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RESUMO

A cultura do algod&o esta presente em varios setores, desde o agricola até o
industrial, gerando cerca de 70% de toda mdo-de-obra em nivel de producdo priméria.
Isso coloca o algoddo como uma das principais commodities internacionais. O Brasil
vem se destacando no ambito da producéo, sendo atualmente o quinto maior produtor
mundial e o quarto exportador. A despeito disso, 0 manejo da lavoura é muito elevado
sendo os principais custos destinados com maquinérios e controle de pragas e doencas.
Com o advento das préticas atuais da biotecnologia moderna, estratégias bioldgicas
visando o controle de pragas e doencas vém sendo utilizadas, dentre elas o0 uso de
plantas geneticamente modificadas expressando genes que a defendem desses males.
Tais genes, frequentemente regulados por promotores de expressdo constitutiva
oferecem protecdo em toda a planta, embora os niveis sejam diferenciados no aspecto
tissular. Nesse caso, 0 uso de promotores tecido-especifico para guiar a sequéncia
codante possibilita agdo mais direta de protecdo e menor gasto de energia da planta para
promover a proteina alvo. A lavoura do algodoeiro € vulneravel a vérias pragas que
incidem nas estruturas reprodutivas, especialmente lepiddpteros e coleopteros. Com a
finalidade de conhecer genes expressos nos botbes florais, a fim de, posteriormente,
utiliza-los na area de transgenia, uma biblioteca subtrativa de cDNA de botéo floral
construida. Foram geradas 768 sequéncias, tendo sido formado 168 agrupamentos com
126 singlets e 42 contigs. As analises in silico foram realizadas contra o banco de dados
do algodao (CottonDB) e o banco de Arapidopisis thaliana (TAIR) e muitos genes
foram identificados. A partir dessas analises foram selecionados seis genes relacionados
ao desenvolvimento de ovulos, fibras, tubo polinico e pistilo (ANTIFIB010, ASH, OVU,
FIB010, FIBEARLY e GLUCANASE) para estudos de RT-PCR semiquantitativo. Os
resultados mostraram que 0s genes selecionados sdo expressos nos tecidos estudados
(botéo, haste, folha e raiz), no entanto p6de-se observar um maior nivel de expressao
nos botdes florais.

Palavras-chave: Algodéo, prospeccado de genes, transcriptoma, RT-PCR
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ABSTRACT

The cotton crop is present in several sectors, from agriculture to the industry,
generating about 70% of employment to level of primary production, putting the cotton
as a major international commodities. The Brazil has been increasing in terms of
production, currently the fifth largest world producer and exporter quarter. Despite this,
the management of the crop is very high and the main costs for machinery and to
control pests and diseases. With the advent of the current practices of modern
biotechnology, biological strategies for the control of pests and diseases have been used,
including the use of plants genetically modified to contain genes that defend these
evils. These genes, often regulated by constitutive expression promoters provide
protection throughout the plant, although the levels are different in appearance tissue. In
this case, the use of tissue-specific promoters to drive the sequence codante allows more
direct action to protect and lowest power plant to promote target protein. The cotton
crop is vulnerable to various pests that affect the reproductive structures, especially
lepidopters and coleopters. With a view to ascertaining genes expressed in flower buds to
subsequently use them in the area of trangenics, a subtractive cDNA library from flower buds
built. We generated 768 sequences, having been formed 168 clusters with 126 contigs
and 42 singlets. The in silico analysis were performed against the database of cotton
(CottonDB) and Bank of Arapidopisis thaliana (TAIR) and many genes have been
identified. From this analysis we selected six genes related to the development of eggs,
fibers, pollen tube and pistil (ANTIFIB010, ASH, OVU, FIB010, FIBEARLY and
GLUCANASE) to studies of semiquantitative RT-PCR. The results showed that the
selected genes are expressed in all tissues studied (button, stem, leaf and root), however
we could observe a higher level of expression in flower buds.

Key words: Cotton, genes prospect, transcriptome, RT-PCR
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INTRODUCAO GERAL

O algodoeiro é uma fibrosa de alto valor no mercado mundial devido & qualidade
de sua fibra e aos derivados comerciais que a planta produz como a torta e farelo para
suplementac&o animal e o dleo para fins comestivel e biodiesel (ARAUJO et al., 2003).
A cultura de algodao tem-se destacado por sua importancia econdmica e social, gerando
cerca de 70% de toda mao-de-obra em nivel de producdo primaria, fato que a coloca
como umas das principais commodities internacionais. O Brasil vém se destacando no
ambito da producdo, sendo atualmente o quinto maior produtor mundial e o quarto
exportador (BOLETIM ANUAL DO MERCADO DE GRAOS, 2010; CONAB, 2011).

Devido a esta grande importancia no setor econémico, o algodao é sempre alvo
dos programas de melhoramento, seja pelo método convencional ou pelas técnicas da
engenharia genética. Os primeiros trabalhos envolvendo esta cultura visavam cultivares
mais precoces e de ciclo determinado, mais tarde os esforcos foram direcionados para
obtencdo de uma cultivar que apresentasse uma maior produtividade associado a uma
boa qualidade de fibras. No entanto, um dos maiores desafios das pesquisas é a
obtencdo de uma cultivar geneticamente modificada resistente as pragas e doencas.

A despeito disso, 0 manejo da cultura do algodoeiro é muito elevado, sendo os
principais custos, cerca de 40%, destinados com maquinarios e controle de pragas e
doencas, 0 que torna constantemente necessaria a busca por novas tecnologias. A
transformacdo genética pode contribuir substancialmente para o melhoramento do
algodoeiro, permitindo a introducdo de genes que contribuam para 0 aumento da
produtividade e estabilidade da producdo, além de resisténcia a fatores biodticos e
abioticos (GATEHOUSE e GATEHOUSE, 2000).

Tais genes, frequentemente regulados por promotores de expressdo constitutiva
(CaMV35S - Virus do Mosaico da Couve-flor; EFla - Fator de Elongacdo
Ribossémica) oferecem protecdo em toda a planta, embora os niveis de expressdo sejam
diferenciados no aspecto tissular (ZHANG et al., 2004). Em algod&o, por exemplo, a
expressao € alta em folhas, porém em botéo floral o nivel de expresséo é baixo. Por isso,
ha necessidade de isolar promotores que se expressem nas partes aéreas do algodoeiro,
principalmente nos botdes florais e macas, 6rgdos da planta que sdo atacados pelas

pragas. Com isso, uso de promotores tecido-especifico para guiar a sequéncia codante

Xiv



possibilitard acdo mais direta de protecdo e menor gasto de energia da planta para
promover a proteina alvo.

Com a tecnologia gendémica tem-se gerado muitas informagdes e criado bancos
de dados de sequéncias de DNA e/ou cDNA (GenBank, dbEST, Gene, UniGene,
CottonDB, TAIR, PubMed), as quais constituem ferramentas importantes na busca
rapida e na selecdo de genes potenciais de importancia agronémica (AVARENGA et al.,
2007). Neste contexto, uma biblioteca subtrativa de cDNA foi construida, a fim de
prospectar genes regulatdrios e estruturais no botdo floral do algodoeiro para posterior
identificacdo das sequéncias regulatorias upstream tecido especifica visando seu uso nos
trabalhos de transgenia para resisténcia a pragas.

