre ter pares
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de corantes Cy3-Cy5. As laminas foram hibridizadas ao longo de 17 h a 65°C, lavadas
e processadas segundo o protocolo sugerido pelo fabricante. Posteriormente, cada
lamina foi lida em scanner GenePix 4000B (Molecular Devices, Palo Alto, CA, 171
USA) e os dados das imagens foram extraidos com o software Feature Extraction
9.5.3 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 171 USA). Uma primeira camada de
normalizacdo, para correcdo de background, foi promovida pelos oligos controle
Agilent. Para retirar artefatos dos corantes Cy3 e Cy5 e corrigir sua intensidade
derivada. foi aplicada a normalizagdo LOWESS (Berger et al., 2004). Os genes
significativamente expressos foram analisados no SUCEST (http://sucest-fun.org/)
numa plataforma adaptada a plataforma do Chip Agilent e ao software de extracédo de
imagens Feature Extraction (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 171 USA). As
sondas expressas foram analisadas para deteccdo de ritmicidade através dos

algoritmos WGCNA e JTK-CYCLE.

Os principais genes do oscilador central do reldgio biolégico foram selecionados

para validacdo dos experimentos com oligoarrays através de reacfes de qPCR.
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4.4.Resultados

4.4.1. Perfil geral dos transcritos dos trés oOrgdos de cana-de-acgucar

cultivada em campo quanto a expressao e ritmicidade

As diferencas entre os 6rgdos F1, E1/2 e E5 se refletiram nos resultados da analise
do transcriptoma de cada um (Figura 4.1). Para F1, das 9.822 sondas senso (SS)
expressas, 60,9% (5.982) sao ritmicas. Em E1/2, 36,5% (4.399 SS) das 12.052 sondas
expressas sao também ritmicas. E5 apresentou, das 11.241 SS expressas, 28,3% (

3.181 SS) ritmicas.

Perfil geral de transcritos expressos e ritmicos
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Figura 4.1: Perfil dos transcritos expressos e ritmicos dos érgaos folha +1 (F1), entrenés 1/2 (E1/2) e
entrend 5 (E5) revelado pelos oligoarrays. Embora E1/2 tenha a maioria de sondas senso (SS)
expressas (12.052 SS), o 6rgéo F1 apresenta a maior propor¢ao de transcritos expressos ritmicos, com
60,9% de SS expressas e ritmicas.
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Embora haja, de fato e como esperado, transcritos expressos especificos a cada
orgao, a maior parte dos transcritos expressos € compartilhada, seja por dois ou pelos
trés érgaos (Figura 4.2). E1/2 é o érgdo com maior numero de transcritos especificos
e compartilhados. E1/2 e E/5 compartilham entre si 0 maior nimero de transcritos
expressos. Ao todo, 9.380 transcritos expressos sdo comuns aos trés orgaos, F1, E1/2

e ES.

E1/2

ES

Figura 4.2: Diagrama de Venn para os transcritos expressos nos 6rgaos de folha +1 (F1) (circulo
vermelho), entrenés 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entren6 5 (E5) (circulo verde) de cana-de-aguUcar.
Os numeros indicam sondas senso (SS) expressas. Os transcritos especificos para cada 6rgéo estao
apresentados dentro de cada circulo. Os transcritos expressos em dois ou mais 6rgéos estéo indicados
nas areas de interseccao.

Ao analisar a presenca de ritmicidade nos 9.380 transcritos expressos comuns aos

trés Orgaos, € possivel observar que 0s transcritos expressos nao compartilham o
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mesmo padréo de ritmo nos diferentes orgaos (Figura 4.3). Por exemplo, observa-se
que F1 possui a maior porcentagem de transcritos expressos comuns que somente
sao ritmicos neste 0rgao, 26,5%, ou 2.486. A quantidade de transcritos expressos que
mantém ritmo nos trés orgaos corresponde a 1.183, isto €, 12,61%. E5 apresenta o
menor nimero de transcritos expressos e apenas ritmicos neste 6rgao: apenas 630

ou 6,70%.

F1 E1/2

ES

Figura 4.3: Diagrama de Venn mostrando o perfil de ritmicidade dos 9.380 transcritos expressos em
comum em folha +1 (F1) (circulo vermelho), entrenés 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entrené 5 (E5)
(circulo verde) de cana-de-agucar. Os nimeros indicam as sondas senso (SS) expressas ritmicas. Os
transcritos expressos ritmicos especificos a cada 6rgéo estdo apresentados dentro de cada circulo. Os
transcritos expressos cujo padrao de ritmo é compartilhado por dois ou mais 6rgdos estdo indicados
nas areas de interseccéo.

Uma analise mais detalhada e comparativa do perfil dos transcritos expressos
ritmicos revelou que ha mais diferencas do que semelhancas entre os 6rgaos (Figura
4.4). Quando os transcritos expressos ritmicos sdo comparados quanto a similaridade

nos 0rgaos aos pares, isto €, F1 x E1/2, F1 x E5 e E1/2 e E5, observa-se que a maioria
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dos transcritos expressos em comum Sao ritmicos em apenas um dos orgaos. F1,
como ja foi demonstrado na Figura 4.3, apresenta a maior proporcao de transcritos
expressos e ritmicos especificos a um 6rgdo. Novamente, a menor proporcao fica com
E5. Dos transcritos que sao expressos e ritmicos nos dois 6rgaos, foram observadas
3 categorias distintas de transcritos: aqueles que s&o ritmicos e coexpressos; ritmicos
com mesma fase nos dois 0Orgaos; e ritmicos nos dois O6rgados, mas com fases

diferentes nos dois 6rgéos (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Grafico comparativo dos transcritos ritmicos entre os 6rgaos F1, E1/2 e E5. Os 6érgéos
foram comparados aos pares para, de cima para baixo: transcritos expressos e ritmicos em um Unico
Orgéo; expressos em ambos os érgdos, mas ritmicos em apenas um deles; expressos ritmicos nos dois
O6rgédos, mas com fases distintas; ritmicos em ambos os 6rgdos com a mesma fase; ritmicos e
COEXpressos.
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4.4.2 Expressdo dos transcritos para os genes do reldgio bioldgico

ScLHY e ScTOCL1 nos trés orgaos de cana-de-agucar cultivada em campo

A expressdo dos genes do relogio biolégico da cana-de-acucar ja havia sido
investigada previamente em um experimento circadiano (Hotta et al., 2013).
Entretanto, este experimento, pela natureza circadiana, foi executado sob condi¢des
controladas e utilizando apenas 6rgao foliar. Estes dois aspectos foram fundamentais
na motivacao para investigar a expressao dos genes do reldgio biolégico em plantas
de cana-de-acucar cultivadas em seu ambiente natural, o campo, sob condicbes
flutuantes. Ainda, investigar a expressao, caso houvesse, destes genes em diferentes

orgaos.

Nas hibridizacdes destes oligoarrays, havia sondas para os seguintes transcritos
de genes do reldgio biolégico: ScLHY, ScTOC1, ScPRR73, ScCPRR59, ScCPRR95 e
ScGl. Os transcritos para estes genes foram todos ndo s6 expressos, como também
apresentaram comportamento ritmico nos trés orgaos, F1, E1/2 e E5 (Figura 4.5). O
namero de sondas para cada gene era variavel, porém pelo menos uma delas

apresentou perfil ritmico.
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Figura 4.5: Distribuicdo em porcentagem das sondas para os genes do reldgio bioldgico da cana-de-
aclcar entre os 6rgaos F1, E1/2 e E5. A esquerda, genes e o nimero de sondas para cada um. Em
azul, os transcritos ritmicos; em vermelho, o0s transcritos expressos; em preto, 0s transcritos sem
expressao.

Os genes ScLHY e ScTOC1 foram selecionados para uma analise detalhada de
expressdo, envolvendo ndo so resultados dos oligoarrays, como também validacéo
de seu perfil ritmico de expressdo através de reacbes de gPCR. Os resultados
apontam para expressao dos genes em todos os 6rgaos, porém com diferencas no

nivel de expressado de acordo com o 6rgéo analisado (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Expresséao dos transcritos de ScLHY (A) e ScTOCL1 (B) de cana-de-agucar entre os 6rgdos
F1 (dispersédo verde-escuro do topo), E1/2 (dispersdo verde-neon) e E5 (disperséo verde-bandeira).
Barras acima do eixo X indicam noite (barras pretas) e dia (barra branca). As linhas tracejadas em cinza
indicam amanhecer e anoitecer.
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F1 apresenta o maior nivel de expressao dos dois genes. Nos entrends, €
notavel que, enquanto ScLHY tem maior amplitude em E1/2, ScTOC1 tem maior
amplitude em E5. Em relacdo a fase, os 6rgdos dreno acompanham a fase de

expressao destes genes no 6rgao fonte, como € possivel observar.

4.4.3 Andlise da expressdo de transcritos para importantes vias

relacionadas ao reldgio biolégico

O reldgio biolégico esta associado a eventos metabdlicos e fisiologicos relevantes,
como fotossintese e o metabolismo do acgucar — este Ultimo particularmente importante
para os estudos da cana-de-acucar. Além disso, o reldégio comunica-se com as vias
de entrada de estimulos ambientais, das quais fazem parte criptocromos e fitocromos.
Pela prépria natureza de alguns componentes importantes do relégio, € importante
considerar o perfil de alguns fatores de transcri¢cdo. E ainda ha a regulacao do reldgio
sobre histonas. Dada a importancia da influéncia do relégio sobre estes eventos, foram

analisados transcritos para genes representativos destes.

A expresséo de sondas para fatores de transcricao (FT) foi observada nos 3 6rgaos
analisados (Figura 4.7). Dentre 0s 441 FT expressos, a maior proporgao, 76,19% (336
transcritos), foi compartilhada pelos 3 6rgaos. Ha poucos FT expressos especificos a
F1 (1,1%) e E1/2 possui a maior porcentagem de transcritos expressos especificos,

igual a 8,39%.
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F1 E1/2
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Figura 4.7: Diagrama de Venn mostrando a distribui¢cdo dos transcritos para fatores de transcrigéo (FT)
expressos nos 6rgaos folha +1 (F1) (circulo vermelho), entrends 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entrené
5 (E5) (circulo verde) de cana-de-agucar. Os nimeros indicam as sondas senso (SS) expressas. Os
transcritos expressos especificos a cada 6rgdo estdo apresentados dentro de cada circulo. Os
transcritos expressos cujo padrdo de ritmo é compartilhado por dois ou mais 6rgdos estdo indicados
nas areas de interseccéo.

Analisando apenas os 298 transcritos ritmicos para os FT, observa-se que a maior
proporcdo €é especifica ao 6rgdo F1 (26,17%) (Figura 4.8). Os FT ritmicos
compartilhados pelos trés érgaos somam 62, o que corresponde a 20,80%. No menor
numero estdo os transcritos expressos comuns a F1 e E5, 20 ou, proporcionalmente,

6,71%.
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Figura 4.8: Diagrama de Venn mostrando o perfil de ritmicidade dos 298 transcritos expressos e
ritmicos para FTs em folha +1 (F1) (circulo vermelho), entrends 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entrené
5 (E5) (circulo verde) de cana-de-agucar. Os numeros indicam as sondas senso (SS) expressas
ritmicas. Os transcritos expressos ritmicos especificos a cada 6érgdo estdo apresentados dentro de
cada circulo. Os transcritos expressos cujo padrédo de ritmo é compartilhado por dois ou mais 6rgéaos
estdo indicados nas areas de interseccao.

Algumas sondas para histonas e para proteinas modificadoras de histonas
também foram analisadas para expressao e ritmo em F1, E1/2 e E5 (Figuras 4.9 e
4.10). Ha expressao de transcritos para os genes codificadores destas proteinas nos
3 6rgaos e é notavel que grande maioria dos transcritos expressos € comum aos trés

orgéos (Figura 4.9): 51 (78,46%).
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Figura 4.9: Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo dos 65 transcritos para histonas e proteinas
associadas a histonas expressos nos 6rgdos folha +1 (F1) (circulo vermelho), entren6s 1/2 (E1/2)
(circulo amarelo) e entrend 5 (E5) (circulo verde) de cana-de-acUcar. Os ndmeros indicam as sondas
senso (SS) expressas. Os transcritos expressos especificos a cada 6rgdo estdo apresentados dentro
de cada circulo. Os transcritos expressos cujo padrdo de ritmo é compartilhado por dois ou mais 6rgéaos
estdo indicados nas areas de interseccao.

Novamente, entretanto, a analise dos expressos e ritmicos revela que a maioria
dos transcritos codificadores ritmicos destas proteinas estd em F1 (Figura 4.10). Das
40 sondas para histonas e modificadores de histonas, 19 (47,5%) estdo apenas em

F1 e ndo ha transcritos ritmicos comuns a F1, E1/2 e Eb.
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Figura 4.10: Diagrama de Venn mostrando o perfil de ritmicidade dos 40 transcritos expressos e com
ritmo para histonas e proteinas associadas a histonas em folha +1 (F1) (circulo vermelho), entrenés 1/2
(E1/2) (circulo amarelo) e entrend 5 (E5) (circulo verde) de cana-de-aglcar. Os nimeros indicam as
sondas senso (SS) expressas ritmicas. Os transcritos expressos ritmicos especificos a cada 6rgao
estdo apresentados dentro de cada circulo. Os transcritos expressos cujo padrdo de ritmo é
compartilhado por dois ou mais 6rgaos estéo indicados nas areas de intersec¢éo.

A via de entrada de estimulos ambientais para o oscilador central do reldgio foi
representada nas andlises através de sondas para criptocromos, fitocromos e
fototropinas (Figura 4.11). Das 14 sondas presentes, 10 (71,43%) foram expressas

nos trés érgaos e apenas 2 (14,28%) foram expressas apenas em E1/2.



70

F1 E1/2

Figura 4.11: Diagrama de Venn mostrando a distribui¢do dos 14 transcritos para 0s genes da via de
entrada de luz (fototropinas, fitocromos e criptocromos) expressos nos 6rgédos folha +1 (F1) (circulo
vermelho), entrenés 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entrend 5 (E5) (circulo verde) de cana-de-acUcar.
Os nUmeros indicam as sondas senso (SS) expressas. Os transcritos expressos especificos a cada
orgao estdo apresentados dentro de cada circulo. Os transcritos expressos cujo padrdo de ritmo é
compartilhado por dois ou mais 6rgaos estéo indicados nas areas de intersecgéo.

Embora haja expresséo ritmica de transcritos em F1, E1/2 e E5, ndo foram
encontradas sondas ritmicas expressas apenas em E5 (Figura 4.12). Porcentagens
iguais de sondas ritmicas sdo encontradas apenas em F1 e E1/2 (30%) e

compartilhadas entre estes dois 6rgaos.



71

F1 E1/2

ES

Figura 4.12: Diagrama de Venn mostrando o perfil de ritmicidade dos 10 transcritos expressos
e com ritmo para os genes da via de entrada de luz (fototropinas, fitocromos e criptocromos)
em folha +1 (F1) (circulo vermelho), entren6s 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entren6 5 (E5)
(circulo verde) de cana-de-acucar. Os nameros indicam as sondas senso (SS) expressas
ritmicas. Os transcritos expressos ritmicos especificos a cada 6rgdo estao apresentados
dentro de cada circulo. Os transcritos expressos cujo padrédo de ritmo é compartilhado por
dois ou mais 6rgaos estdo indicados nas areas de intersecgao.

Os mesmos 9 modelos enzimaticos para o metabolismo do acucar investigados
por Hotta et al. (2013) em seu experimento circadiano foram analisados nestes
oligoarrays, nos 3 orgaos (Figura 4.13). Havia sondas para glicose-6-fosfato
isomerase, fosfoglicomutase, sacarose sintase, hexoquinase, invertase neutral,
UPDG pirofosforilase, sacarose fosfatase, sacarose fosfato sintase e frutoquinase e,
além disso, para transportadores de sacarose. Todos estes modelos enzimaticos mais
os transportadores apresentaram transcritos expressos em F1, E1/2 e E5. Em F1, ndo
foram observados transcritos ritmicos para UPDG pirofosforilase e sacarose fosfatase.

Em E1/2, 5 transcritos para os modelos enzimaticos escolhidos para analise foram
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expressos, mas sem qualquer transcrito com ritmo. Foram eles: glicose-6-fosfato
isomerase, fosfoglicomutase, UPDG pirofosforilase, sacarose fosfato sintase e
frutoquinase. Por fim, em E5, semelhante a E1/2, transcritos para glicose-6-fosfato
isomerase, fosfoglicomutase, UPDG pirofosforilase e sacarose fosfato sintase foram
expressas, mas sem ritmicidade. Além disso, os transcritos para hexoquinase também
foram apenas expressos, mas sem ritmos em E5. Os transportadores de sacarose,
embora expressos em todos os 6rgaos, apresentaram em F1 a maior proporcdo de

transcritos ritmicos.

F1 E1/2

m
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Sacarose fosfate sintase (T)
Sacarose fosfatase (2)
UPDG pircfosforilase (3)
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Figura 4.13: Distribuicdo em porcentagem das sondas para nove modelos enzimaticos do metabolismo
de sacarose (glicose-6-fosfato isomerase, fosfoglicomutase, sacarose sintase, hexoquinase, invertase
neutral, UPDG pirofosforilase, sacarose fosfatase, sacarose fosfato sintase e frutoquinase) e
transportadores de sacarose presentes nos 6rgdos F1, E1/2 e E5 de cana-de-aglcar. A esquerda,
genes e 0 numero de sondas para cada um. Em azul, os transcritos ritmicos; em vermelho, os
transcritos expressos; em preto, 0s transcritos sem expresséao.
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Analisando o perfil de expresséo destes nove modelos enziméticos distribuidos
entre os orgdos F1, E1/2 e E5, é possivel identificar, de modo geral, 35 sondas
expressas para estas enzimas, das quais 20 (57,14%) sdo expressas nos trés orgaos.
A segunda maior proporcao de sondas expressas é compartilhada pelos entrenés: 7

(20%) (Figura 4.14). Nenhuma sonda é expressa apenas em E1/2.

F1 E1/2

ES

Figura 4.14: Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo dos 35 transcritos para os modelos
enzimaticos de metabolismo do aglcar e transportadores (glicose-6-fosfato isomerase,
fosfoglicomutase, sacarose sintase, hexoquinase, invertase neutral, UPDG pirofosforilase, sacarose
fosfatase, sacarose fosfato sintase e frutoquinase) expressos nos orgdos folha +1 (F1) (circulo
vermelho), entrenés 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entren6 5 (E5) (circulo verde) de cana-de-agUcar.
Os numeros indicam as sondas senso (SS) expressas. Os transcritos expressos especificos a cada
orgdo estdo apresentados dentro de cada circulo. Os transcritos expressos cujo padrédo de ritmo é
compartilhado por dois ou mais 6rgaos estéo indicados nas areas de intersecgao.

A distribuicdo dos 21 transcritos expressos ritmicos revelou que a maior parte
deles esta concentrado em F1, com 8 (38,1%). Ainda assim, a tendéncia de grande
propor¢cdo de compartilhamento de transcritos entre os trés 6rgdos é mantida. 4
transcritos, o que corresponde a 19,05% dos transcritos expressos ritmicos € comum

aFl, E1/2 e E5 (Figura 4.15).
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Figura 4.15: Diagrama de Venn mostrando o perfil de ritmicidade dos 21 transcritos expressos ritmicos
para os modelos enziméticos de metabolismo do aglcar e transportadores (glicose-6-fosfato
isomerase, fosfoglicomutase, sacarose sintase, hexoquinase, invertase neutral, UPDG pirofosforilase,
sacarose fosfatase, sacarose fosfato sintase e frutoquinase) em folha +1 (F1) (circulo vermelho),
entrends 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entrend 5 (E5) (circulo verde) de cana-de-agUcar. Os nimeros
indicam as sondas senso (SS) expressas ritmicas. Os transcritos expressos ritmicos especificos a cada
orgdo estdo apresentados dentro de cada circulo. Os transcritos expressos cujo padrao de ritmo é
compartilhado por dois ou mais 6rgéos estdo indicados nas areas de interseccéo.

A Ultima via dissecada nos oligoarrays dos 6rgdos F1, E1/2 e E5 da cana-de-
acucar foi a fotossintese. Para esta via tdo complexa e importante, havia sondas para
hibridizacdo para via dos carotenoides e clorofila, fotossistemas | e Il, complexo
antena e ATPase. Surpreendentemente, as sondas para a categoria fotossintese
apresentou transcritos expressos nos trés érgaos (Figura 4.16). Dos 109 transcritos
expressos, a grande maioria, 87 (79,81%), tém sua expressao comum a F1, E1/2 e

ES.
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Figura 4.16: Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo dos 109 transcritos para a fotossintese (via
dos carotenoides e clorofila, fotossistemas | e Il, complexo antena e ATPase) expressos nos 0rgaos
folha +1 (F1) (circulo vermelho), entrends 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entrené 5 (E5) (circulo verde)
de cana-de-agucar. Os numeros indicam as sondas senso (SS) expressas. Os transcritos expressos
especificos a cada 6érgao estdo apresentados dentro de cada circulo. Os transcritos expressos cujo
padrdo de ritmo é compartilhado por dois ou mais 6rgéos estéo indicados nas areas de interseccéo.

Dentro dos 109 transcritos expressos, a distribuicdo dos 74 transcritos ritmicos
(67,89% dos transcritos expressos) mostra uma surpreendente propor¢cao equilibrada
entre os transcritos para fotossintese ritmicos comuns aos trés Orgaos, ritmicos
apenas em F1, ritmicos em E5 e ritmicos compartilhados entre os dois érgaos dreno

analisados (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Diagrama de Venn mostrando o perfil de ritmicidade dos 74 transcritos expressos ritmicos
para a fotossintese (via dos carotenoides e clorofila, fotossistemas | e Il, complexo antena e ATPase)
em folha +1 (F1) (circulo vermelho), entrends 1/2 (E1/2) (circulo amarelo) e entrend 5 (E5) (circulo
verde) de cana-de-aglcar. Os numeros indicam as sondas senso (SS) expressas ritmicas. Os
transcritos expressos ritmicos especificos a cada 6rgéo estédo apresentados dentro de cada circulo. Os
transcritos expressos cujo padrdo de ritmo é compartilhado por dois ou mais 6rgdos estdo indicados
nas areas de interseccéo.

Ao dissecar o perfil de expressao dos transcritos especificos para 0s processos
analisados dentro da categoria fotossintese (via dos carotenoides e clorofila,
fotossistemas | e Il, complexo antena e ATPase), € possivel observar que para cada
um dos processos ha transcritos expressos nos trés 6érgaos e pelo menos um
transcrito ritmico. Por exemplo, ha uma grande propor¢cdo dos transcritos para o
complexo Antenna e para os fotossistemas | e Il ritmicos em F1, E1/2 e E5 (Figura

4.18).
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Figura 4.18: Distribuicdo em porcentagem das sondas para a fotossintese (via dos carotenoides e
clorofila, fotossistemas | e Il, complexo antena e ATPase) presentes nos orgaos F1, E1/2 e E5 de cana-
de-acucar. A esquerda, genes e o nimero de sondas para cada um. Em azul, os transcritos ritmicos;
em vermelho, os transcritos expressos; em preto; 0s transcritos sem expressao.
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4 .5.Discussao

Este capitulo descreveu o funcionamento do relégio em multiplos érgaos da cana-
de-aclcar cultivada em campo, sob condi¢des flutuantes. Os experimentos com
oligoarrays partiram do RNA extraido a partir 3 6rgaos com perfis metabdlicos e
fisiologicos bastante distintos: folha +1 (F1), entrends 1/2 (E1/2) e entrend 5 (E5). F1
2 0 6rgdo com perfil fonte, uma vez que é a primeira folha a ter atividade fotossintética
total e, portanto, ser fonte de carboidratos. E1/2 e E5 s&o 6rgaos dreno para os quais
sdo alocados os carboidratos excedentes produzidos pelas folhas durante a
fotossintese. Porém, mesmo ambos sendo 6rgaos dreno, seus perfis sdo distintos
entre si: enquanto E1/2, em termos préaticos inseparaveis, sao caracterizados por

intensa atividade celular, E5 é o primeiro entrené a marcadamente acumular sacarose.

