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O dificil nao € miciar uma caminhada, mas sim continuar.
Ir em frente requer perseveranca, persisténcia e
humildade. Mas, semeando a boa semente, ainda que seja
pela umidade das ligrimas ela germinara. Pode acontecer
que os outros nao valorizem os nossos trabalhos, as nossas
lutas diarias. Mas os resultados dessas lutas nos fazem
sentir que as experiéncias adquiridas na longa caminhada
serviram para que acreditissemos em sonhos, mesmo
sabendo que jamais deveriamos wviver deles. Estas
experiéncias, muitas vezes, nos fizeram chorar, mas jamais
deixamos as lagrimas turvarem a nossa visao. Nao importa
também se, nesse esforco, tropecamos e caimos, pois € aos

que tombam na luta que se costuma chamar de herois.

(Grifos nosso)
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RESUMO

E crescente o nimero de pesquisas que reportam a identificagdo e caracterizagio de genes
associados ao botdo floral, bem como no isolamento de suas regides regulatorias. Estas
vertentes vém auxiliando na elucidacéo de vérias questdes relativas a regulacao e das interagdes
celulares, gerando assim um grande impacto no melhoramento de varias espécies vegetais. Em
algodédo (Gossypium hirsutum) estes estudos tém contribuido substancialmente na obtencéo de
plantas geneticamente modificadas (GM), detentoras de genes para resisténcia a herbicidas e
lepiddpteros, e reveste-se na possibilidade de aumentar a eficiéncia de controle contra pragas
alvo que atuam diretamente em estruturas florais e/ou ainda, potencializar o efeito de expressao
na coloracdo das fibras. Diferentes técnicas estdo disponiveis para a analise de gendémica
funcional, entre as mais adotadas esta a construcdo de bibliotecas de curtas sequécias expressas
(ESTs) que permite identificar quais RNAs mensageiros estdo sendo expressos num organismo
em um determinado momento. Com o uso desta metodologia em estudo anterior, foram
caracterizados por andlises in silico genes envolvidos em funcgdes reprodutivas do algodoeiro,
alguns dos quais expressos nos gametofitos masculino e feminino. Nesse momento, a partir de
ensaios de RT-PCR e gRT-PCR, seis genes
(GhASH, GhFIB010, GhGLUC, GhMYB, GhOVU e GhUDP) foram investigados quanto a
expressdo temporal durante a ontogenia do botdo floral, nos estadios de 2-4, 6-8, 10, 12, 14-16
e 18-20 mm. Todos 0s genes investigados apresentaram atividade nos diferentes tamanhos dos
botdes florais e com niveis diferenciados de expressdo, contudo, o maior nivel foi observado no
tamanho de 10 mm, com excec¢do do gene GhASH que apresentou maior expressao nos botdes
de 10 a 16 mm. Nestes estadios o botdo encontra-se em atividade celular intensa incluindo
reducdo da parede celular, formacdo dos sacos embrionarios completos, surgimento e
degeneracdo das antipodas, sugerindo que esses genes podem estar envolvidos na formacéo e
ou desenvolvimento de ovulos, grdos de pélen, tubo polinico, como também em fibras. O gene
GhASH também apresentou o maior nivel de expressdo em todos os estaddios do botéo floral
guando comparado aos demais genes. Em funcdo da regulacdo desses genes envolverem etapas
precursoras, que antecedem a antese e que, possivelmente perpassa 0 processo final de
maturacao, procedeu-se adicionalmente um estudo de expressao tissular em o6rgaos floriferos do
algodao (brécteas, sépalas, pétalas, dvulos, anteras e fibras com 8, 10 e 18 DPA) de modo a
entender as interrelacdes dos genes envolvidos na fase reprodutiva e sua atuacdo durante o
desenvolvimento. Verificou-se que todos os genes apresentaram expressao equivalente com
suas funcionalidades descritas nos bancos de dados. As analises da atividade génica para 0s
genes GhASH, GhOVU e GhGLUC propuseram atuagdes na formacéo e/ou desenvolvimento de
todos os oOrgdos florais sobretudo em gréos de polen, tubo polinico e anteras. Para 0s genes
envolvidos nas fibras, GhMYB, GhFIB010, GhUDP, a expressdo foi observada para todas as
trés fases fenoldgicas estudadas, sugerindo assim que estejam envolvidos diretamente na fase
de elongacdo das fibras, fase que tem sido bastante investigada, uma vez que o comprimento
das fibras de algoddo é uma caracteristica chave de determinacdo da qualidade e rendimento.
Estudos adicionais para caracterizacdo funcional dos genes promissores e isolamento de suas
regides upstream tornam-se necessarios a fim de contribuir com os avancos do melhoramento
genético e molecular dessa oleaginosa.

Palavras chave: Gossypium hirsutum, ontogenia, 6rgdos floriferos, RT-PCR, RT-qPCR
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ABSTRACT

A growing number of studies reports the identification and characterization of genes associated
with flower bud and the isolation of its regulatory regions. These strands are helping to unravel
a number of issues concerning the regulation and cellular interactions, thus generating a great
impact on improving various plant species. In cotton (Gossypium hirsutum) these studies have
contributed substantially in obtaining of genetically modified GM plants, holders of genes for
resistance to herbicides and lepidopteran, and are becoming the possibility of increasing the
control efficiency against target pests that act directly in floral structures and / or even enhance
the expression of the coloring effect of the fibers. Different techniques are available for
functional genomics analysis, among the most adopted is the construction of expressed
sequence tags (ESTs) libraries that allows to identify which RNAs are expressed in an
organism at a given time. Using this methodology in a previous study, were characterized by in
silico analyzes genes involved in reproductive functions of cotton, some of whom expressed in
male and female gametophytes. At that moment, from RT-PCR assays and qRT-PCR, six genes
(GhASH, GhFIB010, GhGLUC, GhMYB, GhOVU and GhUDP) were investigated for the
temporal expression during ontogeny flower bud, at stages 2-4 6-8, 10, 12, 14-16, and 18-20
mm. All of the genes investigated were active in floral buds of different sizes and in different
expression levels, however, the highest level observed was 10 mm, except for gene GhASH
with the highest expression in 10 to 16 mm. In these stages the cotton bud is in intense cellular
activity including reduced cell wall formation of the complete embryonic sac, appearance and
degeneration of the antipodes suggesting that these genes that may be involved in the formation
and development or ovules, pollen, pollen tube, as well as on fibers. The gene was GhASH
which also had the highest level of expression in all stages compared to other genes. Due to the
regulation of these genes involved precursor steps, prior to anthesis and possibly runs through
the final process of maturation, we proceeded further a study of tissue expression in organs
flowering cotton (bracts, sepals, petals, ovules, anthers and fibers with 8, 10 and 18 DPA) to
understand the interrelationships of the genes involved in the reproductive phase and its
performance during development. It was found that all genes showed equivalent expression
with its features, described in the databases. Analyses of gene activity for genes GhASH,
GhOVU and GhGLUC proposed performances in training and / or development of all floral
organs especially in pollen grains, pollen tube and anthers. For genes involved in fiber GhMYB,
GhFIB010, GhUDP expression was observed for all studied growth stage, suggesting that are
directly involved in elongation phase of the fibers, this phase has been widely investigated
since the length of the cotton fiber is a key feature in determining the quality and vyield.
Additional studies to functional characterization of promising genes and isolation of their
regions upstream become necessary in order to contribute to the progress and molecular
breeding of this oilseed.

Key Words: Gossypium hirsutum, ontogeny, flowering organs, RT-PCR, RT-qPCR

xiii



SUMARIO

TERMO DE APROVAGAD.........ooieiieeieeeeesieeeseseses s sesieses s sensssessensssnssssesenes i
AGRADECIMENTOS. ...t vii
LISTA DE FIGURAS. ...ttt e e snaa e e nnane e iX
LISTADE TABELAS......c.o oottt ettt X
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt Xi
RESUMO ... ettt ettt e e et e et e e a e e et e e e ssee e esaeeaseeeannaee e Xii
A B ST RA T . e e e e e e ra e aa e e nree e xiii
CAPITULO Lottt 1
L. INTRODUGAD.......ooiecieteieeeeeetee ettt sttt s s 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....coooeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 3
2.1. A cultura do algodéo: do centro de origem ao cenario nacional..................... 3
2.2. Melhoramento genético do algodoeiro: conquistas e perspectivas................. 4
2.3. Contribuicdo da genémica para 0 avanco molecular...........c.ccccoecvvveevveiieennens 6
2.4. Genomica funcional do algod&o............coovriiiiiiiiiiiie e 8
3. REFERENCIAS..... ..ottt e enre e 12

CAPITULO II

Expressdo temporal de genes durante a ontogenia do botdo floral de
AlgOdOBITO UPIANG.......oiiiiiiiiie s 19

CAPITULO IlI

Expressdo tissular de genes envolvidos na estrutura floral do algodoeiro

Gossypium hirsutum var. latifolium...........c.cooiiie, 41
ANEXOS
PLANT MOLECULAR BIOLOGY ...ttt 62
FUNCTIONAL PLANT BIOLOGY ..ottt 68

Xiv



CAPITULO |

1. Introducéo

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L. var. latifolium Hutch.) é umas das principais
culturas agricolas em nivel mundial dada a sua importancia econdémica e social. O Brasil ocupa
a quinta posicdo no cenario mundial, com produtividade média de 1,5 milhdo de toneladas em
plumas e 2,3 milhGes de tonelada em caroco (CONAB, 2015), gracas ao elevado nivel
tecnoldgico que se incorpora a cada ano ao setor agricola e principalmente ao desenvolvimento
de cultivares mais produtivas, com elevado rendimento de pluma, adaptadas as mais diversas
condigdes edafoclimaticas e tolerantes a diversos fatores bidticos e abidticos.

Para conseguir tais atributos, os programas de melhoramento das instituicdes nacionais
adotam métodos convencionais, envolvendo as etapas de cruzamentos, focando em caracteres
que atendam os requesitos da inddstria téxtil e dos produtores. Nesse contexto, a escolha de
genitores robustos representa um passo importante a obtencdo de novas cultivares. A
dificuldade de agregar um maior conjunto de caracteres reside naqueles que ndo sdo herdados
geneticamente ou, quando sdo, ndo ha disponibilidade de recurso genético que possa ser
utilizado como parental. E o caso, por exemplo, da melhoria de cultivares para resisténcia a
algumas pragas como insetos ou a ervas daninhas. Para tal situagéo, as barreiras de falta de
germoplasma tém sido minimizadas pelo uso de cultivares geneticamente modificadas (GM), as
quais detém em seu genoma genes exdgenos que expressam proteinas para o fator genético para
o qual foram modificadas (JENKINS et al., 1993; GATEHOUSE e GATEHOUSE, 2000;
PANJEKAR et al., 2003; PINTO, et al., 2008). Essa tecnologia tem trazido enormes beneficios
para varias lavouras, especialmente as grandes commodities que, por terem Sseus precos
atrelados ao mercado internacional, ficam mais vulneraveis quando se deparam com eventos
externos, quer seja de natureza bidtica ou abiotica. Para continuar avangando nesse segmento, é
imprescindivel o investimento na descoberta de novos genes e de suas sequéncias regulatorias,
especialmente em tecidos que estejam direta ou indiretamente envolvidos com a produgéo. Os
bancos de genes atualmente disponiveis em bancos de dados oferecem um arsenal de
informagdes que podem servir como norteadores para posteriores estudos de transciptomas,

protedmicas, entre outros, com vistas a contribuir na elucidacdo de como séo regulados e como



estdo envolvidos nos diversos processos metabolicos das plantas (MEYERS et al., 2004;
ROCHFORT, 2005; PASSOS et al., 2008).

Para o género Gossypium, que abrange pelo menos duas espécies de importancia
econbmica, G. hirsutum e G. barbadense, o site CottonDB (Cotton Genome Database), que
disponibiliza varias sequéncias de genes que envolvem quase todo genoma do género. Fazendo
um breve relato sobre os genes envolvidos com estruturas reprodutivas do algodao, citam-se
alguns que podem ser de grande utilidade para posterior estudo sobre biologia floral, ontogenia
da floracdo e desenvolvimento da fibra. Os genes GhPME-likel, GhfiGal-likel e GhPL-likel
envolvidos no desenvolvimento do botéo floral do algodoeiro (ARTICO et al., 2014); ROXY1,
envolvido com a formacdo das pétalas (XING et al.,, 2005); GhSusAl, associado com a
produtividade e qualidade das fibras (JIANG et al., 2012), além da sintese de flavonoides, cujos
metabolitos sdo responsaveis pela pigmentacdo da flor e das fibras (KOES et al., 2005; XIAO
etal., 2007).

Com isso, tem sido proposto que as novas geracOes de plantas transgénicas
deverdo utilizar promotorestecido-especifico, pois permitem o direcionamento da expressao dos
genes de interesse (CHEN et al., 2007). O beneficio dessas construcdes em trabalhos de
transgenia reveste-se na possibilidade de aumentar a eficiéncia de controle contra pragas alvo
de lavouras que atuam diretamente em estruturas florais ou ainda, no caso de algodao,
potencializar o efeito de expressdo na coloracdo das fibras, contribuindo para movimentar um
mercado milionario que ainda depende de tingimento artificial para suprir a industria téxtil
mundial.

