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RESUMO

BATISTA, Vandré Guevara Lyra. Universidade Estadual da Paraiba / Embrapa Algodéo, Agosto,
2012. Expressao de genes envolvidos com o desenvolvimento do botéo floral do algodoeiro
(Gossypium hirsutum H.) por meio de RT-PCR e RT-gPCR.

Liziane Maria de Lima; Roseane Cavalcanti dos Santos.

A utilizacdo de banco de dados publicos, gerados a partir de projetos genoma, como 0
NCBI, CottonDB, SUCEST, FORESTSs, entre outros, é de grande relevancia para estudos
moleculares, especialmente aos relacionados a expressao génica, uma vez que, de posse das
sequéncias depositadas, é possivel prospectar ou isolar novos genes e conhecer sua funcao em
varias fases ontogenéticas. Em plantas, uma das fases de grande demanda de conhecimento € a
relacionada com a reproducdo. Atualmente, varios estudos com Arabidopsis thaliana envolvendo
identificacdo e caracterizagdo de genes associados aos 6rgdos reprodutores, especialmente a
fenologia do botdo floral, tem possibilitado grandes avancos no conhecimento de funcdes,
podendo correlaciond-las em outras espécies. Para espécies vegetais detentoras de grandes
commodities, como algodao, tais resultados sdo relevantes, considerando que varias pesquisas
desenvolvidas com essa cultura visam estudos que potencializem a expressao de caracteristicas
quantitativas dependentes da fisiologia de reproducédo. Neste trabalho, investigou-se a expressao
temporal e espacial de genes que se expressam em botdo floral de algodoeiro por meio de RT-

PCR semiquantitativa e qPCR. Foram selecionados quatro genes com historico prévio de



12

expressdo em botéo floral (cottonbud7, cottonbud8, cottonbud9 e cottonbudl10) e utilizados para
desenho de primers. Amostras de tecidos de botdes florais (2-8 mm; 10-12 mm e 14-20 mm),
folhas, hastes e raizes foram coletadas e utilizadas para a extracdo de RNA total e sintese de
cDNA. Os resultados das analises de expressdo génica mostraram expressdo dos ge

selecionados em todos os tecidos investigados, contudo 0s genes cottonbud7 e cottonbudl0
apresentaram estabilidade da expressdo em todas as fases investigadas do botéo floral. Pdde-se
observar ainda, que o cottonbudl10 apresentou nivel de expressao levemente superior em botéo
floral, quando comparado aos demais genes. As analises de expressdo do gene cottonbud10 via
gPCR corroboram com os resultados obtidos com o RT-PCR. Os resultados obtidos neste
trabalho, fornecem informacdes sobre genes promissores para trabalhos de pesquisa envolvendo

0 programa de melhoramento do algodéo.

Palavras-chave: GenBank, RNAmM, Expressdo génica.
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ABSTRACT

The use of public database, generated from genome projects, such as NCBI, CottonDB,
SUCEST FORESTSs, among others, is of great importance for molecular studies, especially those
related to gene expression, since, in possession of sequences deposited, it is possible to isolate
new genes or prospect and know their role in various ontogenetic stages. In plants, a stage of
great demand for knowledge is related to reproduction. Currently, several studies with
Arabidopsis thaliana involving identification and characterization of genes associated with
reproductive organs, especially the bud phenology, has enabled major advances in our
understanding of functions and can correlate them with other species. For plant species
possessing large commodities such as cotton, these results are relevant, considering that several
studies developed with this aim culture studies that enhance the expression quantitative trait
dependent physiology of reproduction. In this study, we investigated the temporal and spatial
expression of genes that are expressed in cotton bud by semiquantitative RT-PCR and gPCR. We
selected four genes with a history of expression in floral buds (cottonbud7, cottonbud8, and
cottonbud9 cottonbud10) and used for primer design. Tissue samples of flower buds (2-8 mm,
10-12 mm and 14-20 mm), leaves, stems and roots were collected and used for total RNA
extraction and cDNA synthesis. The results of gene expression analyzes showed expression of
selected genes in all tissues investigated, though genes cottonbud?7 cottonbud10 and showed a
stable expression in all phases investigated bud. It was observed further that the cottonbudl0

showed a slightly higher expression in floral bud, when compared to other genes. The analysis of
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gene expression via cottonbud10 gPCR corroborate the results obtained with the RT-PCR. The
results obtained in this study provide information about genes to promising research projects

involving the improvement program for cotton.

Keywords: GenBank, mRNA, Gene expression.
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1. INTRODUCAO

Recentemente, novas informacOes geradas a partir das omics, amparadas pelas
ferramentas da bioinforméatica tém contribuido expressivamente para a aceleracdo do
conhecimento cientifico nas varias areas da biotecnologia. Varios projetos de sequenciamento
gendmico tém sido realizados com o objetivo de compreender melhor os sistemas bioldgicos,
cujos dados tem sido depositados em bancos de acesso livre que oferecem informagdes sobre
sequéncias de genes exclusivas de organismos procariotos e eucariotos.

Para plantas superiores, varios bancos de genes encontram-se disponibilizados e
accessiveis, o CottondB, (algoddo, Gossyipum sp.) , SUCEST (cana-de-agucar, Saccarum sp);
FORESTS (eucalipto Eucalyptus sp; EST (café, Coffea sp), AGI (Arabidopsis thaliana), além do
mais requisitado, NCBI (National Center for Biotechnology Information), que contem milhares
de informaces de genes de ampla natureza bioldgica.

A estratégia de prospeccdo de genes de interesse em gendtipos sequenciados ou nédo
sequenciados, através da utilizacdo de informacgdes geradas em projetos genoma ou proteoma,
envolve etapas importantes como construgdo de bibliotecas de cDNA, triagem dessas bibliotecas,
analise comparativa das sequéncias com o0s bancos de dados, identificacdo dos dominios
conservados e desenho de primers (BINNECK, 2004).

