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MODIFICAR A EXPRESSAO DE GENES USANDO
PROMOTOR DE GENES ESPECIFICOS DE FLOR E
FRUTO DE PLANTAS. A presente invengéao refere-se a
promotores de expressao de dgenes especificos em
plantas. Mais especificamente, a presente invengio
proporciona uma sequéncia de nucleotideos para a
expressao de genes de interesse em flores e frutos de
Gossypium Hirsutum para produgdo de plantas
geneticamente modificadas que sejam capazes de
resistir ao ataque de pragas, tal como bicudo-do-
algodoeiro (Anthonomus grandis). Nomeadamente, a
presente invengido descreve construgbes de DNA que
contenham os promotores dos genes de interesse, para
criacdo de plantas geneticamente modificadas, bem
como um método para modificacdo da expressio
génica.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para
“COMPOSICOES E METODOS PARA MODIFICAR A EXPRESSAQC DE GENES
USANDO PROMOTOR DE GENES ESPECIFICOS DE FLOR E FRUTO DE
PLANTAS"

CAMPO TECNICO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a promotores de expressao de

genes especificos em plantas.

Mais especificamente, a presente invencdo proporciona uma
sequéncia de nucleotideos para a expressdo de genes de interesse em flores e frutos
de Gossypium hirsutum para produgdo de plantas geneticamente modificadas que
sejam capazes de resistir ao ataque de pragas, tal como bicudo-do-algodoeiro
(Anthonomus grandis).

Nomeadamente, a presente invengdo descreve construcdes de
DNA que contenham os promotores dos genes de interesse, para criagao de plantas
geneticamente modificadas, bem como um método para modificagio da expresséo
génica.

ANTECEDENTES DA INVENCAQ

O algodao ¢ a principal fonte de fibra téxtil e a segunda cultura

mais importante de semente oleaginosa do mundo (KHAN et al, 2000). Segundo o
Departamento de Agricultura Norte-Americano (USDA) 35% da fibra utilizada
mundialmente provém da cuitura aigodoeira (http:/Awww .ers.usda.gov/Briefing/Coftton/,
em 01/05/2011), sendo que a espécie Gossypium hirsutum & responsdavel por mais de
95% da produgdo mundial da fibra (GUO et al, 2008), fatos que tornam essa cultura
economicamente importante no que tange a industria téxtil tanto quanto a
agroindustria em geral, devido a extragéo de oleo para biodiesel.

No Brasil a cotonicultura vem ganhando cada vez mais
importancia no agronegdcio.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Desenvolvimento, as lavouras brasileiras alcangaram o indice de produtividade 60%
superior ao dos Estados Unidos, sendo que Mato Grosso e Bahia sdo os estados
responsdveis por 82% da produg&o nacional e se destacam pelo investimento na area
(http:llwww.agricuttura.gov.br/vegetallculturas/algodao, em 01/05/2011).

Contudo, a produtividade desta cultura ainda enfrenta grande
barreira, devido as pragas que ainda sao fator limitante.

O bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis) é a praga de
maior incidéncia no cerrado brasileiro e que proporciona ©0s maiores danos
(DEGRANDE, 1998).
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As fémeas deste coledptero ovipositam nos botdes florais e
magds do algoddo e as larvas, quando eclodem, se alimentam dos mesmos
promovendo sua queda sendo que podem atacar cerca de 50% de botbes florais e
magas de uma plantagdo de algoddo, causando sua inviabilidade na maioria das
vezes {(RIBEIRO 2007).

O habito endofitico do bicudo-do-algodoeiro diminui a
qualidade da fibra, dificulta o controle quimico, e por conseqliéncia, causa danos
econdémicos consideraveis.

Dessa forma, o método mais promissor em termos de custo e
sustentabilidade para o controle do bicudo-do-algodoeiro € o desenvolvimento de
linhagens de algoddo, geneticamente resistentes, que possam suprimir o
desenvolvimento larval do inseto.

A manipulagédo de caracteristicas de uma determinada cultura
se tornou possivel mediante o advento da biotecnologia e da engenharia genética.

Ja é de conhecimento do estado da técnica que diversos genes
provenientes do Baciflus thuringiensis (Bt) ja foram utilizados para a producdo de
plantas transgénicas resistentes a uma série de insetos.

A bactéria B. thuringensis, proveniente do solo, forma esporos
durante sua fase estacionaria de crescimento. Esses esporos contém cristais
formados por proteinas Cry de um ou mais tipos que possuem uma potente e
especifica atividade inseticida. A toxina Bt é ingerida pelo inseto na forma de pro-
toxina que, em contato com o pH alcalino do aparelho digestivo do animal & clivada na
sua forma ativa. Uma vez ativada, a toxina se liga a parede do intestino promovendo a
abertura de poros. O movimento de solutos através da membrana do tecido epitelial &
desbalanceado, causando a morte do inseto (SANAHUJA et al,, 2011). Dentre as
proteinas Cry, a maioria do tipo-Cry1l quando expressa em um sistema homdlogo (por
exemplo Bacillus) ou em sistema heterélogo (por exemplo E. coli e planta transgénica)
exibe atividade principalmente contra o grupo de insetos Lepidoptera e raramente
contra o grupo Coledptera, o qual pertence o bicudo. No entanto, a descoberia e
caracterizagdo de um novo gene, o gene cryllaiz, proveniente da cepa S811 de B.
thurigiensis tornou-se um potencial agente biotecnologico para o controle desta praga
(SANAHUJA et al, 2011). A proteina recombinante deste gene, Cry1lal2 , expressa
em Escherichia coli demonstrou atividade contra larvas de A. grandis, demonstrando o
potencial deste gene para o uso em transgenia, visando o controle deste importante
inseto-praga (GROSSI-DE-SA et al., 2007). Muitas cuituras ja foram geneticamente
manipuladas para expressarem proteinas Cry no combate a pragas, inclusive algod&o
(HOFFMANN et al. 1992). Os genes codificantes dessas proteinas foram
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majoritariamente expressos sob o controle do promotor constitutivo CaMV358S,
originalmente isolado do virus do mosaico da couve-flor.