No presente trabalho apresentam resultados de um estudo envolvendo expressao diferencial
de genes durante a ontogenia do botdo floral de algodoeiro, por meio de procedimentos
moleculares envolvendo PCR-semiquantitativo e em tempo real (QRT-PCR). Em funcdo da
regulacdo desses genes envolverem etapas precursoras, que precedem a antese e que,
possivelmente perpassa o processo final de maturacéo, procedeu-se adicionalmente um estudo
de expressao tissular em érgdos floriferos do algoddo de modo a entender as interrelacbes dos

genes envolvidos na fase reprodutiva e sua atuacdo durante o desenvolvimento.



2. Revisao de literatura

2.1.  Aculturado algodao: do centro de origem ao cenario nacional

O algodao é uma dicotiledénea pertencente a familia Malvaceae, composta por 250
géneros e 4.200 espécies. O género Gossypium é originario da Africa Central e esta distribuido
amplamente pelo continente asiatico, africano, americano e oceénico. Segundo Fryxell (1992) e
Endrizzi et al. (1985), esse género possui 50 espécies descristas algumas das quais tem centro
de dispersdo no Brasil.

O primeiro relato do algoddo data de cerca de oito mil anos AC., embora haja
divergéncias quanto ao centro de origem. Alguns autores atestam ser no continente americano,
enquanto outros afirmam ser originario da Africa Central; a evidéncia mais adotada, contudo, é
a origem na India (SAUNDERS, 1961).

A presenca do algoddo em territorio brasileiro é bastante remota, anterior a chegada dos
portugueses em 1500. A cultura era feita em pequenos locais em volta das habitacGes e 0 uso
do algoddo era bastante difundido entre os indigenas. A planta inteira era aproveitada no
cotidiano; os fios eram utilizados na fabricacdo de redes, o carogo era esmagado, cozido e
consumido como mingau e o extrato das folhas era usado como medicamento na cicatrizagéo
de ferimentos. Mais tarde comecou a ser empregado na confeccdo de roupas para vestir 0s
indios, os quais ja tinham técnicas de colheita, fiacdo, tintura e tecelagem (NEVES e
JUNQUEIRA, 1967).

Em meados do século XVIII e inicio do século XIX, com a revolugdo industrial, o
algodao foi inserido no mercado téxtil. No Brasil cultivava-se algoddo do tipo arbéreo rim-de-
boi (G. barbadense var. brasiliense) que se concentrava predominantemente na regido Nordeste
como atividade complementar dos agricultores. A partir de 1860 foi introduzida variedade
Gossypium hirsutum oriunda da Inglaterra (CORREA, 2003; BUAINAIN e BATALHA, 2007).
A espécie G. hirsutum L. originou a maioria das variedades de algoddo -cultivadas
mundialmente e sdo representadas no Brasil pelas racas: G. hirsutum L.r. latifolium Hutch
(algodoeiro herbaceo) e G. hirsutum var. marie-galante (Watt) Hutch (algodoeiro-moco)
(FREIRE, 2000).

O Gossypium apresenta dois niveis de ploidia, sendo constituido de espécies dipldides
(2n = 2x = 26) e alotetrapldides (2n = 4x = 52). Entre as espécies, apenas quatro produzem

fibra com caracteristicas que atendem a inddstria téxtil: G. herbaceum L., G. arboreum L., G.



barbadense L. e G. hirsutum L., sendo esta Ultima a de maior destaque no cenario mundial por
produzir 95% das fibras comercializadas (FREIRE, 2007; CARVALHO, 2008).

A planta do algodoeiro oferece os mais variados produtos que podem ser utilizados nas
industrias téxteis, de cosmético, de alimento e de 6leo. A fibra € o principal produto, com mais
de 400 aplicacGes industriais; as sementes sdo de grande valor para 0 mercado agricola e de
beneficiamento. Apo6s extracdo do 6leo, alguns derivados sdo produzidos para o segmento
animal, como torta e o farelo, que s&o ricos em proteina e utilizados no preparo de ragdes
(BUAINAIN e BATALHA, 2007).

No cenério econémico, a cultura do algodédo participa de varios setores da economia,
sendo considerada uma das principais commodities nacionais. O Brasil ocupa a quinta posicéo
entre os maiores produtores, atras da China, india, Estados Unidos e Paquistdo (FAO, 2014;
ABRAPA, 2015). Para a safra 2014/15 a producdo nacional do algoddo em pluma esta estimada
em 1.5 mil toneladas (CONAB, 2015).

A lavoura é conduzida em vérias regides do Brasil, estando o maior p6lo de producéo
centrado nos Cerrrados do Cetro-Oeste e do Oeste baiano. As regides Nordeste, Cento-Oeste e
Sudeste contribuem com 33.5%, 63.7% e 2.8% da producdo nacional, respectivamente. Os
principais estados produtores sdo Mato Grosso do Sul (562,7 mil) Géias (33,8 mil t) e Bahia
(281,1 mil t) (CONAB, 2015).

A cotonicultura hoje se encontra com extensas lavouras e um aprimorado sistema de
mecanizacao e beneficiamento. Os altos investimentos e um arsenal de novas tecnologias tem
proporcionado o surgimento de novas variedades com ciclo definido, alta produtividade, maior

rendimento de pluma e resistentes a diversos fatores bidticos e abidticos.

2.2.  Melhoramento genético do algodoeiro: conquistas e perspectivas

As pesquisas agronémicas envolvendo a cultura do algoddo datam no inicio do século
XX, mais precisamente em 1924, quando se iniciaram os trabalhos nas linhas de melhoramento
genético e de experimentacdo, cujos 0s principais objetivos eram voltados para obtencdo de
cultivares precoces e de ciclo determinado, de alta produtividade e qualidade da fibra (FREIRE
et al., 2007). Em 1926, como resultado das primeiras sele¢cOes de plantas, o Instituto
Agronémico de Campinas (IAC) langou e distribuiu os primeiros lotes de sementes
melhoradas. Anos depois os esfor¢os continuaram e em 1976 a Embrapa (Empresa Brasileira

de Pesquisa Agropecudria) iniciou as pesquisas com a cultura, com a criacdo do Centro



Nacional de Pesquisa do Algoddao (CNPA), em Campina Grande, PB, dando inicio aos
trabalhos de melhoramento, com a espécie herbacea, G. hirsutum L.

As primeiras variedades obtidas foram: BR1, CNPA 3H, CNPA 6H, CNPA 7H e
CNPA Precoce 1, entre os anos de 1976 e 1994 (FREIRE, 1978). Depois da entrada do bicudo
do algodoeiro no Brasil, no ano de 1983, a cadeia produtiva cotonicola sofreu grande impacto
levando o pais a passar do paramar de grande exportador para importador. Tal evento
promoveu um desencadeamento total no agronegdcio da cultura que se refletiu por mais de uma
década, levado todos os atores da cadeia produtiva a reestudar o processo do agronegécio de
modo a restabelecer o soerguimento da cultura (RAMALHO et al., 2000; BASTOS et al.,
2006). Isso levou a mudanca de cenario, estabelecendo-se novo celeiro de producdo, centrado
na regido Centro Oeste, que adotou tecnologias de ponta para ser o principal expoente do
cinturdo branco nacional (COSTA e BUENO, 2004).

Nos ultimos anos, o programa de melhoramento do algodoeiro conduzido pela Embrapa
focaliza suas atividades para atender as demandas dos grandes pordutores, que adotam um
manejo altamente tecnificado e para os pequenos produtores, que lidam com agricultura de base
familiar, sendo atendidos, mais prioritatiamente com as novas cultivares coloridas de
demandam menor exigéncia em termos tecnolégicos (NASCIMENTO e SILVA, 2010).

Um salto expressivo que também colaborou com a competitividade da cotonicultura
nacional foi a adogdo das lavouras GM, detentoras de genes para resisténcia a herbicidas e
lepidopteros, os quais tém minimizando os custos de producdo, mantendo melhor patamar de
produtividade (RAJASEKARAN et al., 2000; MARTINS et al., 2008; JAMES, 2014).

Atualmente, encontram-se disponiveis para comercializacdo os seguintes eventos de
algodao: Bollgard®, que contém a proteina CrylAc, de Bacillus thuringiensis (Bt),
desenvolvido pela Monsanto; Liberty Link, desenvolvida pela Bayer CropScience, com
resisténcia ao glufosinato de aménio; Roundup Ready, desenvolvida pela Monsanto, com
resisténcia ao glifosato; WideStrike, desenvolvida pela Dow AgroSciences, que contém as
proteinas CrylAc e CrylF, para controle de lepiddpteros; Bollgard Il da Monsanto, que
contém as proteinas CrylAc e Cry2Ab2 para controle de lepiddpteros; MON 531 x MON 1445,
com resisténcia a insetos e tolerante a herbicida (glifosato), da Monsanto (CTNBio, 2014).
Para 2015, a Monsanto estara lancando a Bolgard 111 (COT102 x MON15985), cujo evento
possui 0s genes cry (CrylAc e Cry2Ab) e vip (Vip3A) ambos de Bt. Essa cultivar oferecera
resisténcia contra as duas principais espécies de lepiddpteras Helicoverpa armigera e
Helicoverpa punctigera (ISAAA, 2015).



A obtencdo de plantas geneticamente modificadas gerou um grande impacto no
melhoramento de vérias espécies vegetais, notadamente na cotinocultura, isto gracas a grande
quantidade de genes que tém sido isolados e caracterizados. Esta vertente tem contribuido para

a elucidacdo de varias questdes relativas a regulacéo e das interacdes celulares.

2.3. Contribuicédo da gendmica para o avanco molecular

O significado para o termo “gene” evoluiu e Se tornou mais complexo desde sua
primeira postulacdo, datada do inicio do século XX. Apds muitas controvérsias sobre a
definicdo deste termo, atualmente o conceito de gene é: “regido localizavel de sequéncia
genbmica, a qual corresponde a uma unidade de heranca e que estd associada a regides
regulatorias, regides transcritas e/ou outras regides funcionais" (PEARSON, 2006; GERSTEIN
et al., 2007). Neste mesmo contexto, o termo genoma pode ser definido como 0 armazenamento
de informacdes bioldgicas ou simplesmente o conjunto de genes de todo e qualquer organismo
(GRIFFITHS, 2006).

A grande maioria dos genomas é formada de DNA, com excecdo dos virus que
apresentam o seu genoma constituido de RNA. A utilizacdo desta informacdo requer a
atividade de enzimas e outras proteinas, que participam de uma complexa série de reacdes
bioquimicas, referidas como expressdo do genoma. O transcriptoma (conjunto completo de
genes transcritos sob certas condi¢des) seguido da proteoma (conjunto completo das proteinas)
séo os produtos gerados por este tipo de expressdo (BINNECK, 2004; ROBERTSON, 2005).

E crescente o nimero de depésitos de sequéncias nos bancos em dados publicos. No
GenBank  do NCBI (National Center  for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics) encontra-se cerca de 174 bilhdes de
sequéncias disponiveis para quase 260.000 espécies, obtidas principalmente a partir de
laboratdrios individuais e submissdes de lotes de projetos de sequenciamento em larga escala.

Algumas espécies vegetais ja tiveram seus genomas inteiramente sequenciados, tais
como Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis Genome Iniciative), que possui 120 Mbp e
apresenta, no geral, uma cépia de cada gene e menos de 10% de sequéncias repetitivas
(MAHALAKSHMI e ORTIZ, 2001), por ser considerado um genoma pequeno, quando
comparado a outras espécies vegetais, é utilizada como planta modelo para estudos
moleculares; arroz (Oryza sativa - International Rice Genome Sequence Program) (GOFF et
al., 2002); milho (Zea mays - Maize Genome Project) (SCHNABLE et al., 2009); mamona



(Ricinus communis) (CHAN et al., 2010); soja (Glycine max - Glycine max Genome Genome)
(SCHMUTZ et al., 2010); feijao mungo (Vigna radiata ) (ALVERSON et. al., 2011); tomate
(Solanum lycopersicum) (SATO et al., 2012); eucalipto (Eucalyptus grandis - Eucalyptus
Genome Network) (MYBURG et al., 2014); café (Coffea canéfora) (DENOEUD et al., 2014);
algoddo (Gossypium arboreum) (LI et al., 2014) e amendoim (Arachis hypogaea L - Peanut
Genome Project) (VALENTINE et al., 2014)

A elucidacdo dos genomas e 0s programas de bioinformatica tém permitido na area
molecular o total aproveitamento dessas informacdes por pesquisadores que atuam nas areas de
regulacdo génica, expressao de transcritos, geracdo de sondas, engenharia de genes, entre
outras. Desde a época da descoberta do DNA recombinante, varios beneficios tém sido gerados
por meio dos avancos moleculares, especialmente nas &reas médica e biologica, com o
desenvolvimento de vacinas, hormdnios e, na agricultura, as lavouras GM, que tem contribuido
expressivamente com o produto interno bruto (PIB) agropecuario dos paises que adotam tal
tecnologia.

A identificacdo de novos genes, embora envolva um processo laborioso e oneroso, so tera
aproveitamento completo pela comunidade cientifica se estiver atrelada a sua funcionalidade.
Vaérios depositos sdo feitos diariamente nos bancos de gene, contudo, grande parte sdo de
sequéncias incompletas ou retiradas de bibliotecas, cuja funcdo nao foi definida ou elucidada.
O entendimento completo da funcdo do gene permite avancar nos estudos para &reas
posteriores, do transcriptoma até a metaboloma, tornando possivel estimar a expressdo de
transcritos ou de precursores de metabdlitos em nivel celular ou durante a ontogenia,
dependendo do organismo que esteja sendo estudado.