Além disso, este capitulo analisou a expressao em larga escala de transcritos que
apresentam ritmos em plantas de cana-de-acucar crescidas em campo sob condi¢des
flutuantes através de hibridizagcdes em oligoarrays. Para tanto, foram analisados
orgaos metabolicamente diferentes: F1, um 6rgéo fonte, e E1/2 e E5, ambos 6rgaos
dreno. Os transcritos ritmicos foram agrupados dentro de vias metabdlicas e
fisioldgicas importantes, como fotossintese, metabolismo de sacarose e dinamica de

cromatina.

Uma analise anterior da expresséo ritmica de genes de cana-de-acucar sob
condi¢Bes circadianas revelou a maior propor¢cao de genes regulados pelo relégio até
entdo vista: 32% (Hotta et al., 2013). Neste experimento de hibridizacéo a partir de

RNA de plantas crescidas em campo, os dados apontaram para uma porcentagem
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ainda maior de transcritos ritmicos: 60,9%, considerando apenas oOrgao foliar, o
mesmo utilizado no estudo circadiano por Hotta et al. (2013). Ao examinar 0s 0rgaos
novos analisados, E1/2 e E5, ainda assim as propor¢cdes de transcritos ritmicos sao
consideraveis: 36,5% e 28,3%, respectivamente (Figura 4.1). Tamanha ritmicidade
nos transcriptomas pode ser um reflexo ndo s6 dos ritmos autossustentados
promovidos pelo relogio biolégico, mas também do ambiente de campo e suas
condicdes flutuantes — luz, temperatura, umidade. E possivel que estes dois
elementos ajam em sinergia para promover uma ritmicidade ainda maior na expressao
génica. De fato, esta hipdtese encontra respaldo nos experimentos controlados
executados em arroz e Populus ssp. (Filichkin et al., 2011). Nestes experimentos,
variaram-se luz, temperatura, ambos ou nenhum e as maiores proporcdes de
transcritos ritmicos foram observadas nos grupos com variacao de algum componente
do ambiente fechado no qual as plantas se encontravam. Partindo do pressuposto de
que o relogio biolégico antecipa as flutuacbes ambientais diarias e sazonais,
promovendo uma organizacao temporal de eventos importantes, como o metabolismo
de carboidratos, é possivel sugerir que tamanha porcentagem de genes ritmicos traga
para a planta em ambiente natural vantagens — no caso da cana-de-acucar, maior

acumulo de sacarose.
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Figura 4.19: Comparagcdo do numero de sondas para transcritos expressos e ritmicos entre o
experimento circadiano, que analisou o 6rgédo folha +1 (identificado pelo nhome em verde), e o
experimento em campo, que analisou os 6rgaos folha +1 (F1), entrenés 1/2 (E1/2) e entrend 5 (E5).
Ambos experimentos foram feitos utilizando oligoarrays. Comparando o0 mesmo 6rgao analisado nos
dois experimentos, F1, h4 uma maior porcentagem de transcritos ritmicos nas plantas cultivadas em
campo.

O perfil dos genes ritmicos encontrados nos trés 6rgaos também revela o quao
ampla é a influéncia do relégio no metabolismo, fisiologia, regulacdo da expressao
génica e epigenética. Em todos os 3 6rgaos analisados, 0s transcritos ritmicos estéo
agrupados em torno de vias metabdlicas importantes, como fotossintese, metabolismo
de sacarose, vias classicas hormonais, resposta a luz, além de vias de regulacéo da
expressao génica e epigenética, estas exemplificadas pelos fatores de transcricao e
histonas expressos com rimos. Estas vias também apresentaram transcritos ritmicos
em resposta ao reldgio em outras plantas como Arabidopsis (Harmer et al., 2000),
arroz (Filichkin et al., 2011) e milho (Khan et al., 2010). E importante notar que a
fotossintese de plantas C4 também é regulada pelo reldgio bioldgico. O grande reflexo

desta influéncia pode ser a produtividade, sobretudo em um ambiente como elevada
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concentragdo de CO2. Os dados sugerem perfis de expressdo de genes bastante
distintos para dia e noite. Durante o dia, os transcritos relacionados a fotossintese sao
expressos, enquanto a noite sdo mais expressos transcritos relacionados a regulacao
de histonas e transporte de sacarose. Isto também foi observado no experimento
circadiano conduzido em cana-de-acucar durante a noite e o dia subjetivos (Carlos

Takeshi Hotta et al., 2013).

Ao comparar expressao e fase dos transcritos ritmicos nos diferentes 6rgaos,
h& tendéncias distintas: transcritos expressos e ritmicos em um Unico 0Orgao;
transcritos expressos em ambos 0s 6rgdos, mas ritmicos em apenas um deles;
expressos ritmicos nos dois 6rgdos, mas com fases distintas; ritmicos em ambos os
orgdos com a mesma fase; ritmicos e coexpressos (Figura 4.4). H4 uma semelhanca
maior entre 0os 6rgdos F1 e E5 quanto aos transcritos expressos nos dois 6rgaos e
ritmicos em apenas um deles do que entre os entrends entre si (Figura 4.4). E
provavel que, embora um 6rgdo seja fonte e o outro seja dreno, a presenca de
acucares, produzidos num 6rgdo e armazenado por outro, seja um elemento de
sincronizacao neste perfil de expresséo (Haydon et al., 2013). Os 6rgéos F1 e E1/2
apresentam o maior grau de semelhanca entre si quanto aos transcritos expressos e
ritmicos possivelmente porque ambos sdo 6rgdos com intensa atividade celular,
sendo E1/2 um 6rgdo meristematico e ambos orgaos que ficam sobre o solo. Nestes
orgaos, a regulacdo do relégio pode atuar de modo semelhante e dominante em

relacdo a outros orgaos (James et al., 2008; Takahashi et al., 2015).

E interessante também notar a expressdo ritmica de genes relacionados a
fotossintese nos entrends, 6rgaos que estdo completamente encobertos na cana-de-
acucar. Por exemplo, transcritos do complexo antena, dos fotossistemas | e Il e até

de fotorrespiracdo sdo expressos e ritmicos nos orgdos dreno. Uma hipétese
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interessante para explicar este fendmeno seria a presenca de alguma molécula que
sinalize e sincronize esta expresséao. Ja foi sugerido em estudos anteriores a influéncia
do acucar na regulacao do relégio biologico (Haydon et al., 2013), o que poderia dar
suporte a ideia de que o acucar tdo presente na cana-de-acucar pode ter um efeito
sincronizador da regulacéao do relogio entre diferentes 6rgéos. Ou talvez a luz possa
ser o fator de sinalizacédo neste caso. Um estudo recente mostrou que em Arabidopsis,
a raiz exposta a luz de baixa intensidade € percebida pelo oscilador deste 6rgéo,

regulando-o de forma semelhante a exposicao a acucar (Takahashi et al., 2015;

Bordage et al., 2016).

A importancia de analisar 6rgdos diferentes ao examinar o oscilador central do
reldgio biolégico de plantas se tornou mais evidente nos ultimos anos (James et al.,
2008; Endo et al., 2014; Takahashi et al., 2015; Bordage et al., 2016). Em um destes
recentes estudos, os dados revelaram que alguns componentes do oscilador central
sd0 mais expressos em alguns tecidos do que outros (Endo et al.,, 2014). Em
Arabidopsis, quando a expressao dos genes do oscilador central AtCCA1, AtLHY e
AtTOC1 foi analisada em folhas, observou-se que AtCCAl e AtLHY eram mais
expressos no mesofilo, enquanto AtTOC1l era dominantemente expresso na
vasculatura (Endo et al., 2014). O que acontece nos entrends de cana-de-acucar é
algo bem semelhante: enquanto ScLHY, expresso por volta do amanhecer, € mais
expresso em E1/2, ScTOC1, expresso em antecipacdo ao anoitecer, € mais expresso
em E5. Coincidentemente, estes 6rgaos possuem perfis fisiologicos bastante distintos:
E1/2 esta no meristema do caule da cana-de-acucar, portanto tem intensa atividade
celular e de diferenciacdo, o que demanda acucar como combustivel para sustentar
tais eventos. Por outro lado, em E5 comeca 0 acumulo de sacarose caracteristico da

cana-de-acUcar. Talvez haja uma relacao entre os genes do oscilador mais expressos
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num dado orgdo e o perfil fisiologico deste, considerando que o relégio processa
informacdo ambiental e responde organizando temporalmente as respostas
fisiologicas.

Ainda com este aspecto de dominancia de expressdo de ScLHY e ScTOC1,
genes do oscilador central do relégio, em diferentes entrends, é inegavel que a
expressdo dos genes do relogio F1 é ainda maior em termos de amplitude de ritmos.
Também € o 6rgdo com maior porcentagem de transcritos ritmicos, o que sugere o
orgdo com maior influéncia do reldgio e das variacdes ambientais. Ora, este 6rgao
relne caracteristicas que podem ajudar a entender melhor o porqué destes
fenbmenos. Primeiro, F1 é o 6rgdo marcadamente fotossintético analisado, sendo
fonte de carboidratos sintetizados a partir da energia de fétons e CO2. Segundo, F1 é
0 Orgdo, entre os 3 analisados, mais externo e, portanto, em contato direto com o

ambiente, o que facilita a sinalizacdo local de pistas ambientais, como luz e

temperatura.

Entretanto, dados em Arabidopsis revelaram que o oscilador central do relégio do
meristema € dominante sobre o rel6gio dos demais 6rgdos (James et al., 2008;
Takahashi et al., 2015). No caso dos dados para F1 deste trabalho, é preciso destacar
gue este ndo € o mais meristematico de todos os trés érgdos. Mais do que dominancia,
o reldgio do meristema de Arabidopsis parece ter o papel de sincronizar os reldgios
dos demais orgaos e ditar o ritmo da planta como um todo (Takahashi et al., 2015),
possivelmente com o sinal passando pela vasculatura, 6rgdo que em si ja tem
expressao diferencial de genes do reldgio biologico (Endo et al., 2016). Ao observar o
gue acontece com a expressao dos transcritos para os genes do reldgio biolégico em
cana-de-agucar em F1, E1/2 e E5, é possivel que folha seja o 6rgdo a ditar a fase e a

amplitude geral do reldgio e dos genes a ele associados, com 0s entrends seguindo a
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tendéncia. A sinalizacdo que parte da folha e vai para os entrends, coordenando
ritmicidade, poderia passar, como hipotetizado anteriormente, pelo actcar (Haydon et
al.,, 2013) e/ou pela acdo de luz de baixa intensidade (Bordage et al., 2016).
Experimentos voltados para investigar a natureza desta sinalizacdo envolvendo
plantas de cana-de-acucar em diferentes condicdes de luz e oferta de aclUcar em

determinados 6rgéos poderiam dar pistas sobre esta hipotese.
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4.6.Conclusodes

A andlise global de transcriptoma dos trés orgaos analisados, folha +1 (F1),
entren6 1/2 (E1/2) e entrené 5 (E5), de plantas de cana-de-acgUcar cultivadas em
campo revelou que o reldgio biologico ndo s existe em diferentes 6rgédos, como é
capaz de gerar e manter ritmos, embora oscile com amplitude menor nos 6rgaos
dreno. As altas porcentagens de transcritos ritmicos nos trés érgaos analisados reflete
nao sé a influéncia do relégio biolégico, mas possivelmente a resposta a influéncia
conjunta do reldgio bioldgico (ritmicidade interna) e condi¢cdes ambientais flutuantes
(ritmos ambientais). Os transcritos ritmicos agruparam-se em torno de vias
metabdlicas, fisioldgicas e de regulacéo génica e epigenética. Esta variedade de vias
reguladas pelo relogio e pelas flutuacdes ambientais possivelmente atua promovendo
uma melhor adaptacdo da cana-de-acucar ao campo. Em ultima instancia, isto pode
levar a um maior acumulo de sacarose. Para seguir investigando a influéncia do
relégio bioldégico no metabolismo e na fisiologia da cana-de-acUcar, as perguntas
futuras compreendem checar se ha ritmos também nos metabdlitos principais desta
planta e investigar o perfil do relégio biolégico e dos transcritos ritmicos (em larga

escala) de cana-de-acUcar cultivada em campo ao longo de diferentes estacdes.
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5.Capitulo 2: Efeitos do sombreamento do campo

sobre o relégio biolégico da cana-de-acgucar
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5.1. Introducéo

O reldgio biolégico € um mecanismo interno autossustentado que produz ritmos,
estes transmitidos a respostas fisiologicas e metabdlicas. Pela natureza de sua
evolugcdo, o reldgio biologico € bastante influenciado pelo ambiente. Variaveis
ambientais como luz e temperatura sdo percebidas por vias de entrada que se
comunicam com o oscilador central do reldgio biologico, criando, assim, uma sincronia
entre 0 ambiente e este mecanismo interno. Partido desse pressuposto, estudos feitos
baseados em condi¢des controladas em salas e camaras de crescimento nem sempre
capturam todas as nuances do relégio biologico. Por isso, é importante que haja

estudos sobre o relégio biolégico das plantas executados em campo, nas condicbes

mais proximas possiveis de seu habitat natural (Izawa, 2015).

Pensando no impacto do relogio biolégico sobre as respostas metabdlicas e
fisiolégicas de plantas cultivadas em campo, analises da fotossintese, evento
importante por produzir os carboidratos que fomentam a planta de energia e esta
atrelada, em ultima andlise, a produtividade das plantas agricultaveis, sugerem que,
sob condi¢gbes naturais, flutuantes, a luz pode atuar em sinergia com o relégio
biolégico na regulacdo ndo s6 da fotossintese, mas do metabolismo primario em si

das plantas (Izawa, 2012).

O numero de estudos publicados com plantas em condi¢cdes naturais ainda é
pequeno se comparado ao numero de trabalhos realizados com plantas em condicdes
controladas de laboratério. Embora haja trabalhos realizados em laborat6rio com
condicdes bastante proximas as naturais (Filichkin et al., 2011), os estudos realizados
com Arabidopsis (Richards et al., 2012) e arroz (Izawa et al., 2011; Sato et al., 2011;

Nagano et al., 2012) em campo revelaram que é fundamental buscar condicbes
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naturais para compreender como o reldgio bioldégico funciona e interage com o
ambiente, assim como os eventos fisiolégicos e metabdlicos por ele influenciados

acontecem nestas condigoes.

De fato, em arroz, uma graminea C3, os dados de transcriptoma de folhas de
plantas crescidas em campo cruzados com dados meteorol6gicos sugerem que 0
padrdo de expressao de transcritos ritmicos é fruto da interacdo entre ritmos
enddgenos gerados pelo reldgio bioldgico, temperatura ambiente, idade da planta e
radiacdo solar (Nagano et al., 2012). Outro experimento de campo conduzido com
mutantes de arroz para um ortélogos do relégio biologico, OsGl, evidenciou que,
mesmo com as condi¢des flutuantes do campo, € o reldgio biolégico que promove 0
ajuste dos ritmos diurnos na fisiologia e no metabolismo da planta, de modo a

sincronizé-los temporalmente com o ambiente (Izawa et al., 2011).

Eventos importantes relacionados ao relégio biolégico em experimentos
circadianos, como fotossintese, também demonstraram ter ritmicidade influenciada
pela interacdo reldgio biolégico e ambiente em condicbes de campo para o0 arroz
(Izawa et al., 2011). Em experimentos de campo conduzidos em sorgo, a fotossintese
mostrou-se ser bastante influenciada por condi¢cdes locais do campo, isto €, pelo
sombreamento muatuo das plantas (Li et al., 2014). Em variedades comerciais de cana-
de-acucar, a condicdo de sombreamento também parece influenciar a fotossintese
(Marchiori et al., 2014). A variedade de cana-de-acucar SP80-3280 quando madura
apresenta elevado grau de sombreamento em campo, de modo que seria plausivel
pensar em possiveis efeitos desta variacao local sobre o relégio biolégico e sobre as
respostas fisioldgicas e metabdlicas ritmicas. Vale salientar, porém, gue ndo ha dados

sobre a influéncia do sombreamento no funcionamento do reldgio bioldgico da cana-

de-acucar ou de outras plantas.
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5.2. Objetivos

O objetivo deste capitulo € analisar possiveis efeitos do sombreamento de plantas

sobre o relégio biolégico da cana-de-acgucar crescida em campo.

Mais especificamente, esta secao pretende:

e Analisar o funcionamento dos genes ScTOC1 e ScLHY do oscilador central do
relégio biolégico da cana-de-aclcar crescida no mesmo campo, ao longo de
diferentes fases de desenvolvimento;

e Verificar se os genes ScTOC1 e ScLHY do oscilador central do reldgio da cana-
de-acucar de 6rgdos de 6rgaos diferentes caracterizados como 6rgaos dreno,
seguem a mesma tendéncia de funcionamento do oscilador central das folhas
(6rgéo fonte);

e Analisar o efeito do sombreamento sobre a expressédo dos genes ScTOC1 e
ScLHY do oscilador central do relégio biolégico da cana em condi¢cbes de
campo que promovam sombreamento a partir 1) do uso de barreira em campo

e 2) da propria rotacéo terrestre.
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5.3.Material e Métodos

5.3.1. CondicGes de campo para experimento com muro

Um novo campo (campo 02) da mesma variedade de cana-de-acucar, SP80-
3280, (Saccharum spp hibrido) foi plantado por meio de touceiras em 18 de dezembro
de 2015 (verdo). Assim como os demais, este campo estava situado na Universidade

Federal de S&o Carlos, campus de Araras — Sao Paulo (22°18'41.0"S, 47°23'05.0"W).

O campo 02 contava com uma parcela Unica. Nesta parcela, foram plantadas 8
linhas com 60 plantas por linha. O campo foi margeado por uma linha Unica de plantas
circulando o campo, as quais foram descartadas para evitar efeitos de borda. Neste
campo, os mesmos 6rgaos analisados até aqui foram escolhidos para analise: folha
+1 (F1) nos dois experimentos e entrends 1/2 (E1/2) e entrend 5 (E5) apenas no ultimo

experimento, quando estavam desenvolvidos (Figura 3.3).

Para o primeiro experimento conduzido neste campo, um muro de madeira
medindo 2,20 m de altura e 10 m de comprimento foi erguido apds a terceira linha de
plantas (Figura 5.1). A parte da fileira de plantas imediatamente proxima ao lado leste
do muro, as demais linhas de plantas ao longo do comprimento do muro foram
descartadas. As duas fileiras anteriores foram retiradas 5 dias antes do experimento,
assim como as plantas da bordadura. No dia 26 de marco de 2015, durante os
primeiros dias de outono, o experimento foi conduzido com as plantas contando 3
meses e 7 dias. Os dados de temperatura do campo durante este experimento estdo

na Figura 5.2.
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Figura 5.1: Imagens do muro de madeira erguido no campo 02, quando as plantas contavam 3 meses
de idade. O muro media 2,20 m de altura e 10 m de comprimento. Todas as linhas de plantas a leste
da linha imediatamente antes do muro foram eliminadas 5 dias antes do experimento. A) plano geral
do perfil do campo com o muro; B) imagem em close do muro, mais elevado do que as plantas.
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Temperaturas do campo 02 nos dias 26 e 27/03/2015 (outono)
32
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Figura 5.2: Curva de temperaturas para o experimento de 26/03/2015 (outono) do campo 02. As
temperaturas foram medidas na Estacdo Meteoroldgica da UFSCar, campus Araras, ao longo de 28 h,
comecando as 5 h da manha do dia 26/03/2015 e finalizando as 9 h da manha de 27/03/2015. As barras
inferiores representam noite (barras pretas) e dia (barras brancas).