A linhagem de algod3o portando o gene Bt (US7345229) é
resistente ao ataque de Heliothis zea, Pectinophora gossypiella, Heliothis virescens e
Trichoplusia ni. Apesar de abrangente, tal linhagem néo confere resisténcia ao A.
grandis, a principal praga de algodéao, destacadamente no Brasil.

Dessa forma, se faz necessaria a construgcdo de uma nova
linhagem de plantas, dotadas de flores e frutos, resistente ao ataque de insetos e
pragas, principalmente a obten¢éo de uma nova linhagem de algodéo, resistente ao
ataque do bicudo-do-algodoeiro, um dos objetivos da presente invengéao.

O promotor & o principal responsavel pelo mecanismo de
regulagdo da expressdo de um gene, pois possui sitios de ligagdo para fatores
transcricionais (TF) e para a propria RNA polimerase, responsdvel pela transcrigéo do
gene. Diversas regibes de promoiores, denominadas elementos cis, foram
caracterizadas como sitio de ligagdo de diferentes TFs, denire elas a mais bem
caracterizada é o elemento TATA-box. A pluralidade desses elementos permite a
modulagdo temporal e espacial da expresséo de um gene. Poranto, a regido
promotora consiste em uma importante ferramenta biotecnologica, pois permite o
direcionamento da expressao do gene de interesse em uma linhagem transgénica.

Um exemplo dessa aplicabilidade da regi&o promotora seria o
uso do promotor com expressdo especifica em fruto de tomate (WO01991001324), para
direcionar a expressao de genes capazes de melhorar a composicdo protéica e o valor
nutricional, bem como facilitar a estocagem, manuseamento, cozimento e aspecto do
fruto.

Promotores constitutivos como o CaMV35S sédo capazes de
conduzir a expressdo de um transgene em todos os tecidos da planta. Entretanto, o
seu nivel de expressdo ndo € necessariamente semelhante em todas as células
vegetais (SUNIKUMAR et al., 2002), ha alteragées na expressao da proteina ao longo
do desenvolvimento da planta. Esse efeito tem sido relacionado ao processo de
metilagio do promotor durante o desenvolvimento da planta ja, que este permanece
ativo desde o inicio do desenvolvimento. Referido resultado tem sido relatado
especialmente quando se inicia a fase reprodutiva, quando ocorre o ataque do A.
grandis (CHEN et al., 2000). Aléem disso, niveis variaveis de expressdo sao
observados em diferentes tecidos apesar de o promotor ser considerado constitutivo.
Por exemplo, expressdo de Cry1A em ovérios de algodao esta entre os menores
encontrados nos diferentes tecidos do algodoeiro. Isso pode ser especialmente critico
para insetos que atacam esse tecido durante o desenvolvimento, como foi observado
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para o Hefiothis zea e que também pode ocorre para o A. grandis (KRANTHI et al.,
2005). E, finalmente, impactos negativos em insetos néo alvo podem ser minimizados
pela diminuigdo material vegetal expressando Bt, apesar de que até o momento nao
existe um prova conclusiva de que o algodao Bt pode ter impacto em insetos nao alvo
(DALE et al., 2002).

Além disso, a expressdo constitutiva de uma proteina
heteréloga em uma variedade transgénica demanda um alto custo energético para a
planta. Outros promotores constitutivos também foram caracterizados em algodao
(EP1953231), em café (US6441273), em A. thaliana (US20020115850) e em milho
(USB870487).

Dessa forma, o método mais promissor em termos de custo e
sustentabilidade para o conirole do bicudo-do-algodoeiro € o desenvolvimento de
linhagens de algoddo geneticamente resistentes que possam suprimir o
desenvolvimento larval do inseto.

Com o advento da biotecnologia e da engenharia genética
tornou-se possivel a manipulacdo de caracteristicas de uma cultura economicamente
importante como o algodado através da insergao de transgenes. Diversos genes
proveninentes do Baciflus thuringiensis (Bt) ja foram utilizados para a produgdo de
plantas transgénicas resistentes a uma série de insetos.

Linhagens de plantas geneticamente modificadas para controle
de pragas vem sendo amplamente comercializadas no Brasil, confudo, nenhuma das
variedades atualmente disponiveis demonstra a capacidade de controlar esse
importante inseto-praga, que € considerado um problema, pronunciadamente no
Brasil.

As linhagens geneticamente modificadas comercializadas no
Brasil fazem uso de proteinas téxicas com atividade inseticida sob controle do
promotor constitutivo CaMV35S. Essa regido regulatéria é capaz de conduzir a
expressao de um transgene em todos os tecidos da planta. Entretanto, o seu nivel de
expressfo ndo & necessariamente semelhante em todas as células vegetais, variando
ao longo do desenvolvimento da planta € nos diferentes tecidos apesar de o promotor
ser considerado constitutivo. Também podemos citar possiveis impactos negativos em
insetos nao-alvo e, por fim, a expressdo constitutiva de uma proteina heteréloga em
uma variedade transgénica demanda um alto custo energético para a pianta.

Portanto, de acordo com o estado da técnica da presente
invencao, verifica-se que sequéncias regulatorias de trés genes especificos de flor e
fruto em plantas, mais precisamente em algodao (Gossypium hirsutum) sao capazes
de iniciar e acionar a transcricdo de polinucleotideos. Estas sequéncias promotoras
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podem ser utilizadas na modificagdo da transcricdo de polinucleotideos endégenos
e/ou heterélogos na produgéo de polipeptideos de interesse, como proteinas toxicas a
insetos, mas ainda n3o possuem uma descrigdo ou ensinamentos prévios.
Conseqlentemente, pelos motivos ja apresentados nesta descricdo, persiste a
necessidade de linhagens geneticamente modificadas de algoddo que possam ser
resistentes ao ataque do bicudo do algodoeiro.

Desta forma, o presente invento pretende apresentar
construgdes de DNA que contenham promotores de genes, que desempenhem fungéo
especifica no tecido floral e no fruto de variedades de plantas algodao, para criacéao de
organismos geneticamente modificados, resistentes ao ataque de insetos e pragas,
principalmente novas linhagens de algoddo, que sejam resistentes ao bicudo do
algodoeiro.