Existem genes denominados de constitutivos ou housekeeping genes, que sdo aqueles
presentes em todas as células do organismo e que sdo continuamente expressos independentes
dos tecidos e do ambiente de crescimento, gerando produtos essenciais para a manutencao da
vida, normalmente envolvidos em processos basicos como geracdo de energia, replicacdo e
manutencdo do material genético (SUZUKI et al., 2000). Muitos desses genes ja foram isolados
e identificados como ACTINA (ACT), POLIUBIQUITINA (UBQ), TUBULINA (TUB),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e um fator de elongacdo 1p (EF1b), estes séo
comumente utilizados como referéncia em estudos de expressdo génica em diversos tipos de
organismos (GUTIERREZ et al., 2008; HU et al., 2009; MIRANDA et al., 2013).

Outros genes, também chamados de especificos ou induzidos, séo regulados e expressos
em alguns tecidos, cuja acdo estd diretamente relacionada a funcdo do 6rgédo/ tecido, como
exemplos: GhPME-likel, GhfGal-likel e GhPL-likel envolvidos no desenvolvimento do botéo
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floral do algodoeiro (ARTICO et al., 2014); gene ROXY1, envolvido na formacio das pétalas
em algoddo (XING et al., 2005); genes NCED e LEA envolvidos nas respostas ao déficit
hidrico em Arabidopsis thaliana (IUCHI et al., 2001; SHIH, et al., 2008), entre outros. Para que
esta especificidade ocorra devidamente, varios mecanismos de regulacdo necessitam estar
ativados, permitindo assim que os produtos génicos sejam gerados por células “especificas”,
nos momentos “determinados” e em quantidades apropriadas. Desta forma, conclui-Se que na
regulacdo génica estdo presentes genes com caracteristicas espaciais (local no qual ocorrera a
expressao), temporais (momento em que ocorrera a expressao) e quantitativas (quantidades do
produto que devera ser expresso).

Diferentes técnicas estdo disponiveis para a analise da genémica funcional, entre as
mais adotadas, citam-se: i) construgcdo de bibliotecas de ESTs, que permite identificar quais
RNAs mensageiros (RNAm) estdo sendo expressos num organismo, em um determinado
momento (MEYERS et al., 2004); ii) hibridizacdo in situ, que permite avaliar a distribuicéo
espacial de um transcrito a partir da hibridizacdo de uma sonda de &cido nucléico marcada
(SCHAFFER et al., 2000); iii) RT-PCR, que consiste numa reacdo da transcriptase reversa,
seguida de reacdo em cadeia da polimerase, sendo muito utilizada para estimar a expressao
génica (LIANG e PARDEE, 1992); iv) Northern blot, que detecta o transcrito através de sonda
especifica (MEYERS et al.,, 2004); e v) PCR em tempo real, que quantifica o nivel de
transcricdo no ato em que os produtos estdo sendo expressos (GACHON et al., 2004).

2.4 Genbmica funcional do algodao

Os trabalhos na area molecular com a cultura do algoddo remontam ha mais de duas
décadas, porém, tiveram um salto quantitativo a partir do desenvolvimento das cultivares GM,
em funcdo de possiveis interacdes epigenéticas ou peliotropicas advindas com a inclusdo dos
transgenes. Com a necessidade de se entender mais sobre a fisiologia da cultura nos aspectos
biodticos e abioticos e as consequentes interacdes relacionadas com os processos de defesa, o
impulso das pesquisas moleculares promoveu uma busca para isolamento de novos genes e o
entendimento de suas funcgdes para posterior uso de tais informacgdes em trabalhos associados a
expressao génica ou transgenia, todos com o mesmo fim de auxiliar as demandas primarias
estabelecidas nos programas de melhoramento.

Focalizando em genes envolvidos na fase reprodutiva, varios deles tém sido reportados,

alguns dos quais tem sua funcéo descrita na Tabela 1.



Tabela 1. Genes identificados em estruturas reprodutivas de Gossypium.

Gene Funcéo Referéncia

Pectina metilesterase  Processos de modificacdo de parede ARTICO et al., 2008
celular durante o desenvolvimento
do pdlen
Mio-inositol oxigenase Sintese de precursores de matrix ~ ARTICO et al., 2008

extracelular em flores

ARF6 Desenvolvimento da flor e vulo NAQPAL etal.,
2005
ATFYPP3 Regulagédo negativa do KIM et al., 2002
desenvolvimento da flor
ATRAB, Crescimento do tubo polinico JOSHUA et al., 2004
SEUSS e CDKC2 Desenvolvimento da flor VANIYAMBADI et
al., 2006; CUl et al.,
2007
BOP2 Morfogénese da flor e abscisdo do  MCKIM et al., 2008
6rgédo floral
HEN1 Regulacdo do desenvolvimento da  SUZUKI et al., 2002
flor e formacdo da pétala
ROXY1 Desenvolvimento da antera e pétala ~ XING et al., 2005

Outros genes, denominados fatores transcricionais MADS-box, estdo envolvidos em
varios aspectos da diferenciacdo dos tecidos vegetais. Sdo bastante estudados devido a sua
importancia na elucidacao da identidade de 6rgdos florais por meio do modelo “ABCE” que
explica as classes de genes relacionados ao surgimento dos quatro verticilos florais (pétalas,
sépalas, carpelos e estames) (THEIBEN e BECKER, 2000; THEIBEN, 2001). Alguns exemplos
de genes agrupados na classe dos genes MADS-box incluem: AGAMOUS (AG) (YANOFSKY
et al., 1990), GhSQUA-likel e GhSQUA-like 2, relacionados ao desenvolvimento floral;



APETALAL, APETALA3, PISTILATTA, SEPALLATA3 e SEPALLATAA4 todos estes envolvidos
com os eventos tardios do desenvolvimento dos quatro verticilos florais (YANOFSKY et al.,
1990; VANIYAMBADI et al., 2006). Outro estudo revelou o gene GhMADS22 envolvido na
promocdo da floracdo além de retardar senescéncia de algodéo e, portanto, pode ser um alvo
candidato para promover a maturacdo precoce (ZHANG et al., 2013). Estudos com o G.
barbadense revelaram que o gene GbAGL1 estd envolvido no desenvolvimento do évulo
podendo também participar no desenvolvimento de fibras (LIU et al., 2010).

Com relagdo as fibras do algodao, estas sdo botanicamente conhecidas por tricomas, que
sdo apéndices da epiderme. Morfologicamente, cada fibra € uma célula Unica que se desenvolve
a partir da diferenciacdo da epiderme celular do tegumento do 6vulo, que originard o fruto
(SONG e ALLEN, 1997). O desenvolvimento das fibras consiste em quatro fases que se
sobrepdem: a fase de iniciacdo ocorre de (-3 + 3) dias apds a antese (DPA), embora todas as
células da epiderme tenham potencial para se tornarem fibras apenas cerca de 30% comecam a
aumentar e alongar-se rapidamente; no periodo de elongacdo (5 + 25 DPA), as ceélulas
apresentam vigorosa expansdo, com picos de crescimento maiores que 2 mm/dia; a terceira fase
compreende a formacdo da parede celular secundaria, (20 £ 45 DPA), no qual ocorre
principalmente a biossintese e deposicdo de celulose, quando totalmente madura a fibra é
constituida por mais de 95% de celulose; o estagio final de maturacdo/desidratacdo, (40 + 50
DPA), esta associado ao acumulo de minerais e decréscimo no teor de agua, resultando na fibra
madura (LEE et al., 2007). O comprimento das fibras é classificado como inferior, abaixo de 22
mm; curto, variando entre 22 e 28 mm; médio, de 28 a 34 mm e longo, com comprimento
superior a 34 mm (BELTRAO, 2007).

Um grande nimero de genes expressos durante a ontogenia das fibras tem sido descrito
e outros estudos se encontram em andamento. Li et al. (2005) identificaram o gene ACTIN1 que
desempena papel importante no processo de elongacdo, embora ndo faga parte do processo de
formacdo inicial da fibra. Neste mesmo segmento, os genes GhACO1 e GhACO3 também
foram reportados por Shi et al. (2006). Em outro estudo, Luo et al. (2007) identificaram o gene
GhDET2 como sendo expresso em ambas as fases do desenvolvimento da fibra.

Com relagéo a qualidade da fibra, Jiang et al. (2012) reportaram o gene sacarose sintase
(SusAl) que, quando superexpresso, atua aumentando o comprimento e a resisténcia das fibras.
Segundo os autores, quando a acdo do SusAl é suprimida, contudo, ha reducéo na qualidade da
fibra. Esse gene também revela alguma expressdo na embriogenese porque sua repressao afeta

0 tamanho das sementes.
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Focalizando em enzimas envolvidas nas atividades de elongacdo, Haigler et al. (2012)
identificaram genes relacionados a atividade da hidrolase, uma enzima envolvida no
desenvolvimento da fibra. Wang et al. (2010) caracterizaram genes envolvidos na sintese de
celulose, fosfatase e desidrogenase, 0s quais estdo envolvidos no desenvolvimento de células
de fibras de algodao.

Apesar do genoma do algodoeiro, constituido de 1,7 Mpb, ja ter sido decifrado, ha ainda
varias oportunidades para estudar e elucidar o funcionamento e atividade de varios genes
depositados em bancos de genes, especialmente os oriundos de bibliotecas. Considerando-se
que a planta é de habito indeterminado, tem ciclo médio de 150 dias e que a fase reprodutiva se
inicia a partir dos 45 dias, € de se supor que o investimento em estudos de gendmica na fase
reprodutiva ainda ofereca um manancial de oportunidades para contribuir com os avangos do

melhoramento genético e molecular dessa oleaginosa.
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RESUMO - O uso de ferramentas biotecnolégicas tem trazido enormes beneficios para varias
lavouras, especialmente as grandes commodities. Muitos estudos contribuiram para um
importante avanco do melhoramento genético do algodoeiro, e outros se encontram em
andamento, cujos principais objetivos focalizam na descoberta de novos genes e de suas
sequéncias regulatorias, especialmente em tecidos que estejam direta ou indiretamente
envolvidos com a producdo. Varios desses genes possuem rotas que iniciam desde o
desenvolvimento meristematico floral e perpassam todo ciclo de inicia¢do, elongacdo e
maturacdo da fibra. Neste estudo, a expressdo de genes envolvidos com a ontogenia do botéo
floral do algodéo foi investigada objetivando identificar fases que possam ser selecionadas para
posteriores estudos de isolamento de sequéncias regulatorias. Oligonucleotideos dos genes
GhASH, GhFIB010, GhGLUC, GhMYB, GhOVU e GhUDP foram desenhados e utilizados em
analises de RT-PCR e RT-qPCR a partir de RNAs extraidos de botdes florais coletados com 2-
4, 6-8, 10, 12, 14-16 e 18-20 mm. Todos os genes investigados apresentaram atividade nos
diferentes tamanhos dos botdes florais selecionados, contudo, o0 maior nivel de expresséo foi
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visto no tamanho de 10 mm. A excecdo foi vista para o0 gene GhASH com maior expressao nos
tamanhos de 10 a 16 mm. Nestes estadios o botdo encontra-se em atividade celular intensa
incluindo reducéo da parede celular, formacdo dos sacos embrionérios completos, surgimento e
degeneracdo das antipodas, podendo elucidar que todos os genes podem estar envolvidos na
formacdo e ou desenvolvimento de dvulos, grdos de pdlen, tubo polinico, como também em
fibras. O gene GhASH foi 0 que também apresentou o maior nivel de expressdao em todos 0s
estadios de desenvolvimento do botdo floral quanto comparado aos demais genes. Como fortes
candidatos para o isolamento de regides regulatorias destacaram-se os genes GhASH, GhGLUC
e GhOVU, visto que a expressdo foi estavel em todos os estadios de desenvolvimento do botéo
floral.

Key words - Gossypium hirsutum; RT-gqPCR; gametofitos

INTRODUCAO

A biotecnologia é um dos segmentos tecnolégicos que tem trazido alto retorno
econdémico para 0 segmento agroindustrial. Na agricultura, desde que as ferramentas da
biologia molecular se uniram ao melhoramento cléssico, vérios beneficios foram gerados, a
comecar pelas lavouras GM que detém mercado bilionario, na ordem de US$ 133,3 bilhdes
(James 2014).

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L. var. latifolium Hutch.) é uma grande commodity
mundial. Segundo relatério da ICAC - International Cotton Advisory Committee (2015),
estima-se que a producdo mundial de fibra totalizard 26,55 milhdes toneladas na safra
2015/2016 movimentando cerca de US$ 12 bilhdes. Trata-se de um agronegocio altamente
competitivo, exigindo dos produtores alto investimento tecnoldgico, ndo apenas no manejo da
lavoura, mas também nas etapas pds-colheita.

As atuais cultivares disponiveis no mercado contribuem expressivamente para 0 SUCesso
da lavoura por apresentarem caracteristicas que atendem as exigéncias da industria téxtil e as
demandas agricolas dos produtores. A despeito disso, o sistema de producdo do algodoeiro é
um dos mais caros entre as principais commodities agricolas devido aos elevados custos com
maquinarios para as etapas de manejo e com pesticidas para o controle de pragas da lavoura
(Barroso e Hoffmann 2007; Hashemi et al. 2009). A contribuicdo das cultivares GM foi
expressiva para a reducao dos custos de producdo, embora essa tecnologia ainda esteja limitada
ao controle de ervas daninhas e lepidopteros (James 2014). Outras pragas chave, que atuam
diretamente em sementes e estruturas floriferas, como o0s coledpteros, provocam danos

incalculdveis por atuarem em orgaos diretamente envolvidos com a producdo. A estratégia de
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controle para tais pragas, via transgenia, deve considerar ndo apenas a potencialidade do gene
inseticida mas também a robustez de um efetivo promotor, com capacidade de guiar a
expressao génica nos tecidos alvo do inseto.