XV
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2 Aspectos gerais sobre a cultura do algoddo Gossypium hirsutum L.

O algodoeiro, pertencente a familia Malvaceae, teve sua primeira evidéncia de uso
ha 3000 anos a.C., através de escavacdes arqueoldgicas nas ruinas de Mohenjo-Daro, no
Paquistdo, onde se encontrou vestigios de tela e corddo de algoddo. No entanto, seu
cultivo iniciou-se 1500 anos a.C. na india para fabricacdo de tecidos (PASSOS, 1977).
No século 1V a.C., os chineses ja utilizavam a fibra do algod&o para tecer panos, pratica
esta que também se estabeleceu na Europa. Na América, o algodao ja era utilizado pelos
indios, os quais tinham técnicas de colheita, fiacao, tintura e tecelagem. Apenas, no final
do século XVIII e inicio do século XIX, a cultura do algoddo, do tipo arboreo, se
estabeleceu no Brasil, principalmente na regido Nordeste. A variedade herbacea foi
introduzida em 1860, pelos ingleses (CORREA, 2003).

A familia Malvaceae é constituida por cerca de 250 géneros e 4.200 espécies. No
Brasil, ha ocorréncia de aproximadamente 80 géneros e 400 espécies (SOUZA e
LORENZI, 2005), um dos principais géneros é o Gossypium, formado por cerca de 50
espécies classificadas (PENNA, 1999; BALLAMINUT, 2010). Neste género, as
espécies que se destacam mundialmente, quanto ao seu cultivo, sdo Gossypium hirsutum
L., G. barbadense L., G. arboreum L. e G. herbaceum L. Dentre estas, a espécie G.
hirsutum é a de maior valor comercial por produzir 90% das fibras comercializadas no
mundo (CRAVEN et al., 1994; BOREM, 2003).

Além da fibra, o algodoeiro produz varios subprodutos, tais como linter, éleo
para fins comestivel e biodiesel, torta e farelo, para suplementacdo animal, entre outros.
A cultura do algodéo esta presente em varios setores da economia, desde o agricola até
o industrial, gerando cerca de 70% de toda mao-de-obra em nivel de producdo primaria.
Isso coloca o algoddo como uma das principais culturas nacionais, colocando o Pais
como o quinto maior produtor e o quarto maior exportador. Em 2011, o Brasil alcanca
uma das maiores areas cultivadas com algoddo nos altimos 10 anos (1.304,7 mil ha),
crescimento de 56,1% de area plantada em comparacdo a safra anterior. A produtividade

média do algoddo em caroco devera alcancar 3.825 kg/ha (acréscimo de 5,3%) e 1.950,2
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mil toneladas de pluma (acréscimo de 63,3%). A regido Nordeste, que contribui com
33,0% na area plantada do Pais obteve importantes crescimentos, destacando os estados
da Bahia (48,6%), Piaui (162,8%) e Maranhdo (55,6%) (BOLETIM ANUAL DO
MERCADO DE GRAOS, 2010; CONAB, 2011).

1.5. Biologia floral do algodoeiro

A planta do algodoeiro é de natureza intermediaria, podendo as taxas de
alogamia e autogamia variar dependendo da velocidade dos ventos e insetos meliferos
nos campos de producéo.

A principal via de propagacgdo é por sementes. A floragdo varia em funcéo do
ciclo da cultura, contudo, em plantas precoces, inicia-se entre 45-50 dias, perdurando
durante todo ciclo. A eficiéncia dessas flores gira em funcdo dos primeiros 50-60 dias
apos o inicio da floragdo. A partir dai, ela decresce devido ao gasto fisiologico da planta
para produzir os capulhos (PENNA, 1999).

O aparelho reprodutor do algodoeiro, cuja estrutura é hermafrodita, simétrica e
com polinizacdo do tipo entomofila, propicia tanto a autofecundacdo quanto a
polinizacdo cruzada. As flores do algodoeiro sdo completas, pois apresentam os quatro
verticilos florais. Sdo isoladas, pedunculares, actinomorficas e sdo protegidas por trés
bracteas (PASSOS, 1982). A cor varia de branco a creme, tornando-se violacea apds o
processo de fecundacdo. Cada ramo frutifero produz, em média, seis a oito botdes que
depois se transformam em flores (PENNA, 1999).

Na Figura 1A pode ser observado o corte de uma flor do algodoeiro herbéaceo,
destacando-se além dos verticilos de protecdo, o androceu, que possui cerca de dez
fileiras de estames, com colunas estaminais envolvendo o estilete até a altura do
estigma. Cada filete possui uma antera de coloracdo creme e se encontra alinhado em
cinco fileiras duplas longitudinais. As anteras apresentam um l6culo com deiscéncia
longitudinal e sdo mesofixas. O ovario é supero, com trés a cinco carpelos e trés a cinco
I6culos, com dvulos de placentacdo marginal-central e cada léculo apresenta de oito a
dez dvulos. O grdo de polen contém o nucleo vegetativo e o nucleo reprodutivo, 0s
quais tém didmetro de 199 pm, enquanto os 6vulos sdo um pouco maiores € estdo no
interior do ovario, variando de 24 a 50 dvulos por flor (PENNA, 1999; SOUZA e
LORENZI, 2005).
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As fibras do algod&o sdo células Unicas de tricoma que se desenvolvem a partir
da diferenciacdo da epiderme celular do tegumento do 6vulo, dando origem ao fruto
(SONG e ALLEN, 1997).

ESTILETE
BRACTEA

SEPELA
OVULO

OVARIO

Figura 1 - A) Seccdo longitudinal da flor do algodoeiro (Fonte: Adaptado de
OLIVEIRA NETO, 2005); B) Fruto do algodoeiro (capulho) (Fonte: Adaptado do
PORTAL AGRONOTICIAS, 2009).

1.6. Estudo da expressao génica

O processo pelo qual um gene é traduzido em uma cadeia polipeptidica é
denominado de expressdo génica. E através deste estudo que sdo compreendidas a
funcdo dos genes em niveis protedmicos (conjunto completo das proteinas) e/ou
transcriptobmicos (conjunto completo de genes expressos sob certas condigdes)
(BINNECK, 2004).

1.3.1. Genbmica Funcional

As ciéncias conhecidas como 0micas, surgem como ferramentas moleculares
que auxiliam na analise dos produtos génicos. A primeira 6mica surgida foi a genémica

que tem como objetivo compreender como 0s genes e a informacdo genética esta
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organizada no DNA e como essa organizacdo determina a sua funcdo (BINNECK,
2004; ROBERTSON, 2005). Em seguida, surgiram outras 6micas: transcriptomica,
protedOmica, metabolomica, fisibmica, reguldémica, peptiddomica, epigendmica,
taxigendmica, entre outras.