SUMARIQ DA INVENCAO

A invengdo compreende a descrigdo de sequéncias

regulatérias de nucleotideos, promotoras da expressao de genes especificos, tal como
genes estruturais, em plantas, incluindo monocotileddneas e dicotileddneas.

Mais especificamente a invengdo refere-se a sequéncias
regulatérias de polinucleotideos isoladas de plantas de algodoeiro, como sendo
capazes de iniciar e acionar a transcrigdo de polinucleotideos, e ao uso destas
sequéncias regulatérias na modificagdo de transcrigao de polinucleotideos endégenos
el/ou heterologos e produgdo de polipeptideos.

Além disso, a invencao diz respeito ao uso destas construgées
na forma de vetores de expressdo, vetores recombinantes e em plantas, células
vegetais ou protoplastos transgénicos.

Figura como um objetivo da presente invengao, sequéncias de
DNA, tais como SEQ 1D NO 1, SEQ ID NO 2 e SEQ ID NO 3, como sendo,
respectivamente, as sequéncias regulatérias localizadas a montante 5 de cada um
dos genes especificos GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8, em tecidos fiorais e de fruto
de plantas. Refere-se também ao uso destas sequéncias na forma de vetores de
expressio para geragdo de novas linhagens de plantas transgénicas, células vegetais
e protoplastos, com a capacidade de direcionar a expressdo do gene de interesse
somente em alguns tecidos da planta como tecidos florais e de frutos.

Vantajosamente a presente invengao supera o estado da
técnica. Inicialmente com relacdo ao método provido para modificar a expresséo de
genes em um organismo, como uma planta, incluindo a incorporagdo estave! no
genoma do organismo pela utilizagéo de outro vetor recombinante,

Adicionalmente a presente invengao permite o direcionamento
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de expressdo génica, como proteinas Cry toxicas, nos locais especificos do ataque de
pragas, o que & de extrema importancia para a obteng&o de plantas transgénicas com
niveis adequados de proteinas que confiram a resisténcia da planta.

Assim, para suprir a falta de promotores, disponiveis no
mercado atualmente, eficientes em direcionar expresséo em flores e frutos de plantas,
mais especificamente em algoddo, é que este pedido de patente estd sendo
direcionado.

Vale ressaltar, novamente, que as sequéncias regulatdrias
descritas pelo estado da técnica podem ser utilizadas na nova geragdo de plantas
transgénicas que estdo sendo desenvolvidas pela utilizagédo de promotores tecido-
especifico, como por exemplo, em flores e frutos.

O presente avango descreve que a construcdo de DNA que
contém o promotor de cada um dos genes especificos de flor e fruto, GhPGFS3,
GhPGFS4 e GhPGFS8, é capaz de direcionar a expressao do gene repérter (GUS) de
forma bastante elevada em flores e frutos de plantas. Dessa forma estes promotores
podem ser utilizados para direcionar outros genes de interesse, como o0s que
codificam proteinas Cry toxicas para varios grupos de insetos praga, especificamente
em tecidos reprodutivos como flores e frutos para a geragéo de plantas resistentes a
insetos praga.

Ademais, as sequéncias ora propostas se mostraram eficientes
também na inibicdo do ataque de pragas, tais como Broca-dos-Frutos, Lobiopa
insularis, (Coleoptera: Nitidulidae), que ataca frutos como morango, tomate, péssego,
goiaba, maca, laranja, melao e melancia; a vassoura-de-bruxa, doenga fungica tipica
dos frutos de cacaueiros, ocasionada pelo basidiomiceto Moniliophtora perniciosa;
lagarta do cartucho do milho, Spodopfera frugiperda, que ataca predominantemente as
macas; adultos da lagarta das magas, Heliothis virescens, que depositam seus ovos
nas folhas e botdes florais e lagarta rosada, Pectinophora gossypiella, que atacam
botdes e flores, causando perda total de magas pequenas e dano parcial em macas
mais velhas.

Por fim, o objeto da presente invengao divulga o uso de regides
promotoras especificas de orgaos florais e frutos que ao serem fusionadas a quaisquer
genes codificantes, principalmente os codificantes de proteinas toxicas, podem ser
utilizados para geracdo de plantas transgénicas resistentes a pragas que atacam
culturas durante o florescimento e frutificagao.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. Grafico adaptado de Gerievesﬁgator. Cada ponto

retangular exibe o valor do potencial de expressao (EP) de experimentos de
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microarranjo representado por uma variagédo de azul. EP € definido como o valor
médio absoluto de 1% dos maiores valores de todos os microarranjos do banco de
dados do Genevestigator. A direita o total de experimentos de microarranjo que
possuem o gene indicado na parte superior da figura. Os genes submetidos a esta
analise foram selecionados devido a sua alta expressao no banco de dados do PAVE.
Os trés genes mostrados foram selecionados para analise de seu padrac de
expressdo devido & observada expressdo em tecidos florais.

Figura 2. Analise de expressio reiativa dos genes GhPGFS3,
GhPGFS4 e GhPGFS8 em tecidos vegetativos de algoddo. No eixo y esta
representada a expressao relativa dos provaveis genes especificos de flor em relagéo
a expressao dos genes de referéncia GhPP2A1 e GhUBQ74 em diferentes tecidos de
algodao (eixo x). Estes valores de expresséo relativa foram gerados pelo programa
gBase que emprega o modelo de quantificagéo relativa delta-CT através da formula Q
=EACT, onde E é a eficiéncia do gene e ACT & a amostra com menor valor de
expressdo menos o valor de expresséo em questdo.

Figura 3. Analise de expressao relativa dos genes GhPGFS3,
GhPGFS4 e GhPGFS8 em botdes florais de algodao. No eixo y esta representada a
expressdo relativa dos genes selecionados em relagéo a expressio dos genes de
referéncia GhACT4 e GhUBQ14 em estagios de desenvolvimento dos botbes florais
de 2- 12 mm (eixo X).

Figura 4. Anélise de expresséo relativa dos genes GhPGFS3,
GhPGFS4 e GhPGFS8 em 6rgaos florais de algodao. No eixo y esta representada a
expressdo relativa dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8 em relagdo a
expressao dos genes de referéncia GhACT4 e GhFBX6 em diferentes 6rgaos florais
de algodao (eixo x).