Nas coletas deste experimento, quatro grupos de trés individuos foram
aleatoriamente escolhidos para amostragem a partir das linhas de planta proximas ao
muro (Figura 5.3). Uma vez coletados e agrupados em réplicas biolégicas especificas
— A e B (grupos a leste, antes do muro) e C e D (grupos a oeste, depois do muro) —, o
orgéo folha +1 (F1) foi coletado. O experimento comegou com a primeira coleta
1h15min antes do amanhecer (nascer do Sol: 6:15 da manh&), seguindo com coletas
a cada 2 h até a coleta pos-anoitecer, realizada 45 min ap6s o anoitecer (poér-do-Sol:
18:15 da tarde), posteriormente a cada 4 h até 3h16min antes do proOximo amanhecer
(nascer do Sol: 6:16 da manha), depois a cada 2h até o final do experimento. Ao todo,
foram 12 pontos de coleta ao longo de 26 h. Imediatamente apds cada amostra de

orgao F1 ter sido processada em pedacos, as amostras foram congeladas e
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conservadas em nitrogénio liquido. Em laboratério, o 6rgdo F1 coletado no
experimento foi submetido a extracdo de RNA para analise de expressao génica

através de gPCR (vide Material e Métodos Gerais, se¢bes 3.2 a 3.4).
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Figura 5.3 (pagina anterior): Esquema para o campo 02, plantado em 18 de dezembro de 2015, no
dia do experimento do dia 26 de marco de 2015. A) O campo 02 contava com 1 parcela dividida em 8
linhas (linhas continuas amarelas). Em cada linha de 5 m havia 60 plantas de cana-de-agUcar,
variedade SP80-3280. 5 dias antes do experimento, 0 muro de madeira foi montado no campo medindo
2,20 m de altura e 10 m de comprimento. Apds o muro, a disposic¢ado das linhas ficou sendo: a leste, 03
linhas de plantas; a oeste, 5 linhas de plantas. As duas linhas de plantas a leste anteriores a linha mais
proxima foram eliminadas no mesmo dia do erguimento do muro, assim como as plantas da borda.
Apenas plantas das linhas justapostas ao muro foram utilizadas na coletada. O experimento durou 26
h, com pontos de coleta a cada 2 h até a coleta pos-anoitecer, posteriormente a cada 4 h até 2 pontos
antes do préximo amanhecer, depois 2 h até o final do experimento. Ao todo, foram 12 pontos de coleta.
Para cada ponto de coleta, 12 individuos, sendo 2 grupos de 3 individuos da linha antes do muro
(pontos em vermelho e azul marinho) e 2 grupos de 3 individuos da linha ap6s 0 muro (pontos em
turquesa e rosa) foram aleatoriamente selecionados para coleta a partir das linhas justapostas ao muro.
O érgao folha +1 (F1) foi coletado e imediatamente conservado em nitrogénio liquido. B) Fotografia do
campo 2 h apds o amanhecer demonstrando que as plantas da ap6s o muro continuam sombreadas.
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5.3.2. Condicdes de campo para experimento das margens

No segundo experimento conduzido com o campo 02, as plantas contavam 4
meses e 11 dias. O experimento ocorreu em 29 de abril de 2015 (outono) e foi
executado a partir das 4 linhas restantes da parcela Unica do campo. O experimento
consistiu em coleta de plantas localizadas aleatoriamente e pontos ao longo das
margens leste e oeste do campo (Figura 5.4). Os dados de temperatura do campo

durante este experimento estédo plotados na Figura 5.5.
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Figura 5.4: Esquema para o campo 02, plantado em 18 de dezembro de 2015, no dia do experimento
do dia 29 de abril de 2015. O campo 02 contava com 1 parcela dividida em 8 linhas (linhas continuas
amarelas). Em cada linha de 5 m havia 60 plantas de cana-de-agucar, variedade SP80-3280. Ao longo
do experimento, apenas plantas das linhas extremas a leste e oeste foram coletadas. O experimento
durou 26 h, com pontos de coleta a cada 2 h até a coleta pds-anoitecer, posteriormente a cada 4 h até
2 pontos antes do proximo amanhecer, depois 2 h até o final do experimento. Ao todo, foram 12 pontos
de coleta. Para cada ponto de coleta, 12 individuos, sendo 2 grupos de 3 individuos da linha leste
(pontos em vermelho e azul marinho) e 2 grupos de 3 individuos da linha oeste (pontos em turquesa e
rosa) foram aleatoriamente selecionados para coleta a partir das linhas justapostas ao muro. Os 6rgaos
folha +1 (F1), entrenés 1/2 (E1/2) e entrend 5 foram coletados e imediatamente conservados em
nitrogénio liquido.
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Neste experimento, quatro grupos de trés individuos foram aleatoriamente
escolhidos para amostragem a partir das linhas de plantas localizadas nas
extremidades leste e oeste (Figuras 5.4). Os individuos foram coletados e agrupados
em réplicas biologicas especificas — A e B (grupos da margem leste) e C e D (grupos
da margem oeste). Com todos os 0rgaos plenamente desenvolvidos, foi possivel
coletar amostras de folha +1 (F1), entrends 1/2 (E1/2) e entrend 5 (E5). O experimento
comecou com a primeira coleta a 1h27min antes do amanhecer (nascer do Sol: 6:27
da manhd), seguindo com coletas a cada 2 h até a coleta pds-anoitecer, realizada
1h14min apds o anoitecer (por-do-Sol: 17:46 da tarde), posteriormente a cada 4 h até
3h16min antes do préximo amanhecer (nascer do Sol: 6:27 da manhd) e, por fim, a
cada 2 h até o final do experimento. Neste experimento também foram coletados 12
pontos ao longo de 26 h. Imediatamente apds cada ponto de coleta, os 6rgaos foram
processados em pedacos, congeladas e conservados em nitrogénio liquido. Em
laboratério, todos 6rgdos coletados neste experimento foram submetidos a extracéo
de RNA para analise de expressao génica através de gPCR (vide Material e Métodos

Gerais, secfes 3.2 a 3.4).
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Temperaturas do campo 02 nos dias 29 e 30/04/2015 (outono)
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Figura 5.5: Curva de temperaturas para o experimento de 29/04/2015 (outono) do campo 02. As
temperaturas foram medidas na Estacdo Meteoroldgica da UFSCar, campus Araras, ao longo de 28 h,
comecando as 5 h da manha do dia 29/04/2015 e finalizando as 9 h da manha de 30/04/2015. As barras
inferiores representam noite (barras pretas) e dia (barras brancas).
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5.4.Resultados

5.4.1 Comparacao daexpressao dos genes ScTOC1 e ScLHY do oscilador
central do reldégio da cana-de-acuUcar crescida em campo, durante

diferentes idades da planta

Os 2 experimentos no campo 01 foram executados em duas datas distintas,
guando as plantas estavam em fases de desenvolvimento bastante diferentes (Figura
5.6). No primeiro experimento, executado em 23 de agosto de 2012, durante o inverno
(estacdo seca), as plantas contavam 4 meses e 3 dias. No segundo experimento,
realizado em 22 de janeiro de 2013, durante o veréo (estacdo chuvosa), as plantas
estavam com 9 meses. As plantas com 9 meses estavam visivelmente maiores, e,

portanto, mais expandidas, sombreando-se entre si dentro do campo.
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Figura 5.6: Imagens do campo 01 nos dias dos experimentos 01 (A) e 02 (B). No primeiro experimento,
de 23/08/2012, durante o inverno, as plantas contavam 4 meses e 3 dias e, por serem ainda jovens,
ainda estavam bem espacadas dentro e entre as linhas. No segundo experimento, de 22/01/2013,
durante o verdo, as plantas estavam com 9 meses e, maiores, sombreavam-se entre si na mesma linha
e entre as linhas das parcelas.

A priori, era necessario investigar se o reldgio biolégico da cana estava
funcionando nas condi¢cbes flutuantes de campo. Para tanto, foram escolhidos
inicialmente dois genes principais do oscilador central do relégio da cana, ScLHY e
ScTOC1, para serem analisados através de reacdes de gPCR. Estas reacdes foram
executadas nos dois experimentos de campo para os orgaos folha +1 (F1) e entrends
1/2 (E1/2) e 5 (E5), quando possivel. Isso porque quando as plantas tinham 4 meses
e 3 dias, no primeiro experimento, os entrends ainda ndo estavam desenvolvidos,
possivelmente porque o campo foi plantado em 22/04/2012, em pleno outono, apds a
estacdo chuvosa. Logo, nesta fase as plantas ndo contavam com a chuva abundante
para se desenvolverem plenamente. Apenas no segundo experimento, quando as
plantas tinham 9 meses, foi possivel coletar amostras de entrends.

Os resultados da analise comparativa dos genes ScLHY (Figura 5.7a) e ScTOC1

(Figura 5.7b) por gPCR no 6rgéo F1, que foi o unico coletado nos dois experimentos
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do campo 01, revelou, inicialmente, que estes genes estavam expressos com seus
padrdes ritmicos caracteristicos, sugerindo que o reldgio biolégico da cana-de-agucar
estava, de fato, ativo. Esta observacao foi validada nos ensaios de oligoarrays
realizados a partir do experimento 02, do dia 22 de janeiro de 2013 (vide Capitulo 1).
A segunda observacéao relevante desta analise comparativa foi a alteracdo de fase de
2 h a mais de pico de expressao para o gene ScLHY na coleta 02, quando as plantas
contavam 9 meses. Na coleta 01 (realizada no inverno com as plantas contando cerca
de 4 meses), ScLHY teve seu pico de expressao 3 h apés o amanhecer. Por sua vez,
ScTOC1 teve seu pico de expressdo 11 h apdés o amanhecer e a 1 h do anoitecer. Ja
na coleta 02 (realizada no verdo, com as plantas com 9 meses), ScLHY teve seu pico
de expressao 5 h apds o amanhecer, enquanto ScTOCL1 teve seu pico de expressao

13 h ap6s o amanhecer e a 1 h do anoitecer.
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Figura 5.7: Expressdo comparativa dos genes ScLHY (A) e ScTOC1 (B) de cana-de-aglcar no 6rgao
F1 obtida em experimentos de gPCR. As curvas comparam amostras de F1 das plantas no primeiro
experimento, com plantas de 4 meses e 7 dias (curva azul), e do segundo experimento, com plantas
com 9 meses (curva vermelha). As linhas tracejadas em cinza indicam amanhecer e as linhas
tracejadas em azul e vermelho indicam o anoitecer no primeiro e no segundo experimento,
respectivamente.
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Entretanto, é notavel que mudanca de fase ndo seja observada em ScTOCL1. Este
gene acompanha a transicao claro para escuro do anoitecer, que acontece mais tarde
durante o verdo, estacdo em que se encontravam as plantas com 9 meses. ScLHY,
por outro lado, embora seja um gene fortemente influenciado pela luz, ndo apresenta
um vinculo entre sua expressao no segundo experimento e 0 amanhecer, isto €, seu
pico de expressdo acontece ainda depois do amanhecer, precisamente 5 h depois.
Interessantemente, esta alteracdo na fase de ScLHY e ScTOCL1 de 2h foi observada

também nos 6rgados dreno, isto é, nos entrends E1/2 e E5 (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Expressdo de ScLHY e ScTOC1 de cana nos 6rgdos F1, E1/2 e E5 obtida em ensaios de
gPCR. Embora a amplitude varie entre os 6rgaos, a fase segue a mesma tendéncia. A expresséao de
ScLHY e ScTOCL1 também esta representada graficamente na figura A6 do Capitulo A.

5.4.2 AlteracOes na expressao dos genes ScTOC1 e ScLHY do oscilador
central do relégio biolégico da cana-de-aglucar causadas por

sombreamento a partir de muro erguido no campo

A partir dos resultados obtidos na analise comparativa da expressao normalizada
de ScLHY e ScTOC1 nos dois experimentos do campo 01, foi levantada a hipotese

de que esta mudanca de fase poderia ser causada pelo efeito do sombreamento das
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plantas suficientemente crescidas para sombrearem umas as outras no campo. Para
testar esta hipétese, um novo campo (campo 02) foi plantado para novos
experimentos. Um dos experimentos propostos consistiu em erguer um muro no
campo e analisar a expressao de ScLHY e ScTOC1 apenas nas plantas das linhas
imediatamente proximas ao muro (Figura 5.3). O muro foi construido com altura
suficiente para que as plantas além dele recebessem luz direta apenas 2 h depois do
amanhecer, ao passo que as plantas antes dele percebem a luz simultaneamente ao
surgimento do Sol no horizonte. Desta forma, foi possivel criar um sombreamento
artificial no campo para testar a hipotese.

Foram feitas gPCRs comparando os dados para ScLHY e ScTOC1 das linhas de
plantas antes e depois do muro (Figura 5.9). As plantas contavam 3 meses e 7 dias
e neste experimento foi coletado apenas o 6rgédo F1, uma vez que 0s entrends ainda
nao estavam completamente desenvolvidos. Os dados revelaram a mesma tendéncia
observada nos experimentos do campo 01. A fase de ScLHY estava atrasada em 2 h
nas plantas localizadas depois do muro em relagdo as plantas da linha pré-muro.
ScTOCL1 seguiu a tendéncia de fase imediatamente antes do anoitecer percebido
pelas plantas antes e depois do muro, de modo que também foi observada a mudanca
de fase de 2 h das plantas localizadas antes do muro, onde o anoitecer acontece

posteriormente em relacéo as plantas localizadas depois do muro.
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Figura 5.9: Expressdo comparativa dos genes ScLHY (A) e ScTOC1 (B) de cana-de-agucar no 6rgao
F1 de plantas coletadas no campo 02, durante o experimento baseado em sombreamento artificial das
plantas através de um muro de madeira. Resultados obtidos a partir de ensaios de gPCR. As plantas
contavam 3 meses e 7 dias. As plantas coletadas a partir da fila de plantas pré-muro estdo
representadas pelas curvas em azul e as plantas coletadas a partir da fila de plantas p6s-muro estao
representadas pelas curvas em vermelho. A) As linhas tracejadas em azul e vermelho indicam o
amanhecer percebido pelas plantas antes e depois do muro, respectivamente, e a linha tracejada em
cinza indica o anoitecer. B) A linha tracejada em cinza indica o0 amanhecer e as linhas tracejadas em
azul e vermelho indicam o anoitecer percebido pelas plantas antes e depois do muro, respectivamente.
Barras pretas indicam noite; barras claras indicam dia.
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5.4.3 AlteracOes na expressado dos genes ScTOC1 e ScLHY do oscilador
central do reldgio biolégico da cana-de-agucar observadas nas margens

extremas leste e oeste do campo

Um novo experimento para o campo 02 foi proposto a fim de dar maior suporte
experimental aos dados demonstrando que o sombreamento das plantas crescidas
no campo poderia ser o responsavel pela mudanca de fase de ScLHY no oscilador do
relégio da cana. Este novo experimento, também conduzido em campo, consistiu na
simples coleta ao longo de uma série temporal de plantas pertencentes as margens
extremas leste e oeste do campo (Figura 5.4). As plantas contavam 4 meses e 11
dias, porém ja estavam desenvolvidas o suficiente para sombrearem-se entre si, pois
o campo 02 foi plantado na estacdo chuvosa, em 18 de dezembro de 2015. Como
havia o sombreamento das fileiras de plantas internas, seria possivel testar
novamente a hipétese do sombreamento influenciando a fase de oscilacao do relégio
bioldgico da cana sem artefatos.

Novamente, reacdes de qPCR foram conduzidas e os dados comparados entre as
margens leste e oeste para ScLHY e ScTOC1 (Figura 5.10). Mais uma vez, os dados
sugeriram que o sombreamento das plantas no campo pode estar por tras da mudanca
de fase de ScLHY. Nas plantas localizadas na linha extrema a leste, que percebem
primeiro o amanhecer, este gene foi expresso seguindo a tendéncia da transicao
escuro — claro. Entretanto, o mesmo nao foi observado nas plantas da margem oposta,
a extrema a oeste. Nestas plantas, ScLHY foi novamente expresso com 2 h de atraso,
isto é, a fase de ScLHY estava alterada em 2 h adiante. O experimento também
confirmou a tendéncia de ScTOC1, cuja expressdo segue a transi¢cao claro-escuro.

Sendo assim, desta vez foi observada mudanca de fase de ScTOC1, uma vez que as
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plantas da margem oeste perceberam o anoitecer primeiro do que as plantas da

margem leste.
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Figura 5.10: Expresséo comparativa dos genes ScLHY (A) e ScTOCL1 (B) de cana-de-acucar no 6rgéao
F1 de plantas coletadas no campo 02, durante o experimento baseado em coletas de plantas das
margens extremas leste e oeste do campo, obtida a partir de ensaios de gPCR. As plantas contavam
4 meses e 11 dias. As plantas coletadas a partir da margem leste estdo destacadas pelas curvas em
azul e as plantas coletadas a partir da margem oeste estdo destacadas pelas curvas em vermelho. As
linhas tracejadas em cinza indicam amanhecer e as linhas tracejadas em verde indicam o anoitecer.
Barras inferiores pretas indicam noite; barras inferiores brancas indicam dia.
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5.5.Discussao

Todos os experimentos deste trabalho estdo baseados numa premissa em comum:
analisar o relogio biolégico e os ritmos de plantas de cana-de-agUcar cultivadas em
campo, isto €, em condicdes naturais e flutuantes. Com o andamento dos
experimentos, foi necessario lidar com uma nova hipotese: a influéncia de uma planta
sobre o funcionamento do relégio biologico das outras (e de si propria) no campo, sob
forma de sombreamento, originando uma espécie de fuso horario proprio para esta
populacdo de plantas. Esta ideia ganha suporte no consenso de que o reldgio
biologico é flexivel o suficiente para ressincronizar-se, de modo a se ajustar a
mudancas nas condi¢cdes ambientais. Em Arabidopsis, num experimento conduzido
sob condi¢Bes controladas, foi simulado o efeito de jet lag (ou um outro fuso horério)
em diferentes 6rgaos da planta (Takahashi et al., 2015). O ritmo para TOC1::LUC foi
medido na planta inteira, mostrando sincronizagédo ao novo fuso (Takahashi et al.,

2015).

Porém, é preciso voltar a pergunta inicial: qual seria o perfil do reldgio biologico de
plantas em idades diferentes, submetidas a sazonalidade do ambiente natural.
Experimentos anteriores com cana-de-acgucar conduzidos sob condi¢ces circadianas
com plantas crescidas em laboratdrio ja haviam mostrado que o reldgio biologico era
funcional em cana-de-agucar jovem, com apenas 3 meses de idade (Hotta et al.,
2013). Entretanto, este experimento analisou apenas 6rgéao foliar, de modo que néo
havia pistas de se ou como o relégio biolégico dos entrends da cana funcionaria. Os
dados deste trabalho revelaram que o reldgio da cana cultivada em campo esta ativo

quando ela conta cerca de 4 meses e permanece ativo ao longo de seu

desenvolvimento. E preciso ser considerada a grande influéncia do ambiente no qual
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as plantas estéo inseridas sobre o relogio biolégico e sobre a geracéo de ritmos. Esta
observacdo é esperada, posto que embora o relégio bioldégico seja um mecanismo
gue gera ritmicidade internamente, € influenciado pelo ambiente através das vias de
entrada da rede circadiana. Em arroz, outra espécie de graminea com fotossintese
C3, foram conduzidos experimentos em campo para analisar o comportamento do
relogio biolégico sob condi¢cdes variaveis e seu impacto na ritmicidade de transcritos
expressos (lzawa et al., 2011). Os resultados dos estudos em campo em arroz
evidenciaram a necessidade de aproximar o estudo do reldgio biolégico das plantas
das condi¢des naturais, variaveis e flutuantes, o mais préximo possivel das condi¢bes
enfrentadas pelas plantas em seu ambiente (Izawa, 2012; lzawa, 2015). Esta seria
uma maneira altamente eficiente de avaliar o impacto do relégio biolégico sobre
respostas fisiolégicas e sobre o metabolismo das plantas. No caso de espécies
agricultaveis, o reflexo direto disso seria encontrar pistas para aumento de

produtividade.

Com os resultados do primeiro experimento do campo 01, quando as plantas
contavam cerca de 4 meses, revelando que o relégio do 6rgéo F1 estava funcional, a
préoxima questao dizia respeito ao reldgio bioldégico nos érgaos dreno E1/2 e E5, se
seria funcional. Dado que aos 4 meses as plantas ainda ndo tinham entrends
desenvolvidos, so foi possivel analisa-los no experimento seguinte do campo 01, com
as plantas contando 9 meses. Os resultados dos ensaios de gPCR nao s6 mostraram
gue os orgaos dreno possuem um reldgio funcional, mas que este € sincronizado com
o relégio do 6rgao fonte, F1. Como ja foi discutido no Capitulo 1, o estudo do relogio
biolégico em plantas tem se voltado cada vez mais para analisar o funcionamento dos
reloégios de tecidos diferentes e entender como ocorre a sincronizagéo entre eles,

muitas vezes baseada na expressdo de diferentes componentes do relégio em
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diferentes tecidos ou na geracao de ritmos por um determinado 6rgéao que hierarquiza
o funcionamento do reldgio dos demais 6rgaos — tudo isso, em ultima analise, gerando
o ritmo da planta como um todo (James et al., 2008; Endo et al., 2014; Takahashi et
al., 2015; Bordage et al., 2016). Nos dados de expressao de ScLHY e ScTOC1
levantados para os entrends de cana, ScLHY tem um nivel normalizado de expressao
maior em E1/2, enquanto ScTOC1 é mais expresso em E5. Ou seja, érgaos diferentes
estdo enriquecidos por transcritos diferentes. Semelhantemente, em Arabidopsis
observou-se que o gene do relégio LHY é mais expressos no mesofilo, enquanto o
gene TOC1 é dominantemente expresso na vasculatura (Endo et al.,, 2014). A
especulacdo para esta diferenca de nivel de expressao de ScLHY e ScTOC1 poderia
ser uma possivel relacdo entre o perfil fisiologico de cada 6rgdo e a expresséo

preferencial de genes do reldgio bioldgico.

Sabe-se que o0 sombreamento mutuo de plantas no campo tem efeitos sobre as
plantas. Em sorgo, uma graminea com fotossintese C4 e filogeneticamente proxima a
cana, 0 sombreamento muUtuo e a consequente queda de intensidade de luz
influenciam diretamente a queda na taxa de fotossintese observada no campo de
sorgo (T. Li et al., 2014). Os dados deste trabalho sugerem que o sombreamento
mutuo provoca uma mudanca de fase em dois genes importantes do oscilador central
do relégio bioldgico da cana, SCLHY e ScTOCL. E amplamente difundido que o reldgio
bioldgico tem influéncia sobre a fotossintese (Dodd et al., 2005). Talvez seja possivel
levantar a hipotese de que uma alteracao de fase de 2 h para mais no funcionamento
do relogio (um fator interno) aliada a uma menor intensidade de luz (este um fator
externo) tenham uma influéncia negativa sobre a fotossintese, isto €, cause uma
diminuicdo na atividade fotossintética. As consequéncias fisioldgicas e metabdlicas

diretas disso seriam 1) uma menor producao de acglcares; 2) um acumulo menor de
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acucar pelos entrends. Essencialmente, segundo esta hipétese, é possivel que o
sombreamento muatuo observado no campo e a consequente mudanca de fase
observada no reldgio biolégico da cana-de-agucar tenham um efeito sobre a

produtividade das plantas no campo.

Por outro lado, dados para diferentes cultivares de cana-de-acUcar comercial
(IACSP93-3028 e IACSP93-2060) revelaram que, embora IACSP93-3028 néo
apresentasse um grau elevado de autossombreamento, houve influéncia na
fotossintese, com reducdo de capacidade fotossintética no extrato inferior da planta
(Marchiori et al., 2014). Embora estes dados suportem a hipétese de que o
sombreamento influencie negativamente a fotossintese, o cultivar IACSP93-2060,
com maior autossombreamento, ndo apresentou reducdo na taxa fotossintética em
suas folhas sombreadas, possivelmente por causa de aclimatacdo destas as
condicbes de luz (Marchiori et al., 2014). No caso do cultivar utilizado nos
experimentos do presente trabalho, SP80-3280, é possivel afirmar que o
autossombreamento das folhas do extrato inferior é bastante pronunciado. Sendo
assim, e tomando como base o que foi observado nos cultivares IACSP93-3028 e
IACSP93-2060, € possivel hipotetizar que o sombreamento (tanto o auto quanto o
mutuo) influencia o comportamento do relégio biologico, alterando sua fase.
Entretanto, as folhas sombreadas das plantas do cultivar SP80-3280 podem passar
pela mesma aclimatacdo as condicbes de menor densidade de luz observada no
cultivar IACSP93-2060, de modo que a fotossintese nao seja afetada nos diferentes

extratos foliares da planta. Neste cenario, a produtividade da cana ndo sofreria

prejuizos.