A interacdo das informagdes obtidas por essas dmicas sdo 0 objetivo principal da
Biologia de Sistemas, também conhecida como Gen6mica Funcional, onde o principal
objetivo € a elucidacdo detalhada da funcdo dos genes envolvidos nos processos de
diferenciacéo e desenvolvimento das plantas ou nos processos envolvidos nas respostas
das plantas as alteraces do ambiente, seja um fator bidtico ou abidtico (MEYERS et
al., 2004; ROCHFORT, 2005; PASSOS et al., 2008).

Com os recentes avancos da gendmica funcional é possivel identificar a
expressao espacial e temporal dos genes em um organismo, tecido ou célula com o
auxilio de diferentes técnicas. Dentre as técnicas destacam-se: i) a construcdo 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) a tecnica de hibridizacéo in situ, que permite avaliar a distribuicdo espacial de
um transcrito a partir da hibridizacdo de uma sonda de acido nucléico marcada
(SCHAFFER et al., 2000); iii) téecnica de PCR em tempo real, que caracteriza-se por ser
um método rapido e sensivel para quantificar o nivel de transcritos, representando mais

especificidade para a analise de expressdao génica em plantas (GACHON et al., 2004).

1.3.2. Transcriptbémica

Ao se estudar o perfil transcriptdmico de um determinado organismo obtém-se
um conjunto completo de transcritos (RNAs mensageiros, ribossdmicos e
transportadores) e, consequentemente, se adquire informacGes sobre a expressdo dos
genes. Algumas vezes se observa que a quantidade de proteina expressa ndo é
proporcional a quantidade de RNAm. Isto ocorre devido aos mecanismos pos-
traducionais, 0 que muitas vezes geram ddvidas quanto a funcionalidade de um
determinado gene no metabolismo celular (REIS et al., 2007). A fim de se entender este
tipo de mecanismo, foi incluido no conceito de transcriptdmica os microRNAS, 0s quais
fazem parte uma classe de pequenos RNAs (aproximadamente de 20 a 22 nucleotideos)

que impedem a formagé&o das proteinas (PASSOS et al., 2008).

5
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A andlise transcriptdmica torna-se possivel devido as vérias técnicas que podem
ser empregadas, como: i) sequenciamento de ESTs (Expressed Sequence Tags), que
consiste de uma pequena por¢do de um gene (200-500 nucleotideos), a qual fornece, de
maneira rapida, a identificacdo de novos genes, a obtencdo de dados sobre regulacéo e
expressdo génica, bem como auxilia na construcdo de mapas gendomicos (RICHMOND
e SOMERVILLE, 2000; MEYERS et al., 2004); ii) métodos de analise em grande
escala SAGE (Serial analysis of gene expression), que baseia-se na contagem em alta
escala de regides especificas (tags) constituidas por 9-10 pb, obtidas de uma populagédo
de transcritos (MEYERS et al., 2004); iii) Differencial display (DDRT-PCR), que é uma
estratégia de apresentacdo diferencial por transcricdo reversa seguida de reacdo em
cadeia da polimerase, consistindo na sintese de cDNA em subconjuntos utilizando
oligo-dT diferentes (LIANG e PARDEE, 1992); iv) SSH (Supression subtrative
hybridization), que permite a comparacdo de duas populacdes de DNA e o isolamento
de genes diferencialmente expressos (DIACHENKO et al., 1996; REBRIKOV et al.,
2000); v) micrroarranjos de DNA, que busca medir os niveis de expressao de transcritos
em larga escala, ou seja, permite analise conjunta de um grande nimero de sequéncias
(até 50.000 transcritos) alem de possibilitar a integracdo de grandes conjuntos de dados
oriundos de diversos experimentos (MEYERS et al, 2004; ZACHARIAH e
DHANASEKARAN, 2004) e vi) Northern blot, que € um método padrdo para deteccao
e quantificacdo dos niveis de RNAmM e umas das formas mais simples de determinar o

momento em gue 0s genes estdo sendo expressos (MEYERS et al., 2004).

1.3.3. Protebmica

Estudos envolvendo protebmica possibilitam analisar as proteinas que estdo
envolvidas nas diferentes rotas metabdlicas, quantificarem os niveis de expressdo, bem
como compreender interacdes entre proteinas (REIS et al., 2007; PANDEY e MANN,
2002; WESTERMEIER e NAVEN, 2002).

Para tais estudos sdo utilizadas varias técnicas, destacando-se a eletroforese
bidimensional e a espectrometria de massa. A primeira consiste em separar as proteinas
sob a influéncia de um campo elétrico, onde ocorrem duas etapas de separacdo, baseado
nas diferencas de ponto isoelétrico e massa molecular das proteinas (YATES, 1998). A

segunda leva em consideracdo 0s movimento dos ions no campo elétrico classificando
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de acordo com relagcdo massa-carga das proteinas, que ao final obtém-se um espectro de
massas (PANDEY et al., 2002; TYERS e MANN, 2003; REIS et al., 2007).

1.4. Bibliotecas de cDNA

Refere-se a um conjunto de sequéncias expressas de um tecido ou 6rgao, a qual
estd submetida a uma determinada condi¢cdo do ambiente. O objetivo de se construir
uma biblioteca de cDNA é gerar ESTs que mostrem genes expressos. Estas sequéncias
sdo geradas a partir de um pool de RNAm pela acdo da enzima transcriptase reversa.
Em seguida os cDNA séo clonados em um vetor de clonagem que pode ser plasmideos,
fagos ou cosmideos (Figura 2) (MUNROE et al., 1995). Com uma biblioteca de cDNA
pode-se avaliar a localizacdo espacial e temporal dos genes em estudos (CORDEIRO,
2003).

As vantagens oferecidas ao se trabalhar com as bibliotecas de cDNA séo: i)
identificagdo de genes diferencialmente expressos; ii) auséncia de introns nas
sequéncias clonadas, o que facilita a identificacdo e a caracterizacdo dos genes; iii) 0s
cDNAs sdo mais faceis de serem manipulados por serem relativamente pequenos; iv)
podem ser inseridos por completo num dnico vetor (WATSON, 1997; ALBERTS, 2002,
MALONE et al., 2006).
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Figura 2. Etapas da construcdo de um biblioteca de cDNA. 1- Extracdo de RNA
mensageiro; 2 — Sintese reversa utilizando RT-PCR; 3 — Sintese de cDNA dupla fita; 4
— Clonagem dos cDNAs (Fonte: Adaptado do PORTAL DA CIENCIA, 2008)

Na maioria dos casos 0s protocolos se baseiam nas seguintes etapas: i) extracao
de RNA de dois tratamentos; ii) sintese de cDNA; iii) selecdo dos transcritos
diferenciais, a partir de uma subtragdo in vitro. Assim, apenas sdo clonados e
sequenciados os cDNA diferencialmente expressos, diminuindo o tempo e custo em
relacdo a subtracdo in silico, que é sua principal vantagem (SARGENT e DAVID, 1983;
SAMBROOK et al., 1989; TIMBERLAKE, 2000; ZIMMERMANN et al., 2001).