Figura 5. Analise de expresséo relativa dos genes GhPGFS3,
GhPGFS4 e GhPGFS8 ao logo do desenvolvimento de maga de algodéo. No eixo y
esta representada a expresséo relativa dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8
em relacdo a expressdo dos genes de referéncia GhMZA e GhPTB em diferentes
estagios de maga de algodao (eixo x).

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,2 % contendo os
fragmentos resuitantes da reagdo de PCR utilizando os oligonucleotideos
GhPGSF3_GSP1/GSP2_GW1, GhPGSF4_GSP1/GSP2_GW1 e
GhPGSF8_GSP1/GSP2_GW1 em A, B e C respectivamente através da técnica de
RACER para definigdo do Sitio de Inicio de Transcriggo desses genes. Para o gene
GhPGFS3 obteve-se um fragmento de 200 pb (A) para os genes GhPGFS4(B) e
GhPGFS8 (C) um fragmento 400 pb.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1,2 % contendo os
fragmentos resultantes do isolamento da regido promotora dos genes GhPGFS3,
GhPGFS4 e GhPGFS8. A) Observa-se a banda de 380 pb esperada para o gene
GhPGFS4 (pGhPGFS4). B) E possivel visualizar o fragmento de 514 pb esperado
para o promotor do gene GhPGFS8 (pGhPGFS8). C) Estao em destaques os
fragmentos de promotor para o gene GhPGFS3 (pGhPGFS3) de 505pb, 827pb e
1250pb, respectivamente.

Figura 8. Coloracdo histoquimica de GUS da construcao
pGhPGFS4::GUS em botdes florais e plantulas de Arabidopsis. Forte coloragdo GUS
pode ser observada em estames (D, E, F, G) desde estagios iniciais até estagios
tardios do desenvolvimento de botées florais. No estigma de fiores abertas (F, G) e na
porgédo apical do fruto (J, L). Em plantulas & possivel observar uma fraca coloracao na
porgéo apical da folha (H, I).

Figura 9. Analise histoquimica do promotor do gene GhPGFS8
em plantas da Arabidopsis transformadas com a construcdo pGhPGFS8.::GUS. A
expressdo oOrgao especifica do promotor pGhPGFS8 foi examinada durante o
desenvolvimento dos botdes florais e pode ser visualizada nos estames (B) e essa
coloragéo permanece forte e especifica nos estames até botdes no estagio tardio de
desenvolvimento como pode ser observado na figura (C, D, E, F, G, H). Forte
coloracido GUS é observada também na porgao apical do estigma (G), na pétala (H) e
na regido apical do fruto(J). Em plantulas é possivel observar atividade de GUS pela
ativagéo do promotor pGhPGFS8 nos primérdios foliares .

Figura 10. Expressdo transiente dos trés fragmentos de
promotor de GhPGFS3 por biobalistica em botoes florais de G. hirsutum. Padrao de
expresséo similar para os trés fragmentos de promotor, observado através do gene
reporter GUS em estames. A. p505_GhPGFS3, B. p827_GhPGFS3, C.
p1250_GhPGFS3.

Figura 11. Expressdo transiente dos fragmentos de promotor
dos genes GhPGFS4 e GhPGFS8 por biobalistica em botdes florais de G. hirsutum. A.
Padrao de expressdo em estames e carpelos observada para o promotor do gene
GhPGFS4. B. Padréao de expressido em estames e grios de pélen observado para o
promotor do gene GhPGFS8.

Figura 12. Resultado do BLASTp indicando a familia génica a
qual o gene GhPGFS3 pertence.

Figura 13. Resultado do BLASTn indicando a familia génica a
qual o gene GhPGFS4 pertence.

Figura 14. Resultado do BLASTn indicando a familia génica a
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qual o gene GhPGFS8 pertence.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

O desenvolvimento de plantas transgénicas, dotadas de niveis

de proteinas heterdlogas esta ligado a sequéncias nucleotidicas regulatdrias, tal como
promotores, que serdo responsavel pelo direcionamento de altos niveis de expessao
nos tecidos alvo especifico. Estes promotores sdo determinados de acordo com a
identificacho de genes que serdo expressos em um determinado tecido ou condigao
fisiologica.

Desta maneira, figura como um primeiro objetivo da presente
invencao a identificagéo de genes de algodéo, expressos sobretudo em flores e frutos,
mediante o uso de informagéo derivada do PAVE com a do Cotton Genome Database.

Os genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8 foram
selecionados na biblioteca de flores inteiras de Gossypium raimondii devido a sua alta
expressao (seis ou mais etiquetas de expressédo no PAVE) e foram comparados com a
sequéncia dos genes de G. hirsutum do Cotton Genome Database usando o programa
tBLASTN (GhPGFS, Gossypium hirsutum putative gene flower specific).

Tabela 1 Resultado da comparacido entre os 3 Contigs de G.
raimondii identificados no banco de dados PAVE como especificos de flor e fruto com
o banco de dados do Cotton Genome Database para genes expreéssos em G.
hirsutum. Similaridade entre os genes esta descrita em nimero de nucleotideos.

N°  leituras . o
Gene Contig PAVE Hit no Blasin G. hirsutum Similaridade
PAVE
GhPGFS3 | 00001_156 36 >gi| 78325063 | gb | DT545337.1 834/1174 (71%)
1438/1464
GhPGFS4 | 00002_23 21 >gi 145758291 | gb | AY438035.1 (©8%)
()
>gi | 193217225 1 gb | EY1970121 |
GhPGFS8 | 00111_01 33 793/825 (96%)
EY197012

Com a sequéncia destes trés genes foi realizado um BLASTN
no Banco de Dados de Arabidopsis com objetivo de encontrar os possiveis ortélogos,
os quais foram entdo analisados na plataforma Genevestigator (Figura 1).