Um primeiro passo na direcdo de testar as duas hipéteses propostas seria uma

série de experimentos em campo. Nela, as plantas do mesmo cultivar seriam
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analisadas em duas fases de desenvolvimento, com as mesmas idades das plantas
analisadas aqui — 4 meses e 9 meses. A expressao dos genes do reldégio ScLHY e
ScTOCL1 nas fases sem sombreamento (plantas com 4 meses) e sombreadas (plantas
com 9 meses) seria novamente analisada paralelo com medicdes feitas por IRGA,
avaliando trocas gasosas, e medicao de clorofila, a fim de montar um panorama da
atividade fotossintética. Nas plantas com 9 meses, folhas de diferentes extratos —
sombreado e ndo sombreado — também passariam pelas mesmas analises. Embora
este conjunto de experimentos ndo pudesse estabelecer uma relacao direta de causa
e efeito, poderia apontar direcbes e correlacdes entre sombreamento, alteracdo de
fase do relogio biologico e consequéncias fisioldgicas e metabdlicas para a cana-de-

acucar.
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5.6. Conclusodes

A analise de expressao de genes importantes do oscilador central do relégio
biolégico da cana, ScLHY e ScTOC1 nas plantas com cerca de 4 meses, quando a
estacdo no campo era inverno, e 9 meses, durante o verao, revelou que o relégio
biologico €, de fato, ativo, com estes genes apresentando a ritmicidade que lhes é
caracteristica nos dois experimentos. Esta ritmicidade € compartilhada e sincronizada
entre os Orgdos analisados folha +1 (F1), entrené 1/2 (E1/2) e entrendé 5 (E5),
mostrando que os 6rgaos com perfil dreno da cana possuem um reldgio ativo e,
portanto, sua fisiologia e metabolismo podem passar por uma regulacdo em escala
temporal. Uma comparacéo entre os perfis de expressédo de ScLHY e ScTOC1 nas
plantas coletadas com 4 meses (inverno) e 9 meses (verdo) revelou uma mudanca de
fase do relogio. A hipotese levantada para explicar estes dados foi o efeito do
sombreamento do campo sobre o relégio bioldgico, assumindo que o reldgio biolégico
da cana é influenciado pelo ambiente. Tanto o experimento baseado em
sombreamento artificial alcangado a partir de um muro quanto o experimento no qual
foram coletadas plantas apenas das linhas marginais leste e oeste do campo
revelaram a mesma alteracdo de fase observada inicialmente no primeiro campo.
Como passos seguintes, seria interessante comparar o perfil de expresséo ritmico
(amplitude e fase) de outros genes do oscilador central do reldgio biologico da cana
das mesmas amostras de plantas utilizadas nos experimentos executados para
ScLHY e ScTOC1, detalhando em maior escala a alteracdo de fase do reldgio da cana.
Outra questdo relevante seria avaliar o impacto fisiolégico e metabdlico do

sombreamento e alteragdo de fase do reldgio da cana-de-acucar.
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6. Capitulo 3: Expressao de isoformas alternativas e
multiplos alelos dos genes do relégio bioldgico da

cana-de-acucar
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6.1. Introducéo

O splicing alternativo (alternative splicing, AS) € um mecanismo que produz
multiplos transcritos a partir de um Unico gene, seja por retencéo de regides intrénicas
ou por diferentes arranjos dos éxons. Algumas destas isoformas alternativas
produzidas possuem codons de terminacdo prematura (premature termination
condon, PTC) inseridos na sequéncia codificante, os quais direcionam este mRNA
resultante para degradacgao via nonsense-mediated mMRNA decay (NMD) (Filichkin &
Mockler, 2012; Kalyna et al., 2012; Marquez et al, 2012). Estes transcritos portadores
de PTCs também podem produzir polipeptidios truncados, sem dominios funcionais
ou motivos proteicos importantes, que competem com sua contraparte proteica
inteiramente funcional (Seo et al., 2011; Mastrangelo et al., 2012; Reddy et al., 2013).
Em plantas, eventos de AS foram observados em cerca de 60% dos genes que
contém introns em Arabidopsis thaliana, 30% em arroz (Oriza sativa) e 38% em milho
(Zea mays) (Marquez et al., 2012; Staiger & Brown, 2013; Filichkin et al., 2015; Min et

al., 2015).

Assim como o relégio bioldgico, a influéncia do AS sobre a fisiologia e o
metabolismo da plantas é marcante em diversos eventos: no desenvolvimento das
plantas, na especificacdo gamética celular inicial até a maturacdo da semente (Moll et
al., 2008; Liu et al., 2009; Sugliani et al., 2010; Fouquet et al., 2011) e até no tempo
de floracdo e no desenvolvimento da inflorescéncia (Zhang et al., 2011; Severing et
al., 2012; Rosloski et al., 2013). Tanto o estresse bidtico quanto o abidtico estédo
intimamente relacionados ao AS. Plantas sob condicbes de estresse mudam
acentuadamente seus padrdoes de AS (Palusa et al., 2007; Staiger & Brown, 2013;
Ding et al., 2014; Filichkin et al., 2014). Além disso, muitos genes do reldgio bioldgico

produzem formas alternativas de seus transcritos, que podem conter PTCs (Filichkin
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et al., 2010; James et al., 2012; James et al., 2012a; Jones et al., 2012; Filichkin et al.,
2014; Calixto et al., 2016). Este fenbmeno é bastante conservado entre plantas, como
Arabidopsis, Populus, arroz, Brachypodium distachyon e cevada — todas plantas de
fotossintese C3 (Filichkin et al., 2010; Calixto et al., 2016). Pouco se sabe sobre como
o AS influencia o relégio biolégico de plantas com fotossintese C4, como a cana-de-

acucar.

Os cultivares modernos de cana-de-agucar, de carater hibrido interespecifico,
apresentam aneuploidia e uma macica poliploidia, contendo de 6 a 14 copias de cada
cromossomo (Garcia et al., 2013). A montagem de novo e analise do transcriptoma
de algumas variedades de cana-de-acucar, incluindo a SP80-3280, utilizada neste
trabalho, feita por RNA-seq revelou a presenca de 708.125 SNPs (Cardoso-Silva et
al., 2014), dado que sugere que ha a expressao de haplotipos diferentes ao longo do
genoma. Por exemplo, uma analise na familia génica da sacarose sintase (SuSy)
realizada nas espécies ancestrais de cana-de-acucar S. officinarum, S. spontaneum
e S. robustum revelou a presenca de diferentes haplétipos para a familia génica SuSy,
sendo estes expressos e traduzidos (Zhang et al., 2013). O estudo de outra familia
génica relacionada ao metabolismo da sacarose nos mesmos ancestrais de cana-de-
acucar, dos transportadores de sacarose, demonstrou ndao s6é um padrdo de
conservagao de éxons e introns, mas também a presenca de multiplos alelos (Zhang
et al., 2016), reforcando a idéia de que algo semelhante poderia acontecer nos genes

do reldgio biolégico dos cultivares hibridos da cana-de-agucar.

Embora muito se saiba separadamente sobre o reldgio biolégico de plantas, cana-
de-aclcar e AS, ndo ha estudos integrados sobre os trés temas. A importancia de
estudar as relagfes destes trés elementos em condi¢des naturais e, portanto, sujeitas

a flutuacado e a interacdo complexa entre componentes bidticos e abidticos € entender
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melhor e de forma mais detalhada o impacto do relégio biolégico e do AS sobre a
fisiologia e 0 metabolismo das espécies agricultaveis. Enquanto AS ainda nao foi
estudado em plantas cultivadas em ambiente natural, ha trabalhos descrevendo o
funcionamento do reldgio bioldgico das plantas sob condicbes de campo, sobretudo
em arroz (Izawa et al., 2011; Sato et al., 2011; Nagano et al., 2012). Nestes estudos,
€ demonstrado que o reldgio bioldgico esta ativo e sofre grande influéncia do ambiente
flutuante, sobretudo da variavel ambiental luz. Em tomate, ha experimentos realizados
em casas de vegetacao do tipo sunlight-type plant factory, que se aproximam bastante
de condi¢cdes ambientais (Higashi et al., 2016). Em Arabidopsis também j& foram
conduzidos experimentos em campo para analisar marcadores fisiolégicos (Richards
et al., 2012). Todos estes experimentos executados a partir de plantas crescidas em
campo, em seu ambiente natural, sdo importantes por representarem o préximo passo
para um entendimento mais completo de como as variacbes ambientais séo
percebidas, processadas pelo relégio bioldgico e traduzidas sob forma de respostas
fisiologicas e metabdlicas pelas plantas. De fato, pistas da influéncia do ambiente
sobre a expressao das isoformas dos genes do reldgio biolégico da cana-de-agucar
foram deixadas por um estudo realizado em condi¢des circadianas controladas
envolvendo AS no gene AtCCA1l de Arabidopsis, demostrando que alteracfes na
intensidade da luz controlada alteraram a expressao de isoformas alternativas deste
gene (Filichkin et al., 2010). Até o presente, ndo ha estudos publicados que tenham
explorado a relacédo entre o relégio biolégico e eventos de AS em plantas cultivadas

em ambiente natural.
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6.2.0bjetivos

Esta parte do trabalho visa investigar a expressdo de isoformas alternativas,
geradas por AS, e multiplos alelos de alguns genes do reldgio biolégico da cana-de-

acucar.

Fazem parte deste capitulo os seguintes objetivos especificos:

. Identificar a presenca de eventos de splicing alternativo (AS) nos genes do
relégio biolégico de cana-de-acucar: ScLHY; ScPRR37; ScPRR73;
ScPRR95; ScTOC1 a partir de amostras de cana-de-acUcar cultivada em
campo;

. Analisar a dindmica das isoformas alternativas para os genes do relogio
bioldgico da cana-de-aglcar analisados ao longo de duas séries temporais
de 26 h;

o Comparar as isoformas alternativas para os genes do reldgio biolégico
encontradas em trés érgaos fisiologicamente distintos;

. Identificar multiplos alelos para genes do relégio biolégico da cana-de-acucar
selecionados para estas analises;

. Identificar se ha a expresséo de isoformas alternativas e principais para um
mesmo alelo dos genes do reldgio bioldgico da cana-de-agucar cultivada em

campo.
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6.3. Material e Métodos

6.3.1. Reacdes de PCR

Todos os pares de primers utilizados nas reacdes de PCR foram desenhados
utilizando o  programa  disponivel online  PrimerQuest Tool (IDT)
(http://www.idtdna.com/primerquest/home/index). Cada par de primers foi desenhado
considerando a especificidade para a regido a ser amplificada em cada gene
analisado. Os fragmentos gerados tinham entre 242 e 805 pares de base (Tabela 6.1).
Todas as reacdes de PCR foram conduzidas utilizando a enzima Go Taq DNA
Polymerase (Promega, Madison, WI, USA), seguindo o protocolo do fabricante.
Resumidamente, as reagdes de PCR tinham volume final de 20 uL, contendo 2 uL de
cDNA diluido 3x, 10 pL de cada primer, 4 uL do tampao 5x Green Go Taq Buffer, 0.15
ML da enzima Go Taqg DNA Polymerase, 2mM de dNTPs. As condi¢cdes de reacéo
foram: ciclo Unico inicial a 94°C por 2 mins; 20 - 30 ciclos divididos em: 94°C for 15 s,
50°C por 15 s, 72°C por 30 s; extensao final a 72°C por 5 minutos. As reacdes de PCR
voltadas para amplificagcdo dos genes normalizadores SCGAPDH e ScPP2AA2 foram
executadas para todas as amostras de cDNA. Para controle negativo, as reacdes de
PCR foram executadas utilizando RNA como molde e para controle positivo, as
reacoes de PCR contavam com DNA gendémico como molde. Todos os fragmentos
amplificados pelas reac¢des de PCR foram analisados tomando-se 10 pL de reagéo de
PCR e submetendo a eletroforese em gel de agarose 1.5% (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) e TBE concentrado 1x (50 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM Boric Acid,

1mM EDTA)
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Tabela 6.1: Lista dos pares de primers gene-especificos para cana-de-aglicar com suas respectivas
sequéncias. Destacados em amarelo estao os primers para genes normalizadores; destacados em azul

estdo os primers utilizados para amplificar os genes do relégio biolégico analisados.

Gene Nome do Primer Sequéncia (5' — 3")
ScGAPDH GAPDH-FW CACGGCCACTGGAAGCA
GAPDH-RV TCCTCAGGGTTCCTGATGCC
SCPP2AAR PP2AA2-FW GCGCCTTAACTCCATCAGAA
PP2AA2-RV GCTCTACACCTCCAACATAAGG
ScLHY-Ex1-FW CTGTTGCACATTTCCCTTCTG
ScLHY ScLHY-Ex3-RV TTTGAGCGTGACTTCTGATCT
ScLHY-Ex5-FW ACCTACCACAGGAGCTGATA
ScLHY-Ex6-RV GATAAATGCTTGTGGCGTTCTT
ScTOCL ScTOC1-Ex1-FW ATTCTTCTCTGCGACGGCGA
ScTOC1-Ex4-RV TAGGCCTATCGTCTGTCTCGT
ScPRR37-Ex1-FW GGAATGACAATCTGAGGAGCAG
ScPRR37-Ex3-RV AGTTCATTCTTACGTATAGGCTTGG
SCPRR37 ScPRR37-Ex5-FW TGTGGAGATGGTGCCAATAC
ScPRR37-Ex7-RV-new GCAACATCACCCTGTCCTTAT
ScPRR37-Ex7-FW-new GAGCAACTCAGGCAGTAACA
ScPRR37-Ex7-RV GCATAGCTTGCTTTACGAACTG
ScPRR73-Ex1-FW GAGAGGTTCCTACCTGTGAAGA
ScPRR73-Ex4-RV CTGTGTCTGGATGCCACTTT
ScPRR73-Ex4-FW GTGACGAGTATGAGAACGACAG
SCPRR73 ScPRR37-Ex6-RV GAGTTCCTAGGAGCACCTATTTC
ScPRR73-Ex6-FW CAAGATGCCCGATGGAAATG
ScPRR73-Ex7-RV GACGTTACTCTCTCCCTGTTAG
ScPRR73-Ex7-FW GGGTGTCTCAGTTGGTCATAAT
ScPRR73-Ex8-RV TGAACCTTGCGCTGCTT
ScPRR59-Ex3-FW AGTGGACTTCCTTGTGAAACC
SCPRR95 ScPRR59-Ex5-RV GAACCAGCCACTTCATCTCTAC
ScPRR59-Ex7-FW ATTCTTCGGGAATCAGGAGAAC
ScPRR59-Ex8-RV CAGTTTCTGCTTCTGTTGTTGTAG

6.3.2. Reacdes de High Resolution RT-PCR (HR RT-PCR)

As reacdes de HR RT-PCR foram conduzidas de acordo com o protocolo proposto
por Simpson et al., 2007 (Figura 6.1) e executadas utilizando, quando possivel, os
trés 6rgdos analisados, folha +1 (F1), entren6s 1 e 2 (E1/2) e entrend (E5), pois ha

coleta 01 (realizada em 23/08/2013, no inverno) as plantas contavam com apenas 4
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meses e ainda ndo tinham entrends desenvolvidos, dai a coleta restringir-se ai apenas
ao orgao F1. As reacoes de HR RT-PCR foram todas feitas a partir de 3 réplicas
biologicas, exceto para as reacdes envolvendo 6rgédo F1 das plantas da coleta de
23/08/2016 (a primeira coleta ou coleta 01), nas quais apenas 2 réplicas biologicas
tiveram qualidade suficiente para serem utilizadas. Em todas as reagdes, o primer
forward de cada par foi marcado com 6-carboxiflouresceina (FAM) e a polimerase
utilizada foi a Tag DNA Polymerase (Roche Life Science, Indianapolis, IN, USA). As
reacoes foram executadas em placas de 96 pocos de 0,2 mL (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA USA). Cada reacdo de HR RT-PCR contava com um volume
final de 20 pL, dos quais 2 pL de cDNA diluido 3x, 10 uM de cada primer, 2 pyL de
tampao contendo MgCl2 10x PCR Reaction Buffer, 0,15 yL de Taq DNA Polimerase,
2mM de dNTPs. As condicdes de reacao foram padronizadas em: ciclo Unico inicial a
94°C por 2 min; 22 — 26 ciclos divididos em trés passos: 94°C por 15 s, 50°C por 15 s,
70°C por 30 s; extensao final a 70°C por 5 min. Uma vez que cada reagcédo em placa
estava finalizada, 1 uL de cada reacao era adicionado a um mix contendo 9 pL de Hi-
Di Formamide (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e 0,5 pL
de 500 LIz Standard (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Estas reacdes
seguiram para genotipagem em sequencidador modelo ABI 3730 Automatic DNA
Sequencer(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Os
resultados foram extraidos com o auxilio do programa GeneMapper (Applied

Biosystems, Carlsbad, CA, USA).
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PCR
em placa no Gene

=

Figura 6.1: Esquema simplificado para a reagdo de HR RT-PCR. Um lote de reacbes de PCR é
realizado em placas de 96 pocos com o primer forward de cada par utilizado marcado com 6-
carboxiflouresceina (FAM). Estas reacdes seguem para preparagdo para genotipagem utilizando Hi-Di
Formamide e LIZ Standard. As rea¢fes de genotipagem vao para sequencidador modelo ABI 3730
Automatic DNA Sequencer e os resultados sao extraidos com o auxilio do programa GeneMapper.

6.3.3. Clonagem e sequenciamento

Para identificar as formas de splicing alternativo e completamente processadas,
assim como todos os alelos expressos, reacdes de RT-PCR seguidas pela clonagem
das formas alternativas e completas de cada transcrito de cada gene foram realizadas.
A escolha dos primers e as definicbes do que seriam as formas alternativas e
completas para cada transcrito de gene do reldgio biolégico foram definidas a partir
da anotacdo manual de todas as sequéncias para todos 0s genes analisados para o
relégio biolégico. As clonagens dos produtos das reacdes de RT-PCR foram
conduzidas usando os fragmentos de PCR purificados com o QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA). Cada fragmento purificado foi clonado
no vetor pGEM-T Easy Vector (Promega, Madison, WI, USA) seguindo o protocolo
sugerido pelo fabricante. Resumidamente, cada reacéo continha 3 uL de produto de
PCR purificado, 5 yL de tampéao Rapid Ligation Buffer, 1 yL do vetor pGEM-T Easy
Vector (50 ng) e 1 uL da ligase T4 DNA Ligase (3 unidades Weiss/uL). As reacdes de
ligacdo foram incubadas overnight a 4°C. 2 pyL de cada reacdo de ligacdo foram
usadas nas transformagdes por choque térmico da linhagem JM109 High Efficiency
Competent Cells (Promega, Madison, WI, USA), seguindo o protocolo do fabricante.
As células transformadas foram plaqueadas em meio seletivo LB/ampicilina/IPTG/X-

gal e incubadas overnight a 37°C. Algumas colbnias positivas foram aleatoriamente
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selecionadas para extracdo plasmidial usando QIAprep Miniprep Kit (QIAGEN,
Valencia, CA, USA). Os plasmidios extraidos foram confirmados via reacdes de PCR
utilizando primers especificos para cada fragmento clonado, reacdes de digestdo com
as enzimas de restricdo Pstl and Ncol (Promega, Madison, WI, USA) e
sequenciamento de Sanger, realizado no servico de sequenciamento do James
Hutton Institute (Dundee, UK). Os eventos de splicing alternativo e os SNPs foram
identificados comparando os resultados de cada sequenciamento com as sequéncias
genbmicas de cana-de-acucar manualmente anotados utilizando a ferramenta
disponivel online Clustal Omega (https:/lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). A
ferramenta disponivel online ExPaSy (http://web.expasy.org/translate/) foi utilizada

para verificagdo de ORF de cada sequéncia obtida nos sequenciamentos.
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6.4.Resultados

6.4.1. Anotacao e estrutura génica dos genes do relégio biolégico da

cana-de-acucar

Em Arabidopsis, eventos de AS nos genes do reldgio biologico sdo bastante
conhecidos (James et al., 2012). Para investigar a presenca de eventos de AS na
cana-de-acgucar, foram selecionados para investigacdo os homélogos ScLHY,
ScPRR37, ScPRR73, ScPRR95 e ScTOCL1 (Hotta et al.,, 2013). Estes homélogos
haviam sido inicialmente identificados a partir de alinhamentos entre sequéncias de
DNA codificantes (CDS) de genes do reldgio biolégico de Arabidopsis e arroz e a
colecao de Expressed Sequence Tags (ESTs) de cana-de-agucar disponivel no banco
de dados SUCEST (http://sucest-fun.org/) (Hotta et al., 2013).

Esta abordagem foi a mais viavel até entdo, dado que o genoma completo da cana-
de-acucar ainda néo foi publicado, havendo apenas algumas sequéncias disponiveis
(Vettore et al., 2001; de Setta et al., 2014). Para este trabalho, sequéncias genémicas
ainda ndo publicadas do genoma da cana-de-acucar (Sugarcane Genome Project,
ainda ndo publicado) foram utilizadas para identificar os contigs genomicos para
ScLHY (anteriormente identificado como ScCCAl), ScTOC1l, ScPRR73
(anteriormente identificado SCPRR3) e ScPRR95 (anteriormente identificado como
ScPRR59) (Tabela 6.2). Um novo homologo, ScCPRR37, foi identificado pela primeira
vez nestas anotacdes de sequéncia (Figura 6.2). Estes genes foram reclassificados
apos novas arvores filogenéticas terem sido construidas a partir das sequéncias
gendmicas de cana-de-acUcar e novas sequéncias de gramineas (Hotta et al., 2013,

Calixto et al., 2015).
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Tabela 6.2: Lista dos contigs gendémicos de cana-de-acUcar utilizados neste trabalho para identificar
as estruturas génicas. As sequéncias de Sugarcane Assembled Sequences (SAS) obtidas no banco de
dados SUCEST para cada gene também estdo disponiveis. Todos os SAS representam alelos
expressos diferentes daquelas identificados nos contigs genémicos, ou seja, ndo ha correspondéncia
entre contigs e SAS.

Gene Contig Gendmico SAS (Sugarcane Assembled sequence)
scga7_uti_cns 0113118, SCCCLR1048E10.g
scga7_uti_cns_0132185, SCCCLR1C08G10.g

ScLHY scga7_uti_cns_0106856,

scga7_uti_cns_0252442,
scga7_uti_cns_0342123

ScPRR37 scga7_uti_cns_0091208

ScPRR73 scga7_uti_cns_0008685 SCACLR1057C07.g
ScPRR95 scga7_uti_cns_0218008 SCCCLR1077F09.9
ScTOC1 scga7_uti_cns_0300183 SCCCSB1002H04.9

SCEPLB1042B08.g

A identificacdo dos motivos intrénicos foi conduzida a partir do alinhamento com
os ortélogos de gramineas identificados e considerando os pares flanqueadores
GT...AG, também observados em sorgo e cevada. A sequéncia codificadora de DNA
(coding DNA sequence, CDS) de cada homdlogo do reldgio biolégico de cana-de-
acucar manualmente anotada neste trabalho foi submetida a traducgéo in silico a fim
de se checar a janela de leitura das sequéncias. Entretanto, vale salientar que, devido
ao fato de algumas sequéncias génicas, como aquela para ScLHY, estarem
distribuidas em diferentes contigs génicos, a estrutura génica para os genes do relégio
da cana-de-acucar pode ndo estar completa. Entéo, para ScLHY, a estrutura génica

aqui proposta esta baseada na sequéncia dos seus contigs e na homologia entre cana,

cevada e sorgo.
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Figura 6.2 (pagina anterior): Estruturas génicas para os genes do reldgio bioldgico da cana-de-acgucar
ScLHY, ScPRR37, ScPRR73, ScPRR95 e ScTOC1. Em branco, as regides 5’ e 3’ UTR; os retangulos
em preto mostram os éxons; as linhas em preto mostram os introns; o retangulo branco contornado em
tracejo vermelho representa o éxon alternativo; linhas tracejadas e continuas em vermelho mostram os
eventos de AS, devidamente identificados. A localizacdo dos principais dominios proteicos esta
destacada em cinza e identificada. As setas vermelhas apontam para regides de ocorréncia de indels.

6.4.2. ldentificacdo de eventos de AS nos genes do reldgio biolégico da

cana-de-agucar

Reacdes de RT-PCR foram conduzidas para procurar tanto por transcritos
completamente processados quanto pelos transcritos alternativos para os genes do
relégio biolégico da cana-de-acucar selecionados para analise — ScLHY, ScCPRR37,
ScPRR73, ScPRR95 e ScTOC1. As RT-PCRs foram executadas utilizando cDNA
sintetizado a partir de RNA de F1, 6rgdo coletado de plantas de cana-de-acucar
crescidas em campo a cada 2 h ao longo de 26 h, com ponto de coleta inicial cerca
de 1 hora antes do amanhecer. Houve dois ciclos de coleta: o primeiro durante o
inverno, quando as plantas contavam cerca de 4 meses (coleta 01), e o segundo
durante o verdo, quando as plantas contavam 9 meses (coleta 02) (vide Material e
Métodos Gerais, secéo 3.1). Da coleta 01, o RNA de F1 obtido a partir de 6 pontos
temporais distintos foi utilizado nas reacfes de RT-PCR, baseando-se no pico de
expressao de cada gene (Hotta et al., 2013) (vide Capitulo 1) (ZT1 e ZT1 para ScLHY;
ZT3 e ZT11 para ScCPRR37 e SCPRR73; ZT3 e ZT9 para SCPRR95; ZT9 e ZT13 para
ScTOC1). Da coleta 02, o RNA F1 obtido a partir de 8 pontos temporais foi utilizado
(ZT1, ZT3 e ZT+5 para ScLHY; ZT7 e ZT11 para ScCPRR37 e ScCPRR73; ZT5 e ZT11
para ScPRR95; ZT11l, ZT13 e ZT15 para ScTOC1l). Os pontos temporais
considerados para as reagfes de RT-PCR foram especificos para o pico de expressao
de cada gene, de acordo com os resultados obtidos nas reagcdes de qPCR feitas com
estas mesmas plantas (vide Capitulo 2 e Hotta et al., 2013). A confirmacdo das

diferentes isoformas obtidas nestas RT-PCRs foi feita a partir de duas abordagens
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combinadas: analise do tamanho do fragmento obtido nas reacbes de RT-PCR e
clonagem e sequenciamento destes fragmentos.