Para a cultura do algod&o existem muitas pesquisas publicadas com o isolamento
e caracterizacdo de genes diferencialmente expressos geradas a partir de bibliotecas de
cDNA. Coutinho et al. (2005) isolaram alguns clones de cDNA de fibras de algodé&o, os
quais compreendem um grupo de enzimas de grande importancia nos processos de
biosintese e remodelagem de polimeros de carboidratos da parede celular. Barbosa et al.
(2009), visando estudar os mecanismos envolvidos na resisténcia de dois gendtipos de
algod@o ao nematoide Meloidogyne incognita, construiram bibliotecas de ESTs de raiz.
Tais estudos identificaram genes relacionados ao sinal de defesa e reconhecimento do
patogeno.

Utilizando essas ferramentas torna-se possivel comparar padrdes de expressao
génica entre diferentes tecidos e estadios de desenvolvimento, estudar as respostas
celulares a diferentes condicdes fisiologicas e exposicbes ao ambiente, descobrir
relacbes funcionais entre genes e proteina, e identificar genes de interesse para

melhoramento genético.

1.4.1. Genes envolvidos no desenvolvimento do botao floral

Estudos envolvendo a identificacdo e caracterizacdo de muitos genes associados
ao botdo floral vem possibilitando consideraveis descobertas de suas agdes sobre o
desenvolvimento meristematico e identidade dos érgdos florais. Tais estudos partiram
principalmente de analises de mutantes em Arabidopsis thaliana (GEORGIADY, et
al.,2002). Com isso o desenvolvimento das flores passou a ser compreendido como um
processo que envolve multiplas etapas, incluindo a inducdo e transicdo para um

meristema apical reprodutivo, por meio da verificacdo dos sinais exdgenos e enddgenos;
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0 estabelecimento de identidade dos 6rgdos, seguido pela identificacdo das estruturas
florais (ZIK et al., 2003). Dentre os fatores externos conhecidos até 0 momento e que
influenciam esse processo, estdo fotoperiodo, qualidade de luz (composicdo do
espectro), vernalizacdo (exposicdo a longos periodos de frio), temperatura ambiental,
quantidade de agua e nutrientes. Quanto aos fatores enddgenos participantes dessa
regulacdo, podem-se citar fatores hormonais, metabdlitos, o estado nutricional, dentre
outros (LEVY e DEAN, 1998; MOURADOQYV et al., 2002; WILLMANN e POETHIG,
2005).

O algodoeiro é uma das espécies vegetais, juntamente com A. thaliana, para a
qual existem bancos de dados de ESTs oriundos do sequenciamento em larga escala de
diversas bibliotecas de cDNA, sintetizadas a partir de diferentes tecidos e estadios
fisiolégicos da planta. Na Tabela 1 encontram-se alguns dos genes que codificam
proteinas relacionadas com o botéo floral em A. thaliana e G. hirsutum.

Varios genes tém sido identificados a partir da construcdo de bibliotecas de
ESTs de algodoeiro, cuja expressdo esté restrita a bibliotecas de flores ou 6vulos, como
0S genes da pectina metilesterase, que esta envolvida nos processos de modificagdo de
parede celular durante o desenvolvimento do pdlen e o gene da mio-inositol oxigenase
que esta envolvida na sintese de precursores de matrix extracelular em flores (ARTICO
et al., 2008).

Batista et al. (2009), por meio de anélise in silico, verificaram a existéncia de
varias ESTs potencialmente envolvidas em funcdes importantes dentro de processos
bioguimicos, morfoldgicos e estruturais do botdo floral do algodoeiro, tais como:
regulacdo positiva do desenvolvimento da flor, regulacdo negativa do desenvolvimento
da flor, morfogénese da flor e do fruto, deteccdo e transporte de ions na célula e
regulacdo da fase vegetativa.

Outros estudos mostraram que os genes MADS-box estdo envolvidos em varios
aspectos da diferenciacdo dos tecidos vegetais e sdo essenciais para o desenvolvimento
floral do algodoeiro, controlando diversos processos. Esses genes controlam o
crescimento generativo e determina o meristema do botdo floral, alguns deles estdo
presentes também em pdlen. Durante o desenvolvimento floral, genes MADS-box
(AGAMOUS; APETALA1L; APETALAS3; PISTILATTA; SEPALLATA3; SEPALLATA4)
s80 essencials tanto para a identidade como para os eventos tardios do desenvolvimento
dos quatro verticilos florais (NARDELI et al., 2008; LIMA et al., 2009).
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Tabela 1. Genes relacionados ao botdo floral de Gossypium hirsutum (algodoeiro) e

Arabidopsis thaliana

Gene Funcéo Espécie Processo Bioldgico Fonte
Arabidopsis .
BOP2 Ligante protéico thaliana/ Mo_rfcjgenes,e d? flor e MCKIM et al.,
Gossypium absciséo do orgdo floral 2008
hirsutum
Arabidopsis .
CDKC2 Kinase thaliana/ Desenvolvimento da flor, CUIl et al., 2007
Gossypium carpelo e folha
hirsutum
Arabidopsis Regulacdo do
HEN1 metiItT;\rll'sA;erase thaliana/ desenvolvimento da flor, SUZL;:)(OI 2et al.,
Gossypium formacdo da pétala
hirsutum
di Arabidopsis D Vi q XING et al
ROXY1 Intermedia a troca thaliana/ esenvolvimento da etal.,
de tiol-disulfite Gossypium antera e pétala 2005
hirsutum
ATX1 Ligante protéico  Arabidopsis . Espemflca,ga(z da VENEGAS et
thaliana identidade do orgdo floral al., 2003
GhEX1  Ligante protéico ~ Gossypium Alongamento da fibra ORFolzgé etal,
hirsutum
GhTUB1 Ligante protéico  Gossypium Alongamento da fibra LI, et al., 2002
hirsutum
SRS Aminoacilacao de Arabidonsis Desenvolvimento do BERG, et
{RNA alins ovulo al.,2005
Arabidopsis
TOT_K‘LP Ligante protéico thaliana/ Morfogénese da flor TAtK,?\HZA(\)g?I,
Gossypium etal,
hirsutum
OVAl Ligante de ATP  Arabidopsis Desenvqlwmento do BERG, et
thaliana ovulo al.,2005

10
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O presente trabalho teve por objetivo prospectar genes regulatorios e estruturais
no botéo floral do algodoeiro para posterior identificagdo das sequéncias regulatorias
upstream tecido especifica visando seu uso nos trabalhos de transgenia para resisténcia
a pragas.