A maioria das lavouras GM comerciais contem a sequéncia codante regulada pelo
promotor constitutivo 35S, que tem forte expressdo em varios tecidos da parte aérea da planta,
porém apresenta acdo limitada em estruturas reprodutivas (Wilkinson et al. 1997; Benfey e
Chua 1989). A literatura dispGe de varios trabalhos reportando sobre o isolamento e a
caracterizacdo de promotores tecido-especificos em varias culturas, como o Brittle2 de
endosperma de milho (Chen et al. 2007), o OsGEX2 de pdlen de arroz (Cook e Thilmony
2012), o IFS1 de raizes na soja (Subramanian et al. 2004), entre outros.

Em algodao, os trabalhos mais relevantes focalizam no isolamento e caracterizagdo de
promotores que comandam a expressao de genes nas estruturas reprodutivas, como o GhACT1,
gue comanda a elongacdo das fibras (Li et al. 2005); o FAD, que atua elevando a atividade do
acido graxo oléico na semente (Sunilkumar et al. 2004); os GhPRP3 e GhCHS1 que comandam
a expressao de genes na parede do fruto, fibras e pétalas (Lightfoot et al. 2013).

De acordo com a literatura, varios desses genes possuem rotas que iniciam desde o
desenvolvimento meristematico da gema floral e perpassam todo ciclo de iniciacdo, elongacéao
e sintese da fibra. Entre os trabalhos relacionados com genes expressos em estrutura
reprodutiva citam-se Artico et al. (2014), que identificaram os genes GhPME-likel, GhfGal-
likel e GhPL-likel, envolvidos no desenvolvimento do botdo floral do algodoeiro, sobretudo
nos estadios de 4 a 12 mm; Xing et al. (2005), isolaram o gene ROXY1 em Arabidopsis
thaliana, predominantemente expresso em primordios florais, incluindo as células precursoras
de pétala; Mckim et al. (2008), que caracterizaram o gene BOP2, envolvido com a morfogénese
da flor e abscisdo do 6rgéo floral em A. thaliana; Jiang et al. (2012), que identificaram o gene
GhSusAl, associado com a produtividade e qualidade das fibras. De acordo com os trabalhos de
Koes et al. (2005) e Xiao et al. (2007), GhSusAl também estd envolvido na sintese de
flavonoides, responsaveis pela pigmentacdo da flor e das fibras.

As bibliotecas subtrativas sdo atraentes mananciais para identificar genes Uteis para
auxiliar posteriores trabalhos de engenharia genética ou melhoramento de plantas, via selegdo
assistida. Esta metodologia foi utilizada em trabalho anterior, visando identificar genes
especificos de botdo floral, focalizando nas fases iniciais de desenvolvimento até antes da
antese. Varios contigs envolvidos em funcdes reprodutivas foram encontrados, alguns dos quais
expressos nos gametofitos masculino e feminino (Pinheiro et al. 2013), abrindo oportunidades

para isolamento de regides regulatorias visando posterior uso em construgdes guiadas para
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defesa de plantas contra insetos-praga de botdes florais. No presente estudo foram investigados
seis genes identificados no trabalho de Pinheiro et al. (2013) para estimar a expressao temporal

durante a ontogenia do bot&o floral, por meio de PCR semiquantitativo e em tempo real.
MATERIAL E METODOS

Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Plantas da cultivar precoce BRS 8H, desenvolvida pela Embrapa, foram cultivadas em
casa de vegetacdo sob fotoperiodo natural, em Campina Grande-PB, Brasil (7°13°50”S,
35°52°52”W e 551 m). As plantas foram mantidas em vasos (10 L), contendo solo previamente
fertilizado. As regas foram mantidas diariamente, mantendo-se a capacidade de campo. Aos 45
dias de cultivo, botdes florais foram coletados com 2- 4, 6-8, 10, 12, 14-16, 18-20 mm de
comprimento, para coleta de RNA total. Os principais eventos bioldgicos relacionados a
ontogenia do botdo floral se encontram na Tabela 1. Com o objetivo de atestar a especificidade
dos genes selecionados para este estudo, RNA de tecidos de folhas jovens, haste e raizes

também foram coletados na mesma data da coleta dos botdes florais.

Tabela 1. Principais eventos bioldgicos relacionados aos estadios de desenvolvimento do botao

floral do algodoeiro.

Diametro (mm) Evento
2 Formac&o das células-mae do pdlen (PCM) na antera
4 PCMs em proéfase e células do tapete da antera em diferenciacéo
6-8 Microsporos unicelulares encontrados nos léculos
10 Inicio da degeneracdo do tapete da antera
12 Divisdes mitéticas no polen e degeneracdo do tapete da antera
14 Granulos de pélen binucleados
16 Saco embrionario com dois nacleos
18-20 Sacos embrionarios completos

Fonte: Quintanilha et al. (1962).

O RNA total foi extraido utilizando o Invisorb Spin Plant RNA Mini kit (Invitec),

seguindo as recomendacdes do fabricante. A integridade do RNA foi analisada por eletroforese
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em gel de agarose 0.8% e a concentracdo e pureza por espectrofotometria. Uma aliquota de 4
pg de RNA foi tratada com DNase | (Kit DNase Amplification Grade- Invitrogen) conforme
instrugdes do fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pug de RNA total de cada tecido,
utilizando o kit SuperScript™ [II First-Strand Sythesis SuperMix for RT-gPCR (Invitrogen)
seguindo as recomendacdes do fabricante. A transcriptase reversa foi inativada a 85°C por 5
minutos. Em seguida foi adicionado 2 U de RNase H e a reacdo foi incubada a 37°C por 20
minutos. O cDNA foi armazenado a -20 °C.

Estudo de expressdo de genes por RT-PCR semiquantitativa

Os genes GhASH, GhFIB010, GhGLUC, GhMYB, GhOVU e GhUDP previamente
identificados por Pinheiro et al. (2013), por meio de biblioteca subtrativa de botdes florais de
algodoeiro foram usados para os estudos de expressao semiquantitativa. Os oligonucleotideos
dos respectivos genes foram desenhados por meio do programa software Primer 3
(http://primer3.ut.ee/) e analisados quanto a presenca de hetero e homodimeros pelo Eurofins
MWG Operon (http://www.operon.com/). Como controle enddgeno foi adotado o gene da
GhUBQ14 (poliubiquitina) (Artico et al. 2014). As sequéncias de todos os oligonucleotideos
utilizados neste estudo estdo descritas na Tabela 2. Cada reagdo foi conduzida em 20 pL,
contendo 1 puLL de cDNA (1 pg); 0.2 mM de cada oligonucleotideo iniciador forward e reverse,
0.04 U Taq Polimerase (Invitrogen), 0.2 mM dNTP, 2 mM MgCl,, 1X do tampéo de reacdo. As
condicdes das RT-PCRs foram: pré-desnaturacdo a 95 °C/5 min, seguido de 40 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C/1 min, anelamento por 1 min, extensdo a 72 °C/2 min e extensao final a
72 °C/5 min. Os amplicons foram analisados em gel de agarose (0,8%), fotodocumentados pelo
programa Kodak MI SE (Molecular Image Software) e para estimar o padrdo das bandas foi
utilizado o marcador 100 pb (Ludwig).

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos de G. hirsutum utilizados para o estudo da
expressao por RT-PCR semiquantitativa.

Gene Sequéncia (5°— 3’) Fragmento Tm
(pb)
GhGLUC F-CCGGGGAGCAAAAGAAGAAG 532 54°

R-GCAGCAATCCTGTCAATGGT

GhOvU F-CCATCCGCAAAGTTTCAACT 405 54°
R-CCTGACTCAACCAATTCCAGA

GhMYB F-GGGGGAGTTGTTCTGAAGAA 401 52°
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R-CCACACTGGTACTGTGGCTC

GhFIB010 F-GGACAACCATAAGCAGTGG 304 47°
R-GGCACCACCAGTAGTGAAG

GhUDP F-TTCTTCACTCCGATAGCTCACA 268 54°
R-TTAGCATGGACTCCCCAGAC

GhASH F-AGCACTTCAAATCCTGAACCA 271 52°
R-ACAATTGGCCAGAACCAGA

Anélise da expressdo génica por RT-gPCR

Os oligonucleotideos dos respectivos genes foram desenhados por meio do programa
software Primer 3 (http://primer3.ut.ee/) e analisados quanto a presenca de hetero e
homodimeros pelo Eurofins MWG Operon (http://www.operon.com/). Como controle
enddgeno foram utilizados os genes da GhACT (Actina), GhUBQ14 (poliubiquitina) e GhPP2A
(subunidade catalitica de fosfatase 2A) (Artico et al. 2014). As sequéncias dos
oligonucleotideos especificos utilizados neste estudo estdo descritas na Tabela 3. As analises
quantitativas em tempo real foram feitas no termociclador Applied Biosystems 7500 e
conduzidas com a seguinte reacao: Syber Green Rox Plus Master Mix 2X (LGC), 200 nM de
cada oligonucleotideo e 2 pL do cDNA (1:20). Todas as reacdes foram feitas em triplicata
experimental e duplicata bioldgica. O programa adotado foi: 95 °C por 15 min, 95 °C por 20
seg, 60 °C por 20 seg e 72 °C por 20 seg, repetidos por 40 ciclos. A curva de desnaturacéo
(“melting curve”) foi realizada ap6s um término da amplificagdo para verificar a presenga de
produtos inespecificos ou dimeros formados entre os oligonucleotideos. O programa foi 95°C
por 15 seg, 60°C por 15 seg, subindo dois graus por minuto até chegar a 95°C.

Os dados brutos de fluorescéncia de todas as corridas foram importados para o
programa Real-time PCR Miner para determinar o ciclo threshold (Ct) e a eficiéncia da PCR
(Zhao e Fernald 2005). A analise de expressdo génica foi realizada utilizando o programa
gBASEPIlus que utiliza maltiplos genes de referéncia para a normalizacdo e considera a
eficiéncia real da PCR para cada gene (Hellemans et al. 2007). Os valores de Ct das duplicatas
bioldgicas e o valor de eficiéncia de cada gene, gerado pelo software Miner, foram usados para

estimar a expressdo relativa dos genes estudados. O gene de referéncia mais estavel foi
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indicado para a normalizacdo, baseando-se na analise de estabilidade gerada pelo software
geNormPLUS.

Analise Filogenética

O alinhamento das sequéncias foi realizado pela web site CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) seguindo os parametros predefinidos pelo
programa. Sequéncias de nucleotideos dos genes GhASH, GhFIB010, GhGLUC, GhMYB,
GhOVU e GhUDP foram usadas para andlise filogenética e as arvores foram geradas pelo
programa The Molecular Evolucionary Genetics Analysis (MEGA) software, versdao 6.0
(Tamura et al. 2000) pelo método UPGMA com distancias de Poisson (Saitou and Nei, 1987).

Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos de G. hirsutum utilizados para o estudo da
expressao relativa dos genes por RT-gPCR.

Gene Sequéncia (5°— 3’)
GhASH R - CGCCAATTGTTACAGACACACCTCTC
F - CAAAGATTGGGTCCCTTGTTGATGTT

GhFIB010 R CCACCAAACAGGTAATCCAAGGAAGA
F - CCAGAATTGTGGCAACTTTCTTACGG

GhGLUC R - GGCCCAGATTATGGTGTTCTTAGCTG
F - GGCCTTCCATGGTTTAACTGAATCAA

GhMYB R - AGCTGATCATTGAACTCCATGCAAAG
F — GCCCTTTATCCAATGCATTAACCACA

GhOVU R -TTGGAAAGTAGTGGAGGCCTAGATGG
F - CATCCCTGTTTCTCACTTTGTGTTGC

GhUDP R - TTCACTCCGATAGCTCACAACTCTCAA
F - TTTGTGGTAGGGTTGTCAATGGTGTC

RESULTADOS

A expressdo semiquantitativa dos seis genes de botdo floral em diferentes tecidos da
planta de algoddo se encontra na Figura 1. Verifica-se que, embora 0s genes GhASH,
GhFIB010, GhGLUC, GhMYB, GhOVU e GhUDP tenham sido identificados em botdes florais

de 2 a 20 mm, a maioria deles revelou forte expressdo também em outros tecidos, indicando
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que a especificidade ndo é restrita a estrutura reprodutiva. Os genes GhASH, GhOVU e GhUDP
foram identificados em todos os tecidos estudados, sendo GhASH mais fortemente expresso em
botdes florais e folhas jovens, enquanto que GhOVU e GhUDP revelaram elevada expresséo
em botdes florais e raizes. Os genes GhGLUC e GhMYB ndo apresentaram expressao nas
raizes, o contrario de GhFIB010, que revelou expressao nos botdes florais e raizes jovens.

Apesar dos genes de botdo floral terem revelado expressdo compartilhada em outros
tecidos da fase vegetativa, as analises de expressao relativa por meio quantitativo (QRT-PCR)
foram focalizadas apenas nos cDNAs de botbes florais nos diferentes estagios de
desenvolvimento, de modo a investigar em qual fase ontogenética esses genes revelam maior
atividade.