Os resultados destas abordagens revelaram a presenca de eventos de AS em 4
dos 5 genes analisados: ScLHY, ScPRR37, SCPRR73 and ScPRR95 (Tabela 6.3). A
retencdo de intron (intron retention, IR) foi o evento mais frequente, sendo identificado
nos quatro genes. Em todos os casos de IR, houve insercéo de PTCs nas sequéncias
(Figura 6.2). Além de IR, em ScPRR37 foi observado um éxon alternativo no meio do
intron 2 (Exla) (Figura 6.2). Nesta isoforma, um PTC foi inserido no transcrito. No
mesmo homodlogo, foi encontrada uma isoforma na qual o éxon 3 foi removido na
transcricdo da sequéncia (E3S) (Figura 6.2), evento que também inseriu um PTC no
transcrito. Um sitio alternativo de splicing foi observado em outra isoforma de
ScPRR37, localizado na extremidade 5 do éxon 3 (Alt 5° ss E3) (Figura 6.2). A
proteina resultante desta isoforma mantém janela de leitura com 10 aminoacidos a
menos do que na isoforma completamente processada. Em ScPRR73, ha um sitio de
splicing que remove 245 nucleotideos do meio dos éxons 4 e 5 (Figura 6.2),
resultando em uma proteina traduzida contendo janela de leitura sem danos aos
dominios de Resposta Regulatéria e CCT, que sao dominios considerados
importantes nesta classe de fatores de transcricdo. No homélogo SCPRR95 h4 um
sitio alternativo de splicing na extremidade 5’ do éxon 5 (Alt 5’ ss E5) que adiciona um

PTC no final do éxon 5.
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Tabela 6.3: Eventos de AS encontrados nos genes do relégio biolégico da cana-de-acucar.

*Todos os eventos foram confirmados por sequenciamento de Sanger.

Gene Evento de AS* Efeito no transcrito
i i Insere PTC no transcrito
ScLHY !ntron 1 retfdo (I11R) . -
Intron 5 retido (I5R) Cria PTC no Exon 6
Exon Alternativo 1 (Ex1a) Insere PTCs no transcrito
Exon 3 skipping (E3S) Insere PTCs no Exon 4
intron 3 retido (I13R) Cria PTC no Exon 3
intron 6 retido (I6R) Insere PTC no transcrito
ScPRR37 ¢ : : -
Intron 7 retido (I7R) Cria PTCs no Exon 8

Sitio Alternativo de Splicing na Proteina mantém janela de leitura;
extremidade 5' do éxon 3 (SS 5’ Alt remove 30 nucleotideos da regido
E3) do dominio PRR

intron 2 retido (12R) Insere PTC no transcrito
Proteina mantém janela de leitura;

Sitio Alternativo de Splicing entre remove 245 nucleotideos do

SCPRR73 éxons4eb5 transcrito

intron 6 retido (I6R) Insere PTC no transcrito

Sitio Alternativo de Splicing na Insere PTC no Exon 5

SCPRR95 E)é;c)remldade 5'do éxon 5 (SS 5’ Alt

intron 7 retido (I7R) Insere PTC no transcrito

6.4.3. AlteracGes Sazonais e/ou de Desenvolvimento nos Padrdes de AS

Uma vez identificadas e confirmadas as formas alternativas e completamente
processadas (fully spliced, FS) para os genes do reldgio biolégico da cana-de-acucar,
(vide secéo 6.3.2), a dindmica de expressdo das formas FS e AS de cada gene ao
longo da série temporal de 26 h foi examinada para as plantas dos dois ciclos de coleta
(4 meses/inverno e 9 meses/verao). A metodologia de HR RT-PCR foi escolhida para
explorar os niveis de expressédo das formas FS e AS (Simpson et al., 2007). Esta
técnica € baseada na marcacéo fluorescente de um dos primers de cada par utilizado
numa reacao de PCR para amplificar uma dada regido de um gene. Esta reacdo de

PCR subsequente é submetida a uma reagéo de genotipagem e um painel é gerado
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com o software ABI 3730. Esta reacéo permite a separagéo dos fragmentos aplificados
por PCR pelo tamanho, indicando diferentes formas de AS e a sua quantificacdo. Os
pares de primers utilizados nas rea¢des de HR RT-PCR tinham a mesma sequéncia
daqueles utilizados para amplificar as regibes analisadas dos genes do rel6gio nos
ensaios de RT-PCR (Tabela 6.1). O cDNA utilizado nestes ensaios foi 0 mesmo
utilizado nas reacdes de RT-PCR, sintetizado a partir de RNA extraido de 6rgaos F1,
E1/2 e E5 de plantas de cana-de-agucar crescidas em campo. As amostras das duas
coletas disponiveis foram utilizadas também nas HR RT-PCRs: a coleta 01 (realizada
no inverno e quando as plantas contavam cerca de 4 meses) e a coleta 02 (realizada
no verdo, quando as plantas contavam 9 meses). Os genes normalizadores
selecionados para estes experimentos foram ScGAPDH, como controle para
ritmicidade, e SCPP2AA2, como controle para AS, visto que este gene nao possui
multiplas isoformas. Inicialmente, os genes ScLHY, ScCPRR37, SCPRR73 ScPRR95 e
ScTOC1 foram examinados em F1 (Figuras 6.3 a 6.9). Posteriormente, os homélogos
ScLHY e ScPRR37 foram analisados também nos érgdos E1/2 e E5 (Figuras 6.10 a

6.12).



134

F1 F1
Coleta Coleta
01 e
(inverno) (veréo)
ScLHY -ElaE3 ScLHY - El1aE3

08

Expressao normalizada de ScLHY
Expressao normalizada de ScLHY

r . : : : " "
0 5 10 15 2 0 5

0,24 10 15 20 %
Tempo apds 0 amanhecer Tempo ap6s 0 amanhecer
ScLHY -E5 aE6 ScLHY - E5aE6
30 20
—o— FS 18 —— FS
25 —o— 5R —0— [5R
N > j
16
I I -~
3 3
0 20 (g 1,4 4
3 T o,
8 3
g 8 10
T @
£ £ 081
5 10 5 L
c o 061
o] o}
[ 2 | >
@ 05 g o4
g 3
X 4 1
w o - w02 L
00§
T T : T T
0 5 10 15 20 0240 5 10 15 20 %
Tempo ap6s 0 amanhecer Tempo ap6s 0 amanhecer

Figura 6.3: Perfil de expressao de todas as isoformas para o gene do relégio biolégico ScLHY do érgéo
F1 da cana-de-agucar. As isoformas principais completamente processadas estao representadas pelas
curvas em roxo (FS) e as isoformas alternativas correspondem as curvas verdes. A esquerda estdo
sempre as séries temporais originadas de plantas coletadas no inverno, quando tinham 4 meses.
Sempre a direita estao as séries temporais de verdo, quando as plantas tinham 9 meses.
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Figura 6.4: Perfil de expressao de todas as isoformas para o gene do relégio bioldgico SCPRR37 do
orgéo F1 da cana-de-agucar. Aqui estdo os resultados para os eventos compreendidos entre 0s éxons
El a E4. As isoformas principais completamente processadas estéo representadas pelas curvas em
roxo (FS) e as isoformas alternativas correspondem as curvas verdes. A esquerda estdo sempre as
séries temporais originadas de plantas coletadas no inverno, quando tinham 4 meses. Sempre a direita
estdo as séries temporais de verdo, quando as plantas tinham 9 meses.
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Figura 6.5: Perfil de expressao de todas as isoformas para o gene do relégio biolégico SCPRR37 do
orgdo F1 da cana-de-acucar. Aqui estdo os resultados para os eventos compreendidos entre os éxons
E6 a E7 e E7 a E8. As isoformas principais completamente processadas estao representadas pelas
curvas em roxo (FS) e as isoformas alternativas correspondem as curvas verdes. A esquerda estio
sempre as séries temporais originadas de plantas coletadas no inverno, quando tinham 4 meses.
Sempre a direita estao as séries temporais de verdo, quando as plantas tinham 9 meses.
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Figura 6.6: Perfil de expressao de todas as isoformas para o gene do relégio biolégico SCPRR73 do
Orgéo F1 da cana-de-acUcar. As isoformas principais completamente processadas estdo representadas
pelas curvas em roxo (FS) e as isoformas alternativas correspondem as curvas verdes. A esquerda
estdo sempre as séries temporais originadas de plantas coletadas no inverno, quando tinham 4 meses.
Sempre a direita estao as séries temporais de verdo, quando as plantas tinham 9 meses.
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Figura 6.7: Perfil de expressao de todas as isoformas para o gene do relégio biolégico SCPRR95 do
orgdo F1 da cana-de-acucar. Na figura estdo os resultados para os eventos compreendidos entre 0s
éxons E3 a E5. As isoformas principais completamente processadas estéo representadas pelas curvas
em roxo (FS) e as isoformas alternativas correspondem as curvas verdes. A esquerda estdo sempre
as séries temporais originadas de plantas coletadas no inverno, quando tinham 4 meses. Sempre a
direita estao as séries temporais de verdo, quando as plantas tinham 9 meses.
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Figura 6.8: Perfil de expressao de todas as isoformas para o gene do relégio biolégico SCPRR95 do
orgdo F1 da cana-de-aglcar. Na figura estéo os resultados para os eventos compreendidos entre 0s
éxons E3 a E5 e entre os éxons E7 a E8. As isoformas principais completamente processadas estao
representadas pelas curvas em roxo (FS) e as isoformas alternativas correspondem as curvas verdes.
A esquerda estdo sempre as séries temporais originadas de plantas coletadas no inverno, quando

tinham 4 meses. Sempre a direita estdo as séries temporais de verdo, quando as plantas tinham 9
meses.
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Figura 6.9: Perfil de expressao de todas as isoformas para os genes do relégio biolégico ScTOC1 do
orgéo F1 da cana-de-acUcar. As isoformas principais completamente processadas estdo representadas
pelas curvas em roxo (FS) e as isoformas alternativas correspondem as curvas verdes. A esquerda
estdo sempre as séries temporais originadas de plantas coletadas no inverno, quando tinham 4 meses.
Sempre a direita estao as séries temporais de verdo, quando as plantas tinham 9 meses.

Dos cinco genes do relégio da cana-de-acucar selecionados para investigacdo
neste trabalho, ScLHY, ScPRR37, SCPRR73 ScPRR95 e ScTOC1, os experimentos
de HR RT-PCR revelaram a dindmica do evento de IR nos genes ScLHY, ScCPRR37
and ScPRR73 (Figuras 6.3 a 6.9). Os eventos de IR para os introns 1 (I1R) e 6 (I6R)
de ScLHY foram observados ao longo do tempo nos dois ciclos de coleta, incluindo
nos entrends das plantas coletadas no verdo, quando contavam 9 meses (Figura
6.10). O pico de expressao das formas alternativas, entretanto, ndo coincide com o
pico de expressao de FS. I1R de ScLHY, que atinge o pico de expressdo menos de 1
h depois do amanhecer nos dois ciclos de coleta (Figura 6.3), enquanto a forma FS
para esta regido atinge seu pico de expressao cerca de 5 h depois do amanhecer para
plantas coletadas no inverno e 7 h apés o amanhecer para as plantas coletadas no
verao. I6R de ScLHY tem expressdo maxima em torno do amanhecer para as plantas

coletadas no inverno, enquanto é praticamente nao detectado na coleta de verdo. A
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forma FS para esta regido atinge expressao maxima cerca de 5 h apés o amanhecer
na coleta de inverno e 7 h apés o amanhecer na coleta de verdo (Figura 6.3).

Para o gene ScCPRR37, os resultados das HR RT-PCRs apontam para a expressao
do evento de AS retencdo dos introns 2(I12R), 6 (I6R) e 7 (I7R) e do evento de
processamento do éxon 3 (E3S) nos dois ciclos de coleta (Figuras 6.4 e 6.5). O pico
de expresséao das isoformas principais (FS) nas plantas coletadas no inverno ocorreu
cerca de 5 h depois do amanhecer, o que aconteceu 2 h antes do pico da forma FS
desta regido. Ja a o pico de expressdo das formas alternativas variou conforme o
evento. Entretanto, os picos das isoformas FS ocorrem com atraso de 2 h nas plantas
da coleta de verao, o que € observado também nos entrends (Figuras 6.11 a 6.12).

O gene ScPRR73 revelou a retencdo dos introns 2 (I2R) 6 (I6R) nos seus
transcritos (Figura 6.6), sendo I2R apenas observada nas plantas coletadas no
inverno, quando contavam 4 meses. A I6R foi observada nos dois ciclos de coleta,
com dois picos de expressdo nas plantas da coleta de inverno: o primeiro cerca de 5
h depois do amanhecer (ZT5) e o segundo 9 h depois do amanhecer. Nas plantas da
coleta de verdo, os picos foram observados cerca de 7 h ap6s o amanhecer e 15 h
apos o amanhecer. A forma FS desta regido também apresentou dois picos de
expressdo. Nas plantas coletadas no inverno, estes picos ocorreram no ZT5 e no
ZT13. Os picos de expresséo da forma FS coincidiram com os horarios dos picos da
forma FS das plantas da coleta de inverno.

ScPRR95, além da forma FS, também apresentou 3 formas alternativas
expressas: as retencdes intronicas para os introns 3 (I3R) e 7 (I7R), o sitio alternativo
de splicing na extremidade 5’ do éxon 5 (SS 5’ Alt E5) — estas todas clonadas e
sequenciadas — e apenas na série temporal de inverno, uma isoforma correspondente

pelo processamento ou excisdo do éxon 4 (E4S). Este evento, porém, nao foi
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detectado em nenhum dos clones obtidos. E perceptivel a tendéncia de mudanca de
fase observada nas formas FS amplificadas pelos ensaios de HR RT-PCR na série
temporal de verdo em relacdo aquela de inverno, seguindo o padrao dos demais
genes do relogio. As formas alternativas, de modo geral, apresentaram baixa
expressdo em todas as seéries temporais (Figuras 6.7 e 6.8).

ScTOC1, como foi mencionado, ndao teve eventos de AS encontrados nos
experimentos de busca por isoformas alternativas, isto €, 0s experimentos de
clonagem ndo detectaram a presenca de transcritos alternativos para este gene.
Entretanto, as reacdes de HR RT-PCR apontaram para a expressao néo so da forma
FS, a qual também sofre uma mudanca de fase na coleta de verdo em relacdo a de
inverno, mas também a expresséo de uma isoformas alternativa de retencéo do intron
3 (I3R). A expressao das isoformas FS de ScTOC1 ocorrem em antecipagdo ao

anoitecer, conforme é visto na mudanca de fase de 4 h para mais nas plantas

coletadas no veréo (Figura 6.9).
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Figura 6.12: Expresséo das isoformas principais completamente processadas (FS) e alternativas para
ScPRR37 (eventos observados entre os éxons E6 a E7 e E7 a E8) nos entrends 1/2 (E1/2) (a direita)
e entrend 5 (E5) (a esquerda) coletados ao longo da coleta 02, realizada durante o verdo e quando as
plantas contavam 9 meses. Em roxo, as formas FS e em verde as formas alternativas, que neste caso
sdo retengdes intronicas (IR) e éxons processados ou que sofreram excisao (skipped) (ES).



146

6.4.4. A Expressdao de Diferentes Alelos para os Genes do Reldgio

Bioldgico da Cana-de-acucar

A expresséao de diferentes alelos para os genes do relégio biolégico da cana-de-
acucar foi investigada, inicialmente, de forma exploratéria. A abordagem selecionada
compreendeu a clonagem de fragmentos amplificados a partir dos mesmos cDNAs
obtidos a partir de RNA de amostras de 6rgdo F1 e pelos mesmos pares de primers
utilizados nos experimentos anteriores (vide secdes 6.4.2 e 6.4.3) (Tabela 6.1). Os
diferentes clones obtidos foram analisados através de sequenciamento.

Para cada gene, pelo menos um SNP foi observado em um dos clones obtidos,
baseando-se na sequéncia dos contigs gendmicos, adotada como padrdo para

comparacoes (Tabelas 6.4 — 6.6 e Figura 6.13).
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Tabela 6.4: Todos os SNPs encontrados na CDS dos genes do relégio biolégico da cana analisados neste trabalho — parte 1. * SNPs pertencentes a um
mesmo cddon; * SNP encontrado em diferentes clones: num deles num par com o SNP anterior e no outro encontrado individualmente.

SNP Contig genémico de Posicéo do Nucleotideo de  Nucleotideo Localizagdo no Substituicdo de Dominios

Gene referéncia nucleotideo  referéncia (ref) alterado (alt) gene aminoacido

no contig (refalt)

ScLHY 1 scga7_uti_cns_0113118 2303 A T Exon 2 Q>L MYB
2 scga7_uti_cns_0113118 2313 A T Exon 2 E>D MYB
3 scga7_uti_cns_0342123 1342 C A Exon 5 A>E
4 scga7_uti_cns_0342123 1343 A G Exon 5 .

5 scga7_uti_cns_0342123 1392 C T Exon 5 P>S
6 scga7_uti_cns_0342123 1397 A G Exon 5 .

7 scga7_uti_cns_0342123 1398 A G Exon 5 S>G
8 scga7_uti_cns_0342123 1405 A G Exon 5 D>G
9 scga7_uti_cns_0342123 1414 C T Exon 5 A>V
10 scga7_uti_cns_0342123 1423 T C Exon 5 V> A
11 scga7_uti_cns_0342123 1428 G A Exon 5 E>K
12 scga7_uti_cns_0342123 1444 C A Exon 5 A>D
13 scga7_uti_cns_0342123 1472 C T Exon 5

14 scga7_uti_cns_0342123 1478 C T Exon 5

15 scga7_uti_cns_0342123 1526 A G Exon 5 .
16 scga7_uti_cns_0342123 1659 T C Exon 5 L>P
17 scga7_uti_cns_0342123 1667 G C Exon 5 D>H
18 scga7_uti_cns_0342123 1688 A G Exon 5 K>E
19 scga7_uti_cns_0342123 1696 G A Exon 6 .
20 scga7_uti_cns 0342123 1712* C T Exon 6 P>C*
21 scga7_uti_cns 0342123 1713* C G Exon 6 P>C*
22 scga7_uti_cns_0342123 1714* A C Exon 6 P>C*
23 scga7_uti_cns 0342123 1725 A C Exon 6 D>A



24
25
26
27
28
29

scga7_uti_cns_0342123
scga7_uti_cns_0342123
scga7_uti_cns 0342123
scga7_uti_cns_0342123
scga7_uti_cns 0342123
scga7_uti_cns_0342123

1730
1758*
1749*1
1749
1761
1774

> 0O 440 >
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G 4 >» > > 0

Exon 6
Exon 6
Exon 6
Exon 6
Exon 6
Exon 6

K>E
V > K*
V> K+
V>E
A>V
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Tabela 6.5: Todos os SNPs encontrados na CDS dos genes do relégio biolégico da cana analisados neste trabalho — parte 2. * SNPs pertencentes a um
mesmo cddon; * SNP encontrado em diferentes clones: num deles num par com o SNP anterior e no outro encontrado individualmente.

Gene SNP Contig genémico de Posicéo do Nucleotideo de  Nucleotideo Localizagdo no Substituicdo de Dominios
referéncia nucleotideo  referéncia (ref) alterado (alt) gene aminoacido
no contig (refalt)
ScPRR37 1 4713 C T Exon 2 . PRR
2 5235 C - Exon 4 stop codon
3 5249 G - Exon 4 stop codon
4 5250 T - Exon 4 stop codon
S 5251 G - Exon 4 stop codon
6 5253 A G Exon 4 E>S
7 5254 A T Exon 4 S>S
8 5257 G C Exon 4 G>V
9 5283 A G Exon 4 .
10 scga7_uti_cns_0091208 5287 A G Exon 4 K>E
11 8088 T C Exon 6 V>R
12 8113 A C Exon 6 .
13 8124* c* T* Exon 6 S>L*
14 8125* A* G* Exon 6 S>L*
15 8344 T A Exon 7
16 8368 C T Exon 7 .
17 8369 G A Exon 7 G>S
18 8432 A G Exon 7 N>D
19 8790 G C Exon 7 G>A .
20 9305 T C Exon 8 . CCT
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Tabela 6.6: Todos os SNPs encontrados na CDS dos genes do relégio biolégico da cana analisados neste trabalho — parte 3. * SNPs pertencentes a um
mesmo cddon; * SNP encontrado em diferentes clones: num deles num par com o SNP anterior e no outro encontrado individualmente.

Gene SNP Contig genémico de Posicéo do Nucleotideo de  Nucleotideo Localizagdo no Substituicdo de Dominios
referéncia nucleotideo  referéncia (ref) alterado (alt) gene aminoacido
no contig (refalt)
ScPRR73 1 1288 C G Exon 1 C>W PRR
2 4012 G A Exon 2 G>S PRR
3 4032 T A Exon 2 . PRR
4 4267 A G Exon 3 N>D PRR
5 4546 T C Exon 4
6 4549 T C Exon 4
7 _ 4555 C T Exon 4
scga’_uti_cns_0008685
8 4558 C T Exon 4
9 4576 C T Exon 4 .
10 4605 A G Exon 4 N>S
11 5165 A G Exon 5 .
12 5229 A G Exon 5 K>E
13 6470 C G Exon 7 T>R .
14 7152 G A Exon 8 . CCT
ScPRR95 1 14557 A G Exon 4 N>D
2 14568 T C Exon 4 .
3 14606 A G Exon 4 E>G
4 14608 A G Exon 4 R>G
) 14613 C T Exon 4
6 scga7_uti_cns_0218008 14628 T C Exon 4
7 14634 A G Exon 4 .
8 14657 A G Exon 4 D>G
9 14672 A G Exon 4 N>S
10 15134 G A Exon 5 S>N
11 15142 A G Exon 5 T>A
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Além dos alelos expressos com SNPs, também foram encontradas as formas
alélicas expressas com as sequéncias dos contigs genémicos. Para os homologos de
ScLHY e ScPRR37, foram encontrados diferentes alelos para cada um desses genes
expressando tanto a isoforma alternativa com rentencdo intrdbnica como a
completamente processada desses transcritos. A ocorréncia de diferentes alelos
expressos varia de acordo com o gene, isto €, ndo foi observado um mesmo nimero
de alelos expressos para todos os genes (Figura 6.13). Cada haplétipo expresso para
cada regiao génica analisada foi chamado de “h”, seguidos por numeros a partir de 1,
sendo “h1, h2, h3, ... hn”. Os haplétipos correspondentes aos observados nas
sequéncias dos contigs gendmicos sempre sao os ultimos e estdo destacados em azul
e aqueles haplotipos que apresentavam algum evento de AS estdo destacados em
lilas (Figura 6.13). Nem todos os alelos expressos encontrados nos experimentos
deste trabalho foram encontrados também nas sequéncias genémicas.