11
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Resumo - Com o advento da biotecnologia e a manipulacdo genética do algodoeiro por
transgénese, um novo arsenal de estratégias de protecdo contra pragas foi
disponibilizado. Uma ferramenta importante para esta estratégia € a prospeccdo de
genes. Neste trabalho construiu-se uma biblioteca subtrativa de cDNA de botéo floral de
algodoeiro da variedade BRS 8H. Apds o sequenciamento foram gerados 768
sequéncias, compreendendo 168 agrupamentos, sendo 126 singlets e 42 contigs. Para as
analises in silico foram utilizados o banco de dados do algoddo (Cottondb), como
também o de Arabiposis thaliana (TAIR) visto que muitos genes identificados em
algod&o néo estdo estudados funcionalmente, mas apresentam homologia com genes de
outras espécies. Estudos de RT-PCR semiquantitativo mostraram que 0s seis genes
selecionados (ANTIFIB010, ASH, OVU, FIB010, FIBEARLY e GLUCANASE) a partir
da biblioteca subtrativa de cDNA sdo expressos nos diferentes tipos de tecidos
estudados, raiz, haste e folha, porém no botéo floral apresentam um perfil de expresséo
mais acentuado. Tais genes estdo relacionados ao desenvolvimento gréos de polen, tubo
polinico, 6vulos e fibras.

Termos para indexacao — Algoddo, prospeccao de genes, transcriptoma, RT-PCR

Abstract - With the advent of biotechnology and genetic manipulation of transgenic
cotton, a new strategies arsenal for protection against pests became available. An
important tool for this strategy is the prospecting genes. We constructed a subtractive
cDNA library from flower buds of cotton BRS 8H order select specific genes. After
sequencing were generated 768 sequences, comprising 168 clusters, with 42 contigs and
126 singlets. In silico analysis were used the cotton database (Cottondb) as well as of
Arabiposis thaliana (TAIR) since many genes identified in cotton are not functionally
studied, but show homology with genes from other species. Semiquantitative RT-PCR
assays were performed with the six selected genes (ANTIFIB010, ASH, OVU, FIB010,
FIBEARLY and GLUCANASE) from the subtractive cDNA library are expressed in root,
stem and leaf, but the button floral have a more pronounced profile of expression. These
genes are related to development of pollen grains, pollen tube, ovules and fibers.

Index terms: Cotton, genes prospect, transcriptome, RT-PCR
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Introducéo

O algodado tem-se destacado na agricultura brasileira por sua importancia
econémica e social. Isso coloca o algoddo como uma das principais commodities
nacionais, colocando o Pais como o quinto maior produtor e o quarto maior exportador.
Em 2011, o Brasil alcanga uma das maiores areas cultivadas com algodao nos Gltimos
10 anos (1.304,7 mil ha), crescimento de 56,1% de area plantada em comparacao a safra
anterior. A produtividade média do algoddo em caroco devera alcancar 3.825 kg/ha
(acréscimo de 5,3%) e 1.950,2 mil toneladas de pluma (acréscimo de 63,3%) (Boletim

Anual do Mercado de Gréo, 2010; Conab, 2011).

Esta cultura requer altos custos na sua producéo, cerca de 40%, sdo destinados
apenas com maquinarios e no controle de pragas e doengas. A planta de algodédo é
susceptivel ao ataque de diversas pragas que durante o ciclo da cultura causam prejuizo
direto ao volume da safra e consequentemente a comercializagdo as fibra do algodéo, o
que torna constantemente necessaria a busca por novas tecnologias (Tomquelski, 2009).

A transformacdo genética pode contribuir substancialmente para o
melhoramento do algodoeiro, permitindo a introducéo de genes que contribuam para o
aumento da produtividade e estabilidade da producdo, alem de resisténcia a fatores
bidticos e abioticos (resisténcia a praga, tolerancia a herbicida, resisténcia a seca, frio)
(Gatehouse & Gatehouse, 2000).

Com o desenvolvimento da tecnologia gendmica tem-se gerado muitas
informacGes e criado bancos de dados de sequéncias de DNA e/ou cDNA, as quais
constituem ferramentas importantes na busca rapida e na selecdo de genes potenciais de
importancia agronémica (Avarenga et al., 2007).

O algodoeiro é uma das espécies vegetais, juntamente com Arabidopsis thaliana,

para a qual existem bancos de dados de ESTSs, sintetizadas a partir de diferentes tecidos
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e estadios fisioldgicos da planta. O Cotton Genome Database (CottonDB) e Arabidopsis
Information Resource (TAIR) sdo bancos de dados especifico do algoddo (Gossypium
ssp.) e A. thaliana respectivamente, ao qual constituem uma ferramenta importante na
busca répida e na selecéo de genes potenciais de importancia agronémica.

Para a cultura do algoddo vérios genes ja se encontram caracterizados
funcionalmente e depositados no CottonDB. Em muitos desses genes, a expressdo esta
restrita a flores ou 6vulos, como 0s genes 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., 2008).

Tais genes, frequentemente regulados por promotores de expressdo constitutiva
(CaMV 35S - virus do mosaico da couve-flor; EFla - Fator de Elongacdo Ribossdmica)
oferecem protecdo em toda a planta, embora os niveis de expressdo sejam diferenciados
no aspecto tissular (Zhang et al., 2004). Em algod&o, por exemplo, a expresséo € alta em
folhas, porém em botéo floral o nivel de expresséo € baixo. Por isso, ha necessidade de
isolar promotores que se expressem nas partes aereas do algodoeiro, principalmente nos
botGes florais e macés, drgaos da planta que sdo atacados pelas pragas. Com isso, uso de
promotores tecido-especifico para guiar a sequéncia codante possibilitara acdo mais
direta de protecdo e menor gasto de energia da planta para promover a proteina alvo.

Neste contexto, uma biblioteca subtrativa de cDNA foi construida, a fim de
prospectar genes regulatorios e estruturais no botéo floral do algodoeiro para posterior
identificacdo das sequéncias regulatorias upstream tecido especifica visando seu uso nos

trabalhos de transgenia para resisténcia a pragas.
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Material e Métodos

Material vegetal

Sementes da cultivar precoce CNPA 8H foram cultivadas em casa de
vegetacdo sob fotoperiodo natural, na Embrapa Algoddo, em Campina Grande - PB,
Brasil. Os tecidos utilizados foram: botdes florais, folhas, hastes e raizes. Os botdes
florais foram coletados nos seguintes tamanhos: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 mm de
comprimento, cujos principais eventos fisioldgicos encontram-se na Tabela 1. Os
tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos a —80 °C
para extracdo do RNA.