Para 0 sucesso de trabalhos desta natureza, a defini¢do do tecido alvo é imprescindivel
para conhecimento da fungdo génica e expressdo. Para tanto, o conhecimento da fase fenoldgica
e o status fisioldgico sdo relevantes haja vista que derivagdes decorrentes de alteracBes bidticas

ou abioticas respondem interativamente com o nivel de expressao.
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Para o caso de estudos envolvendo fenologia de estruturas reprodutivas, as fases que
envolvem desde a iniciacdo do botdo floral até a completa formacdo do fruto, envolvem sintese
intensa de horménios e novas proteinas, cujos genes codificadores, sdo ou de natureza temporal
ou constitutiva. Tal conhecimento torna-se o ponto chave para identificagdo de suas funcdes e
posterior uso em trabalhos de expressao e regulacdo génicas.

Na literatura, varios genes associados a estruturas reprodutivas tem sido reportados,
possibilitando consideraveis contribuicbes ao entendimento da fisiologia da reproducdao em
plantas. Tais estudos partiram, principalmente, de analises de mutantes em Arabidopsis thaliana
(GEORGIADY et al., 2002). Esta espécie possui uma série de vantagens que explicam a sua
escolha como planta modelo, além de possuir um genoma pequeno (2n=10) completamente
sequenciado, que serve de base para a busca de genes em outras espécies de plantas (AGI, 2000).

Com todas as informacgdes disponiveis, a fisiologia de floracdo passou a ser
compreendida como um processo que envolve mdltiplas etapas, incluindo a inducéo e transicéo
para um meristema apical reprodutivo, por meio da verificacdo dos sinais exdgenos e enddgenos,
0 estabelecimento de identidade dos oOrgdos, seguido pela identificacdo das estruturas florais
(ZIK e IRISH, 2003).

O algodédo € a principal fonte de fibra natural e também uma importante oleaginosa
(ZHANG et al., 2002). Devido a aspectos unicos que envolvem sua reproducdo, 0 género
Gossypium tem atraido consideravel interesse cientifico, ndo s6 entre os melhoristas de plantas,
mas também entre os taxonomistas, geneticistas de desenvolvimentos e bidlogos. (ADAMS et
al., 2003; WANG et al., 2004; LIU et al., 2007; LIGHTFOOT et al., 2008)

Embora a cultura do algodéao tenha obtido um grande avango tecnolégico, as ferramentas
biotecnoldgicas podem acelerar o processo para 0 melhoramento e obtencéo de novas cultivares.
Técnicas que estimem a expressdo de metabolitos primarios, como RT-PCR semiquantitativa,
Northern blot e qPCR, sdo de extrema importancia para o melhorista porque podem auxiliar nos
processos de selecdo de descritores que atuam em tecido ou fase diferenciados, contribuindo
adicionalmente para a ampliagdo do conhecimento das vias biossintéticas ali presentes.

Vaérios sdo os estudos envolvendo a identificacdo e expressdo de genes em algodoeiro,
durante as fases vegetativa e reprodutiva (BERG et al., 2005; NAQPAL et al., 2005).

Com intuito de agregar conhecimentos, o presente trabalho objetiva identificar e estimar a
expressao de genes presentes em botdes florais do algodoeiro.
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1.1 Objetivo geral

Analisar a expressdo de genes envolvidos no desenvolvimento de botdo floral do
algodoeiro (Gossypium hirsutum H.) por meio de RT-PCR e RT-gPCR.

1.2 Objetivos especificos

e Selecionar genes de interesse em bancos de dados publicos

e Desenhar primers para os genes selecionados utilizando o programa Primer3

e Realizar analise comparativa entre as sequéncias de genes e proteinas utilizando o
programa BLASTX

e Analisar a expressdo génica semiquantitativa via RT-PCR dos genes selecionados

e \alidar a expressdo génica semiquantitativa de pelo menos um gene selecionado por RT-
gPCR
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura do algodao

O género Gossypium, familia Malvaceae, que contem o algod&o cultivado, possui mais de
56 espécies, sendo que destas apenas quatro sdo cultivadas, que sdo: G. arboreum H. e G
herbaceu H., ambas diploides (2n=2X=26) e as alotetraploides (2n=4X=52) G. hirsutum H. e G.
barbadense H. (BELTRAO e AZEVEDO, 2008).

O algodao comercial (G. hirsutum) € cultivado em mais de 100 paises, com area anual
superior a 33 milhdes de hectares (Cotton World Statistics, 2010). Trata-se de uma das maiores
commodities mundiais, ao lado do petroleo, movimentando mais de 190 bilhGes de doblares, s6
em produtos manufaturados. No Brasil, sdo movimentados cerca de 1,5 bilhes de reais por ano,
empregando diretamente mais de um milhdo de pessoas (BELTRAO e AZEVEDO, 2008).

Na safra de 2011/12, houve um crescimento na area plantada de algodao no Brasil, cerca
de 1.403.000 ha, sendo o Mato Grosso 0 maior estado produtor, seguido da Bahia e Goias
(CONAB, 2012). O Brasil é o quinto maior produtor de algoddo do mundo, precedido pela
China, India, Turquia e Paquistdo. No que diz respeito ao algoddo geneticamente modificado, os
Estados Unidos, india, China e Brasil sdo os maiores produtores.

Com os recentes avancos tecnolégicos e industriais, o algodoeiro é considerado a planta
de aproveitamento mais completo, onde quase tudo € aproveitado, principalmente a semente e a
fibra. A semente € rica em 6leo, com 18% a 25% (MEDEIROS et al., 2009) reapresentando

aproximadamente 65% do peso da produc&o, enquanto a fibra corresponde a 35% (BELTRAO e
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AZEVEDO, 2008). Algumas variedades que sao plantadas atualmente tem maior percentagem de
fibra, chegando a atingir 40% da producao.

Um dos maiores interesse do algoddo no mercado de commodities € que a cultura tem
dupla vocacdo, atendendo tanto o segmento téxtil quanto o oleoquimico (BELTRAO e
PEREIRA, 2000). Os subprodutos da semente ou caro¢o sdo aproveitados na nutricdo de
ruminantes e na industrializacdo, com a producdo de dleo refinado, manteiga vegetal, torta,
farinha, concentrado proteico, plasticos biodegradaveis e produtos, como os derivados do linter
(BELTRAO e PEREIRA, 2000).

2.2 Anatomia da flor do algodoeiro e reproducéo

O algodoeiro possui flores completas, com quatro verticilos florais.; sdo isoladas,
pedunculares, actinomorficas e protegidas por trés bracteas (PASSOS, 1982).