Esta andlise possibilitou visualizar uma elevada expressao
potencial em tecidos florais em Arabidopsis e estes genes tiveram seu padrdo de
expressao avaliado de forma detalhada através de reacdes de PCR em tempo real
(qPCR) em piantas de algodéo da espécie Gossypium hirsutum da variedade “BRS
Cedro” de trés meses de idade. As plantas foram cultivadas sob temperatura
controlada (21 + 4 °C) e sob fotoperiodo natural. Os possiveis genes especificos de
flor e fruto tiveram seu perfil de express@o génica avaliado em quatro condigbes
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diferentes: entre diferentes 6rgéos vegetativos e reprodutivos, entre distintos estagios
do desenvolvimento de botdes florais, de magas (maga é a denominagéo usual para
os frutos de algod3o) e entre os diferentes érgéos florais de botdes de G. hirsutum.

Duas replicatas bioldégicas para cada amostra foram usadas
para analise por qPCR e trés replicatas técnicas foram analisadas para cada replicata
bioldgica, sendo que todas replicatas biolégicas apresentaram uma reprodutibilidade
adequada.

A normalizacdo dos dados obtidos com a analise por gPCR
requer genes que apresentem transcritos com expressao uniforme na maioria das
células do organismo ou entre as espécies que estéo sendo analisadas, assim como
durante varias fases do desenvolvimento e sob diferentes condigdes ambientais. Estes
genes sdo usualmente denominados genes constitutivos ou “Housekeeping Genes”.
Por isso foi analisado os perfis de express@oc génica de nove genes candidatos a
genes de referéncia em algodéo por gPCR em um conjunto de 22 diferentes amostras
de tecidos de algoddo agrupados em 5 diferentes conjuntos experimentais com 0
intuito de identificar os melhores genes para a normalizagao dos dados de express&o
génica durante o desenvolvimento floral de algodao (Artico et al,. 2010).

A primeira andlise do padrdo de expressé&o dos possiveis
genes especificos de flor e fruto foi feita entre diferentes érgaos de algodéo, incluindo
6rgdos vegetativos como folha, caule, raiz € ramo e orgaos reprodutivos como
coletanea de flor (botdes florais de 2, 4, 6, 8 € 10 mm de diametro) e coletanea de
maca (magas de 10-15, 16-20, 21-30 e >30 mm de diametro).

Surpreendentemente foi observado que os genes GhPGFS4 e
GhPGFS8 tiveram uma expressao relativa em bot&es florais mais alta que nos demais
tecidos, enquanto que GhPGFS3 além da elevada expressdo em botdes florais
também & altamente expresso em magéd, evidenciando um acumulo de transcritos
desses genes em tecidos de flor e fruto, enquanto sua expressdo € menor ou em
niveis quase indetectaveis nos outros tecidos analisados como raiz, folha, caule, ramo.
Isso sugere que esses genes apresentam uma expressdo especifica em tecidos
florais.

O gene GhPGFS4 também apresentou expressao em magas,
mas menor que a do gene GhPGFS3 (Figura 2).

Em seguida, analisamos a expressdo dos genes GhPGFS3,
GhPGFS4 e GhPGFS8 durante o estagio de desenvolvimento dos botdes florais de 2,
6, 7, 8, 10 e 12 mm de diametro. Foi observado que os genes GhPGFS4 e GhPGFS8
s3o altamente expressos ho botdo de 6 mm e esse nivel de expressdo se mantém
elevado também nos botdes de 7, 8 e10 mm, engquanto que GhPGFS3 apresenta um
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padrdo de expressdo constante durante os estagios de 2, 4, 6 € 8mm e decai em
10mm (Figura 3) Esses resultados foram comprovados com replicatas biolégicas para
cada botéo floral analisado.

Na analise da expressdo dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e
GhPGFS8 nos diferentes érgaos florais do botdo de algoddo. GhPGFS3 apresentou
alta expressdo em carpelos e estames, enquanto os dois Ultimos genes tiveram uma
expressdo relativa bastante elevada em estames e apresentaram uma menor
expressao em pétala, sépala e carpelos (Figura 4).

Ao longo da ultima andlise de expressdo foi verificado a
quantidade de transcritos dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8 nos diferentes
estagios de desenvolvimento de magd. O gene GhPGFS3 apresenta um padréo
constante e elevado de expressdo a partir do estdgio de 16-20mm. Ja o gene
GhPGFS4 demonstra um nivel relativamente alto de expressdo nos estagios 10-15mm
e 16-20mm, decaindo nos estagios posteriores de desenvolvimento. Por fim,
GhPGFS8 apresenta niveis basais de expressdo com um pico de transcritos no
estagio 21-30 mm de desenvolvimento (Figura 5). Esses resultados foram similares
nas replicatas biolégicas para cada tecido analisado.

A sequéncia de EST desses genes foi analisada no programa
BLAST para analise de sua possivel fungao biolégica. Este programa identifica regibes
similares entre sequéncias e pode inferir sobre as relagbes funcionais e evolutivas
entre elas, podendo inclusive, identificar membros de familias génicas.

A seqiéncia de aminoécidos do gene GhPGFS3 apresentou
alta similaridade através de analises no programa BLASTp a seqliéncia da
superfamilia do citocromo P450 (Figura 12). Enzimas dessa familia ja foram descritas
catalisando diversos processos biologicos, dentre eles pode-se citar a bicssintese do
homoterpeno TMTT, importante na composi¢ao de compostos volateis que compdem
odores florais e atuam contra herbivoria (LEE et al. 2010). Entretanto, analises mais
detalhadas sdo necessarias para caracterizar de maneira mais refinada a fungao
desse gene de G. hirsutum.

A sequéncia do gene GhPGFS4 apresentou aita similaridade
através de analises no programa tBLASTN a seqiéncia de uma B-galactosidase de
algodédo (GhGal1) expressa em fiores e fibras (ZHANG e LIU, 2005) (Figura 13). Os
transcritos do gene GhGal1, foram abundantes em flores e em fibras de § a 10 dpa
(dias apos antese) declinando em fibras de 20 dpa, isto &, esta envolvido nos estagios
iniciais do desenvolvimento da fibra em algodédo e por isso sua expressao foi
detectada em frutos de até 30 mm de didmetro em nossos experimentos.

A sequéncia do gene GhPGFS8 apresentou a partir do
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tBLASTN alta similaridade a sequéncia de pectase liase (PLL) de A. thaliana (Figura
14). Os transcritos destes genes em Arabidopsis s&o altamente expressos em érgaos
reprodutivos principaimente em anteras e pélens (KULIKAUSKAS e MCCORMIC,
1997).