ScTOC1 expressou 3 haplétipos, identificados na regido analisada, entre os
éxons 1 e 4 (Figura 6.13). Um deles, h3, foi o mais frequente (5/7 dos clones) e sua
sequéncia corresponde a sequéncia desta mesma regido do contig gendmico
scga7_uti_cns_0300183. Os dois haplétipos hl e h2 foram detectados em 1/7 dos
clones, cada.

Para ScPRR95, foram utilizadas duas regifes diferentes para identificacdo de
SNPs (Figura 6.13). 8 haplotipos expressos foram encontrados na regido entre os
exons 3 e 5, incluindo o haplotipo correspondente a essa mesma regido do contig
gendmico scga7_uti_cns_0218008, que foi detectada em 7/14 dos clones e 0s outros
7 haplotipos foram detectados em 1/14 dos clones, cada. Na segunda regido de

ScPRR95, entre 0s éxons 7 e 8, 4 hapl6tipos foram expressos, sendo um deles
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presente em 2/9 dos clones, outros dois expressos em 1/9 dos clones, cada, e a vasta
maioria, 5/9 dos clones, correspondeu a mesma sequéncia encontrada nesta regiao
do contig génico scga7_uti_cns_0218008.

ScPRR73 foi analisado para presenca de hapl6tipos expressos a partir de 4
regides. Na primeira regido analisada, entre os éxons 1 e 4, foram observados 2
haplétipos, sendo aquele do contig genémico observado em 1/3 dos genes. A segunda
regido, entre os éxons 4 e 6, revelou 3 haplétipos diferentes expressos ha mesma
proporcao de 1/3 dos clones. A terceira regido, entre os éxons 6 e 7, mostrou 1 alelo
com indel de menos 15 nucleotideos presente em apenas 1/5 dos clones, enquanto
0s outros 4/5 de clones eram similares a sequéncia desta regido do contig gendémico
scga7_uti_cns_0008685. A ultima regido, entre os éxons 7 e 8, apenas revelou 2
haplétipos expressos, um deles presente em 1/3 dos clones e o0 outro, semelhante a
esta regido do contig genémico (Figura 6.13).

ScPRR37 foi investigado em 3 regides. Na primeira, entre os éxons 1 e 3, foram
detectados 6 haplétipos na mesma propor¢ao, com um deles similar a esta regido do
contig génico scga7_uti_cns_0091208. Na segunda regido, entre os éxons 6 e 7,
foram observados 2 haplétipos, um com e outro sem SNPs, igualmente representados
em 1/2 dos clones, cada. Na terceira regido, entre os éxons 7 e 8, foram revelados 3
haplétipos, com 2 deles (incluindo o haplétipo sem SNPs) presentes em 2/5 dos
clones, cada, e o ultimo observado em 1/5 dos clones (Figura 6.13).

A regido entre os éxons 1 e 3 de ScLHY apresentou 3 alelos com seus respectivos
padrées de SNPs (Figura 6.13). Um unico haplétipo estava presente em 5/7 dos
clones e os outros dois foram observados em 1/7 dos clones, cada.

Depois de todos estes resultados, decidiu-se fazer uma investigagdo mais

aprofundada, voltada para detectar o maior nimero possivel de haplétipos para um
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anico gene, neste caso ScLHY, foi realizada na regido entre os éxons 6 e 7 (Figura
6.13). Os resultados das rodadas de clonagem mostraram 21 haplétipos nesta regiao.
Os haplotipos diferentes para ScLHY expressos nesta regido variaram em frequéncia
de ocorréncia, partindo de 1/37 dos clones (h3, h4, h5, h6, h8, h9, hl1, hl12, hl13, hl4,
h15, h16, h17, h19 e h20) para 5/37 dos clones (h2 e h21) (Figura 6.13). Para os
haplétipos hl1, h7, h21 havia pelo menos um dos clones expressando um evento de
AS — no caso retencédo do intron 5 (I5R). Para os haplétipos h4, h9, h10, h14, h15,

h19, h20, todos os clones encontrados apresentaram I5R.

ScLHY - regid&o entre éxons 2 a 3

ScLHY hl 2264 GGTTCCTTGAAGCCTTGAAACTTTATGGCAGAGCATGGCTGCGTATAGAAG 2314
ScLHY h2* GGTTCCTTGAAGCCTTGAAACTTTATGGCAGAGCATGGCAGCGTATAGATG
ScLHY h3* GGTTCCTTGAAGCCTTGAAACTTTATGGCAGAGCATGGCAGCGTATAGAAG

KAKXKAKRKAAKAAAKAAKRAXAKA A A A AR AN A I A A XA AN A A A A Ak, K, hkkhkhkkhx* *
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ScLHY - regido entre éxons 5 a 6

SCLHY_h1%**
SCLHY h2*
SCLHY h3
SCLHY h4?
SCLHY h5
SCLHY h6
SCLHY_h7*
SCLHY h8
SCLHY_h9*
ScLHY h10®
SCLHY h1l
SCLHY h12
SCLHY h13
SCLHY_h14*
ScLHY h15®
SCLHY h16
SCLHY h17
SCLHY h18*
ScLHY_h19*
ScLHY_h20*
SCLHY h21%?

SCLHY h1*:
SCLHY h2*
SCLHY h3
SCLHY h4?
SCLHY h5
SCLHY h6
SCLHY_h7:*
SCLHY h8
SCLHY_h9*
ScLHY h10®
SCLHY h1l
SCLHY h12
SCLHY h13
ScLHY h14:
ScLHY h15®
SCLHY hl6
SCLHY h17
SCLHY h18%*
ScLHY_h19*
ScLHY h20:
SCLHY h21%*?

1317

1389

ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGAATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCGTTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT
ACCACAGGAGCTGATACAAGTGATGCATTCAGGAATAAGAAAAAGCAGGAT

KAk AkAh kA hkk kA Ak rAkAAkhk kA kA khkxkkxk kAKX KAk KNI A Ad A A XA Ak A kA Ak Xk K,k

ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGGTGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCT---AAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGCTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGTGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAGGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCT---AAGGAAGAC
ACATCTTCGAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC
ACACCTTCAGGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAG---GAAGAC
ACACCTTCAAGTAGTGATGTAGATGCGGACAATGTTCCTGAGAAGGAAGAC

* Kk kK kkx kA hkkhkk AkkAkkhkk kkkkkAkkk kkkk Kk ok ok kK ok

1367

1439



SCLHY hil*?
SCLHY h2*
SCLHY h3
SCLHY_h4*
SCLHY h5
ScLHY h6
SCLHY h7:!
SCLHY h8
SCLHY_h9*
SCLHY h10*
ScLHY h1l
SCLHY h12
ScLHY hl13
SCLHY h14:
SCLHY_h15*
SCLHY hl6
SCLHY h17
SCLHY hl18*
SCLHY_h19*
SCLHY h20*
SCLHY h21%*:

SCLHY hil*?!
SCLHY h2*
ScLHY h3
SCLHY_h4:
SCLHY h5
ScLHY h6
SCLHY h7:!
SCLHY h8
ScLHY_h9?
SCLHY h10*
SCLHY hl1l
SCLHY h12
ScLHY h13
SCLHY h14*
ScLHY_h15*
SCLHY hl6
SCLHY h17
SCLHY hl18*
ScLHY_h19*
SCLHY h20*
SCLHY h21%*:

1440

1493

156

AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAATAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGTAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAATAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGATAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGTAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGCT
AATGCTAATGAGAAGGTGAAGCAAGCCTCCTGCAGCAACAACTCTTCAGC!

khkhkkhk hhkrhkkhkhkhkhkhkhhkkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkhkhhkhk *khkrkhk *hkrkkhkkhkhxhkxx

TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGGAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG
TGACACTAACCACCGCAGATTTAGAAGCAGTGGAAGCACAAGTGATTCATG

KAAKAKAAKRA KNI AAAAA AR A AR AXAA AR AR A A AR AK Ak kA Ak Ak Ak kA Xk, K

1490

1543



SCLHY_h1%**
SCLHY h2*
SCLHY h3
SCLHY h4*
SCLHY h5
SCLHY h6
SCLHY h7!
SCLHY h8
SCLHY_h9*
ScLHY_h10®
SCLHY hl1l
SCLHY h12
SCLHY h13
ScLHY_h14*
ScLHY h15®
SCLHY h16
SCLHY h17
SCLHY h18*
ScLHY_h19*
ScLHY_h20*
SCLHY h21%*?

SCLHY_hl%?
SCLHY h2*
SCLHY h3
SCLHY h4?
SCLHY h5
SCLHY h6
SCLHY_h7!
SCLHY h8
SCLHY_h9*
ScLHY_h10*
SCLHY h1l
SCLHY h12
SCLHY h13
ScLHY_h14:!
ScLHY h15®
SCLHY h16
SCLHY h17
SCLHY h18*
ScLHY h19?
ScLHY_h20*
SCLHY h21*?

1652

1711

157

GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCACAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCCATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCCATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCCATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAGAGCTTCCACAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCCATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCCGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCCATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCCATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC

GGTCGTCTGGCTTTCGATGCGCTGTTCAGTAGAGAAAAGCTTCCGCAAAGC
Kkkkkkk Kkkhkkkk khkkkkhkkkhkkkkkkkkkkkx khkkkkrk *okkkkk

CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGAGGAAGATGAAGT
CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGAGGAAGATGAAGT

CTGCC-——=—===—=—==————————m AAGGAGGTGGAAGATGAAGC
CTGCC--—======—===———————m— o AAGGAGGTGGAAGATGAAGC
CTGCC-——======—==————————m AAGGAGGTGGAAGATGAAGC

CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGTGGAAGATGAAGC
CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGAGGAAGATGAAGT
CCCACAAGCAGAAGCCTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGAGGAAGATGAAGT
CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGAGGAAGATGAAGT
CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGAGGAAGATGAAGT
CTGCC-———=———————— === —————— AAGGAGGTGGAAGATGAAGC
CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGTGGAAGATGAAGC
CCCACAAGCAGAAGCCTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGAGGAAGATGAAGT
CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGTGGAAGATGAAGC
CCCACAAGCAGAAGACTCAGAGGAGGTTGCCAAGGAGGTGGAAGATGAAGC
CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGTGGAAGATGAAGC

CTGCC-——=========————mm—— - AAGGAGGTGGAAGATGAAGC
CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGTGGAAGATGAAGT
CTGCC-—=—========————mm—— oo AAGGAGGTGGAAGATGAAGC

CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGAAGGAAGATGAAGT
CCCACAAGCAGAAGACTCAAAGGAGGTTGCCAAGGAGGTGGAAGATGAAGC

* * * Kk kK kK kA kkkk Kk kK kKK

1702

1761



SCLHY hil*?!
SCLHY h2*
SCLHY h3
SCLHY_h4*
SCLHY h5
ScLHY h6
SCLHY h7:!
SCLHY h8
SCLHY_h9*!
ScLHY_h10*
SCLHY hl1l
SCLHY h12
SCLHY hl13
SCLHY_h14*
SCLHY h15?*
ScLHY hl6
SCLHY h17
SCLHY hl18*
SCLHY h19*
SCLHY h20?
SCLHY h21%*

158

1762 GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCGGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA
GACCACAGTGGCAGTTGACCTCAACAAGAACGCCACAAGCATTTATCATGA

khkhkkhkrkhkkhkrhkhkhkkh dkhkhkhkhkrhkkhkrhkkhhkhhkrhkhkhkhkrhkkhkrhkkrhhkrkhhkhdxhkxk

ScPRR37 - regido entre éxons 1 a 4

SCPRR37_hl
SCPRR37_h2*
SCPRR37_h3
SCPRR37 h4
ScPRR37_h5*
SCPRR37_h6*

SCPRR37_hl
SCPRR37_h2*
SCPRR37_h3
SCPRR37 h4
SCPRR37_h5?
SCPRR37_h6*

4675 CAGCAAGCATGGACTTATCTTGAAGATATGCAAAGCAATATAGATATTGTT
CAGCAAGCATGGACTTATCTTGAAGATATGCAAAGCAACATAGATATTGTT
CAGCAAGCATGGACTTATCTTGAAGATATGCAAAGCAACATAGATATTGTT
CAGCAAGCATGGACTTATCTTGAAGATATGCAAAGCAACATAGATATTGTT
CAGCAAGCATGGACTTATCTTGAAGATATGCAAAGCAACATAGATATTGTT

CAGCAAGCATGGACTTATCTTGAAGATATGCAAAGCAACATAGATATTGTT

KAA KA AR AKRKAAAAAA AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR h Kk Ak Ak kA hx kKK

5235 CAGTGGTAGTGGAAGTGAAAGTGGCATTCAGACGCAGAAGTGTGACAAATCAA
TAGTGGTAGTGGAAGTGAAAGTGGCATTCAGACGCAGAAGTGTGACAAATCAA
CAGTGGTAGTGGAAGTGAAAGTGGCATTCAGACGCAGAAGTGTGACAAGTCAA
CAGTGGTAGTGGAAGTGAAAGTGGCATTCAGACGCAGAAGTGTGACAAATCAG
CAGTGGTAGTGGAATGAAGTGTCGCATTCAGACGCAGAAGTGTGACAAATCAA

CAGTGGTAGTGGAAGTGAAAGTGGCATTCAGACGCAGAAGTGTGACAAATCAA

kkkkkhkk Ak Kk kkk Kk * Kk KAk AhkAkAAkAAkhkAkhkhkhkhAkkhAkhAkkAhAkhkkhhkk K*k%

ScPRR37 - regido entre éxons 6 a 7

SCPRR37_h1*?
SCPRR37_h2*?

SCPRR37_h1*?
SCPRR37_h2*?

SCPRR37_h1*?
SCPRR37_h2**

8086 TGCTGAACAACGGAATGTATTAAGACGCTCAAATCTCTTGGCTTTTACAAG
TGTTGAACAACGGAATGTATTAAGACGATCAAATCTCTCAGCTTTTACAAG
Kok Kk KKK A Rk kk kAR A Ak kkk kA E hkk kXA AL kkk k& &k ko kK
8329 GTCAAATTCAGATGCAGCTCCAATAAAACAAGGCTCCAATAGCAGTAGCAA
GTCAAATTCAGATGCTGCTCCAATAAAACAAGGCTCCAACGGCAGTAGCAA
Kok kkhk kAR Ak ok kkhk KA Ak kk kAR A Ak kk kAR I Ak Kk Kk k& &k ok KkK
8389 CATGGGTTCCACTACAAAGAATGTTGTGACAAAGCCCACTACAGATAAGGA

CATGGGTTCCACTACAAAGAATGTTGTGACAAAGCCCACTACAAATAAGGA

kA hkhkrkhkkhkrhkkhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhhkrkhkrhhkrhkhkrhkhkrhkhkrxk *hkhkrxkxx

ScPRR37 - regido entre éxons 7 a 8

ScPRR37_h1?
SCPRR37_h2
ScPRR37_h3*

8758 GAGCAACTCAGGCAGTAACAATGGAACCAAGGCGCAGAATGGAAGTACTAC
GAGCAACTCAGGCAGTAACAATGGAACCAAGGGGCAGAATGGAAGTACTAC

GAGCAACTCAGGCAGTAACAATGGAACCAAGGGGCAGAATGGAAGTACTAC

KAk kAR A A A Ak A kA A A A A Ak d Ak A dA A A hAk A h Ak hkhhkh* ,hkhkhrkhkrhkkhkhkkhhkhrkhxkkxx

1808

4725

5287

8136

8379

8439

8808
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ScPRR37_hl* 9262 GGTACCAGAGCAGGAAGAGGCTGGCCGACCAGCGGCCGCGGGTTCGTGGGC
ScPRR37 h2 GGTACCAGAGCAGGAAGAGGCTGGCCGACCAGCGGCCGCGGGTCCGTGGGL
ScPRR37_h3* GGTACCAGAGCAGGAAGAGGCTGGCCGACCAGCGGCCGCGGGTTCGTGGGL

Ak A hkkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkrhkhhkhhkhkhkrhkkhkrhkkhkrhkkhkhkkx *kkxk*xx*x

ScPRR73 - regido entre éxons 1 a 4

ScPRR73 hl 1245 ACTCTACTCGTCAGGTGGTCAGTGCCCTGCTCCGTAAGTGCTGGTATGAAG
ScPRR73_h2** ACTCTACTCGTCAGGTGGTCAGTGCCCTGCTCCGTAAGTGCTGCTATGAAG

Ak A hkkhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkrhkkhhhkrhkhhkhhkhkhkrhkhkrhkkhkrhkkhkhkkx *kkxk*x*

ScPRR73 hl 3995 CTTGTCTATCTGGCATCAGTCTGCTTAGCAAAATCACAAGTCACAAAATTT
ScPRR73_h2** CTTGTCTATCTGGCATCGGTCTGCTTAGCAAAATCACTAGTCACAAAATTT

Ak A hkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhdx Fhhkhkkhkrkhkhhkhhkhkkhkrhkkhkhhkhkx *hkhkhkhkkhkrxkkxkxkx*x

ScPRR73 hl 4252 AAGAATGAGCTTAAGGACCTTTGGCAGCACGTTTGGAGGCGATGCCACAGT
ScPRR73_h2*? AAGAATGAGCTTAAGAACCTTTGGCAGCACGTTTGGAGGCGATGCCACAGT

KAKXRKAKRAXKAAKNA XK, KAAAAIAKAAKRAIAAA XA AR A A A A A A AN A A AR A A XK,k K

ScPRR73 - regido entre éxons 4 a ©

ScPRR73 hl 4499 GACGAGTATGAGAACGACAGTGACAGCAATCATGATGATGAAGAAAACGAC
ScPRR73 h2* GACGAGTATGAGAACGACAGTGACAGCAATCATGATGATGAAGAAAATGAC
ScPRR73 h3 GACGAGTATGAGAACGACAGTGACAGCAATCATGATGATGAAGAAAATGAT
ScPRR73_h4 GACGAGTATGAGAACGACAGTGACAGCAATCATGATGATGAAGAAAATGAT
KA KK AR AR KAAARA A KA KNI AR AR A AR AN A AN A AR AR AR A AR A A A Ak Kk * %
ScPRR73 hl 4555 TGATGATGACGACTTCAGTGTCGGACTCAATGCTAGGGATGGAAGTGATAA
ScPRR73 h2* CGACGATGACGACTTCAGTGTCGGACTCAATGCTAGGGATGGAAGTGATAA
ScPRR73 h3 CGACGATGACGACTTCAGTGTTGGACTCAATGCTAGGGATGGAAGTGATAG
ScPRR73_h4 CGACGATGACGACTTCAGTGTCGGACTCAATGCTAGGGATGGAAGTGATAA
KKk KAKRKAKRKAAKAAANAAKRAXAK KA A KA A KA A A A XA AR A A A A A A ARk A Ak Kk k%
ScPRR73 hl 5124 GATCAACTAGCAGATCCACCTGATAGTACATGTGCACAAGTGATTCACCCC
ScPRR73 h2* GATCAACTAGCAGATCCACCTGATAGTACATGTGCACAAGTGATTCACCCC
ScPRR73 h3 GATCAACTAGCAGATCCACCTGATAGTACATGTGCACAAGTAATTCACCCC
ScPRR73_h4 GATCAACTAGCAGATCCACCTGATAGTACATGTGCACAAGTAATTCACCCC
KAKKAKRAAKAAAA A KA AR KA AR A AR AR A A A AR A AR A A A A A A Ak, Kk hk Xk h kK k%
ScPRR73 hl 5184 ATATGCAGTAACAAGTGGCTACCGACAGCAAACAAAAGGAATGGCAAGAAA
ScPRR73 h2* ATATGCAGTAACAAGTGGCTACCGACAGCAAACAAAAGGAATGGCAAGAAA
ScPRR73 h3 ATATGCAGTAACAAGTGGCTACCGACAGCAAACAAAAGGAATGGCGAGAAA
ScPRR73_h4 ATATGCAGTAACAAGTGGCTACCGACAGCAAACAAAAGGAATGGCAAGAAA

KA KK AR A AKAAKAA A KA AR KA AR A AR AR AR AR A AR A A AR AR AN A A KA Kk * kK k%K

ScPRR73 - regido entre éxons 6 a 7

ScPRR73_h1l* 6045 TACAAAGAATGTTGTTGCAAAGCCTTCGGCTAACAG--—====——==—==-=-=
ScPRR73 h2*? TACAAAGAATGTTGTTGCAAAGCCTTCGGCTAACAGGGAGAGAGTAACGTC

KAKR A ARk A AKX hk A A A A A A Ak A A A hA Ak h Ak x Ak Ak Ak kA k)%

ScPRR73 - regido entre éxons 7 a 8

ScPRR73 hl* 6461 ATATTGCAAGACCAAACATAGAGAGTGTTAATGGTACCATGAGCCAAAATA
ScPRR73 h2* ATATTGCAACACCAAACATAGAGAGTGTTAATGGTACCATGAGCCAAAATA
ScPRR73_h3* ATATTGCAACACCAAACATAGAGAGTGTTAATGGTACCATGAGCCAAAATA

hhkrxhkhkhkhhkdx Ahkhhkhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkxkkxx

ScPRR73 hl* 7117 GTTCGCTACCAAAGCAGGAAGAGGCTTGCTGAGCAGCGGCCACGGGTCCGT
ScPRR73 h2* GTTCGCTACCAAAGCAGGAAGAGGCTTGCTGAGCAACGGCCACGGGTCCGT
ScPRR73_h3* GTTCGCTACCAAAGCAGGAAGAGGCTTGCTGAGCAGCGGCCACGGGTCCGT

KAKRKA AR A A A A A A AR AR A A A A A A A A A A A A A AR A h, Ak kA kA h Ak x kA kA kkh k%,

9312

1295

4045

4302

4549

4605

5174

5234

6095

6511

7167
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SCcPRRY95 - regido entre éxons 3 a 5

SCPRR95 hl
SCPRR95_h2
SCPRR95 h3
SCPRR95_h4
SCPRR95 h5
ScPRRY5 h6

SCPRR95_h7*?

SCPRR95 hl
SCPRR95 h2
SCPRR95 h3
SCPRR95 h4
SCPRR95 h5
SCPRR95_h6

SCPRR95 h7*?

SCPRR95 hl
SCPRR95 h2
SCPRR95 h3
SCPRR95 h4
SCPRR95 h5
ScPRR95 h6

ScPRR95 h7%**

SCPRR95_hl
SCPRRY5 h2
SCPRR95_h3
SCPRR95 h4
SCPRR95_h5
ScPRRI5 h6

SCPRR95_h8*!