Na flor do algodoeiro (Figura 1) destaca-se, além dos verticilos de protecdo, o androceu,
que possui cerca de dez fileiras de estames, sendo o 6rgdo masculino da flor, com colunas
estaminais envolvendo o estilete até a altura do estigma. Cada filete possui uma antera de
coloragdo creme e se encontra alinhado em cinco fileiras duplas longitudinais. As anteras
apresentam um léculo com deiscéncia longitudinal e sdo mesofixas.

O ovario é supero, com trés a cinco carpelos e trés a cinco l6culos, com o6vulos de
placentacdo marginal-central e cada loculo apresenta de oito a dez 6vulos. Os grdos de polen
contém o nucleo vegetativo e o nucleo reprodutivo, os quais tém didmetro de 199 um, enquanto
0s 6vulos sdo um pouco maiores e estdo no interior do ovario, variando de 24 a 50 6vulos por
flor (OLIVEIRA, 2007).

As fibras do algoddo sdo tricomas que se desenvolvem a partir da diferenciacdo da
epiderme celular do tegumento do 6vulo, apods a fecundacdo (COUTINHO et al., 2005). Cada
fibra é formada de uma Unica célula que se alonga cerca de 1 mm por dia, até atingir o tamanho
final, que varia em funcdo da cultivar e das condicBes edafoclimaticas. Em cada semente
formam-se milhares de fibras, que variam em nimero, comprimento e espessura, de acordo com
a espécie. Em G. hirsurtum o nimero de fibras determinado em uma Unica semente pode variar
entre 7000 e 15000 (FELTRIN, 2007).
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Figura 1 - Seccdo longitudinal da flor do algodoeiro.
Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2007).

A floragdo do algodoeiro inicia-se por volta do 35° dia e tem duragdo de
aproximadamente 60 dias, dependendo da cultivar e manejo da cultura. O botéo floral, a partir do
desenvolvimento meristematico, passa por diversas fases até culminar com a abertura da flor.
Nesta fase, ela encontra-se apta para fertilizacdo. ApoOs esse periodo, a coloracdo das pétalas
sofre uma mudanca fisiologica, passando de creme ou amarelo para arroxeado, devido a
deposicdo de antocianinas, cujo sinal representa o inicio da fertilizacdo (PASSOS, 1982;
BELTRAO e AZEVEDO, 2008).

Apesar do numero de eventos que ocorrem concomitantemente, o ciclo do algodoeiro é
dividido em fases de crescimento que se baseiam em funcdo de suas fases fenoldgicas:
vegetativa e reprodutiva (Tabela 1).

A fecundacdo do algodoeiro realiza-se em 2 fases: a polinizagdo e a fecundacdo
propriamente dita: a polinizacdo, que consiste no transporte do grdo de polen para o estigma,
area receptiva do pistilo, pode ser: direta (0 pdlen saido das anteras cai sobre o estigma da flor);
indireta (quando o estigma recebe pdlen por intervencdo de varios agentes, tais como o vento,
insetos, etc); e artificial (polinizagdo feita por atuacdo do homem). A flor se abre, no geral, no
periodo da manhd, quando o sol comeca a esquentar; em dias mais frios e nublados, a abertura
pode atrasar para o periodo da tarde. Com a abertura da antera os grdos de pélen ficam livres
para a polinizacdo (PASSOS, 1982).
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Chegando o grdo de pdlen no estigma, inicia-se a fecundagdo propriamente dita, que por
sua vez se divide em duas fases: a primeira consiste na germinacdo do pdlen entre as papilas do
estigma, a formacdo do tubo polinico e a descida até a micrépila do 6vulo, depois de atravessar o
estilete; a segunda consiste na entrada do tubo polinico pela micrépila, chegando ao saco
embrionario e permitindo a saida dos anterozdides, que se fundem, um com a oosfera,
produzindo o “ovo” (mais tarde o embrido) e o outro com o nucleo do saco embrionario. A flor,
quando fecundada, torna-se de coloracdo roxa e no terceiro dia, as pétalas caem (PASSOS,
1982).

O aparecimento dos bot6es florais e a formagéo das flores estéo relacionados diretamente
com o crescimento vegetativo, devido ao aparecimento sucessivo de ramos frutiferos e de pontos
florais nos ramos existentes. De acordo com Jackson e Arkin (1982), as folhas e estruturas
reprodutivas competem entre si por assimilados disponiveis na planta. E muito importante, para
0 bom funcionamento do algodoeiro, o equilibrio entre o crescimento vegetativo e o frutifero que
sdo afetados pelas condi¢cGes do ambiente, umidade, fertilidade do solo e temperatura que
influencia significativamente na formacéo dos botdes florais e das flores e, ainda, no crescimento

e desenvolvimento das magcés (SILVA et al., 2011).

Tabela 1. Ciclo do algodoeiro.

Estadio de desenvolvimento Numero de dias
Semeadura a emergéncia 5-9
Emergéncia ao primeiro botao 25 - 38
Primeiro botéo a primeira flor 20-25
Emergéncia a primeira flor 47 - 63
Primeira flor ao primeiro capulho 40 - 66
Emergéncia ao primeiro capulho 95-120

Fonte: Medeiros (2009).
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2.3 Melhoramento genético do algodoeiro

O melhoramento genético tem gerado, juntamente com as tecnologias agregadas, uma
série de beneficios agricolas acessiveis aos produtores, além de relevantes processos no aspecto
de seguranca ambiental e alimentar.

As conquistas obtidas pelos métodos classicos sdo importantes, mas tem ficado cada vez
mais evidente que somente uma abordagem integrada, combinando as estratégias de
melhoramento cléssico e molecular pode permitir a agricultura e a indUstria, encarar os atuais
desafios e atender a crescente demanda mundial por seus derivados (LAKSHMANAN et al.,
2005).

H& muitos anos, plantas de interesse da humanidade, vem sendo manipuladas por meio do
melhoramento classico, sendo que esses métodos convencionais possuem varios gargalos, dentre
eles, a reducdo do pool génico, a incompatibilidade sexual entre diferentes espécies, o tempo
gasto para se obter uma caracteristica desejada e a manutencdo dessa caracteristica ao longo das
geracOes (BRASILEIRO e CARNEIRO, 1995).