Confirmada a especificidade da expresséo génica em tecidos
florais de algodéo via QPCR, iniciou-se o isolamento da regiao posicionada a montante
(5') da seqliéncia de EST destes genes (regido promotora) empregando o kit Universal
Genome Walker (GW) (Clontech) que permite “andar’ pelo genoma identificando
regides desconhecidas.

Uma regido promotora de 1451 pb foi obtida para o gene
GhPGFS3, 380 pb para o gene GhPGFS4 e de 514 pb para o gene GhPGFS8. Os
fragmentos em questdo foram purificados, clonades em vetor pGEM®-T Easy
(Promega) e inseridos em E. coli cepa DH5a para posterior sequenciamento. Apés a
identificacdo das regides promotoras através do seguenciamento foram realizadas
buscas por elementos regulatérios nas sequéncias amplificadas por GW utilizando-se
o banco de dados PLACE (http://imww.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/) (HIGO et al.,
1999) para identificagdo de possiveis sitios de ligagéo a fatores de transcrigdo ja
caracterizados em plantas.

O ponto de inicio de tradugdo do gene GhPGFS3 foi
determinado pelo alinhamento com outros genes de espécies vegetais relacionadas. O
sitio de inicio de transcricdo foi determinado para o mesmo gene utilizando o
GeneRacerTM Kit e identificado na posicao -86 pb (Figura 6). Para a busca por
elementos cis-regulatérios presentes na regido promotora desse gene, utilizando-se de
informagdes disponiveis no banco de dados do PLACE, que revelou a presenca de
inimeros motivos comumente encontrados em regides promotoras de plantas. Como
por exemplo, foi observada a presenga de motivos tipicos de regides promotoras de
eucariotos, como TATAbox2 (TATAAAT, posigéo -116 pb) necessario para o inicic da
transcricdo do gene da B-faseolina, a maior proteina de estocagem de Phaseolus
vulgaris (GRACE et al., 2004).

Nas posicbes -4, -169, -274, -601 pb encontra-se o elemento
CAAT Box1, caracteristicos de sequéncias promotoras de eucariotos (STEPHEN e
JAMEs, 2003). Elementos caracteristicos por direcionar a expressdo em polen
(POLLEN1LELAT52, AGAAA, posigbes -289, -1065 pb), em fruto (ERELEEA4,
AWTTCAAA, na posicdo -1123 pb) e em semente (RYREPEATBNNAPA, CATGCA
nas posigoes -965, -1004 pb) também foram encontrados.
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Tabela 2: Elementos cis relevantes encontrados na regiao
promotora do gene GhPGFS3 envolvidos em varias respostas, principalmente na

expressao especifica em pdlen e fruto.

Tabela de elementos regulatérios de GhPGFS3

Elemento Sequéncia Fungéao Posicao
-4, -9, -92, -122, -169, -194,
, =203, -224, -230, -274, -492,
CAATBOX1 CAAT f;?:eé:scf -496, -515, -601, -632, -820,
-830, -961, -988, -1033, -
1109
CARGCVWS8GA | CWW Sitio de ligagao
T WWWWWWG | AgL-15 -553 ¢ 692
Elemento de
ERELEE4 AWTTCAAA fruto responsivo | ~1123
a etileno
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Requerido por
alto nivel de
GATABOX GATA expressao -139, -269, -424 ¢ -568
tecido
especifica
Elemento -14, -76, -82, -298, -348, -
GTGANTG10 GTGA especifico de | 499, -673, -791, -824, -866,
pélen -1077, -1102, -1137 e -1248
Biosintese de
MYBPZM CCWACC flavonéides em | -472 e -896
orgaos florais
Elemento
responsavel
POLLEN1LELA AGAAA pela ativacao | -289, -711, -730, -751, -811,
T52 especifica de | -1020, -1065 e -1704
polen em
tomate
Encontrado na
regido
SITEIATCYTC | TGGGCY promotora de | -1243
citocromos de
A. thaliana
Elemento critico
TATABOX2 TATAAAT para iniciagédo | -116
de transcrigéo
Elemento critico
para iniciagdo | -113, -399, -904, -912, -
TATABOX5 TTATTT da ftranscrigéo | 1186
em P. sativum
MYB.ph3 WAACNRWYW | Sitio de ligagdo | -270 e -672
de fator de
franscrigéo
especifico de
epiderme de
Petunia hybrida

O fragmento promotor do gene GhPGFS4 tem um tamanho de
380 nucleotideos. O ponto de inicio de tradugdo também foi determinado pelo
alinhamento com outros genes de espécies vegetais relacionadas. O sitio de inicio de
transcrigiio foi determinado para o mesmo gene utilizando o GeneRacerTM Kit e
identificado na posigéo -124 pb (Figura 6). A analise no PLACE revelou a presenga de
motivos tipicos de regides promotoras de eucariotos, como TATAbox5 (AAATAA,
posicdo 14, -153 e -313 pb) (GRACE et al,, 2004). Nas posi¢des -157, -254, -307 pb
encontra-se o elemento CAAT Box1 (STEPHEN e JAMES, 2003). Diversos outros
elementos especificamente presentes em regides promotoras de genes expressos em
polen (GTGANTG10, GTGA, posigdes -87, -269 pb e POLLEN1LELATS2, AGAAA,
posi¢des -24, -251,-311,-352 pb), em fruto (TGTCACACMCUCUMISIN, TGTCACA,
nas posigdes -270 pb) e em raiz (RHERPATEXPA7?, GCACGA na posi¢ao -325 pb)
foram encontrados (YAMAGATA et al., 2002). Foi possivel identificar também um
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motivo TGAC (WRKY710S) comumente presente em promotores de genes ativados
por giberelina e o motivo TTGAC (WBOXATNPR1) de genes ativados por acido
salicilico (ZHANG et al., 2004).

Tabela 3: Possiveis elementos cis relevantes encontrados na

regido promotora do gene GhPGFS4 envolvidos em varias respostas, principalmente

na expressao especifica em pélen e fruto.