Tabela 1. Principais eventos bioldgicos relacionados ao estagio de desenvolvimento do
botdo floral do algodoeiro

Diametro (mm) Evento
2 Fomacéo das células-mae do pdlen (PCM) na antera
4 PCMs em profase e células do tapetum da antera em

diferenciacédo

6-8 Micrdsporos unicelulares encontrados nos léculos
10 Inicio da degeneracédo do tapetum
12 Divisdes mitdticas no polen e degeneracdo do tapeum
14 Granulos de pélen binucleados
16 Saco embrionario com dois nucleos
18 - 20 Sacos embrionarios completos

Fonte: QUINTANILHA et al.(1962)

Extracdo de RNA total e construcéo da biblioteca de cDNA

Amostras de 100 mg dos diferentes tecidos foram maceradas em nitrogénio
liguido com o auxilio de um cadinho até a obtencdo de um po6 fino. 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 em
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gel de agarose 0.8% e a concentracdo e pureza por espectrofotometria. A sintese de
cDNA foi feita a partir de 1 pg de RNA total utilizando o Kit Super SMART PCR
cDNA Synthesis Kit (Clontech), seguindo as recomendagfes do fabricante. Em
seguida, uma biblioteca subtrativa de cDNA foi construida utilizando o kit PCR Select
cDNA Subtraction (Clontech) e o vetor pPGEMT-Easy (Promega) explorando o sitio

multiplo de clonagem, de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Clonagem e sequenciamento

A Dbiblioteca foi clonada em Escherichia coli linhagem XL1-blue, por
eletroporacdo (Lima, 2005). Em seguida, as células foram recuperadas com meio LB
liquido (Luria-Bertani) (peptona de caseina, extrato de levedura e cloreto de sédio,
1:0,5:1 (p/p/p), pH 7,0) por 1 hora sob agitacdo de 250 rpm e plaqueadas em meio LB
solido (LB liquido + agar 1,6% contendo ampicilina (100 pg/mL) e incubadas overnight
a 37°C. Os plasmideos foram preparados em placas de 96 pocos de acordo com o
protocolo descrito por Borges Neto et al. (2005). Os insertos de cDNA foram
sequenciados usando os oligonucleotideos iniciadores SP6 e T7 no sequenciador
automatico (Applied Biosystems model 3700), na Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia.

Clusterizacao e analise in silico das sequéncias

As sequéncias geradas foram depositadas no Sistema Genoma (SISGEN) do
laboratério de Bioinformatica da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(http://genoma.embrapa.br). A andlise da qualidade das sequéncias foi realizada
utilizando o programa PHRED (Ewing et al., 1998) e as sequéncias foram reunidas em

clusters usando o programa TGICL do TIGR (Instituto de Genomic Research), ambos
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incorporados no SISGEN. O critério de aceitagdo da sequéncia no sistema foi de um
minimo de valor no Phred igual a 20 e uma extensdo de 150 bases por leitura (Pappas et
al., 2008), seguida da anotacdo automatica com o programa BLASTX 2.2.3 (Basic
Local Alignment Search Tool) do National Center for Biotechnology Information-NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (AltschuL et al., 1997).

Estudo da expressao de genes por RT-PCR semiquantativa

Oligonucleotideos iniciadores dos genes selecionados com seus respectivos
tecidos de expressdao: OVU (6vulo), FIB010 (fibra), FIBEARLY (fibra jovem), ASH
(6vulo, antera e polen), ANTIB010 (fibra e antera) e GLUCANASE (fibra) foram
determinados a partir das ESTs sequenciadas e depositadas no SISGEN. Como controle
endogeno foi utilizado o gene da actina (f#-actina) (Tabela 2). A reacdo de transcriptase
reversa foi realizada a partir de 1 ug de RNA total, utilizando o kit IMPROM 11
(Promega) seguindo as recomendac¢des do fabricante. Para cada reacdo de PCR foram
utilizados: 2 pL de cDNA [200 ng]; 2,5 pL de cada oligonucleotideo iniciador forwad e
reverse [0,2 uM]; 0,2 pL de Taqg Polimerase [0,04 U/ pL]; 0,5 pL de dNTP [0,2 mM];
1,0 pL de MgCl, [2 mM] e 2,5 pL de tampéo [1X], para um volume final de 25 pL. As
condicdes das PCRs foram: pré-desnaturacdo a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C/1 min, TA por 1 min (TA: temperatura de anelamento) para cada
oligonucleotideo iniciador: FIB010 - 47°C; ASH e ANTIB010 - 52°C; GLUCANASE,
OVU - 54°C; FIBEARLY - 55°C; ACTINA - 47°C), extensdo a 72°C/2 min, e uma fase
final de extensdo a 72°C/5 min. Os produtos amplificados (15 pL) foram misturados
com Loading dye (98% formamida; 10mM EDTA; 0,05% xileno cianol) e Sybr Green

(LGC) e analisados em gel 0.8% e em seguida fotodumentados pelo programa Kodak
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MI SE (Molecular Image Software) . Para estimar o padrdo das bandas foi utilizado o

marcador 100 pb (Invitrogen).

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores especificos dos genes para estudos de RT-PCR
semiquantitativa

GENE OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES TAMANHO
ANTIFIBO10F 5’ - GGGGGAGTTGTTCTGAAGAA -3’ (A?Obl)
ASHF 5’ —AGCACTTCAAATCCTGAACCA -3 271
OVUF 5’ - CCATCCGCAAAGTTTCAACT -3’ 405
FIBO10F 5’ - GGACCACCATAAGCAGTGG - 3’ 304
FIBEARLYF 5’ - TTCTTCACTCCGATAGCTCACA -3’ 268
GLUCANASEF 5’ — CCGGGGAGCAAAAGAAGAAG - 3’ 532
ACTINF 5’ - GATCTGGCATCACACCTTC -3 400

Resultados e Discussao

Anélises de bibliotecas de cDNA é uma das metodologias mais eficientes para
identificar o perfil de expressdo de genes em situacdes bioldgicas especificas. Apds o
sequenciamento e montagem, 768 sequéncias de cDNA foram obtidas, compreendendo
168 agrupamentos, sendo 126 singlets e 42 contigs. A partir da classificagdo KOG
(Eukaryotic Orthologous Groups) foi possivel agrupar as ESTs em 18 categorias
funcionais, destas, cinco categorias foram mais representativas: i) Conversao e producéo
de energia (5 ESTs/clusters); ii) Traducdo, estrutura ribossomal e biogénese (5
ESTs/clusters); iii) Modificacdo poés-traducional, proteinas chaperonas (9
ESTs/clusters); iv) Predicdo de funcdo geral (7 ESTs/clusters); v) Proteinas com funcgéo

desconhecida (4 ESTs/clusters) (Figura 1).
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Figura 1. Frequéncia das 18 categorias funcionais identificadas a partir do banco de
dados de proteinas funcionais (KOG - Eukaryotic Orthologous Groups). (A)
Modificacdo e processamento de RNA; (B) Estrutura e dinamica da
cromatina; (C) Producéo de energia e conversdo; (D) Controle do ciclo celular, divisdo
celular, compartimentalizacdo de cromossomos; (F) Transporte de nucleotideo e
metabolismo; (G) Transporte de carboidrato e metabolismo; (1) Transporte de lipideo e
metabolismo; (J) Traducéo, estrutura ribossomal e
biogénese; (K) Transcricdo; (L) Replicacdo, recombinacdo e reparo; (O) Modificacao
pos-traducional, proteinas chaperonas; (R) Predicdo de fungdo geral; (S) Funcao
desconhecida; (T) Mecanismo de traducdo de sinal; (U) Trafego intracelular, secrecdo e
transporte vesicular; () Estrutura nuclear; (Z) Citoesqueleto.