O uso de ferramentas biotecnoldgicas contribuiram para um recente avanco no que diz
respeito ao melhoramento genético de plantas. Para a agricultura, os métodos de transgenia
possibilitaram a introducdo de genes de interesse, que naturalmente seria “impossivel” devido a
incompatibilidade sexual, entre organismos filogeneticamente distantes (BRASILEIRO e
CARNEIRO, 1995; BELTRAO e AZEVEDO, 2008). Atualmente, as ferramentas
biotecnoldgicas vém auxiliando os programas de melhoramento genético, principalmente na
avaliacdo das linhagens durante seu processo de selecéo, a fim de diminuir o tempo e 0s custos
necessarios para obtencdo de uma cultivar melhorada.

Especificamente, no caso da melhoria da qualidade da fibra, as perspectivas sdo as mais
amplas e melhores possiveis. Kiser (1995) reconhece a possibilidade de se adicionar novas
caracteristicas a fibra do algoddo. O conhecimento da fisiologia da fibra tem sido ampliado ap6s
0 desenvolvimento de um sistema de cultivo de 6vulos proposto por Beasley et al. (1974). A
partir de outros trabalhos que seguiram a mesma linha de conhecimento, variedades de
algodoeiros com fibra colorida vem sendo estudados, e identificados genes responsaveis pela
pigmentacédo da fibra (KOHEL, 1985; XIAO et al. 2007; TALIERCIO e HAIGLER, 2011)

Atualmente, o melhoramento genético visando a resisténcia a pragas, utiliza diferentes
metodologias de transformac&o para sintese de plantas com propriedades inseticidas e herbicidas.
No Brasil, s6 a partir de 2005, com a aprovacdo da lei dos transgénicos, que foi implantado o

primeiro evento comercial geneticamente modificado, o algodoeiro Bollgard I, com propriedade
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inseticida, transformado com o gene CrylAc, que confere resisténcia a lepddpteros (Monsanto;
CTNBio 513/2005). Em seguida, varias outras empresas lancaram eventos que atendessem a
demanda da cotonicultura mundial: LLCotton25, CTNBIio 1521/2008, transformado com o gene
bar, conferindo tolerdncia ao glufosinato de amodnio (Bayer); MON 1445, 1598/2008,
transformado com o gene Cp4 epsps, tolerante ao herbicida glifosato (Monsanto); 281-24-
236/3006-210-23, CTNBIio 1757/2009, transformado com o gene CrylF (Dow AgroScienses

Industrial), entre outros.

2.4 Regulacdo da expressdo génica em eucariotos

A expressdo génica é o principal fator responsavel pelos efeitos das interacdes genotipo x
ambiente em todos o0s organismos, sendo, portanto, um importante componente da base genética
para a mudanca evolutiva em diversos aspectos (WRAY et al., 2003). Segundo Lewin (2000),
existem varios mecanismos e fatores que regulam a expressdo génica, em eucariotos como, por
exemplo, a condensacdo da cromatina, metilacdo do DNA, iniciacdo transcricional, “splicing”
alternativo de RNA, estabilidade do RNA mensageiro, controles traducionais, diversas formas de
modificacBes pos-traducionais, trafego intracelular, degradacdo de proteina. Para cada gene
eucariotico, a iniciacdo da transcricdo parece ser o determinante primario de controle da
expressao génica (WRAY et al., 2003).

O principal componente para a regulacao da expressdo génica é o promotor, uma vez que
possuem os sitios de ligacdo para as RNAs polimerases, responsaveis pela transcricdo génica. A
regido promotora é uma regido do DNA que marca o inicio da transcricdo, compreendendo a
regido 5" da sequéncia transcrita, contendo, em geral, uma sequéncia conservada, o TATA Box,
situado a aproximadamente 30 pb antes do sitio de inicio da transcri¢do, e elementos proximais
do promotor, localizados a aproximadamente 100 pb (CCAAT Box) e 200 pb (GC Box) antes do
ponto de inicio da transcricdo (GRIFFITHS et al., 2000). Tais sequéncias determinam o ponto
correto do inicio da transcricdo e a taxa da transcri¢do, bem como o local e 0 momento em que
este processo devera ocorrer. Existem também outros elementos, que atuam a uma consideravel
distancia do promotor (muitas vezes varios kilobases), os acentuadores e os silenciadores. Os
acentuadores sdo elementos que podem aumentar a taxa de transcricdo dos promotores, com isso,
esses elementos atuam para ativar ou regular a transcrigdo. Os silenciadores sdo elementos que se
ligam aos repressores, inibindo assim os ativadores, resultando na redugdo da transcricdo
(GRIFFITHS et al., 2002). Existem também proteinas reguladoras de acédo trans que fazem parte

do complexo de iniciagdo da transcricdo, onde as mesmas se ligam aos elementos proximais de



24

acdo cis do promotor, como por exemplo o complexo TFIID que se liga ao TATA Box (BUTLER
e KADONAGA, 2002).

Vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas para identificar novos promotores com
potencial para a expressdo em tecidos ou 6rgdos especificos em diversas espécies vegetais. Chen
et al. (2007) isolaram e caracterizaram o promotor do gene da subunidade menor da AGPase
(ADP-glucose pyrophosphorylase) do endosperma de milho, o qual foi capaz de regular a
expressdo de maneira especifica em sementes de tabaco. Freitas (2007) isolou o promotor do
gene SPB2 (sucrose binding protein) de soja, o qual foi capaz de dirigir a expressdo tecido
vascular especifico de genes repdrteres em plantas transgénicas de tabaco, podendo ser utilizado
como ferramenta molecular para direcionar a expressao heteréloga em tecidos especificos. Ja em
algodoeiro foi isolado o promotor GHACT1 relacionado ao alongamento da fibra, esse promotor
pode ser utilizado para dirigir a expressao de genes visando o aumento na qualidade da fibra (LI
et al., 2005), assim como os promotores Gh-sp isolados de sementes e Gh-rbcS isolados de
cloroplastos de algoddo, uteis para expressdo de genes importantes em tecidos especificos
(SONG et al., 2000). E de grande importancia a identificagdo de genes que se expressem apenas
em botdo floral de algodoeiro, pois, a partir dessa identificacdo pode-se, no futuro, seguir na

busca de suas regides promotoras.