Tabela de elementos regulatorios de GhPGFS4

Elemento Sequéncia Funcgao Posicao

Inicio da transcrigdo do

A A A gene da giutamina | -14, -153 e -313

TATAbOXS TAA sintase (Pisum | pb

safivum)

Elemento

caracteristicos de | -157, -264 e -
CAAT Box1 CAAT sequéncias promotoras | 307 pb

de eucariotos

Elementos presentes

em regides promotoras | _ )
GTGANTG10 GTGA de genes expressos 87 e -269 pb

em pdlen
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Elementos presentes

POLLEN1LELATS2 | AGAAA em regides promotoras | -24, -251, -311
de genes expressos | e -352 pb
em podlen

Elemento presentes em

TGTCACACMCUCU regibes promotoras de
MISIN TGTCACA genes expressos em -270 pb
fruto

Elementos presentes
RHERPATEXPA7 GCACGA em regides promotoras | -325 pb
de genes em raiz

Motivo comumenie

presente em |
WRKY710S TGAC promotores de genes 268 pb

ativados por giberelina

Motivo comumente

presente em
WBOXATNPR1 TTGAC promotores de genes | -156 pb

ativados por éacido

salicilico

Na sequéncia de 514 pb da regido promotora do gene
GhPGFS8 foram encontrados varios elementos TATAbox nas posigdes -14pb do ponto
de inicio de traducao. Outros elementos consenso de regido promotora também foram
encontrados, como o CAAT, repetido 4 vezes nesse fragmenic e servem como
elementos promotores basais para o inicio da transcrigéo (WU et al., 2005).

A regido promotora do gene GhPGFS8 também contém
potenciais motivos com homologia a elementos regulados de maneira tecido
especifica, como por exemplo GTGANTG10 (GTGA, posicdo -134 pb) e
POLLEN1LELAT52 (AGAAA, posicdo -214 e -458 pb). Encontra-se também a -85 pb
do ponto de inicio da tradugéo o elemento TGTCTC, ARFAT, que é um fator de
resposta a auxina e nas posicdes -78, -232 e ~ 287 encontra-se o elemento CCAAT,
denominado CCAATBOXA1, responsavel por processos como indugéo do florescimento
pelo fotoperiodo, sinalizagdo em resposta a luz e regulagdo do ritmo circadiano
(WENKEL et al., 2006).

Tabela 4: Possiveis elementos cis relevantes encontrados na
regido promotora do gene GhPGFS8 envolvidos em varias respostas, principalmente

na expresséo especifica em pdlen e fruto.

Tabela de elementos regulatérios de GhPGFS8
Elemento Sequéncia | Fungédo Posicao
Inicio da
transcricdo do gene | _
TATAbox5 AAATAA da glutamina 14 pb
sintase (Pisum
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salivum)
Eiemento
caracteristicos de
CAAT Boxi1 CAAT sequéncias -77,-107, -230, -476 pb
promotoras de
eucariotos
Elementos
presentes em
regides promotoras
GTGANTG10 GTGA de genes -134 pb
exXpressos em
pdlen
Elementos
presentes em
regides promotoras '
POLLEN1LELATS2 | AGAAA de genes -214 € -458 pb
expressos em
pdlen
ARFAT TeTCTC | atorde resposta @) g pp
Responsavel  por
processos como
indugao do
florescimento pelo
CCAATBOX1 CCAAT fotoperiodo, -78, -232 e -287 pb
sinalizacao em
resposta a luz e
regulagdo do ritmo
circadiano

O sitio de inicio de transcrigao foi determinado para o mesmo
gene utilizando o GeneRacerTM Kit e identificado na posicéo -154 pb do ATG inicial
(Figura 6).

Visando avaliar a funcionalidade e especificidade das regibes
promotoras isoladas no presente trabalho, andlise do padrao de expressido do
promotor destes genes foi realizada através de experimentos histoquimicos de
coloracdo GUS. Para isso fragmentos de promotor de 505, 827 e 1250pb para o gene
GhPGFS3, 350 pb do promotor do gene GhPGFS4 e 440 pb do promotor do
GhPGFS8 foram amplificados e clonados no vetor Gateway®, pKGWFS7, contendo o
gene repérter uidA (GUS) ou GFP (KARIMI et al,. 2007) (Figura 7). Plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana foram transformadas através do sistema de
infiltragcdo da inflorescéncia mediado por Agrobacterium tumefaciens (floral-dip)
(DESFEUX et al., 2000). Trés linhagens independentes de plantas transgénicas
contendo os promotores dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e do gene GhPGFSS8,
segregando 3:1 foram selecionadas em meio de cultura contendo o antibibtico
Canamicina (50pg/mL).

A selecdo das plantas transgénicas até a terceira geracéo foi
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realizado somente através dos ensaios de segregagdo e meio com antibidtico.
Sementes e plantas pertencentes as linhagens T3, produzidas pelas plantas T2
homozigotas, foram ento utilizadas em ensaios histoguimicos de coloragdo GUS para
analise do padrdo de express&o tecido especifico dos promotores isolados. Nesses
testes foram utilizadas plantulas com 15 dias de idade e inflorescéncia de plantas com
60 dias.

Para o gene GhPGFS3 15 a 20 linhagens independentes foram
obtidas para cada construgéo. O referido estudo continua em andamento através da
selecdo de linhagens homozigotas (contendo dois alelos) com apenas uma copia do
transgene inserido no genoma até a terceira geragao, momento em gue sera realizado
o ensaio fluorimétrico para a avaliagédo do padrao de expressao do gene reporter GUS.

A analise histoquimica em plantulas de Arabidopsis contendo o
promotor do gene pGhPGFS4::GUS demonstrou uma leve coloracaoc de GUS na
margem da folha e na regido apical da siliqua. Ja a expresséo de GUS detectada em
flores foi forte e especifica em estames a partir do estagio 12 de desenvolvimento em
Arabidopsis até flores tardias. E possivel observar também coloragdo na porgao
superior do carpelo, mais especificamente na regidc do estigma da flor (Figura 8). A
analise de coloragdo GUS da construgdo pGhPGFS8:GUS em plantulas demonstrou
uma fraca expressdo no primordio foliar. J& em flores a marcagao demonstrou que
esse fragmento de promotor direciona uma expressdo crescente e especifica em
estames e no carpelo desde o estagio 12 de desenvolvimento em Arabidopsis até
flores no estagio tardio e ainda em pétalas entre os diferentes orgaos florais. A porgao
apical das siliqua também apresentou forte coloragéo de GUS (Figura 9).