Igbal et al. (2008) isolaram e caracterizaram genes que atuam no metabolismo
secundario, sendo expressos no desenvolvimento das fibras de algodao na fase inicial de
0-5 dias pos antese (dpa). Tais genes sdo associados a categoria de conversdo e
producdo de energia. Genes com fungdes associadas a traducado, estrutura ribossomal e
biogénese ja foram descritos por Taliercio e Boykin (2007), mostrando que o0s
constituintes estruturais dos ribossomos (ribonucleoproteinas), tém um papel importante
no desenvolvimento inicial das fibras de algoddo, mais especificamente no periodo de

0-10 dpa. Em relacdo a categoria modificacdo pds-traducional, proteinas chaperonas,
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Zhao et al. (2009) mostraram que tais proteinas estdo envolvidas na fase de
alongamentos das fibras de algodéo.

A partir dos dados obtidos com a biblioteca subtrativa foi possivel determinar o
indice de Sucesso (1S) da biblioteca, em torno de 67%, bem como o indice de Novidade
(IN), com 51%. Resultados similares foram descritos a partir de uma biblioteca
subtrativa de cDNA de raizes de cana-de-agucar, onde se obteve um IS em torno de
63% e o IN de 87% (Takahashi, 2005).

As analises nos bancos de dados do algoddo e de A. thaliana, mostraram
homologia entre alguns contigs (Tabela 3). Os CL2Contig2 e CL28Contigl, para G.
hirsutum, refere-se a fibra de 0-10 e de 1-3 dpa, respectivamente. No entanto, em A.
thaliana, as fungdes destes genes ja foram estudadas a partir do perfil transcriptémico
de diferentes estadios de desenvolvimento do polen (Trionnaire et al., 2009), sugerindo
que estes genes estdo relacionados a mecanismos moleculares que regulam a formacao
dos grdos de pdlen. Qutros estudos demonstraram que estes mesmos genes Sao
necessarios para o desenvolvimento das celulas arqueosporais e, consequentemente,
para o desenvolvimento das células mae do microsporo, aos quais fazem parte da
cascata central do desenvolvimento floral, induzindo a esporogénese até chegar o
processo final da gametogénese (Ito et al., 2004). Tais genes sdo homologos aos genes
que estdo associados a machoesterelidade, ou seja, sdo fundamentais para o
desenvolvimento normal da antera e a sua auséncia ou ma funcéo inviabiliza a formacao
de gréos de pdlen viaveis, tais como: TAPETUM DETERMINANT1 (Yang et al., 2003),
ABORTED MICROSPORES (Sorensen et al., 2003) e MALE STERILE1(Wilson et al.,
2001).

O contig CL13Contigl foi identificado para G. hirsutum, como sendo um gene

relacionado a dvulos e fibras. Em A. thaliana, este gene participa do processo
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metabolico da beta galactosidase, enzima relacionada ao metabolismo de carboidratos
da parede celular vegetal e a expansdo celular (Oliveira Janior, 2004) (Tabela 3). De
acordo com Pauly et al. (2001) esta enzima exerce, de alguma forma, sinalizacdo sobre
0s eventos bioquimicos que ocorrem na parede celular durante o desenvolvimento
vegetal. Gantulga et al. (2008) isolaram e caracterizaram 0s genes At1g45130 e
At3g52840 em A.thaliana que codificam as isoenzimas beta-galactosidase Gal-5 e Gal-
2, pertencentes a familia Glicosil Hidrolase 35 (GH 35), envolvidas na modificacdo de

polissacarideos da parede celular, expressos principalmente em folhas, caule e flores.

O CL24Contigl refere-se a fibra de 0-10 dpa para G. hirsutum, entretanto em A.
thaliana este gene ja teve sua funcdo estudada, tendo sido identificado como um Fator
de Despolimerizacdo da Actina (ADFs), proteinas de ligacdo que regulam a dinamica da
actina nas células (Cheung et al., 2002) (Tabela 3). Actina € uma proteina, que
compreende uma rede dindmica de polimeros presentes em todas as células eucaridticas,
conhecido como o citoesqueleto de actina, ao qual é modulada por uma grande
quantidade de proteinas que estdo associadas a fungbes moleculares, tais como:
deposicdo de celulose para permitir crescimento da parede celular primaria e
crescimento do tubo polinico (Cheung et al., 2010). Chen et al. colaboradores (2002),
estudando plantas de tabaco in vitro, demonstrou que estas proteinas sdo fundamentais
para o crescimento de tubo polinico e pistilo.

O contig CL23Contigl em G. hirsutum esta relacionado a uma biblioteca de
Ovulos de algodao, enquanto que em A. thaliana o gene caracteriza-se por ser um
inibidor de Pectinesterase (Tabela 3). Esta enzima pertence ao grupo das pectinases,
atuando na degradacdo de moléculas de pectina. A pectina € um dos principais
constituintes da parede celular vegetal, ao qual estd associada a varias funcdes

biolégicas importantes como determinar a forma e as taxas de crescimento celular
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(Jiang et al., 2005; Uenojo & Pastore, 2007). Estudos da expresséo da pectinesterase em
A. thaliana mostraram que essa enzima pode influenciar varios processos fisioldgicos,
tais como, extensdo da parede celular durante a germinacao de p6len e o crescimento do
tubo polinico (Jiang et al., 2005). Ao investigar contetdos pécticos em grdos de pdlen
de mutantes em Eucalyptus grandis e A. thaliana, Lopes (2008) mostrou que a redugéo
dos compostos pécticos inviabiliza os grdos de polen, e que o gene UER1, que codifica
uma enzima bifuncional (3,5-epimerase e 4- ceto redutase), € requerido para o
desenvolvimento normal dos gréos de polen.

O CL1Contig?2 refere-se a fibras no banco de dados do algod&o, no entanto em
A. thaliana este gene desempenha o papel de desintoxicacdo ao processo catabolico
metilglioxal (Tabela 3), através do sistema glyoxalase mediado pelas enzimas
glyoxalase I (GLY1) e Il (GLY2), e controla a diferenciacdo e proliferagdo celular
(MUSTAFIZ et al., 2010). Quan et al. (2010), estudando plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum) e arroz (Oryza sativa), verificaram que a via glyoxalase também atua sob
estresses abidticos, especificamente aumentando a tolerancia a salinidade.

Embora muitos genes tenham sido estudados quanto a sua funcionalidade,
existem outros cuja funcdo ndo foi ainda definida, como por exemplo, os contigs:
CL19Contigl relacionado a 6vulos imaturos de -3 a 3 dias pds antese, com ou sem
fibra; CL7Contigl relacionado a fibra; CL3Contigl e CL3Contig2 relacionado a fibra e
6vulo (Tabela 3).

Tabela 3. Genes identificados a partir da biblioteca de cDNA de botéo floral de
algodoeiro.