2.5 Genes expressos em estruturas reprodutivas do algodoeiro

Varios estudos envolvendo genes que se expressam na fase reprodutiva do algodoeiro
tem sido identificados e suas funcdes elucidadas. Organismos que possuem seu genoma
sequenciado, como Arabidopsis thaliana, tem sido utilizados como referencial para identificar
tais genes, comparando-os a sequéncias ja disponiveis em banco de dados (AGI, 2000).

Entre os varios genes ja descritos e sequenciados, citam-se alguns mais relevantes por
estarem relacionados a estrutura e funcGes do botdo floral do algodoeiro, quer sejam: O ARF®6,
envolvido com o desenvolvimento da flor e évulo (NAQPAL et al., 2005); ATFYPP3, envolvido
com a regulacdo negativa do desenvolvimento da flor (KIM et al., 2002); ATRAB, envolvido no
crescimento do tubo polinico (JOSHUA et al., 2004); SEUSS e CDKC2 relacionado ao
desenvolvimento da flor (VANIYAMBADI et al., 2006; CUI et al., 2007); BOP2, envolvido
com a morfogénese da flor e abscisdo do érgao floral (MCKIM et al., 2008); HEN1, relacionado
com a regulacdo do desenvolvimento da flor e formacdo da pétala (SUZUKI et al., 2002);
ROXY1, envolvido com desenvolvimento da antera e pétala (XING et al., 2005); ASH,
relacionado com o desenvolvimento da antera, pélen e 6vulo (PINHEIRO et al., 2010). No que
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diz respeito a pigmentacédo da fibra do algodao, alguns trabalhos identificaram genes envolvidos
com a sintese de flavonoides, estes responsaveis pela pigmentacédo da flor e fibra (KOES et al.,
2005; XIAO et al., 2007), em relacdo a qualidade da fibra, foram identificados alguns genes
relacionados com a deposicdo de celulose na fibra (LEE et al., 2007). Uma sintese da funcéo e
dos processo biolégicos a eles ligados encontra-se na Tabela 2.

Outros genes, denominados fatores transcricionais MADS-box, atuam também em
estruturas florais e sdo bastante estudados devido a sua importancia na elucidacao da identidade
de oOrgdos florais através do modelo “ABCE” que explica as classes de genes relacionados ao
surgimento dos quatro verticilos florais (pétalas, sépalas, carpelos e estames) (THEIBEIN e
BECKER, 2000; THEIBEIN, 2001). Alguns exemplos de genes agrupados na classe dos genes
MADS-box incluem: AGAMOUS (AG) em A. thaliana (YANOFSKY et al., 1990), DEFICIENS
(DEF) em Antirrhinum majus (SOMMER et al., 1990; SCHWARZ et al., 1992), GhSQUA-likel
e GhSQUA-like 2 relacionados ao desenvolvimento floral em G. hirsurtum (NARDELI et al.,
2009), entre outros. E de extrema importancia a identificagdo de genes envolvidos com as
estruturas reprodutivas do algodoeiro, pois a partir dessa identificacdo, é possivel se obter

informacdes Uteis visando a melhoria genética dessa espécie.



Tabela 2. Genes relacionados com o botdo floral em G. hirsurtum e A. thaliana.

Gene Funcéo Espécie Processo Bioldgico Fonte
. . . Desenvolvimento da  Nagpal et al.
ARF6 Ligante proteico  A. thaliana flor e 6vulo (2005)
Regulacdo negativa Kim et al
ATFYPP3  Atividade Kinase  A.thaliana  do desenvolvimento '
(2002)
da flor
L . Crescimento do tubo  Joshua et al.
ATRAB Ligagéo GTP A. thaliana polinico (2004)
Regulagéo do . .
SEUSS Ligante proteico  A.thaliana  desenvolvimento da Vaniyambadi
flor et al. (2006)
. Morfogénese da flor e .
BOP2 Ligante proteico A thallana/ G abscisao do 6rgao Mckim etal.
hirsutum (2008)
floral
. A. thaliana/ G. Desenvolvimento da Cui et al.
CDKC2 Kinase hirsutum flor, carpelo e folha (2007)
Regulacédo do
HENL RNA A.thaliana/ G.  desenvolvimento da  Suzuki et al.
metiltransferase hirsutum flor, formacéo da (2002)
pétala
Intermedl_a 4 A thaliana/ G Desenvolvimento da Xing et al.
ROXY1 troca de tiol- . .
. hirsutum antera e pétala (2005)
disulfite
Especificacdo da Veneaas et al
ATX1 Ligante proteico  A. thaliana identidade do 6rgao g '
(2003)
floral
GhEX1 Ligante proteico G hirsutum  Alongamento da fibra Orf(igdgg'; al.
GhTUB1 Ligante proteico G hirsutum  Alongamento da fibra Li et al. (2002)
Aminoacilagao . Desenvolvimento do Berg et al.
SRS de tRNA A. thaliana ovulo (2005)
. . A. thaliana/ G. o Takahashi et
TOP1ALPHA Ligante proteico hirsutum Morfogénese da flor al. (2002)
OVAl Ligante de ATP  A. thaliana Desenvolvimento do Berg et al.

ovulo

(2005)

26
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Analise in silico de genes expressos predominantemente em botéo floral de algodoeiro

Inicialmente, foi realizada uma varredura nos bancos de dados publicos para selecionar
genes relacionados ao botdo floral. Dentre os genes selecionados, quatro candidatos foram
identificados como expressos em A. thaliana, utilizando o banco de dados publico GenBank
(National Center for Biotechnology Information) NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Em
seguida as sequéncias foram comparadas com outras contidas no banco de dados publico de
algodoeiro, Cotton Genome Database (http://cottondb.org/), para identificar a similaridade entre
elas. Os quais foram pesquisados quanto a protecdo intelectual e ao nivel de investigacdo nos
bancos de patentes como o Patent Lens (http://www.patentlens.net) e na literatura disponivel na
internet, respectivamente. Além disso, para as sequéncias homdlogas de interesse foi realizado
um estudo comparativo entre as sequéncias de aminoécidos a partir dos genes e proteinas
similares utilizando a ferramenta BLASTX (NCBI).