14554

14605

14656

15133

GCAGACGGTGGGCCCGATGTGCACCACATACAACAAGAAGAGAATCTTGCA
GCAAACGGTGGGCCTGATGTGCACCACATACAACAAGAAGAGAATCTTGCA
GCAAACGGTGGGCCTGATGTGCACCACATACAACAAGAAGAGAATCTTGCA
GCAAACGGTGGGCCTGATGTGCACCACATACAACAAGAAGAGAATCTTGCA
GCAAACGGTGGGCCTGATGTGCACCACATACAACAAGAAGAGAATCTTGCA
GCAAACGGTGGGCCTGATGTGCACCACATACAACAAGAAGAGAATCTTGCA
GCAAACGGTGGGCCTGATGTGCACCACATACAACAAGAAGAGAATCTTGCA
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Figura 6.13: Localizacdo dos SNPs e indels encontrados nos cinco genes analisados do relégio
biologico da cana-de-aglcar. O nimero indica a posi¢do de cada sequéncia dentro do respectivo contig
gendmico (Tabela 6.2). Os SNPs para trocas de aminoacidos nao-sinbnimos estdo em vermelho; os
SNPs para aminoacidos sinbnimos estdo em verde. As sequéncias em azul correspondem aos
haplétipos de sequéncia igual a do contig gendmico. Hapl6tipos em lilas representam aqueles com
eventos de AS. Sequéncias em rosa representam indels.

*haplétipos confirmados por sequéncias de contigs gendmicos.

lhaplétipos com eventos de AS.

Nos ensaios de HR RT-PCR, foi possivel detectar os alelos marcados pela
presenca de indels em ScLHY e ScPRR73 ao longo de séries temporais (Figuras 6.14
a 6.16). Para ScLHY, os alelos contendo indels localizados no éxon 6 e marcados pela
delecdo de uma sequéncia de 26 nucleotideos e pela delecdo de 3 nucleotideos foram
observadas em ambas as séries temporais, de inverno (plantas com 4 meses) e verao
(plantas com 9 meses) para os trés 6rgaos analisados, F1, E1/2 e E5 (Figuras 6.14 e
6.16). J4 o indel de SCPRR73, localizado no éxon 7 e que remove 15 nucleotideos da
sequéncia, foi detectado apenas ao longo da série temporal de inverno (plantas com

4 meses) (Figura 6.15).
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Figura 6.14: Expressdo dos alelos de ScLHY identificados através de indels ao longo das séries
temporais de inverno (plantas com 4 meses) e verdo (plantas com 9 meses) nos experimentos de HR

RT-PCR para o 6rgdo F1. Em roxo, as formas principais completamente processadas (FS) e em verde
as isoformas alternativas (IR).
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Figura 6.15: Expresséo do alelo de ScPRR73 identificado através de indel ao longo da série temporal
de inverno (plantas com 4 meses) nos experimentos de HR RT-PCR para o 6rgdo F1. Em roxo, as
formas principais completamente processadas (FS) e em verde as isoformas alternativas (IR).
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Figura 6.16: Expressdo dos alelos de ScLHY identificados através de indels ao longo da séries
temporais de inverno (plantas com 4 meses) e verdo (plantas com 9 meses) nos experimentos de HR

RT-PCR nos entren6s. Em roxo, as formas principais completamente processadas (FS) e em verde as
isoformas alternativas (IR).



165

6.5.Discussao

Neste capitulo, foram apresentadas informacdes sobre a presenca de AS em cana-
de-acucar. As plantas, crescidas em campo, mostraram que ha expressao de formas
alternativas dos transcritos no relogio biolégico. Além disso, a expressao destas
isoformas alternativas esta presente em orgaos diferentes, com caracteristicas

fisiologicas distintas: F1, um 6rgéo fonte, e E1/2 e E5, ambos 6érgaos dreno.

Foram escolhidos 5 genes do oscilador central do reldgio biolégico da cana-de-
acucar para as investigacbes de expressdao de isoformas alternativas: ScLHY,
ScPRR37, ScCPRR73 ScPRR95 e ScTOC1. Os experimentos revelaram a presenca
de eventos de AS em 4 destes 5 genes. Embora haja dados de HR RT-PCR para
ScTOC1 revelando a presenca de uma isoformas alternativa, este evento ainda
precisa ser confirmado por clonagem e sequenciamento. Para todos 0s casos de AS
analisados ao longo das séries temporais, a expressédo das isoformas alternativas
sempre foi inferior & expresséo das isoformas completamente processadas (Figuras

6.3a6.9).

A maior proporcéao de eventos de AS encontrados foram retencdes de introns (IR).
E possivel dizer que IR é o evento de AS mais difundido em cana-de-acticar. O mesmo
acontece em outras plantas (James et al., 2012; Marquez et al., 2012). Em
Arabidopsis, os genes AtLHY, AtPRR9, AtPRR7, AtPRR3 e AtTOC1 apresentam pelo
menos 1 IR (Filichkin et al., 2010; James et al., 2012). Em cevada, HVLHY e HYPRR37,
HvTOC1, HYPRR73, HYPRR59 e HYPRR95 apresentam IR também (Calixto et al.,
2016). A retengéo do intron 1, I1R, do homologo ScLHY & um evento conservado,
presente também em Arabidopsis e cevada (James et al., 2012; Calixto et al., 2016).

Tanto em cana-de-acUcar quanto em cevada, o ultimo intron de HVLHY (I8R) e ScLHY
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(I5R) é retido (Calixto et al., 2016). A maior propor¢éo de eventos de IR encontrados
em cana-de-agucar, todavia, ndo foram descritos em outras plantas. Em ScPRR73
foram observados a retencédo dos introns 2 (I2R) e 6 (I6R). No homdlogo ScPRR95, o
intron 7 foi retido (I7R) em um dos clones obtidos. Em ScPRR37, eventos de retencao
de introns foram observados para os introns 2 (I2R), 6 (I6R) e 7 (I7TR). Os
experimentos de HR RT-PCR detectaram a retencdo do intron 3 (I3R) em ScTOCI1.
Em Arabidopsis, TOC1 apresenta dois eventos de retencao de intron: 11R e I4R, os
guais sdo conservados em cevada (James et al., 2012; Calixto et al.,, 2016). A
presenca de transcritos contendo introns retidos pode ser apenas um indicativo de
transcritos parcialmente processados, que jamais deixam o nudcleo (James et al.,
2012). Em alguns casos, transcritos maduros contendo IR produzem mMRNAs
improdutivos em Arabidopsis (James et al., 2012). De toda forma, este evento
representa um passo de regulacéo de expressao génica pés-transcricional (James et

al., 2012; Kalyna et al., 2012).

Em alguns casos, como para os genes AtLHY, AtTOCL1 e HVLHY, estas IR inserem
PTCs nos seus transcritos, que posteriormente podem seguir uma via de degradacao.
A insercao de PTCs pode levar o transcrito a dois destinos distintos: 1) degradacao
via NMD (Filichkin and Mockler, 2012; Kalyna et al., 2012; Marquez et al, 2012); 2)
producdo de proteinas truncadas e parcialmente funcionais (Seo et al., 2011;
Mastrangelo et al., 2012; Reddy et al., 2013). Em plantas, foram observados
transcritos que, embora tenham IR, ndo acionam a degradacédo via NMD (Kalyna et
al., 2012; Marquez et al, 2012). Nos experimentos de identificagdo de AS em cana-
de-acucar, todas as IR inserem PTCs nos transcritos, porém nao foram realizados
experimentos ou analises in silico para verificar o destino destes transcritos, se seriam

sinalizados para degradacé&o via NMD ou nao.
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A presenca de eventos de AS nos genes do relogio bioldégico aparece como
resposta a alguns estimulos ambientais. Basicamente, durante a coleta 01 (realizada
no inverno), a expressao dos transcritos contendo eventos de AS é maior, isto €, as
isoformas alternativas sédo expressas em maior propor¢cdo do que na coleta 02
(realizada no verao) (Figuras 6.3 a 6.9). Desconsiderando que as plantas estavam
em idades diferentes nas coletas 01 (realizada no inverno com as plantas contando 4
meses) e 02 (realizada no verdo com as plantas contando 9 meses), é possivel afirmar
gue em condi¢cdes naturais, com as plantas em campo, a influéncia da mudanca de
temperatura no AS é real. Consequentemente, o oscilador central pode ter seu
funcionamento alterado ao longo das estacBes do ano nas plantas crescidas em
condi¢cdes naturais. A exce¢do € o gene ScPRR37, cujo comportamento vai na

contramao do que foi observado para os demais transcritos alternativos do relégio da

cana-de-acucar.

E notavel analisar que héa paralelos entre este comportamento da cana-de-
acucar e o que foi observado em Arabidopsis e cevada, no sentido de que a
temperatura influencia a expressao das isoformas alternativas dos genes do rel6gio
biologico. Na coleta 01 (realizada no inverno), o nivel de expresséo das isoformas
alternativas 12R, E3S, I6R e I7R foi menor do que na série temporal de verdao. O que
foi descrito, em termos de resposta a baixas temperaturas sob condigdes controladas
para a familia das PRRs de Arabidopsis foi um comportamento de reducdo de
isoformas alternativas para AtPRR7 e AtPRR3 a baixas temperaturas e o oposto, isto
é, elevacao da expressao de isoformas alternativas em AtPRR9 e AtPRR5 (James et
al., 2012). No homélogo para ScPRR37 em cevada, HYPRR37, o que acontece é uma
reducado generalizada da expresséo deste gene a baixas temperaturas, possivelmente

impulsionada pelo aumento da expresséao de variadas isoformas alternativas, portanto
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0 oposto do que foi observado em cana-de-agucar (Calixto et al., 2016). Em condi¢des
controladas, o tratamento com alta intensidade de luz (seis vezes mais intensa do que
o0 controle) eleva o grau de IR no gene AtCCAl de Arabidopsis, ao passo que
tratamento a baixas temperaturas (4°C) reduz este mesmo evento de AS em AtCCA1l
(Filichkin et al., 2010). Esse gene é importante para esta discussao porque, embora
nao esteja presente nas monocotiledéneas, nas eudicotileddneas ele € parcialmente
redundante a AtLHY. No caso de AtLHY, o tratamento com baixa temperatura (4°C)
tem efeito oposto, levando a producédo de transcritos inativos e/ou a degradacao por
NMD, pela elevacéo da expresséao de transcritos com IR (Filichkin et al., 2010; Filichkin
& Mockler, 2012; James et al., 2012). No caso de AtPRR7, eventos de AS sao mais
frequentemente observados sob condi¢des de baixa temperatura, também levando a
uma reducdo na expressao deste gene (James et al., 2012). Em cevada, o homdlogo
HvVLHY apresenta comportamento conservado diante da exposicdo a baixas
temperaturas, isto é, a propor¢cao de isoformas alternativas improdutivas eleva-se a
4°C, causando uma reducédo geral da expressao deste gene (Calixto et al., 2016). No
caso do homoélogo PPD-H1 (ou HVPRR37), o efeito da baixa temperatura €&
semelhante ao observado em Arabidopsis (Calixto et al., 2016). A Gltima consequéncia
deste fenbmeno observado em cana-de-agUcar sugere a reducdo da expressao do
produto final destes genes, o que poderia ter um efeito nas vias fisiologicas e

metabdlicas reguladas pelo relégio.

E possivel estabelecer comparacbes na expressdo de uma dada isoforma num
mesmo 0rgao coletado em estacdes e fases de desenvolvimento diferentes, bem
como comparar Orgaos diferentes coletados numa mesma estacdo e fase de
desenvolvimento. Como j& foi observado, exceto pelo comportamento de ScPRR37,

0s eventos de AS sdo mais expressos na série temporal de inverno, quando as
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temperaturas eram mais baixas e as plantas, mais jovens. Ao comparar a expressao
de ScLHY e ScPRR37 nos 6rgados F1, E1/2 e E5, o perfil de expressdo para cada
gene é bastante diferente. Em comum, apenas a observacdo de que os niveis de
expressdo para todas as isoformas, sejam alternativas ou completamente
processadas, € menor nos entrends em relacdo a F1. Outro aspecto que nao passa
despercebido é a semelhanca do padréao de ritmicidade entre os 6rgdos F1 e E5. Isso
€ intrigante, sobretudo pelas diferencas de perfis metabdlicos e fisiolégicos entre
esses Orgdos. Em comum, apenas o fato de que ambos sédo expostos a grandes
concentracfes de acucares: em F1, acucares sintetizados pela fotossintese (¢ um
orgao fonte) e em E5, os aclUcares acumulados pela cana-de-aclucar (¢ um 6rgéo
dreno). E possivel ver o padréo ritmico caracteristico destes genes na maioria dos
casos, exceto para os transcritos de SCPRR37. Para este gene, o padrao ritmico esta
bastante fraco, possivelmente devido ao nivel de expressédo normalizada baixo, nas
regides investigadas entre os éxons 1 e 4 (em todas as isoformas) de E1/2 e na regido

entre os éxons 7 e 8 (isoformas principal completamente processada).

Outra caracteristica dos eventos de AS encontrados nos transcritos do relégio da
cana-de-acgucar analisados € a mudanca de fase observada quando compara-se o
mesmo 0rgdo, no caso F1, nas coletas de inverno e verdo. Nos experimentos de HR
RT-PCR, a analise da segunda série temporal, a de veréo, revela que o pico de
expressao para os genes do relégio esta 2 h atrasada, isto €, ha uma mudanca de
fase de 2 h na expressdo das isoformas, sejam completamente processadas ou
alternativas. A hipotese levantada para explicar esta alteracdo de fase € o efeito do
sombreamento das plantas em campo, abordado de forma mais aprofundada no

Capitulo 2.
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Esta mudanca de fase € percebida e processada nos entrends, porém € variavel
de acordo com o gene analisado. No caso de ScLHY, na regido entre os éxons 1 e 3,
ha sincronizacdo dessa mudanca de fase entre os trés 6rgdos na expressao das
isoformas principal completamente processada e com intron 1 retido (I11R). Na regido
entre 0s éxons 5 e 6, primeiro a isoforma com I5R € expressa e apenas 4 h depois a
isoforma FS é expressa. Este padrdo para expressédo de I5R é seguido pelos trés
orgaos. No caso da isoformas FS, hd uma mudanca de fase entre 6rgaos: No 6rgéo
F1 o pico de expresséo ocorre 2 h depois do pico de expressao dos entrends. Para
ScPRR37, a expressdo da isoformas FS da regido entre os éxons 1 e 4 mostra
mudanca de fase entre os 6rgaos F1 e E5 correspondente a +2 h para E5. Este padréo
se mantém para a isoformas I2R, com 0 mesmo atraso de fase verificado nos entrenos
em relacdo a F1. Na isoformas E3S, ndo hé sincronizacéo da fase entre os trés 6rgaos
e 0 pico de expressao ocorre na sequéncia: E1/2, E5 e F1. Esta falta de sincronizacao
de fase parece acompanhar a expressdo de todas as isoformas FS analisadas para
este gene. Na expressédo da isoforma I6R, o pico de expresséo esta sincronizado em
F1 e E5 antecipado em 2 h em E1/2. No caso da isoforma I7R, ha sincronizagéo de

fase entre os érgéos.

Mesmo havendo conservacgao entre alguns eventos de AS, novos eventos de AS
foram descritos na cana que nao haviam sido observados em outros homologos de
outras espécies de plantas. No gene SCPRR37, um éxon alternativo foi encontrado no
comeco do intron 1 (Exla Alt). E interessante pontuar, todavia, que em AtLHY e
HvLHY ha éxons alternativos nos introns 5 (Ex5a Alt) e 6 (Ex6a Alt), respectivamente.
Estas isoformas alternativas foram observadas em experimentos de HR RT-PCR
(James et al., 2012; Calixto et al., 2016). No caso do Exla Alt de ScCPRR37, devido ao

tamanho do fragmento produzido, os experimentos de HR RT-PCR nédo detectaram
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sua dinamica ao longo das séries temporais deste trabalho. O processamento de
éxons inteiros (exon skipping, ES) também € outro evento de AS encontrado nos
genes do reldgio biolégico das plantas. No caso da cana-de-aglcar, um novo evento
desta natureza foi descrito para o éxon 3 de SCPRR37 (E3S). Em cevada, este evento
€ observado no gene HvGI (E2S) (Calixto et al., 2016) e em Arabidopsis ha a extracao
do éxon 4 (E4S) de PRR7 (James et al., 2012). Além destes eventos de AS, sitios
alternativos de splicing (Alt ss) foram detectados em diferentes genes do reldgio da
cana-de-acucar. Em ScPRR37, ha 1 Alt SS na extremidade 5 do éxon 4. Em
ScPRR73, a presenca de um sitio alternativo de splicing remove 245 nucleotideos da
metade final do éxon 4 e da primeira metade do éxon 5 e um sitio alternativo de
splicing foi encontrado no éxon 5 de ScCPRR95. Em Arabidopsis, € comum encontrar
este evento de AS nos genes do relogio biolégico. Ha relatos de Alt ss para AtLHY,
AtCCAl, AtPRR9, AtPRR5 e AtPRR3 (James et al.,, 2012). Em cevada, HVLHY,
HvPRR37, HVGIl e HVYCO2 possuem pelo menos 1 evento de Alt ss para cada um

destes genes (Calixto et al., 2016).

Os dados que apontam para a presenca de eventos de AS sobre os genes do
reldgio biolégico da cana de acucar ScLHY, ScPRR37, ScPRR73 e ScPRR95
parecem sugerir um nivel de regulacdo da expressao génica pés-transcricional a partir
da influéncia direta do ambiente. Isto sugere que o oscilador central do relégio
bioldgico da cana-de-agucar cultivada em campo pode ter multiplos comportamentos,
de acordo com a estacdo do ano e temperatura na qual a planta se encontra. Sendo
o reldgio biologico relacionado a fisiologia e metabolismo, € possivel sugerir que haja

um impacto desta funcionalidade sazonal sobre as vias de resposta do reldgio.

Também foi realizada uma exploracdo inicial sobre a expressdo de diferentes

haplétipos para estes mesmos genes do relégio biolégico (ScLHY, ScPRR37,
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ScPRR73 ScPRR95 e ScTOC1) nestas mesmas plantas de cana-de-agucar crescidas
em campo, sendo encontrados transcritos com SNPs para todos os genes analisados.
Estes dados sugerem a presenca de multiplos alelos para os genes do relogio

expressos no 6rgéo F1

Os dados de expresséo de transcritos com SNPs revelam evidéncias de que h&a
mais de um alelo expresso para os genes do relogio analisados, culminando em 21
alelos diferentes encontrados para ScLHY. Mas, de novo, o objetivo era fazer uma
investigacado inicial da ocorréncia de SNPs nos genes do reldgio biolégico da cana-
de-aclUcar. Embora alguns desses SNPs tenham sido confirmados em sequéncias
gendmicas ainda nao publicadas, o arranjo deles que foi encontrado em alguns dos
transcritos, constituindo um possivel haplétipo nédo foi. Ou seja, alguns haplétipos
encontrados neste trabalho ndo foram confirmados através de sequéncias genémicas.
Entretanto, em ScLHY, no qual a busca por SNPs foi direcionada, alguns desses sao

respaldados por multiplos clones.

Alguns SNPs foram encontrados na regido que codifica dominios proteicos
importantes, como foi o caso dos SNPs ndo-sindbnimos encontrados no dominio MYB
de ScLHY e dos SNPs ndo-sindnimos encontrados no dominio de resposta regulatoria
de ScPRR73. Por se tratar de alteracdes na estrutura primaria proteica destas regides,
€ possivel que haja algum impacto no enovelamento e, consequentemente,
funcionalidade destes fatores de transcricdo. Em cana-de-acucar, a ocorréncia de
SNPs que levaram diferentes sequéncias de aminoacidos foi investigada nos genes
para sacarose sintase (SuSy) (Zhang et al., 2013) e para transportadores de sacarose
(zhang et al., 2016). Vale salientar que SNPs sindnimos foram encontrados no
dominio de resposta regulatoria dos genes do reldgio SCPRR37, SCPRR73 e ScTOC1

e no dominio CTT ScPRR37, ScPRR73 e ScPRR95.
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N&o é novidade que a cana-de-acucar tem multiplos alelos em seu genoma (Garcia
et al., 2013) e expressos em seu transcriptoma (Cardoso-Silva et al., 2014). De fato,
o0 numero de alelos genémicos mais frequente encontrado na cana pertence ao
intervalo de 6 a 14, podendo, porém, partir de um minimo de 4 e chegar a 20 (Garcia
et al., 2013). Estes numeros fornecem respaldo ao que foi observado em ScLHY, por
exemplo, com 21 haplotipos detectados numa das regides de busca, entre os éxons
5 e 6, e ScCPRR73, com 4 haplétipos detectados entre os éxons 4 e 6. Apenas 3
haplotipos expressos foram detectados para ScTOC1, mas é possivel que no genoma

haja um namero maior.

O numero de SNPs encontrado ao longo dos genes do relégio ndo teve uma
distribuicdo uniforme, pelo contrério, variou bastante de acordo com a regido do gene
analisada. Logo, o niumero maximo de hapl6tipos possivelmente expressos era
definido de acordo com a regido com maior incidéncia de SNPs. ScLHY foi analisado
em duas regifes: na primeira, entre os éxons 2 e 3, apenas 3 hapl6tipos foram
observados a partir de 2 SNPs detectados, enquanto que na regido entre os éxons 5
e 6 apresentou 29 SNPs, além de 1 indel que retirou 26 nucleotideos de um dos alelos.
Isto possibilitou a descoberta de possiveis 21 alelos expressos. Dos 20 SNPs
detectados nos transcritos de SCPRR37, metade esta na regido entre os éxons 1 e 4,
gerando 6 hapldtipos. 8 SNPs encontrados entre 0os éxons 6 e 7 revelaram 2
haplétipos. A dltima regido de ScPRR37 analisada, entre os éxons 7 e 8, contou 2
SNPs e 3 haplétipos. SCPRR73 apresentou 14 SNPs, dos quais 4 estavam entre 0s
exons 1 e 4 e geraram 2 haplotipos. Os 8 SNPs entre 0os éxons 4 e 6 agruparam-se
em 4 haplotipos e um indel deletando 15 nucleotideos na regiéo entre os éxons 6 e 7
gerou 2 haplotipos. A regiéo final entre os éxons 7 e 8, com 2 SNPs, deu origem a 3

haploétipos. Em ScPRR95, 14 SNPs ao todo, a regido entre os éxons 3 e 5 contava
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com 11 SNPs que deram origem a 4 haplotipos, enquanto a regido entre os éxons 7
e 8 com seus 3 SNPs contava com 4 haplétipos. ScTOC1, analisado em 1 regido

apenas, entre os éxons 1 e 4, tinha 2 SNPs e 3 hapl6tipos.