. N° de ~ Organismo
Contig Reads Anotacao Homologo E-value
Fibra de 0-10 dpa Gh??:ﬁg:l;qm 0.0
checontiez . Maturagdo do polen Arabidopsis 8e-15
thaliana
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Gossypium

Fibra de 7-10 dpa hi e-148
irsutum
CL1Contig2 Processo catabdlico : : 4e-13
metilglioxal de D-lactato Arab|QOpS|s
thaliana
Gossypium
Biblioteca de fibra hirsutum 5e-34
CL7Contigl
Proteina desconhecida Arabidopsis e-47
thaliana
Owvulo e Fibra Gossypium
hirsutum 0.0
CL13Contigl Processo metabdlico
carboidrato (beta Arabidopsis 4e-07
galactosidase) thaliana
Gossypium
Fibra de 0-10 dpa hirsutum 0.0
CL24Contigl Fator de despolimerizagéo de - '
. . . e-61
actina Arabidopsis
thaliana
Gossypium
Biblioteca de Algodzo hirsutum 0.0
CL23l Arabidopsis
Inibidor da Pectinesterase . 5e-41
thaliana
Owulos imaturos de -3 a 3 dpa, Gossypium
. com ou sem fibra hirsutum 0.0
CL19Contigl
Proteina desconhecida Arab |gj0p5|s 8e-13
thaliana
Gossypium
Fibra e ovulo hirsutum 4e-156
CL3Contigl
Proteina desconhecida Arabidopsis 6e-9
thaliana
Gossypium
Fibra e ovulo hirsutum e-158
CL3Contig2
Proteina desconhecida Arabidopsis 6e-9
thaliana
Gossypium
Fibra 1-3 dpa hirsutum 6e-99
CL28Contigl
Maturacao do pdlen Arabidopsis e-68
thaliana
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A partir dos resultados obtidos pela RT-PCR semiquantitativa foi possivel
observar a expressdo génica do ANTIFIBIO10 de maneira mais expressiva no botdo
floral, em relacdo a haste e folha, amplificando na altura esperada de 401 pb (Figura
2A). Este gene corresponde ao periodo de iniciagdo do desenvolvimento da fibra e uma
das fases de alongamento (0-10 dpa) (Lee, 2007). Este gene tem homologia com genes
da classe TUB (p-tubulina). Estudos realizados nas culturas do arroz (O. sativa)
(YoshikawA et al., 2003), milho (Zea mays) (Villemur et al., 1994), e A. thaliana
(LIU et al., 1994), mostraram que a classe desses genes desempenha um papel
importante na morfologia das células das plantas bem como no seu desenvolvimento
vegetativo.

Para o gene ASH, foi observado um perfil de transcricdo em todos os tecidos
analisados, porém uma maior expressdo foi observada em botdo floral e folha, no
entanto a banda especifica do gene amplificou na altura esperada de 271 pb apenas no
botdo floral (Figura 2B). Estudos em A. thaliana sugerem que as proteinas pertencentes
a classe ASH tém propriedades essenciais para determinacdo da identidade dos 6rgéaos
florais, desenvolvimento das anteras e gréos de pélen (Grini et al., 2009).

Para o gene referente a dvulos (OVU), os resultados semiquantitativos revelaram
um perfil de expressdo para todos os tecidos avaliados, no entanto, em botédo floral e
raiz foi mais expressivo, porém em botdo o gene amplificou na altura esperada de 405
pb (Figura 2C). Este gene, em A. thaliana esta relacionado ao desenvolvimento de
Ovulos. Sieber et al. (2004) identificaram que o gene PHABULOSA (PHB), pertencente
a classe de gene homeobox, atua no desenvolvimento inicial dos dévulos. Estudos
semelhantes foram realizados com Petunia hybrida (Cheng et al., 2000) e A. thaliana
(Nain et al.,2008) mostrando que os genes FBP7 e AGL11, repectivamente, pertencem

a classe dos MADs e estdo envolvidos no desenvolvimento dos 6vulos.
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Os genes FIB010 e FIBEARLY estdo envolvidos no inicio do desenvolvimento
das fibras de algoddo, do qual participam uma série de proteinas. Os estudos de RT-
PCR revelaram um perfil de expresséo diferenciada para os dois genes, ou seja, para o
gene FIBO10 a expressdo ocorreu em botdo floral e raiz (Figura 2D). Para 0 gene
FIBEARLY a expressao foi mais significativa no botdo floral, porém nos demais tecidos
também observou-se a sua expressao s que de maneira menos acentuada (Figura 2E),
no entanto para os dois genes estudados a amplificacdo foi na altura esperada apenas em
botdo floral com 304 pb e 268 pb, respectivamente. As fibras de algoddo séo células
Unicas de tricoma que se desenvolvem a partir da diferenciacdo da epiderme celular do
tegumento do évulo (Song & Allen, 1997). Wang et al. (2004) mostraram que 0 gene
GaMYB2, pertecente a classe dos fatores de transcricdo MYB € um importante
regulador no desenvolvimento dos tricomas em algoddo, sendo predominantemente
expresso no inicio do desenvolvimento das fibras. Coutinho et al. (2005) ao analisar o
perfil de expressao génica a partir de uma biblioteca de fibras de algodéo identificaram
proteinas que estdo envolvidas diretamente no desenvolvimento da fibra, como:
glicosiltransferase, arabinogalactana (AGP) e a proteina transferidora de lipideo (LTP),
estas atuam na biosintese da parede celular (Qin et al., 2007). Outros estudos em
algodéo revelam ainda que a profilina esteja presente na fase de alongamento das fibras
(Ji et al., 2003).

Os estudos semiquantitavos para o0 gene da GLUCANASE mostraram que para 0s
tecidos de botdo floral, haste e folha o perfil foi semelhante, porém em botéo floral foi
observado maior expressdo, amplificando na altura esperada de 532 pb (Figura 2F).
Estudos realizados em algoddo mostraram que as P-glucanases possuem varias
atividades, das quais algumas sdo necessarias para a sintese de celulose (B-1,3-

glucanase; B-1,4-glucanase) que atuam no desenvolvimento da fibra (Shu et al., 2008), e
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outras (exo-B-glucanases) se tornam importantes por contribuir para a regulacdo da

germinacédo de pdlen e crescimento do tubo polinico.

@0?° e ws o 60@0 % ws  ¢o?
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Figura 2. RT-PCR semiquantitativa das ESTs geradas pela biblioteca subtrativa de
algodéo (Gossypium hirsutum): (A) ANTFIB010 (401 pb); (B) ASH (271 pb); (C) OVU
(405 pb); (D) FIBO10 (304 pb); (E) FIBEARLY (268 pb): (F) GLUCANASE (532 pb);
(G) ACTINA (400 pb) — controle constitutivo. Para estimar o padrdo das bandas foi
utilizado o marcador 100pb.

Conclusoes

1. Os genes expressos em botdo floral, detectados neste trabalho, podem estar
envolvidos no desenvolvimento das fibras, nas fases de iniciacdo e alongamento,
Ovulos, graos de polen e tubo polinico.

2. Este estudo fornece dados sobre varios genes promissores (ANTFIB010, ASH,
OVU, FIB010, FIBEARLY, GLUCANASE) que podem ser utilizados na
identificacdo das sequéncias regulatdrias upstream tecido especifica auxiliando

os programas de melhoramento genético do algodao.
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