Todos os genes revelaram uma tendéncia de funcdo polinomial, ou seja, quando a
expressao torna-se crescente nos primeiros estadios do desenvolvimento, atinge um limiar de
expressao e por seguinte é observado um decréscimo de sua atividade génica. Para a maioria
dos genes o maior pico de expresséo foi atingindo aos 10 mm (Figura 2), fase que coincide com
0 inicio da degeneracdo do tapete da antera que sdo estruturas produtoras de nutrientes,

substancias regulatérias e precursores da esporoderme (Pacini e Franchis 1993).

Botdes Folhas
florais  Raizes  Hastes  jovens

GhUBQ14

GhASH

GhFIB010

GhGLUC

GhMYB

Ghovu

GhUDP

Figura 1. Padrdo de expressdo de genes envolvidos nos botdes florais e diferentes 6rgaos
vegetativos de algodoeiro (G. hirsutum).
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Figura 2. Expresséo relativa do RNAm dos seis genes envolvidos no botéo floral do algodoeiro G.
hirsutum em diferentes estadios de desenvolvimento. B1 (botdo floral 2-4 mm); B2 (botéo floral 6-8
mm); B3 (botéo floral 10 mm); B4 (bot&o floral 12 mm); B5 (bot&o floral 14-16 mm); B6 (botéo floral
18-20 mm); A. GhASH; B. GhGLUC (B-glucanases); C. GhOVU; D. GhMYB (fator de transcrigdo); E.
GhFI1B010; F. GhUDP (Uridine diphosphate glycosyltransferase).
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Entre os seis genes de botdo floral estudados, trés deles tem estreita relacdo filogenética
com A. thaliana, GhASH (68%), GhMYB (100%) e GhOVU (100%) (Figura 3), indicando que o

genoma dessa espécie pode contribuir para identificar outros genes relacionados com a fase

reprodutiva de algodoeiro envolvendo a pos-antese. Os demais genes estudados GhFIB010,

GhUDP e GhGLUC, foram exclusivos para o algoddo, contudo, é possivel que exista relacdo

com outras espécies, no entanto os depositos de sequéncias relacionadas a esses genes ainda

sdo bastante limitados.
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Figura 3. Relacdo filogenética dos genes GhASH, GhMYB e GhOVU. Dendrograma obtido
pelo programa Molecular Evolucionary Genetics Analysis (MEGA) utilizando-se acessos dos
genes depositados no NCBI.

Discussao

Estudos moleculares de estruturas reprodutivas tém sido alvo de pesquisas em varias
angiospermas por se tratar de um conjunto de tecidos com relagdes intrinsecas e responsaveis
pela perpetuacdo das espécies. Por se tratar de uma cadeia de eventos fisiologicos que inicia
com a diferenciacdo dos primoérdios florais, culminando com o desenvolvimento da semente,
varias linhas de estudo podem ser estabelecidas, contudo, para auxiliar nas questdes
relacionadas com os procedimentos de sele¢cdo no melhoramento genético, os conhecimentos
gerados com a ontogenia do botéo floral, especialmente o desenvolvimento dos gametas, séo 0s
mais contributivos. Em algod&o, vérias informacGes envolvendo os aspectos moleculares da
reproducdo tém contribuido para o avanco biotecnoldgico da cultura uma vez que, varias
ferramentas envolvendo selecdo assistida e a transgenia dependem de informacgdes de
sequéncias génicas depositadas em bancos de genes publicos (Liu et al. 2014; Zhang et al.
2014).

A fase que compreende a ontogenia do botdo floral é caracterizada por uma série de
processos fisiolégicos e bioquimicos, todos inter-relacionados para promover o
desenvolvimento da semente. Em algoddo, os passos vao além, porque envolvem ainda a
formacédo e elongacao dos tricomas, que posteriormente formarao as fibras. A literatura disp6e
de varios trabalhos relatando sobre novos genes identificados em botdes florais (Koes et al.
2005; Xing et al. 2005; Xiao et al. 2007; Mckim et al. 2008; Artico et al. 2014). Considerando-
se a complexidade que envolve todo processo reprodutivo, acredita-se que esse tema ainda
demanda investimento em pesquisa.

Os genes identificados por Pinheiro et al. (2013) por meio de biblioteca subtrativa de
botdo floral do algodoeiro indicam que, apesar da robustez da técnica e dos procedimentos
adotados pelos autores, ndo tem expressdo restrita em botdes florais uma vez que foram
detectados em outros tecidos ndo relacionados com a reproducdo, em especial GhASH, GhUDP
e GhOVU que estiveram presentes em diferentes 6rgaos vegetativos (Figura 1). O GhASH

codifica para uma classe de proteinas envolvida no desenvolvimento das anteras, estames e
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gréos de pdlen (Thorstensen et al. 2008; Grini et al. 2009; Xu et al. 2010). O gene GhUDP
codifica para enzimas envolvidas no crescimento radicular e inducdo de respostas de defesa
(Burn et al. 2002; Nishimura et al. 2003), enquanto que o gene GhOVU esta envolvido no
desenvolvimento de Ovulos em A. thaliana (Nain et al. 2008) além de outras funcdes em
diferentes tecidos, como folhas, hastes, raizes e embrides (Tioni et al. 2003), com niveis de
expressdo diferenciado, como observado neste trabalho. Em algoddo, Qi et al. (2010)
verificaram regulacéo positiva do gene GhOVU em raizes, hipocdtilos e cotilédones, sugerindo
que estes podem funcionar no desenvolvimento inicial da plantula e em resposta a sinalizacao
de giberelina.

Os ensaios de expressdo relativa, focalizado apenas na ontogenia dos botdes florais,
foram de grande relevancia no entendimento dos genes estudados visto que a expressédo foi
mais acentuada na fase mediana do botdo floral, quando 0 mesmo encontra-se com 10 mm.
Com excecdo do GhASH onde o maior nivel de expressdo estendeu-se até o botdo com 16 mm
(Figura 2A). Estes resultados corroboram com o estudo de Quintanilha et al. (1962), que
afirmam que nestes estadios o botdo floral encontra-se em atividade celular intensa incluindo
divisbes mitoticas nos grdos de polen dando inicio a degeneracdo das células do tapete da
antera, reducdo da parede celular, formacdo dos sacos embrionarios completos, surgimento e
degeneracdo das antipodas. Isso deve justificar os picos de expressao visualizados
especialmente com GhMYB, GhUDP e GhFIB010. Artico et al. (2014), em estudos de
expressdo relativa em algoddo observaram que os genes GhPME-likel, GhfiGal-likel e GhPL-
likel apresentaram alto nivel de expressdo em botdes florais de algodoeiro com 12 mm,
confirmando também a alta atividade celular nestes estadios.

Muitos genes tém sido reportados quanto a sua fungdo no desenvolvimento floral, como
0 gene da Pectina metilesterase, envolvido nos processos de modificacdo de parede celular
durante o desenvolvimento do pélen e o gene da Mio-inositol oxigenase envolvido na sintese de
precursores de matriz extracelular em flores (Artico et al. 2013). Outros genes comumente
investigados neste mesmo contexto sdo 0s genes que codificam as proteinas ASH. Em nosso
estudo, 0 gene GhASH apresenta uma superexpressdo em todas as fases do botdo floral
comparado aos demais genes estudados (Figura 2A), este fato pode ser correlacionado a funcéo
que as proteinas ASH exercem nos vegetais. Estudos em A. thaliana sugerem que a classe de
proteinas ASH apresenta propriedades essenciais para determinagdo da identidade dos 6rgaos
florais, desenvolvimento das anteras, estames e graos de pélen (Thorstensen et al. 2008; Grini

et al. 2009; Xu et al. 2010). Devido a essa especificidade que sua atividade foi mais expressiva
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e prolongada, nos botdes de 10 até 16 mm, periodo este inteiramente envolto no
desenvolvimento dos tecidos reprodutivos.

As glucanases sdo abundantes em plantas e tém sido caracterizadas a partir de uma
vasta gama de espécies, sendo importantes em diversos processos bioldgicos, tais como:
caracterizacdo da parede celular (Bisaria e Mishra 1989; Beguin 1990; Beguin e Aubert 1994);
divisdo celular (Fulcher et al. 1996); microsporogénese (Worrall et al. 1992); germinacgéo de
polen e crescimento do tubo polinico (Loetan et al. 1989; Meikle et al. 1991); amadurecimento
de frutos e germinacdo de sementes (Vogeli-Lange et al. 1994; Leubner-Metzger et al. 1995).
Algumas destas funcdes das glucanases podem ser relacionadas a atividade do gene GhGLUC
em nosso estudo, apresentando uma expressdo predominante em todos os estadios de
desenvolvimento do botdo floral e em drgdos vegetativos (Figura 2B). Em algodoeiro, as -
glucanases possuem varias atividades, das quais algumas sdo necessarias para a sintese de
celulose (5-1,3-glucanase; f-1,4-glucanase) atuando no desenvolvimento da fibra (Li et al.
2014; Shu et al. 2008; Wang et al. 2009) e outras (exo-S-glucanases) contribuem para o
crescimento do tubo polinico e regulacdo da germinagdo de pélen (Loetan et al. 1989; Meikle et
al. 1991).

O gene OVU, envolvido no desenvolvimento de 6vulos em A. thaliana (Nain et al.
2008), investigado neste trabalho teve sua expressdo relativa em todos os estaddios de
desenvolvimento do botdo floral (Figura 2C). Este gene esta relacionado como fator de
transcricdo da classe de genes homeobox que também atuam no desenvolvimento dos 6vulos,
muitos ja foram identificados e caracterizados funcionalmente como: FBP7 em Petunia
hybrida (Cheng et al. 2000), PHABULOSA (PHB) e AGL11 em A. thaliana (Nain et al. 2008).
Outros genes que codificam os fatores de transcricdo frequentemente estudados é a classe
MADS-box, que desempenham um papel importante em varios processos celulares,
principalmente na formacdo das estruturas florais, incluindo AGAMOUS (AG) em A. thaliana
(Yanofsky et al. 1990), DEFICIENS (DEF) em Antirrhinum majus (Schwarz et al. 1992),
GhSQUA-likel e GhSQUA-like 2 em G. hirsurtum (Artico et al. 2013). Genes envolvidos no
desenvolvimento dos o6rgdos florais sdo rotineiramente estudados dada a relevancia na
elucidacdo da identidade de orgaos florais através do modelo “ABCE” que explica as classes de
genes relacionados ao surgimento dos quatro verticilos florais (pétalas, sépalas, carpelos e
estames) (Theiben e Becker 2000; Theissen 2001).

Em plantas, os genes MYB compreendem uma das maiores familias de fatores de
transcricdo (FT) conhecidas (Stracke et al. 2011), nas quais desempenham a regulacdo de

importantes processos, incluindo a defesa contra fatores biodticos e abidticos (Dubos et al.
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2010). Genes MYB do tipo R2R3 codificam proteinas que estdo relacionadas ao
desenvolvimento celular, acdo mediada por hormonios e regulagdo do metabolismo dos
fenilpropandides, precursores de polimeros naturais, que atuam nas interagdes planta-
polinizador por pigmentacdo e compostos de aroma floral (Kranz et al. 1998; Stracke et al.
2011). Outros estudos revelam ainda que 0s genes MYB33 e MYBG65 estdo diretamente
relacionados com o desenvolvimento de anteras e grdos de pdlen em A. thaliana (Millar et al.
2005). Em algoddo, sabe-se que o fator de transcricio MYB é um importante regulador no
desenvolvimento dos tricomas, sendo predominantemente expresso no inicio do
desenvolvimento das fibras (Suo et al. 2003; Hsu et al. 2005; Pu et al. 2008). Os eventos
relatados justificam o padrdo no qual o gene GhMYB se expressou em nossos estudos, sendo
observada sua atividade em todos os estadios de desenvolvimento do botdo floral, entretanto
nos botdes com tamanho entre 10 a 14 mm o nivel de expressdo foi mais acentuado (Figura
2D), o que pode ser atribuido aos eventos que ocorrem para o desenvolvimento dos grédos de
polen e diferenciacdo da antera.

O resultado envolvendo o gene GhFIB010 relevou expressdo em todos os estadios do
botdo floral (Figura 2E). O gene GhFIB010 é homologo aos genes da classe MAP Kinases em
A. thaliana. As proteinas quinases (MAPK) estdo presentes em todos 0s eucariotos e em plantas
séo essenciais em vias de transducdo de sinal, estando envolvidas no processo de regulacdo da
divisdo celular, desenvolvimento de alguns 6rgdos reprodutivos, e em vias hormonais (Hirt
2000; Tena et al. 2001). Bogre et al. (1999) avaliaram os genes MMK3 e MMK1 em diferentes
tamanhos de botdes florais (1, 2 e 4 mm) de Medicago sativa e evidenciaram sua funcdo no
processo de divisdo celular. Horda et al. (2008) sugerem que os genes MPK3 e MPKG6
participam do desenvolvimento de anteras bem como na diferenciacdo celular. Em A. thaliana
outros estudos indicam que o NEVERSHED (NEV), identificado como um receptor quinase,
participa da modulacdo dos oOrgdos florais (Leslie et al. 2010). Ja estudos com Solanum
chacoense, demostraram que o gene FRK1 da classe MAP Kinases, participa do
desenvolvimento dos sacos embrionérios e dos gréos de pélen (Lafleur et al. 2015).