E interessante notar que os experimentos de HR RT-PCR detectaram os alelos de
ScLHY e ScPRR73 que continham indels nas duas séries temporais analisadas, de
inverno e verdo. Para os dois casos, estes alelos eram mais expressos durante o
inverno do que durante o verdo. A partir desta observacéo, possivel sugerir que pode
haver influéncia de variaveis ambientais na expresséao de alelos dos genes do reldgio.
Talvez a temperatura seja um fator considerado na expressao alélica destes genes na

cana-de-acUcar.
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6.6.Conclusodes

Neste capitulo, o conjunto de dados apresenta um panorama geral da expressao
1) de isoformas alternativas, geradas por eventos de AS; e 2) de multiplos alelos dos
genes do reldgio biologico da cana-de-agucar analisados aqui, que foram ScLHY,
ScPRR37, ScCPRR73, SCPRR95 e ScTOC1. Os dados de AS sugerem que este é
difundido entre os genes do reldgio bioldgico da cana, o que também é observado em
outras espécies de plantas, como Arabidopsis e cevada. O evento de AS mais
frequentemente observado nos genes do reldgio da cana foi a retencéo de intron (IR),
encontrado em 4 dos 5 genes analisados. Os eventos de AS encontrados inserem
PTCs na sequéncia do transcrito, a excecdo dos sitios alternativos de splicing, que
embora retirem nucleotideos da sequéncia do transcrito, mantém a janela de leitura
da proteina. Em ScLHY foi encontrado apenas IR nos introns 1 (I11R) e 5 (I5R). No
gene ScPRR37, além de retencdo dos introns 2 (I2R), 6 (I6R) e 7 (I7R), um éxon
alternativo foi encontrado no comeco do intron 1, um sitio alternatido de splicing na
extremidade 5’ do éxon 4 e o éxon 3 foi retirado do transcrito de um dos clones. Em
ScPRR73 foram observados a retencéo dos introns 2 (12R) e 6 (I6R) e a presenca de
um sitio alternativo de splicing que remove 245 nucleotideos da metade final do éxon
4 e da primeira metade do éxon 5. No homdlogo ScPRR95, o intron 7 foi retido (I7R)
num dos clones e um sitio alternativo de splicing foi encontrado no éxon 5. Os dados
de HR RT-PCR revelaram que, ao longo das séries temporais analisadas, uma
durante inverno e quando as plantas contavam 4 meses, e a outra durante o verao,
guando as plantas contavam 9 meses, 0s eventos de AS tendem a serem menos
expressos. Ao comparar os resultados de HR RT-PCR, a maioria dos eventos
encontrados nas clonagens foram detectados ao longo das séries temporais, a

excecdo dos sitios alternativos de splicing de ScPRR73, o qual remove 245
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nucleotideos da metade final do éxon 4 e da primeira metade do éxon 5, e de
ScPRR37, que remove 30 nucleotideos do éxon 4. Em ScTOC1, embora nenhum
evento de AS tenha sido clonado, os ensaios de HR apontam para a presenca da

retencdo do intron 3 (I3R).

A expressdo de multiplos alelos para os genes do relégio de cana foi observada,
algo de acordo com o que foi descrito para alelos no genoma e expressos no
transcriptoma. Ela variou, em termos de numeros, de gene para gene no 06rgao
analisado, F1. 79 SNPs foram detectados na cana, organizados em 29 para ScLHY,
20 para ScPRR37, 14 para ScCPRR73, 14 para ScCPRR95 e 2 para ScTOCI1. Estes
SNPs, quando agrupados, deram origem a haplétipos expressos que variaram em
namero, desde 2 em ScPRR37 até 21 em ScLHY. A presenca de indels em ScCPRR73
e ScLHY marcou a expressao de outros alelos destes genes, as quais eram maiores
na série temporal de inverno do que naquela de verédo, sugerindo influéncia de fatores

ambientais na expressao alélica de genes do reldgio biologico da cana-de-acucar.
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7. Discussao Geral

7.1. O relogio da cana-de-acUcar cultivada em condicdes flutuantes é

funcional

O relogio biolégico € um mecanismo interno que gera ritmos autossustentados.
Dados de estudos prévios em cana-de-acUcar realizados em condi¢des circadianas
revelaram que esta planta possuia um reldgio biologico ativo neste contexto circadiano
(Hotta et al., 2013). Porém, ndo havia estudos que mostrassem o comportamento do
reldgio biolégico da cana-de-acucar em um ambiente cujas condi¢cdes variassem, isto
€, num ambiente flutuante. A novidade que estre trabalho traz € justamente levantar
estas informacdes sobre o reldgio biolégico da cana-de-acglcar e ir além, analisando
o funcionamento do relégio biolégico de diferentes 6rgaos desta planta cultivada em

campo.

Realizar esta andlise € importante para acessar a influéncia conjunta do relogio
biolégico com o ambiente natural sobre a fisiologia e 0 metabolismo das plantas em
campo. As variagcdes ambientais (luz e temperatura, por exemplo) sdo percebidas
pelas vias de entrada do relégio biolégico, incorporadas ao seu oscilador central e
resultam em respostas fisiol6gicas e metabdlicas organizadas temporalmente
(Filichkin et al., 2011; Izawa et al.,, 2011). Além disso, é importante conduzir
experimentos em campo com plantas porque estas condicfes sao as mais proximas
possiveis daquelas enfrentadas por elas. As plantas cultivadas em condicbes
controladas, embora fornecam embasamento para compreensao da fisiologia, do
metabolismo e do fendtipo das plantas, possuem taxas de crescimento mais elevadas,

maiores areas foliares, concentracdes de nitrogénio mais elevadas do que plantas
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crescidas no campo (Poorter et al., 2016). Portanto, estas plantas apresentam

resultados afastados da realidade de uma planta em seu habitat natural.

Os reldgios bioldgicos dos trés oOrgdos analisados, F1, E1/2 e E5 sao
funcionalmente ativos, mesmo que com ritmos de amplitudes diferentes (por exemplo,
a amplitude de ScLHY em F1 é maior do que a de E1/2 e E5). Quando comparados
0s transcritos expressos de cada 6rgao, é possivel encontrar diferentes categorias: 1)
transcritos expressos e ritmicos em um Unico 0rgdo; 2) transcritos expressos em
ambos os 6rgdos, mas ritmicos em apenas um deles; 3) expressos ritmicos nos dois
orgaos, mas com fases distintas; 4) ritmicos em ambos os 6rgdos com a mesma fase;
5) ritmicos e coexpressos (vide Figura 4.4, Capitulo 1). Estas compara¢des apontam
para a no¢ao de que os reldgios biolégicos de cada 6rgdo, assim como 0s transcritos
por ele influenciados, passam por variacdes de acordo com cada 6rgdo, mas atuam
de forma sincronizada para gerar os ritmos da planta como um todo (James et al.,
2008; Endo et al., 2014; Takahashi et al., 2015; Bordage et al., 2016). Por isso € que
€ necessario, dentro dos estudos do reldgio biologico, analisar 6rgaos diferentes,
como mostram as evidéncias trazidas de estudos anteriores sobre diferengcas na
expressao do reldgio biolégico em diferentes 6rgdos de plantas (James et al., 2008;
Endo et al., 2014; Takahashi et al., 2015; Bordage et al., 2016). Também é possivel
gue o perfil fisiologico de um oOrgdo esteja relacionado ao perfil de expressdo
especifico dos genes do oscilador do reldgio biolégico, como no caso de E5,
marcadamente o primeiro entren0 a acumular sacarose, que possui ritmos em vias
associadas ao metabolismo de acucares que podem ser importantes para desenvolver

estratégias voltadas para aumento de producdo de sacarose.

Respondida a pergunta inicial sobre se haveria um reldgio bioldgico funcional em

plantas crescidas em campo, a proxima pergunta recaiu sobre o impacto deste relégio
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biolégico sobre as vias de resposta a ele associadas. A influéncia do ambiente
mostrou-se intensa, pois, considerando apenas o 6rgao F1, 60,9% dos transcritos
foram classificados como ritmicos (vide Capitulo 1). Esta porcentagem € quase 0
dobro dos 32% de transcritos ritmicos observados no mesmo 6rgdo em plantas de
cana-de-agucar em condi¢Bes circadianas (Hotta et al., 2013). Em todos os 6rgaos,
os transcritos analisados como regulados pela acéo sinérgica do relégio biologico e
do ambiente flutuante estdo associados a vias fundamentais, tais como fotossintese,
metabolismo de sacarose, transporte de aglcares, vias classicas hormonais, resposta
a luz, além de vias de regulacdo da expressao génica e epigenética. Em Arabidopsis
(Harmer et al., 2000; Covington et al., 2008), arroz (Filichkin et al., 2011; Izawa et al.,
2011) e milho (Khan et al., 2010), os transcritos associados ao relégio biolégico
também compreendem algumas destas vias, 0 que reforca a ideia de que a acao do
reldgio bioldgico € bastante conservada em plantas vasculares. Tamanha expressao
ritmica sobre vias metabdlicas, fisiolégicas e regulatérias observada na cana-de-
acucar cultivada em campo ressalta a importancia do estudo do relégio em condi¢ces
naturais para abrir novas alternativas para aumento de produtividade na cana-de-

acucar.

7.2.0 papel do AS na atividade do reldgio biol6gico da cana-de-agcucar

Um outro aspecto importante observado neste trabalho sobre o funcionamento do
relogio biolégico da cana-de-acUcar crescida em campo € a regulacdo pos-
transcricional a partir de eventos de AS detectados nos genes do relégio bioldgico. E
possivel sugerir que os eventos de AS influenciam o funcionamento do reldgio
biolégico numa escala sazonal, isto €, quando as plantas estdo submetidas as
condicbes ambientais diferentes, através do ajuste da expressado génica. Esta

estratégia de regulacdo da funcdo do relégio biolégico diante de alteracdes
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ambientais, entretanto, ndo é uma novidade da cana-de-acucar ou das condi¢cdes
flutuantes de campo as quais as plantas avaliadas neste estudo foram submetidas.
Pelo contrario, eventos de AS foram observados em genes do reldgio biolégico de
Arabidopsis (James et al., 2012) e cevada (Calixto et al., 2016) a partir de
experimentos conduzidos em condi¢cdes controladas, o que da uma ideia do quao
conservada esta estratégia pode ser na regulacdo da expressdo génica. Por isso, é
possivel sugerir que o AS pode ser uma maneira de promover alteracdes no

funcionamento do reldgio biolégico das plantas (Mastrangelo et al., 2012).

Esta ideia de que os eventos de AS representam um ajuste da expressao génica
as condi¢cdes ambientais nas quais se encontram as plantas de cana-de-acucar ganha
forca nos dados de deteccdo de eventos de AS nos trés érgaos da cana-de-agucar
analisados, F1, E1/2 e E5. Algumas semelhancas observadas nos padrdes de
ritmicidade, precisamente periodo ou nivel de expressdo, dos eventos de AS nos
orgaos F1 e E5 reforca a ideia de que, embora sejam 6rgéos fisiologicamente bastante
distintos — F1 € um 6rgao fonte, que realiza fotossintese, enquanto E5 é um 6rgéo
dreno, no qual inicia-se o acumulo de sacarose na cana-de-aclUcar — a presenca de
acucar pode ser um elemento que equaliza os processos de expressao génica ritmica
em ambos. Esta comparacdo entre F1 e E5 fica evidente, por exemplo, no gene
ScLHY no evento de I1R e na isoforma FS entre os éxons 1 e 4 e no gene ScCPRR37,
na isoforma FS entre os éxons 1 a 4 e nos eventos I6R e I7R. De toda forma, com a
ideia de que os relogios de diferentes 6rgados atuam em sincronia para gerar os ritmos
em plantas (Endo et al., 2014; Bordage et al., 2016; Takahashi et al., 2015), é
interessante perceber que um mesmo mecanismo de regulacéo de expressao génica
esta atuando sobre diferentes 0rgéaos e sobre os mesmos genes do relégio bioldgico.

Em outras palavras, os eventos de AS em diferentes 6rgdos, que aparecem em
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resposta as condi¢cdes ambientais, estdo regulando os reldgios de diferentes 6rgaos

através de um mecanismo semelhante.

Os eventos de AS promovem uma alteracdo na concentracdo de mRNAs
funcionais, isto €, que séo traduzidos para a proteina funcionalmente ativa. No caso
dos genes do relégio investigados (ScLHY, ScPRR37, ScPRR73 ScPRR95 e
ScTOC1), os eventos de AS podem ter reduzido os niveis desses fatores de
transcricdo nas condicbes ambientais de temperatura baixa (inverno, como foi
observado), o que pode ter levado a altera¢des no funcionamento do relégio bioldgico.
Sem os niveis normais dos fatores de transcricdo atuando no oscilador central do
relégio biolégico, é interessante pensar no impacto sobre a dindmica funcional das
alcas de repressdo transcricional caracteristicas do reldgio biolégico, as quais
pertencem os genes analisados, principalmente porque a funcéo de geracéo de ritmo
a partir do oscilador central depende das oscilagcbes na expressao e nos niveis
proteicos dos fatores de transcricdo (Filichkin & Mockler, 2012). Em ultima anélise,
uma hipétese pode ser levantada sobre possiveis prejuizos que isoformas alternativas
podem trazer aos eventos fisioldgicos e metabdlicos regulados pelo reldgio bioldgico,
como a fotossintese, por exemplo. No caso da cana-de-acUcar, uma fotossintese
prejudicada tem impacto direto na sintese de acucares e, consequentemente, na

sacarose acumulada pelos entrends.

7.3.0reldgio biolégico da cana-de-acucar possui multiplos alelos expressos

Uma caracteristica intrinseca aos cultivares comerciais de cana-de-acgucar é a
autopoliploidia. As estimativas mais recentes dao conta de uma variacao de ploidia de
6 a 14 cromossomos (Garcia et al., 2013). Além disso, dados de expressao génica

apontam para a expressao de multiplos haplotipos em cultivares comerciais de cana-
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de-acucar (Cardoso-Silva et al., 2014) e também em espécies de cana-de-agucar
ancestrais (Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2016). Ou seja, a poliploidia da cana
parece ndo estar restrita ao genoma, ela se manifesta na expressao dos genes,
abrindo possibilidades para especulacdo sobre a complexidade do relégio biolégico

da cana-de-acgucar.

Os dados deste trabalho revelaram que parece haver expressdo de multiplos
alelos para os genes do reldgio biolégico da cana-de-acucar ScLHY, ScPRR37,
ScPRR73 ScPRR95 e ScTOCL1 e, ainda assim, os dados mostram que o relégio da
cana-de-acucar é funcional. A partir da presenca de SNPs nos transcritos destes
genes, foi possivel detectar possiveis alelos diferentes sendo expressos no 6rgao F1
da cana-de-acucar, mesmo sabendo que a frequéncia de SNPs ndo necessariamente
aponta para uma diversidade de haplétipos (Zhang et al., 2013). Neste trabalho néo
h& dados que provem que todos os alelos expressos em termos de transcritos sédo
traduzidos em proteinas ativas. Sendo assim, uma das especulacdes possiveis € que

alguns alelos expressos possam ser silenciados.

Os haplétipos marcados pela presenca de indels, notadamente pertencentes a
ScLHY e ScPRR73, foram detectados em maior nivel na coleta 01 (inverno), do que
na coleta 02 (verdo) (vide Capitulo 3). Esta observacédo sugere que pode haver uma
regulacdo do ambiente sobre a expressédo dos multiplos alelos do relégio da cana-de-
acucar. Seguindo esta hipotese, é possivel que haja uma expressédo de alelos do
reldgio biolégico da cana-de-agUcar cultivada em campo regulada pela sazonalidade,
isto é, pode ser que diferentes nimeros de alelos sejam expressos em diferentes

estacdes do ano.
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A expressdo de alelos multiplos representa um novo grau de complexidade de
funcionamento do relégio biologico da cana-de-acucar e reflete a heterozigosidade do
cultivar SP80-3280. Sendo o cultivar comercial SP80-3280 um hibrido interespecifico
de S. officinarum e S. spontaneum, e pensando na selecéo artificial voltada para
obtencéo de cultivares que produzam mais aclUcar e mais biomassa, € apenas logico
qgue cerca de 80% do genoma dos cultivares modernos de cana-de-acucar venham
de S. officinarum, espécie ancestral marcada pelo acumulo de sacarose e por sua
maior biomassa comparada a S. spontaneum. A partir dai, é possivel falar sobre uma
heranca maior do relégio bioldgico de S. officinarum em detrimento de S. spontaneum.
A analise de SNPs e alelos para os genes do reldgio destes dois ancestrais aliada a
uma comparacdo com o0s SNPs e alelos expressos encontrados nos cultivares
modernos, como SP80-3280, seria uma estratégia interessante para mapear
diferencas e semelhancas entre os genes do reldgio biolégico dos ancestrais e a
frequéncia de cada um deles dentro do genoma dos cultivares modernos. A
heterozigosidade ainda estéa relacionada ao ganho de biomassa pelo cultivar (Li et al.,
2016). Sendo o reldgio biolégico associado a vias fisiologicas também relacionadas a
acumulo de biomassa, compreender a complexidade da regulacédo de expressao de
alelos e a origem destes alelos (em termos de analise do perfil dos alelos dos
ancestrais), juntamente com mapeamento de QTLs a partir destas regides marcadas
por SNPs nos genes do reldgio pode auxiliar no aprimoramento da produtividade dos

cultivares modernos da cana-de-agucar.

7.4. O sombreamento das plantas no campo leva a alteragcdes no

funcionamento do reldgio bioldgico da cana-de-acgucar

A partir da comparacao dos dados de expressao para os genes do relégio ScCLHY

e ScTOCL1 nas coletas 01 (realizada no inverno, quando as plantas tinham cerca de 4
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meses) e 02 (realizada no verao, quando as plantas tinham 9 meses), observou-se
inicialmente uma alteragéo na fase da expresséo de ScLHY de 2 h. Em se tratando
de plantas cultivadas em campo, sombreando-se reciprocamente, a hipotese
levantada para explicar esta alteracdo no funcionamento do oscilador central do
relégio biolégico da cana-de-acucar foi a influéncia do ambiente marcado pelo
sombreamento causado pelo préprio campo. Ou seja, o reldgio bioldgico da cana-de-
acucar estava sendo influenciado pelo ambiente e, assim, em uma espécie de fuso
horério diferente do ambiente externo ao campo. Esta hipotese encontra fundamento
na plasticidade do relégio biologico, que € capaz de ajustar seu funcionamento diante

de mudancas nas pistas ambientais (Hu & Harmer, 2014).

Os dados também revelaram que este ajuste de fase do relégio biolégico foi
sincronizado entre todos os 6rgaos analisados — F1, E1/2 e E5 (vide Capitulo 2). Ha
algumas hip6teses que podem ser levantadas para explicar o que estaria por tras
desta sincronizacdo, isto €, que tipo de estimulo ou molécula estaria sincronizando
orgaos com perfis fisiologicos tao distintos e espacialmente tdo afastados no contexto
de uma planta de cana-de-aglcar com 9 meses de idade (vide Material e Métodos
Gerais). Uma das hipéteses seria a da sincronizagdo através da sinalizacdo pelo
acucar, que € largamente produzido pelos 6rgaos foliares, incluindo F1, e cujo
excedente € alocado para os entrendés para fornecer energia para as atividades
celulares meristematicas (0 que acontece no E1/2) ou para acumulo sob forma de
sacarose (0 que comeca a acontecer em E5). Esta hipétese encontra respaldo em
experimentos anteriores realizados em Arabidopsis sob condicbes controladas, nos
guais se viu que agucares produzidos pela fotossintese podem se comportar como
um sinal reconhecido pelas vias de entrada do relégio biologico, regulando-o (Haydon

et al., 2013). A segunda hipétese se apoia na luz como sinal sincronizador. Esta
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hipbtese baseia-se em um trabalho recentemente publicado em Arabidopsis (Bordage
et al., 2016). Nele, os dados revelaram gue o reldgio biologico de raiz de Arabidopsis
sofre influéncia direta da luz (Bordage et al., 2016). Considerando o porte da cana-de-
acucar adulta e as condi¢cdes de campo, seria mais plausivel considerar a primeira
hipbtese para explicar a sincronizacéo entre os 6rgaos da alteracéo de fase do relégio

biolégico que foi observada.

Uma das consequéncias diretas do sombreamento do campo associado a
alteracdo de fase do reldgio biolégico poderia recair sobre a fotossintese, via sobre a
gual ja recaem efeitos do sombreamento em sorgo (Li et al., 2014) e cana-de-acucar
(Marchiori et al., 2014), por exemplo. Com fotossintese alterada, a producédo e
acumulo de acUcares pela cana-de-acucar poderia sofrer algum tipo de dano, como
ocorre no sorgo (T. Li et al., 2014). Ou, por outro lado, assumindo que as plantas de
SP80-3280 estariam adaptadas a este contexto, ndo haveria dano a produtividade da

cana-de-agUcar.

Uma questdo pertinente que poderia ser levantada neste contexto de
sombreamento do campo esta relacionada a via de Shade Avoidance Response
(SAR). As evidéncias de presenca de SAR séo bastante claras e envolvem estratégias
adaptativas desenvolvidas pela planta para responder ao sombreamento: reducéo de
ramificacdo; aumento na altura da planta via elongac¢éo do caule; redug¢do do nimero
de folhas; alteracéo da relacdo folha:peciolo e, como consequéncia deste conjunto,
reducdo de producéo de biomassa (Carriedo et al., 2016; Roig-villanova & Martinez-
garcia, 2016). Particularmente no caso de gramineas, a SAR provoca reducdo de
perfilhamento (Carriedo et al., 2016). Entretanto, ao longo da domesticacdo das
gramineas agricultaveis, foram selecionadas plantas adaptadas a alta densidade

populacional no campo (Wang et al., 1999). De fato, as plantas de cana-de-agucar
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nao demonstraram sintomas de SAR, como por exemplo reducdo de perfilhamento,
gueda na biomassa, elongacéo e reducao do numero foliar, nos campos analisados,
de modo que a hipétese de SAR podendo, de alguma forma, influenciar os eventos

observados foi descartada.
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8. Conclusdes Gerais

A analise de plantas de cana-de-acgUcar cultivadas em campo revelou que o relégio
bioldgico ndo sé existe em diferentes 6rgaos (F1, E1/2 e E5), como € sincronizado
entre 0rgaos, embora oscile com amplitude menor nos 6rgaos dreno (E1/2 e E5). Os
transcritos regulados pela acdo conjunta do relogio biolégico e ambiente flutuante
agruparam-se em torno de vias metabdlicas, fisiologicas e de regulacdo génica e

epigenética. Todas estas vias sdo essenciais para a produtividade da cana-de-agucar.

A comparacao entre a expressao dos genes ScLHY e ScTOC1 do oscilador central
do reldgio biolégico da cana-de-acUcar na coleta 01 (inverno; plantas com cerca de 4
meses) e na coleta 02 (verdo; plantas com 9 meses) apontou para uma alteragéo na
fase do reldgio biolégico da planta, que, de acordo com a hipotese levantada e
resultados dos experimentos subsequentes, foi causada pelo sombreamento muatuo
das plantas no campo. O significado desta influéncia do ambiente local sobre o reldgio
biolégico ainda precisa ser medida para as vias de resposta associadas ao relégio

bioldgico.

O relégio biolégico da cana-de-acucar sofre uma profunda influéncia de eventos
de AS, detectado nos genes ScLHY, ScCPRR37, SCPRR73 e ScCPRR95. Os eventos
de AS em cana-de-agUcar parecem estar associados a baixas temperaturas, visto que
foram observados em maior nivel na coleta 01, de inverno. A maioria dos eventos de
AS encontrados inserem PTCs na sequéncia do transcrito, levando a degradacgéo do
MRNA e, consequentemente, menor expressao final destes genes. Esta possivel
reducdo de proteinas pode ter efeitos sobre o funcionamento do reldgio biolégico da

cana-de-acgucar numa escala sazonal.
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Ha evidéncia para a expressdo de multiplos alelos para os genes do relogio
biolégico da cana-de-acucar ScLHY, ScPRR37, ScPRR73, ScCPRR95 e ScTOCL1.
Esta observacéo corrobora a macica poliploidia observada nos cultares comerciais de
cana-de-acgUcar. A andlise da expressao dos alelos marcados por indels em ScCPRR73
e ScLHY revelou que sua expresséo era maior na coleta 01 (de inverno) do que na
coleta 02 (de verédo). Estes dados permitem especular sobre uma influéncia ambiental
sobre a expressao alélica dos genes do reldgio bioldgico da cana-de-acucar. Assim,
€ possivel que diferentes alelos sejam expressos em diferentes estacdes do ano. Este
perfii de expressdo dos mudltiplos alelos abre, em geral, caminho para
desenvolvimento de marcadores moleculares especificos para genes do relégio

biolégico, permitindo acompanhar sua expressdo ao longo das estacoes.
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