3.2 Desenho de primers especificos
Apos a andlise in silico, pares de primers especificos foram desenhados e sintetizados a

partir das sequéncias selecionadas utilizando o programa computacional Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/), seguindo os seguintes critérios: maximo de 20 pares de base (pb),
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contedo de GC entre 45% a 50%, temperatura de anelamento até 60°C e amplicons de

aproximadamente 200 pb (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncia nucleotidica dos primers desenhados e sintetizados.

Gene Sequéncia

cottonbud? 5’ GAGTTGGCACCTGATAGTGA 3’
5’ CCGAAGGACCCTGATTTATA 3

cottonbud8 5’ GGTTAAAGAAGGCCAGCATC 3’
5 CTCGATCAACAAAATCTCCC 3’

cottonbud9 5’ GTGAGATCTCGACGTTGGAT 3’
5’ TCAATTCCAATGGTAGCCTG 3’

cottonbud10 5’ CAAATGCGAAGAAGAAGTGG 3
5 CGGGGCATATCAACATAAAG 3

3.3 Material Vegetal

Sementes da cultivar BRS 293 (Gossypium. hirsutum H.) foram semeadas em vasos de
20 L contendo solo previamente adubado e mantidos em casa de vegetacdo, na Embrapa Algodao
em Campina Grande, PB, Brasil, sob fotoperiodo natural. A partir do inicio da floracdo, por volta
do 35° dia, foram coletados botdes florais em trés fases de desenvolvimento, com didmetro de 2-
8 mm, 10-12 mm e 14-20 mm, além de folhas jovens, haste principal e raizes, todos nas
respectivas datas de coleta, para posterior extracdo de RNAs. Os tecidos coletados foram
imediatamente congelados em N, liquido e mantidos a —80°C até sua utilizacdo. Na Tabela 4
estdo representados alguns eventos biologicos associados ao estagio de desenvolvimento dos

botdes florais, nas fases de coleta.
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Tabela 4. Eventos bioldgicos associados ao estagio de desenvolvimento do botdo floral em G.

hirsutum.
Diametro botdo Evento
floral
2-8 mm Microsporos e anteras completamente separadas; 6vulos em
desenvolvimento
10-12 mm Tapetum degenerado; grdos de pélen binucleados; saco
embrionario com 4 ndcleos
14-20 mm Reducdo das paredes das anteras; degeneracao das antipodas

Adaptado de Quintanilha et al. (1962).
3.4 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Os tecidos vegetais com a mesma idade fenoldgica dos botdes foram macerados em Ny
liqguido com o auxilio de almofariz e pistilo, até a obtencdo de um pé fino. O RNA total foi
extraido utilizado o Invisorb Kit (Invitek), seguindo as recomendacdes do fabricante. A seguir, as
amostras foram tratadas, com DNase | (BioLab), com a seguinte reagédo: 3 pg de RNA total, 3 pL
de DNAse | Reaction Buffer (10X), 1 uL de DNAse | (2U/uL) para um volume final de 30 pL.
As amostras foram incubadas a 37°C por 10 minutos, adicionando-se, posteriormente, 1 pL de
EDTA (150 mMol/L) para parar a reacdo da enzima, seguindo uma incubagdo final & 75°C por
10 minutos para inativagdo da DNAse. A pureza e concentracdo foram estimadas em gel de
agarose (0,8%) e por espectrofotdmetria.

A sintese do cDNA foi feita utilizando o kit ImProm-11™ Reverse Transcription System
(Promega) a partir de 1 pg de RNA total. Primeiramente, adicionou-se 10 puL de RNA total (1
pg) e 1 pL de Oligo dTis (0,5 pg/uL) em um microtubo de 1,5 ml, e incubacdo a 70°C por 5
minutos. Em seguida, foi realizada a reacdo de transcricdo reversa nas seguintes condi¢cfes: 11
uL da reacdo (RNA total + Oligo dT1s); 8,8 pL de ImProm-11™ 5X Reaction Buffer; 10,5 pL de
MgCl; (25 mMol); 2,2 pL de dNTP (10 mMol); 1,1 pL de Recombinant RNasin® Ribonuclease
Inhibitor (40 U/ uL); ImProm-I"™ RT (25 U/uL) em um volume final de 44 pL. Finalmente, as
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amostras foram incubadas em termociclador, primeiramente a 25°C por 5 minutos, 42°C por 1

hora e depois a 70°C por 15 minutos.

3.5 RT-PCR Semiquantitativa

Foram utilizados para as RT-PCRs, primers especificos, previamente desenhados, e 0s
cDNAs obtidos no ensaio anterior. Cada reacdo constou de: 1 pL de cDNA; 2,5 pL de cada
primer senso e antisenso (2 uM); 0,2 pL de Taqg Polimerase (5 U/uL); 0,5 pL de dNTP (10 mM);
2,0 pL de MgCl; (25 mM) e 2,5 pL de tampéo (10X), para um volume final de 25 pL. As
condicBes das RT-PCRs foram: pré-desnaturacdo a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 59°C por 1 min e extensdo a 72°C por 2 min. Uma
extensdo final foi adicionada a 94°C por 5 min.

Os produtos das reac¢des foram analisadas em gel de agarose (0,8%) e fotodocumentados
pelo programa Kodak. Para estimar o padrdo das bandas foi utilizado o marcador 100 pb

(Invitrogen).

3.7 PCR em Tempo Real

Para este estudo, foi utilizado o gene cottonbud10 e os mesmos primers dos ensaios de
RT-PCR (Tabela 3). A extracdo de RNA foi realizada conforme descrito anteriormente e a sintese
de cDNA foi realizada utilizando o SuperScript™ [IIl Reverse Transcriptase (Invitrogen),
conforme orientagbes do fabricante. Para garantir uniformidade dos resultados, uma
padronizacdo da quantidade de cDNA foi realizada a partir de RT-PCR utilizando os primers do
gene da actina e analise quantitativa por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8%..