As UDP-glicosiltransferases (UGT) (Difosfato Glicosiltransferase de Uridina) séo
enzimas envolvidas no crescimento e desenvolvimento de células, além de participar da
biossintese e remodelagem de polimeros de carboidratos da parede celular durante diferentes
estagios de desenvolvimento das plantas, regulam ainda varias fungdes como a homeostase
hormonal, desintoxicagdo de xenobioticos, biossintese e armazenamento de metabolitos
secundarios (Aspeborg et al. 2005; Yin et al. 2010; Barvkar et al. 2012). Em Arabidopsis o

gene AtCSLA7, codificador da glicosiltransferase, esta relacionado com o desenvolvimento do
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grdo de pdlen (Goubet et al. 2003). Em algodao, Li et al. (2014) identificou que o gene
GhGT43A1 como preferencialmente expresso em fibras com 15 e 20 dpa, e evidenciou que a
superexpressdo observada estd diretamente relacionada com a alta deposicdo de celulose,
participando na sintese do xilano durante o desenvolvimento da fibra. Em nosso estudo, o gene
UDP foi expresso em todos os estadios do botdo floral corroborando assim com a funcéo das
glicosiltransferases no crescimento e desenvolvimento de células, bem como na deposicéo da
celulose, havendo um aumento da expressao no botdo com 10 mm (Figura 2F).

Todos 0s genes investigados neste trabalho apresentaram atividade nos diferentes
tamanhos dos botdes florais selecionados, contudo, 0 maior nivel de expressao foi observado
no tamanho de 10 mm. O gene GhASH foi o que também apresentou o maior nivel de
expressdo em todos os estadios de desenvolvimento do botdo floral quando comparado aos
demais genes. Como fortes candidatos para o isolamento de regides regulatorias destacaram-se
0s genes GhASH, GhGLUC e GhOVU, visto que a expressdo foi estavel em todos os estadios
de desenvolvimento do botdo floral. Embora o presente estudo tenha investigado a expresséo de
seis genes relacionados a botdo floral de algodoeiro, outros estudos serdo necessarios para
identificar a exata localizacdo da expressdo nos orgdos florais bem como a funcdo de cada

gene.
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RESUMO - Estudos de gendmica na fase reprodutiva do algodoeiro oferecem um manancial
de oportunidades para contribuir com os avancos do melhoramento genético e molecular dessa
oleaginosa. No presente estudo seis genes identificados em estudos prévios a partir de uma
biblioteca subtrativa de botdo floral do algodoeiro foram avaliados quanto a expressao tissular
de modo a entender suas atua¢des nos érgdos floriferos do algodoeiro. Oligonucleotideos para
0s genes GhASH, GhFIB010, GhGLUC, GhMYB, GhOVU e GhUDP foram desenhados e
utilizados em andlises de RT-PCR semiquantitativa e RT-qPCR a partir de RNAs extraidos de
bracteas, sépalas, pétalas, anteras e 6vulos coletados de botdes florais de 10 mm, e ainda fibras
de algoddo a partir de botbes florais com 8, 10 e 18 dias pds-antese. De maneira geral, a
expressdo dos genes nos botdes florais foi mais acentuada nos gametofitos, especialmente o
masculino. Nas fibras, o maior nivel de expressdo foi encontrado na fase de 18 DPA que
corresponde a fase de elongacdo, que precede a formacao da parede secundaria da fibra. Esta
fase tem sido bastante investigada, uma vez que o comprimento das fibras de algoddo é uma
caracteristica determinante da qualidade e rendimento. Como fortes candidatos para a obtencéo
de promotores tecido- especifico e assim contribuir com o programa de melhoramento genético
do algoddo visando principalmente resisténcia a pragas, qualidade e coloracdo das fibras,
destacaram-se 0s genes GhOVU (6vulos), GhUDP (anteras), GhGLUC (fibras) e GhFIB010
(fibras) visto que a expressao foi mais diferenciada nos respectivos tecidos, quando comparado
aos demais genes

Keywords - 6rgaos floriferos; fibras; RT-PCR semiquantitativa; RT-qgPCR

INTRODUCAO

O agronego6cio mundial do algoddo (Gossypium hirsutum L.) € um dos segmentos
agricola que tem gerado uma volumosa soma de recursos devido a importancia da matéria
prima para as industrias téxtil e oleoquimica. Isso tem permitido um robusto avango nos

investimentos de pesquisa nas dareas agraria e biotecnolégica, que tem contribuido
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expressivamente para o desenvolvimento de novas tecnologias, a exemplo das cultivares GM
que permitem manejo com reducdo de pesticidas e, consequentemente, menor custo de
producdo (James, 2014). A despeito das varias qualidades que as cultivares GM detém, os
transgenes inseridos nas cultivares comerciais sdo limitados apenas a defesa contra ervas
daninhas e lepiddpteros (James, 2014). Ha necessidade de investimento na identificacdo e
isolamento de novos transgenes que possam contribuir com a melhoria agronémica e téxtil da
cultura, especialmente em caracteres que ndo podem ser atendidos pelo melhoramento genético
convencional.

Com o advento da biotecnologia e a manipulacdo genética do algodoeiro, um novo
arsenal de estratégias para obtencdo de cultivares melhoradas estdo sendo disponibilizadas. As
informacdes disponiveis na area gendmica tém possibilitado o acesso de varios genes que tém
sido utilizados como recurso para auxiliar o melhoramento da cultura, nas areas bioldgica e
molecular.

Genes envolvidos na fase reprodutiva de algodoeiro é tema de estudo de varios
pesquisadores porque as estruturas que compBem especialmente os Orgdos florais séo
vulneraveis a varios problemas de origem bidtica e abiodtica que consequentemente afetam a
producdo de sementes e de fibras. A fase reprodutiva leva entre 105 a 200 dias, dependendo da
cultivar e do local de cultivo, e durante esse periodo varios eventos fisiologicos acontecem
isolados ou simultaneamente no processo de desenvolvimento da flor até a maturacdo dos
tricomas e sintese das fibras. Intercorréncias durante a fertilizacdo até o estabelecimento da
semente irdo comprometer substancialmente a formacdo e a qualidade das fibras, o que
resultara na rejeicao pelo mercado téxtil.

Varios genes envolvidos com a estrutura floral do algodoeiro encontram-se descritos,
entre eles, citam-se GhPGFSI e GhPGFS2 envolvidos no desenvolvimento da flor (Artico et al.
2014); GhPS1, no desenvolvimento de pétala e senescéncia (Shi et al., 2009); ROXY1, no
desenvolvimento de antera e pétala (Xing et al.,, 2005); GhSusAl, associado com a
produtividade e qualidade das fibras (Jiang et al. 2012) e ainda envolvido com a sintese de
flavonoides, que conferem pigmentacao da flor e das fibras (Koes et al. 2005; Xiao et al. 2007).
Vérios outros genes encontram-se disponiveis no Cotton DB (Cotton Genome Database -
http://www.cottondb.org/wwwroot/cdbhome.php) alguns dos quais sem esclarecimento de sua
funcdo ou regulacdo durante a ontogenia do processo de reproducdo. Em comparagdo com
outros bancos de dados, € possivel constatar situacbes em que sequéncias génicas sao
filogeneticamente conservadas podendo ser utilizadas como ferramentas para estudos de

identificacdo e validacdo de novos genes. Neste &mbito as classes MADS-box e Homeobox
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atuam em estruturas florais e sdo bastante investigados devido a sua importancia no
esclarecimento da identidade de orgdos florais através do modelo “ABCE” que explica as
classes de genes relacionados ao surgimento dos quatro verticilos florais (carpelos, estames,
pétalas, sépalas) (Theiben e Becker, 2000; Theiben, 2001), tais como na classe MAD-Box:
AGAMOUS (AG), DEFICIENS (DEF), SEPALLATA (SEP), APETALA (AP3) (Yanofsky et
al., 1990; Schwarz-Sommer et al., 1992; Vaniyambadi et al., 2006) e na classe Homeobox: HD-
ZIP | até IV, KNOX, SAWADEE, WOX (Mukherjee et al., 2009; Bhattacharjee et al., 2015).
Apesar do genoma do algodoeiro, constituido de 1,7 Mpb, ja ter sido decifrado, ha ainda
varias oportunidades para estudar e elucidar o funcionamento e atividade de varios genes
depositados em bancos de genes, especialmente os oriundos de bibliotecas. Pinheiro et al.
(2013) fizeram uso dessa metodologia e identificaram véarios genes envolvidos em funcGes
reprodutivas do algodoeiro, alguns dos quais expressos nos gametdfitos masculino e feminino.
No presente estudo, seis desses genes foram utilizados para aprofundar os conhecimentos a

respeito da expressdo em diferentes tecidos reprodutivos dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Plantas da cultivar precoce BRS 8H foram cultivadas em casa de vegetacdo sob
fotoperiodo natural, em Campina Grande-PB, Brasil (7°13’50”S, 35°52°52”W e 551 m). As
plantas foram mantidas em vasos (10 L), contendo solo previamente fertilizado. As regas foram
mantidas diariamente, mantendo-se a capacidade de campo.

A partir do inicio da floracdo, aos 45 dias, foram coletados tecidos reprodutivos de
botbes florais com 10 mm, representados por: bracteas, sépalas, pétalas, anteras e 6vulos; e
ainda fibras com 8, 10 e 18 DPA (dias pds-antese).

O RNA total foi extraido utilizando o Invisorb Spin Plant RNA Mini kit (Invitec), a
integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 0.8% e a concentracdo e
pureza por espectrofotometria. Uma aliquota de 4 pug de RNA foi tratado com DNase | (Kit
DNase Amplification Grade- Invitrogen) e a sintese de cDNA foi feita a partir de 1 pg de RNA
total, utilizando oligo (dT)15 e o kit ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega).

Todos os procedimentos seguiram as recomendacdes do fabricante.
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Analise de expressado génica por RT-PCR semiquantitativa

As reacdes foram conduzidas utilizando-se oligonucleotideos iniciadores dos genes
(GhASH, GhFIB010, GhGLUC, GhMYB, GhOVU e GhUDP), selecionados a partir de uma
biblioteca subtrativa de botdo floral de algodoeiro (Pinheiro et al., 3013), e desenhados
utilizando o software Primer 3 e analisados quanto a presenca de hetero e homodimeros pelo
Eurofins MWG Operon (http://www.operon.com/). As sequéncias de todos 0s
oligonucleotideos utilizados neste estudo estéo descritas na Tabela 1. Como controle endégeno
foi utilizado o gene da poliubiquitina (GhUBQ14) (Artico et al., 2014). Para cada reagio de
PCR foram utilizados: 1 uL de ¢cDNA; 2,5 uL de cada oligonucleotideo iniciador forward e
reverse (0,2 uM); 0,2 uL de Taq Polimerase (0,04 U/ uL); 0,5 uL de dNTP (0,2 mM); 1,0 uL
de MgCI2 (2 mM) e 2,5 pL de tampdo 1X, para um volume final de 25 pL. As condigdes das
PCRs foram: pré-desnaturacdo a 95 °C/1 min, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C/1
min, anelamento por 1 min, extensdo a 72 °C/2 min e extensdo final a 72 °C/5 min. Os
amplicons foram analisados em gel de agarose (0,8%), fotodocumentados pelo programa
Kodak MI SE (Molecular Image Software) e para estimar o padrdo das bandas foi utilizado o

marcador 100 pb (Ludwig).

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos de G. hirsutum utilizados para o estudo dos genes
por RT-PCR semiquantitativa.

Gene Sequéncia (5°— 3°) Fragmento (pb) Tm
GhGLUC F-CCGGGGAGCAAAAGAAGAAG 532 54°
R-GCAGCAATCCTGTCAATGGT
GhOVU F-CCATCCGCAAAGTTTCAACT 405 54°
R-CCTGACTCAACCAATTCCAGA
GhMYB F-GGGGGAGTTGTTCTGAAGAA
R-CCACACTGGTACTGTGGCTC 401 52°
GhMYB F-GGGGGAGTTGTTCTGAAGAA
R-CCACACTGGTACTGTGGCTC 401 52°
GhFIB010 F-GGACAACCATAAGCAGTGG
R-GGCACCACCAGTAGTGAAG 304 47°
GhUDP F-TTCTTCACTCCGATAGCTCACA
R-TTAGCATGGACTCCCCAGAC 268 54°
GhASH F-AGCACTTCAAATCCTGAACCA
R-ACAATTGGCCAGAACCAGA 271 52°
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Analise da expressao génica por RT-qgPCR

As andlises quantitativas em tempo real (RT-gPCR) foram feitas no termociclador
Eco™ Real-Time PCR System (Illumina) para amplificar fragmentos com aproximadamente
200 pb e em temperatura de anelamento de 60°C. Os oligonucleotideos dos respectivos genes
foram desenhados por meio do programa software Primer 3 (http://primer3.ut.ee/) e analisados
quanto a presenca de hetero e homodimeros pelo Eurofins MWG Operon
(http://www.operon.com/). Como controle enddgeno foram utilizados os genes da GhACT
(Actina), GhUBQ14 (poliubiquitina) e GhPP2A (subunidade catalitica de fosfatase 2A) (Artico
et al. 2014). As sequéncias dos oligonucleotideos especificos utilizados neste estudo estdo
descritas na Tabela 2. Para cada reacdo foram utilizados: Fast EvaGreen gPCR Master Mix 2X
(Biotium), 200 nM de cada oligonucleotideo (Tabela 2) e 1 uL do cDNA diluido (1:5), de todos
os tecidos vegetais. Todas as reagdes foram feitas em triplicata experimental e duplicata
bioldgica. Os dados brutos de fluorescéncia para determinacdo da curva de Melt, valores de Cts
e os graficos foram gerados automaticamente pelo termociclador baseando-se no método de
normalizacdo com um gene de referéncia, AACq (Livak et al., 2001), para analise do padrdo

gerado foi utilizado a quantificagéo relativa.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos de G. hirsutum utilizados para o estudo da
expressdo relativa dos genes por RT-qPCR.