Para cada reacdo de RT-gPCR foram utilizados 5 pL do Evagreen (Biotium), 0,2 pL de
cada primer (10 puM), 2 pL de cDNA (diluido 1:20) e agua para um volume final de 10 puL. As
condicdes de amplificagdo foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos e 40 ciclos de 95
°C por 15 segundos, e por fim 60 °C por 1 minuto. Os gréaficos, curva de Melt e Cgs foram
gerados automaticamente pelo termociclador Eco™ Real-Time PCR System (lllumina)
baseando-se no metodo de normalizacdo com um gene de referéncia, AACq (LIVAK et al.,
2001); para analise do padrédo gerado foi utilizado a quantificacdo relativa. Reagcdes com o0 gene
da actina foram realizadas como controle endogeno. Visando determinar as variagdes na

expressdo génica foi utilizado como controle da reagdo um pool das trés fases de botéo floral.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao de genes candidatos para estudos de expressao génica no desenvolvimento do

botéo floral de algodoeiro.

Dos varios genes pesquisados no banco de dados publicos do NCBI, quatro deles,
expressos em botdo floral de Arabidopsis, foram selecionados para pesquisa de homologia com
genes depositados no banco de sequéncias de algoddo (CottonDB). Os genes selecionados foram
denominados de cottonbud7, cottonbud8, cottonbud9 e cottonbudl10, de modo a preservar a
identidade dos mesmos visando posterior perspectiva de prote¢éo intelectual.

A anélise de similaridade de sequéncias, utilizando a ferramenta computacional BLASTn
revelou 17 sequéncias homdlogas ao produto do gene cottonbud?7, estas sequéncias homdlogas
foram descritas como expressas em cloroplastos (5), nucleo (17) e no fruto (1); nove sequéncias
homdlogas a cottonbud8, expressas em tubo polinico (3) e nucleo (6); nove homdlogas a
cottonbud9, expressas em mitocéndria (9), tubo polinico (8), flor (8) e nlcleo (1); e dez
sequéncias homologas a cottonbud10, onde foram descritas como expressas em nucleo (2) e flor
(6).

A obtencdo de ESTs a partir de bibliotecas de cDNA é uma poderosa estratégia para a
descoberta de novos genes como também para avaliar seus perfis de expressdo. A abundancia de
ESTs em uma biblioteca de cDNA reflete os niveis de expressao nos tecidos usados para extrair o
RNA (OKUBO et al., 1992).
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O banco de dados publico GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) possui milhares de
sequéncias expressas ou ndo identificadas, de organismos sequenciados, como a Drosophila
melanogaster, Apis mellifera, Gallus gallus, Arabidopsis thaliana, entre outros. Este banco
possui uma ferramenta que permite comparar sequéncias de um organismo com sequéncias de
bibliotecas depositadas de varias espécies vegetal e animal.

O gene cottonbud7, por exemplo, homologo ao gene ARF6 em Arabidopsis, participa de
eventos relacionados ao desenvolvimento da flor e a resposta a estimulos por auxina, cujo
hormo6nio € imprescindivel para diferenciacdo dos tecidos e regulacdo de enraizamento
adventicio (GUTIERREZ et al., 2009; TABATA et al., 2009).

Ja 0 gene cottonbud8, homdlogo ao gene ATFYPP3 em Arabidopsis, esta envolvido a
atividade de hidrolases no interior das células, além das etapas de floracdo, reprimindo ou
acelerando o processo de acordo com o seu nivel de expressdao (KIM et al., 2002). Sua atividade
esta relacionada com a translocagdo dos fitocromos A e B relacionados com a floracdo em A.
thaliana (KIRCHER et al., 1999; NAGY et al., 2000).

Quanto aos genes cottonbud9 e cottonbud10, homdlogos aos genes ATRAB e SEUSS em
Arabidopsis, respectivamente, participam de processos relacionados ao 6rgdo floral, sendo o
primeiro envolvido com o grdo de pdlen e crescimento do tubo polinico e o segundo com a
estrutura reprodutiva feminina, tendo como fungdo principal a co-regulacdo transcricional
(VANIYAMBADI et al., 2006; HASHIMOTO et al., 2008; BAO et al., 2010). De acordo com
Hashimoto et al. (2008), o ATRAB interage com o gene MYA2, que codifica a proteina miosina
em plantas, participando da translocacdo de organelas no interior celular e segundo Johansen
(2009) reporta que esse gene esta localizado no aparelho de Golgi.

Em trabalho com café, Brandalise (2007) identificou apenas dois genes referentes ao
tecido alvo; Sassaki (2008) identificou seis genes tecido-especifico, dos 59 estudados, e
observou que a baixa especificidade é devido ao fato que os genes apresentaram uma taxa de
transcricdo muito baixa em determinados 6rgédos, fazendo com nao sejam amostrados durante a

preparacédo das bibliotecas.

4.2 RT-PCR semiquantitativa

Os resultados obtidos por meio de RT-PCR semiquantitativa mostraram que, embora 0s
quatro genes tenham sido selecionados por expressar atividade em botdes florais, eles também

apresentaram expressdo nos demais tecidos, embora com niveis diferenciados (Figura 3).
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De forma geral, verificou-se que a expressdo dos quatro genes no botéo floral foi alta nas
trés fases de desenvolvimento, considerando-se o perfil qualitativo da actina, contudo, com
excecao do cottonbud? (Fig. 3B), cujo perfil foi praticamente idéntico em todos os tecidos, e do
cottonbud8 (Fig. 3C), que revelou expressdo idéntica nos botdes florais e nas raizes, os dois
restantes, cottonbud9 e cottonbud10, revelaram expressdo praticamente estavel em botdo floral,
folhas e hastes (Figura 3D e E).

A interrelacdo nos niveis de expressao tissular verificada neste trabalho ndo descredencia
a informacdo coletada nos bancos de dados, até porque, ha de se considerar que mesmo
obedecendo o maior rigor para a coleta do tecido a ser estudado, varios genes que revelam alto
nivel de expressdo em uma determinada fase, pode estar também participando de eventos
correlatos ou paralelos, demandados pelo evento fisiologico ao qual eles estdo associados.

A expressao basal dos 4 genes estudados foi elevada em todos os tecidos analisados,
quando comparados com o controle constitutivo actina, com padrdo independente do
desenvolvimento do botéo floral.

No caso do presente estudo, os botdes coletados para analise tinham, em comum com as
hastes e folhas, pigmentos de antocianina, pélos glandulares, pigmentos fotossintéticos, sem
contar as proprias bracteas que, embora sejam estruturas reprodutivas, sdao também folhas

modificadas que compartilham varios genes presentes nas folhas convencionais.

F1 _F2 F3

Rl R2 R3

3 pBl B2

m
R2 R3

Figura 2: Produtos de RT-PCR semiquantitativa em gel de agarose (0,8%) dos diferentes tecidos
de G hirsutum, A) Controle positivo, actina; B) cottonbud7; C) cottonbud8; D) cottonbud9 e E)
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cottonbud10. (B) — Boté&o floral; (F) — Folha; (H) — Haste; (R) — Raiz. 1 —2a8 mm; 2 -10a 12
mm; 3 - 14 a 20 mm.

Dessa forma, o nivel praticamente uniforme de expressdo observado com esse gene nas
folhas e haste e botdo floral, é procedente. Nas raizes, pelo que se percebe na Figura 3D, essa
expressdo é temporal, sendo de elevada atividade em R1 e R2 e expressiva queda a seguir.

Hoshino (2007) em trabalho com cana de agucar, verificou por meio de RT-PCR
semiquantitativa, que a maioria dos genes candidatos apresentaram expressdo em raiz, semente e
folha; em outro trabalho, Sassaki (2008), estudou a expressao de diferentes genes de eucalipto e
apesar das ESTs evidenciarem expressao tecido-especifica in silico, ap6s analise via RT-PCR
semiquantitativa, verificou que os genes foram expressos em mais de um tecido, fruto e botdo
floral. Em trabalho com café, Brandalise (2007) selecionou 28 ESTs sendo que, apenas 2
apresentaram perfil de expressdo tecido/especifica, uma em raiz e outra em folha. Esses

resultados sdo suporte aos resultados encontrados neste trabalho.

4.3 Expressdo do gene em Tempo Real (RT-gPCR)

Para as analises de expressao por meio de PCR em tempo real é fundamental utilizar-se
RNA de alta qualidade (integro e puro) e padroniza-los por meio de eletroforese em gel de
agarose para confirmacdo das quantidades similares de cada amostra a ser utilizada, a fim de
evitar variacGes nos resultados de expressao génica, tendo em vista ser uma técnica sensivel e
que requer pouquissimo material inicial, em torno de 10 ng (JIAN et al., 2008).

Nas analises de RNA total para este trabalho, observou-se amostras de alta qualidade,
livres de DNA e em quantidades equivalentes (Figura 4). Apos a sintese do cDNA, foi realizada
analise da qualidade e padronizacdo das amostras por meio de RT-PCR e utilizando o gene

constitutivo da actina como controle positivo (Figura 5).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) da extracdo de RNA total, tratado com DNasel.
(B) — Botéo floral; (F) — Folha; (H) — Haste; (R) —Raiz.1-2a8mm;2-10al12mm; 3-14 a

20 mm.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) da padronizagdo do cDNA via RT-PCR com o
gene da actina. (B) — Botdo floral; (F) — Folha; (H) — Haste; (R) — Raize agua. 1 —2a 8 mm; 2 -
10a 12 mm; 3-14a 20 mm.

Para as analises de gPCR selecionou-se o cottonbud10 por estar envolvido nos processos
de floracéo e desenvolvimento do gineceu.

As anélises de expressao relativa (Figura 6) revelaram que o gene cottonbudl10 foi
expresso em maior quantidade em botdes florais com 10 a 12 mm, com nivel de expresséo 2,52 e
9,21 vezes maior do que nos estagios de 2 a 8 mm e 14 a 20 mm, respectivamente.

Comparando-se com os perfis de expressdo obtidos em folha, a atividade do gene
cottonbud10 nos botées com 10 a 12 mm foi superior a qualquer uma das amostras de folha
respectivamente coletadas. Artico et al. (2009) observaram, por meio de qPCR, que os genes de
algoddo, GhPGFS1, GhPGFS2, GhPGFS4 e GhPGFS8 apresentaram nivel de expressdao maior
em bot@es florais de algodoeiro nos diametros de 6, 10 e 12 mm, do que nos demais tecidos
(raizes, folhas, haste, ramos e magds). De acordo com Quintanilha (1962), na fase em que o
botdo encontra-se com 10 a 12 mm, uma elevada atividade celular é detectada devido as varias
divisbes mitdticas no polen e formacdo dos sacos embrionarios. Tal diferenciacdo fisiologica
justifica os resultados observados neste trabalho.

O cottonbud10 tem homologia com o gene SEUSS de Arabidopsis, gene que codifica para
uma proteina amplamente expressa em muitos estdgios de desenvolvimento de diferentes
tecidos. Andlises funcionais indicam que o gene SEUSS desempenha vérias fun¢Bes no
desenvolvimento da flor de Arabidopsis, mais especificamente no CMM (também denominado
de cume medial do gineceu), uma estrutura meristematica vital localizada nas margens dos
carpelos fundidos de Arabidopsis e da origem a varias estruturas no aparelho reprodutor
feminino, incluindo os 6vulos (FRANKS et al., 2002; AZHAKANANDAM et al., 2008). O gene
SEUSS também esté relacionado a resposta da planta ao horménio auxina, durante a floracao
(PFLUGER e ZAMBRYSKI, 2004). A auxina é um fitormdnio responsavel por varios processos
na planta, como, alongamento do caule, dominancia apical, formacéo da raiz, desenvolvimento
de frutos e fototropismo (TAIZ e ZEIGER, 2009).
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Figura 5: Expresséo relativa do cottonbud10 em diferentes tecidos de algodoeiro e em trés fases
de desenvolvimento. Pool Botdo — mistura dos cDNAs de botdes florais; B — Botdo floral; F —
Folha; NTC —amostrasem cDNA.1-2a8 mm;2-10a 12 mm; 3 - 14 a 20 mm.



37

5. CONCLUSOES

Os genes selecionados cottonbud?7, cottonbud8, cottonbud9 e cottonbud10 tem atividade

em botdes florais e em outros tecidos vegetativos do algodoeiro.

O gene cottonbud10 apresenta maior expressao em botdes com 10 a 12 mm, fase essa que

demanda elevada atividade celular para diferenciacdo do polen e 6vulo.
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