Gene Sequéncia (5°— 3°)

GhASH R - CGCCAATTGTTACAGACACACCTCTC
F - CAAAGATTGGGTCCCTTGTTGATGTT

GhFIB010 R -CCACCAAACAGGTAATCCAAGGAAGA
F - CCAGAATTGTGGCAACTTTCTTACGG

GhGLUC R - GGCCCAGATTATGGTGTTCTTAGCTG
F - GGCCTTCCATGGTTTAACTGAATCAA

GhMYB R - AGCTGATCATTGAACTCCATGCAAAG
F - GCCCTTTATCCAATGCATTAACCACA

GhOVU R -TTGGAAAGTAGTGGAGGCCTAGATGG
F-CATCCCTGTTTCTCACTTTGTGTTGC

GhUDP R - TTCACTCCGATAGCTCACAACTCTCAA
F - TTTGTGGTAGGGTTGTCAATGGTGTC
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RESULTADOS
Analise dos transcritos por RT-PCR semiquantitativa

O padrdo de expressao dos genes nos varios tecidos de botéo floral encontra-se na figura
1. Verificou-se que os genes GhASH e GhUDP apresentaram elevado nivel de expressdo em
todos os tecidos estudados, superior ao padrdo encontrado com 0 gene constitutivo
(GhUBQ14). Perfil similar foi observado para o gene GhOVU, embora com padrdo menos
acentuado nas bracteas. Os genes GhFIB010, GhGLUC e GhMYB, na analise semiquantitativa
demonstraram especificidade com os gametofitos masculino e feminino, representados pelos
ovulos e anteras.

Na pds-antese, fase em que as fibras foram avaliadas, verificou-se que GhASH,
GhGLUC e GhOVU se expressam forte e continuamente, ao contrario de GhMYB que inicia a
expressao a partir dos 18 DPA e GhUDP que, aparentemente, decresce a expressdo nessa fase.
O gene GhFIB010 pareceu ser especifico do processo ontogenético da fibra, uma vez que

revelou expresséo acentuada na fase 10 DPA (Figura 1).

& & Fibras

GhUBQ14

GhASH

GhFIBO10

GhGLUC

GhMYB

GhovU

GhUDP

Figura 1. Padrdo de expressdo de genes envolvidos nos diferentes tecidos do botdo floral e
durante trés fases fenoldgicas das fibras do algodoeiro (G. hirsutum). DPA: dias pds-antese.
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Analise da expressao génica por RT-qgPCR

E compreendido que muitas vezes em estudos de analises por RT-gPCR
semiquantitativa ndo € possivel observar diferencas reais no nivel de expressao génica. Entdo, a
fim validar em niveis quantitativos a expressdo dos genes GhASH, GhFIB010, GhGLUC,
GhMYB, GhOVU e GhUDP foram conduzidos ensaios de PCR em tempo real. Os resultados
obtidos mostraram que todos 0s genes apresentaram expressao relativa equivalente com suas
funcionalidades.

A expressdo relativa dos genes estudados em tecidos do botéo floral e fibras encontra-se
na figura 2. Observou-se que o padrdo de expressdo verificado por RT-gPCR foi proximo aos
obtidos na analise semiquantitativa na pré-antese (Figura 1), enquanto que para fibras, o padrdo
mais dissonante foi com o gene GhUDP que revelou baixa expressdao em todas as fases
estudadas. De maneira geral, a expressdo dos genes nos botdes florais foi mais acentuada nos
gametdfitos, especialmente o masculino. Nas fibras, o maior nivel de expressdo foi encontrado
na fase de 18 DPA que corresponde a fase de elongacgéo, que precede a formacéo da parede
secundaria da fibra.

Considerando-se, contudo, os valores relativos da expressdo de cada gene
disponibilizados na Figura 2, verificou-se que o gene GhMYB se expressa quase que
basalmente nos tecidos estudados, enquanto que GhUDP e GhGLUC revelaram picos de

expressao acentuados em anteras e fibras aos 18 DPA, respectivamente.
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Figura 2. Expressao relativa dos genes envolvidos nos diferentes tecidos do bot&o floral e nas trés fases
fenologicas das fibras do algodoeiro G. hirsutum. B (Bracteas), S (Sépalas), P (Pétalas), O (Ovulos), A
(Anteras), 8 DPA (Fibras com 8 dias pos-antese), 10 DPA (Fibras com 10 dias pds-antese), 18 DPA
(Fibras com 18 dias pés-antese). GhMYB (a), GhFIB010 (b), GhOVU (c), GhUDP (d), GhASH (e) e
GhGLUC (f).

DISCUSSAO

Os estudos de transcriptoma a partir de genes de interesse em espécies cultivadas tem
possibilitado aos melhoristas utiliza-los como ferramentas em procedimentos de selecdo
assistida, além e criar oportunidades para identificacdo e isolamento de regides regulatorias

para servirem como guias de genes de interesse em trabalhos de transgenia.
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O programa de melhoramento de algoddo conduzido pela Embrapa tem possibilitado a
geragdo de cultivares competitivas para o agronegocio mundial, por meio das metodologias
disponiveis no melhoramento convencional. Com 0s emergentes problemas que a lavoura
enfrenta decorrentes de estresses bioticos e abioticos, cada vez mais se torna necessario
associar as técnicas do melhoramento convencional com as atuais ferramentas disponiveis por
meio dos processos biotecnoldgicos.

Na linha de transgenia, cada vez mais se demanda informagdes sobre novos genes com
potencial de contribuir para a melhoria da lavoura, ou no processo de defesa contra agentes
bioticos ou na melhoria da fibra, cuja matéria prima é a de maior valor comercial do algodéo.
Genes expressos em estruturas reprodutivas e os reguladores de sua expressdo sdo valiosos
ativos biotecnoldgicos, devido ao largo beneficio econdmico que podem agregar as cultivares
comerciais.

A equipe de Biotecnologia da Embrapa tem focalizado nesse segmento, investindo em
pesquisas e conhecimentos da funcdo de novos genes envolvidos na fase reprodutiva para
serem posteriormente utilizados nos trabalhos de biotecnologia da cultura. Pinheiro et al.
(2013) construiram uma biblioteca visando identificar genes especificos de botdo floral de
algoddo (cv. BRS 8H), focalizando nas fases iniciais de desenvolvimento até antes da antese.
Vérios contigs envolvidos em funcBes reprodutivas foram encontrados, alguns dos quais
expressos nos gametofitos masculino e feminino. A expressdo de seis desses genes foi
explorada nesse trabalho, por meio de RT-PCR semiquantitativa e RT-qPCR, usando tecidos de
botGes florais jovens e fibras, nos estagios de 8,10 e 18 dias pds-antese.

Verificou-se que os genes estudados em botdo floral estdo presentes em todos os
tecidos, porém expressos em niveis diferenciados, especialmente nas bréacteas que, embora seja
identificada a partir do desenvolvimento dos primordios florais, trata-se de uma folha
modificada e, portanto, tem regulacdo bioquimica diferente dos demais tecidos envolvidos
propriamente com a estrutura floral (Penin et al., 2007). A despeito disso, conforme foi
investigado por Pinheiro et al. (2013), a maioria dos genes em estudo tem maior nivel de
expressdao nos gametofitos, em especial no masculino. Os genes GhASH, GhOVU e GhGLUC
cujas funcgdes estdo descritas nos bancos de dados de A. thaliana (TAIR), atuam no
desenvolvimento de todos os érgdos florais ou de forma mais especifica, envolvidos na
formacgéo do gréo de pdlen, tubo polinico e anteras.

Em relacdo as fibras, devido a importancia econdmica desse produto na industria téxtil,
0s estudos ontogenéticos tém sido largamente investigados (Huang et al., 2013; Shan et al.,

2014; Fang et al., 2014; Liu et al., 2015). As fases estudadas neste trabalho consideraram o
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inicio de diferenciacdo dos tricomas até a fase de elongacao que precede a formacéo da parede
secundaria das fibras. De acordo com Lee et al. (2007), vérios genes desse tecido sdo
ativamente expressos durante toda ontogenia, enquanto que outros sdo diferencialmente
expressos em fases distintas, tais como iniciacdo (-3 a 3 DPA), elongacdo (5 a 25 DPA),
formacéo da parede celular secundaria (20 a 45 DPA) e maturacéo (45 a 50 DPA). Estas fases
envolvem os processos biomecanicos de répida divisdo celular, diferenciagdo e expanséo,
indicando que um grande numero de genes participa do processo regulatério do
desenvolvimento da fibra (Ji et al., 2003).

Baseado nos resultados deste trabalho, verificou-se a larga expressividade dos genes
GhUDP em antera. Na literatura, as UDP-glicosiltransferases (UGT) (Difosfato
Glicosiltransferase de Uridina) codificam para enzimas envolvidas no crescimento e
desenvolvimento de células, além de participar da biossintese e remodelagem de polimeros de
carboidratos da parede celular durante diferentes estagios de desenvolvimento das plantas
(Aspeborg et al. 2005; Barvkar et al. 2012). Estudos em Pisum sativum indicaram que uma
UDP-glicosiltransferase (PsUGT1) é essencial para o desenvolvimento da planta sugerindo que
esta enzima participa na regulacdo do ciclo de divisdo celular (Wooa et al., 2007). Outros
estudos evidenciam o papel que as glycosyltransferases desempenham no desenvolvimento da
flor, como o gene UGT87A2 investigado em A. thaliana (Wang et al., 2012). Estas enzimas
ainda estdo envolvidas na biossintese de flavonoides que constituem a maior classe de fendlicos
vegetais (Sakakibara et al., 2012). Os flavonoides, incluindo antocianinas, flavonois e flavonas
sdo alguns dos metabolitos secundarios mais estudados nos vegetais (Xiao et al., 2007; Feng et
al., 2013) e participam de diversas atividades bioldgicas, como pigmentacdo de flores, fibras,
frutos e sementes (Koes et al., 2005). Em A. thaliana foram identificados dois genes da classe
glycosyltransferases, UGT79B1 e UGT84A2, envolvidos na biossintese da antocianina
(Sakakibara et al.,, 2012). Em Oryza sativa foi examinado o papel da
Glycosyltransferasel(OsGT1) na parede de pélen e foi detectado que esta é essencial para
formacdo da parede celular dos grdos de pélen (Moon et al., 2013). Os eventos relatados
conduzem a um entendimento do padrdo de expressdo do gene GhUDP em nossos estudos,
sendo observada sua atividade em todos os tecidos avaliados (Figura 1 e 2d).

Em algoddo, os estudos envolvendo as glicosiltransferases estdo diretamente
relacionados as fibras. Ji et al. (2013), a partir de estudos de protedbmica revelaram varias
proteinas diferencialmente expressas (DEPs) das quais algumas, como a UDP-L-rhamnose
synthase, atuam na regulacdo funcional de numerosas vias metabdlicas, incluindo a

fosforilagdo, podendo assim desempenhar papéis importantes no alongamento de fibras de
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algoddo. As endotransglycosylases/hydrolases (XTH), outra classe da glicosiltransferases, sao
codificados por relativamente grandes familias de genes que sdo regulados em padrdes
espaciais e temporais especificos (Lee et al., 2010). Em algoddo foi investigado o gene
GhXTHL1 e sua atividade foi expressa em fibras durante toda a fase de elongacéo, resultado
similar foi observado em nossos estudos onde o GhUDP foi expresso em todas as fases de
elongacéo das fibras (8, 10 e 18 DPA), contudo o nivel de expressdo foi inferior aos demais
tecidos (Figura 1 e 2d).

O perfil transcriptdmico do gene GhGLUC corrobora com a descricdo na literatura,
visto que estd associado as glucanases e estas se caracterizam por participarem de diversos
processos biolégicos como caracterizacdo da parede celular (Bisaria e Mishra 1989; Beguin
1990; Beguin e Aubert 1994), divisdo celular (Fulcher et al. 1996) germinacdo de poélen e
crescimento do tubo polinico (Loetan et al. 1989; Meikle et al. 1991) e microsporogénese
(Worrall et al. 1992). Takeda et al. (2004) investigando a expressdo de duas exo-beta-
glucanases LP-Exol e LP-Exoll por RT-PCR mostrou que as transcrigdes foram abundantes em
grdos de polen e que podem estar envolvidos na regulacdo do alongamento do tubo polinico.
Nossos resultados mostraram maior expressdo em pétalas e anteras (Figura 1 e 2f). Estudos em
Petunia revelaram que o gene PhEXPA1, homdlogo a f-1,3-glucanase, foi preferencialmente
expresso em pétalas (Santo et al., 2011), corroborando com os resultados de RT-qPCR (Figura
2f). Em algoddo genes referidos as glucanases tém sido reportados e elucidam sua atuacdo em
fibras, como por exemplo, as g-glucanases (5-1,3-glucanase; f-1,4-glucanase) necessarias para
a sintese de celulose, atuando no desenvolvimento de fibras na fase de elongacdo (Wang et al.,
2009; Yang et al., 2013).

As proteinas MYB constituem uma das maiores familias de fatores de transcricao (FT)
presentes em plantas nas quais desempenham a regulacdo de importantes processos, incluindo o
desenvolvimento de anteras e grdos de pdélen em A. thaliana (Millar et al., 2005) (Figura 1 e
2a). Yang et al. (2013) a partir de uma biblioteca subtrativa de flores de algod&o isolaram e
caracterizaram o gene GhMYB24, a analise por Northern blot revelou que os transcritos foram
detectados predominantemente em anteras e podlen. Os genes MYB ainda participam da
regulacdo do metabolismo dos fenilpropandides, os quais fornecem defesa contra herbivoros,
patdgenos e protegdo contra aluz ultravioleta, atuando ainda nas interacGes planta-
polinizadores por pigmentacdo e compostos de aroma floral (Kranz et al., 1998; Stracke et al.,
2001), funcéo esta que pode estar correlacionada com a expressao do GhMYB em pétalas e sua
auséncia em bréacteas e sépalas (Figura 1 e 2a). Em fibras, foi observada expressao em todas as

fases fenoldgicas, sobretudo em fibras com 18 DPA (Figura 1 e 2a). O MYB ¢é um importante
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regulador no desenvolvimento dos tricomas e atua no inicio do desenvolvimento das fibras em
algodéo (Suo et al. 2003; Hsu et al. 2005; Pu et al. 2008). Estudo recente realizado com o gene
GhCPC, o qual faz parte da classe do fator de transcricdo R3-MYB, sugere a atuacdo no
desenvolvimento inicial e na elongacao das fibras de algodao (Liu et al., 2015).

Para o gene GhFIB010 o nivel de expressdo foi maior para 6vulos e anteras (Figura 1 e
2b), correspondendo com a fungdo descrita na literatura para genes homdlogos da classe
Kinases (MAPK). Em A. thaliana, estes genes estdo envolvidos no desenvolvimento de alguns
Orgdos reprodutivos (Stanko et al., 2014). Horda et al. (2008) sugerem que 0s genes MPK3 e
MPKG6 participam do desenvolvimento de anteras bem como na diferenciacdo celular em A.
thaliana. Outro estudo revelou a atividade dos genes AtMPK3 e AtMPK6 no desenvolvimento
do embrido, anteras, bem como na inflorescéncia (Bush et al., 2007). Em fibras, este gene esta
diretamente envolvido na fase de elongacdo (10 DPA) (Figura 1 e 2b). Alguns estudos ja foram
reportados sobre a funcdo das MAP Kinases na iniciacdo e diferenciacdo de fibras em algodéo
(Gao et al., 2012). Ji et al. (2003) estudando o transcriptoma do desenvolvimento de fibra de
algoddo mutante, verificaram que a expressdo da MAPK foi mais evidenciada em fibras de 10
DPA e sugeriram que a MAPK juntamente com serina/treonina fosfatases (PPs) constituem uma
cascata de sinalizacdo que regula muitos eventos bioguimicos, e podem ser responsaveis pela
iniciacdo e elongacdo da fibra.

O gene GhOVU nos bancos de dados de A. thaliana estd relacionado com genes da
superfamilia homeobox (HB) envolvidos diretamente com o desenvolvimento de 6vulos (Nain
et al. 2008) e ainda codificam fatores de transcri¢do cruciais para o crescimento da planta,
desenvolvimento de drgdos, em especial na flor (Haecker et al., 2004; Costanzo et al., 2014).
FuncOes estas que podem estar relacionadas com o padrdo de expressdo do gene GhOVU nas
analises por RT-PCR e RT-gPCR (Figura 1 e 2c), revelando expressdo em todos os tecidos
avaliados. Analises com outros genes da classe knotted-like homeobox (KNOX) em G. hirsutum
caracterizou o gene GhKNL1 na regulacdo do desenvolvimento de fibras de algoddo, na fase de
deposicdo da parede celular secundéaria (Gong et al., 2014). Shant et al. (2014) relataram que
GhHOX3 (fator de transcricdo homeobox-leucine zipper) controla a elongacdo da fibra de
algodao. Esses relatos sugerem um envolvimento do gene GhOVU em todas as fases avaliadas
de desenvolvimento das fibras (Figura 1 e 2c), no entanto no resultado de RT-gPCR a
expressdo foi mais elevada na fase 18 DPA (Figura 2c).

Estudos em A. thaliana sugerem que a classe de proteinas ASH sdo essenciais para
determinacdo da identidade dos orgdos florais, desenvolvimento das anteras, estames e gréos de

polen (Thorstensen et al., 2008; Grini et al., 2009; Xu et al., 2010), validando assim a expressao
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do GhASH nesse estudo, onde em antera o nivel de expressdao foi mais acentuado quando
comparado com os demais verticilos florais protetores (Figura 2e). O GhASH, no banco de
dados de A. thaliana (TAIR), apresenta homologia com a proteina heterocromatina 1 (HP1).
Estudos realizados por Kotake et al. (2003) com TFL2 (TERMINAL FLOWER 2) indicaram
que este gene pode funcionar como o HP1 em A. thaliana atuando na regulagdo positiva dos
genes homedticos florais como APETALAS, PISTILLATA, AGAMOUS e SEPALLATAS, todos
estes envolvidos com os eventos do desenvolvimento dos quatro verticilos florais: sépalas,
pétala, estames e carpelo (Yanofsky et al., 1990; Honma et al., 2000; Vaniyambadi et al.,
2006), o que corrobora com os padrdes de expressdes obtidos neste estudo (Figuras 1 e 2e). O
gene GhASH, quando analisado no CottonDB, apresentou relagdo com évulos e com o periodo
de elongacéo das fibras. A funcdo do GhASH nas fibras ndo est4 bem esclarecida na literatura,
tornando necessario estudos futuros para validacdo da atividade génica em todos os eventos do
desenvolvimento da fibra.

Os resultados obtidos neste trabalho fornecem informaces relevantes sobre a expresséo
dos diferentes genes investigados nos tecidos florais, a partir dos quais se sugere a participacéo
em diversos processos de formacao e /ou desenvolvimento dos 6rgdos floriferos sobretudo em
grdos de pdlen, anteras e fibras. Como fortes candidatos para a obtencdo de promotores tecido-
especifico e assim contribuir com o programa de melhoramento genético do algoddo visando
principalmente resisténcia a pragas, qualidade e coloracdo das fibras, destacaram-se 0s genes
GhOVU (6vulos), GhUDP (anteras), GhGLUC (fibras) e GhFIB010 (fibras) visto que a

expressao foi mais diferenciada nos respectivos tecidos, quando comparado aos demais genes.
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General presentation guidelines

Manuscripts should be concise and use simple language. Research articles should be about
6000-8000 words, with 6-8 display items (Figures or Tables) and a modest citation list (~25
references). Review papers may be longer (~8000-10,000 words with ~50 references) but will
have fewer display items. Associate Editors can provide advice about reducing excessive length
while the manuscript is being revised. Extra material may be submitted as supplementary files,
which will appear automatically to readers of the article online via a link on the page. These
may take the form of large tables, figures, confocal stacks, and videos.

Summary Text for the Table of Contents. This is a three-sentence paragraph of 50 to 80 words
written for interested non-experts, such as journalists, teachers, government workers, etc. The
text should be free from scientific jargon, and written at the level of an article in a science
magazine. Your first sentence should engage the reader, convincing them that this is an
important area. The second sentence should introduce the problem addressed in the paper, and
state your main discovery. The final sentence should describe how the results fit into the bigger
picture (i.e. implications or impact of the discovery).
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The Abstract should be fewer than 200 words. The Introduction should present the reason for
the work and its essential background. The Methods should contain sufficient experimental
detail to enable the work to be repeated. The Results section should be separate from the
Discussion. The Results section should present and elaborate on the results. Quantitative
information should be given as data not as photographs only. The Discussion should set the
results in the context of the international literature, and explain the significance of the results.

Place tables and figures after the text and references, and number all pages of the manuscript
consecutively. Start each table and figure on a new page. It is helpful to reviewers to place each
figure caption on the same page as the figure.

Please refer to the sample issue, to note details of layout.

References

At the end of the paper, list references in alphabetical order. Do not add the DOI; this is added
by the Production Editor after acceptance. Do not include papers that have not been accepted
for publication; cite them either as “unpublished data” or “pers. comm.” if they must be included
at all. Authors must provide written proof of acceptance for any papers cited as “in press’.

In the Reference list, use italic type for the journal name and use bold type for the journal
volume number. Give full journal and book titles, and provide first and last page numbers for
all entries.

In the text, use “and” to link the names of two co-authors in the text, and use “et al.” where there
are more than two. Do not use a comma between the author’s name and the date. Italicise a, b, ¢
etc. where several references are the same year. Where giving two or more references together,
list them in chronological order separated by semi-colons.

Tables

Please use Table Formatting (i.e. use table cells); do not use tabs, spaces or hard returns when
setting up columns. Place each table on a new page, using a Page Break command.

Avoid footnotes where possible; use them only to refer to specific data points in the body of the
table. Use A and B etc. for footnotes; use * , **, *** only to define probability levels.
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Insert horizontal rules above and below the column headings and across the bottom of the table;
do not use vertical rules. The first letter only of headings of rows and columns should be
capitalised. Include the symbols for the units of measurement in parentheses below the column
heading. Use standard Sl prefixes with units in the column headings.

Avoid an excessive number of digits in the body of the table. The number of numerals should
be appropriate to the statistical significance of the data. For example a value of 23.72 + 5.24
(mean + standard error) contains meaningless numerals. The value should be presented as 24 +
5.

DNA sequences and primers should be specified in the following manner, using the “(prime)
sign in preference to a * (single quotation mark):

5-GGGATGACGCACAATCCC-3".

Figures

Prepare figures with symbols and letters appropriate for the size reduction intended. Prepare the
shape of the figure appropriately for a single column or two-column spread. Make simple
figures square or portrait, so they will not be so much reduced when fitting to a single column.

Labelling must be in Helvetica or Arial type 1 font. Refer to sample issue of FPB. Thickness of
all lines in line diagrams must be no less than 1 point. Use clearly distinct levels of greyscale
shading (not cross-hatching) in bar graphs.

Legends to figure axes should state the quantity being measured and be followed by the
appropriate Sl units in parentheses.The following symbols are readily available and should be
used: oo m s & ¥ ¥ < 4. The symbols + or x should be avoided.

Units

Use the SI system where appropriate, especially for exact measurement of physical quantities.
However, non-Sl units such as day and year are acceptable. Use L for litre (hence mL, pL,
etc.); abbreviate hour(s) as h, minute(s) as min, second(s) as s, e.g. 4 h, 5 min, 3s.

Use the negative index system, e.g. g m?, kg ha*, mol m?s™,

Spell out numbers lower than 10 unless accompanied by a unit, e.g. 2 mm, 15 mm, two plants,
15 plants, but 2 out of 15 plants. Do not leave a space between a numeral and %, %o or °C.

When using non-standard abbreviations, define the abbreviation where it first occurs in the text.

Preparation of manuscript for submission
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Format your manuscript with 1.5-line spacing throughout, using Times New Roman 12
font. Word for Windows is preferred, but most packages (e.g. other versions of Word or
WordPerfect) are acceptable. If you have none of these, please submit an RTF (Rich Text
Format) file.

Pages must be numbered; line numbering will also assist reviewers.

Present the work concisely and clearly in English. If English is not your native language, we
recommend that you ask a native English speaker to read over your manuscript before
submitting, or employ a professional science editor.

Make the title informative. If you include a botanical name in the title, omit the authority, but
include it in the Abstract and at first mention in the text. Please also supply an abridged title,
for use as a running head that does not exceed 50 characters (including spaces) in length.

List full first name, initial and surnames for all authors, and a current institutional mailing
address for each. The corresponding author should be indicated, and their email address given.

The abstract should be fewer than 200 words. Any references should be listed in full (authors,
journal, volume and page numbers). Scientific names of plants should be accompanied by their
authority.

Please suggest 3-6 keywords, noting that all words in the title and abstract are already
considered to be keywords. Keyword should list alternative spellings, e.g. defense for defence,
aluminum for aluminium etc.

Include all tables and embedded figures at the end of the main document, and submit the whole
as a single MSWord, RTF or PDF file. Word and RTF files will be converted to PDF before
sending for review. Authors are encouraged to make a PDF file so that any translation problems
with symbols or layout can be corrected before submission.

Only upon acceptance of the manuscript will you be asked to provide the original figure files
and high resolution photograph.

Submission procedure

To submit your paper, please use our online journal management system ScholarOne
Manuscripts, which can be reached directly through this link or from the link on the journal’s
homepage. If a first-time user, register via the "Register here” link, or use your existing
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username and password to log in. Then click on the “Author Centre” link and proceed. For
papers arising from the work of Honours students, the corresponding author should be the
supervisor of the student. This may also be appropriate for papers from PhD students.

During the submission process, you are required to include the names of three reviewers (with
email addresses) who are expert in the area of your research and who could be asked to review
your manuscript.

Authors of papers arising from theses or reports that are publicly available in an electronic
format should clearly state this at the time of submission, and should supply the Editor with the
relevant URL.

Authors are asked to declare any competing interests at the time of submission. A competing
interest exists when professional judgement concerning a primary interest, such as the validity
of research, may be influenced by a secondary interest, such as sponsorship or financial gain.
Papers will not be rejected simply on the basis of competing interests, but the Journal may
make a declaration that the author(s) has competing interests.

Authors should acknowledge in the manuscript all financial support for the work and other
financial or personal connections to the work. Articles will be published with statements
declaring:

e Authors’ conflicts of interest; and

« Sources of support for the work, including sponsor names along with explanations of
the role of those sources if any in study design; collection, analysis, and interpretation
of data; writing of the report; the decision to submit the report for publication; or a
statement declaring that the supporting source had no such involvement.

If the manuscripts are intended for a Special Issue you should select the appropriate Special
Issue category during submission.
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