Com o objetivo de avaliar o padrdo tecidual de expressao em
G. hirsutum através da fus@o do gene repérter widA, regulado por tais regides
promotoras foi realizado o ensaio de expressio transiente por biobalistica de acordo
com o descrito por RECH et al. (2008). Botbes florais de G. hirsutum de 5 a 8mm
foram submetidos a bombardeamento e todos os fragmentos de promotor de
GhPGFS3 (505, 827 e 1250pb), GhPGFS4 (380pb) e GhPGFS8 (440pb). © ambos os
promotores do gene GhPGFS3, assim como o promotor do gene GhPGFS4 e do gene
GhPGFS8 apresentaram um padrdo de expressdo semeihante para todos os trés
fragmentos em estames e pélen (Figura 10 e 11).

De maneira geral GhPGFS3 apresenta expressa padrao
especifico em flores e frutos de algoddc. As andlises de expressdo por gPCR
revelaram um alto nivel de transcritos durante grande parte do desenvolvimento dos
botdes florais e de magas, especialmente em estames e carpelos.

Tal resultado foi corroborado com o padrdao obtido pela
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expressio transiente em botdes florais de G. hirsutum e mais dados provenientes da
andlise em A. thaliana ainda estdo sendo aguardados e considerados promissores.

A sequéncia promotora isolada de GhPGFS3 apresenta
diversos elementos regulatérios de plantas que seriam responsaveis pelo controle e
atividade especificos do padrdo de expresséao observado.

O gene GhHPGFS4 apresenta uma padrdo de expresséo
especifico em flores e frutos de algodéo, principalmente em botdes florais de 6 mm e
em tecidos fiorais como estames, carpelo, pétalas e sépala.

O gene GhPGFS8 apresenta um padrao de expresséo flor-
especifica, especialmente em estame, pétala, sépala e carpelo entre os érgéos florais
assim como também em frutos pela andlise de GUS.

A sequéncia promotora isolada de ambos os genes apresenta
inimeros elementos regulatérios de plantas sendo que os mais interessantes sao 0s
responsavel pela coordenagéo e ativagio especifica no desenvolvimento das anteras
e do grdo de pélen, AGAAA e GTGA e o elemento ativador necessario para a
expresséao especifica em fruto, TGTCACA.

O resultado da analise desses elementos em um fragmento do
promotor na construgédo com o gene reporter GUS em Arabidopsis corroborou com a
expressao especifica original desses genes em algodao vistas por qPCR, o que
sugere que fragmentos pequenos destes promotores ja contem motivos cis
importantes para a manutencéo da expressao temporal e espacial destes genes.

Assim, destaca-se também como objetivo da presente
invencado, a produgdo de plantas transgénicas pertencentes a diferentes espécies de
interesse comercial.

Cabe ressaltar que a utilizagdo de promotores da propria
espécie na produgio de plantas transgénicas constitui uma vantagem do ponto de
vista tecnolégico, j4 que permitird um controle da expresséo do transgene de forma
mais forte e especifica.

EXEMPLO 1 - SELECAO IN SILICO DE ESTS COM PADRAO
DE EXPRESSAO ORGAQ/TECIDO ESPECIFICO EM FLOR DE ALGODAO

Para identificacido dos genes de algodao dois banco de dados

distintos foram usados, o] PAVE (http://www.agcol.arizona.edu/cgi-
bin/pave/Cotton/index.cgi) e o Cotton Genome Database (U.S. Department of
Agriculture, Agricultural Research Service CottonDB -
http://cottondb.org/cdbhome.html). Assim selecionamos genes que apresentaram alta
expressdo (seis ou mais etiquetas de expressdo no PAVE) exclusiva ao
desenvolvimento floral de G. raimondii € comparamos a sequéncia destes genes com
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aqueles genes de G. hirsutum do Cotton Genome Database usando o programa
tBLASTN (ALTSCHUL et al., 1997) e o parametro matriz BLOSUM62. Esta matriz é
construida a partir do alinhamento local de seqiéncias com similaridade igual ou maior
que 62%. Com a sequéncia desses genes também foi realizado BLASTN no Banco de
Dados de Arabidopsis com objetivo de encontrar seus possiveis ort6logos, os quais
foram entdo analisados na plataforma Genevestigator que permite avaliar o padrao de
expressdo a partir de centenas de experimentos de microarranjo (Figura 1).
Genevestigator (https://www.genevestigator.ethz.ch) & uma ferramenta Web, porém
com aplicativo JavaScript instalado no computador (ZIMMERMANN et al., 2004). A
plataforma de A. thaliana com microarranjos Affymetrix ATH1 22K foi selecionada
nesta andlise. Nossos resultados foram obtidos pela visualizagdo dos graficos de
Anatomia (Anatomy) com visualizagdo no mapa de intensidade (heat map) em escala
logaritmica. Apenas seqiiéncias que apresentaram elevada expressdao em tecidos
fiorais foram selecionadas para o desenho dos iniciadores.

EXEMPLO 2- ANALISE DO PADRAQ DE EXPRESSACQ DOS
GENES GhPGFS4 E GhPGFES8 POR gPCR

a) Material Vegetal

Em todos os experimentos descritos no presentie trabalho
foram utilizadas plantas da espécie Gossypium hirsutum de trés meses de idade da
variedade “BRS Cedro”, cultivadas sob temperatura controlada (21 + 4 °C) e sob
fotoperiodo natural na Embrapa CENARGEM em Brasilia (DF, Brasil). Os o6rgaocs
utilizados foram botdes florais, frutos, folhas, caules, ramos e raizes. Também foram
incluidos sete estagios de desenvolvimento floral (botées florais com os seguintes
didmetros: 2, 4, 6, 7, 8, 10 e 12 mm) e quatro estagios de desenvolvimento de frutos
(frutos com os seguintes didmetros: 10-15, 16-20, 21-30 e maior que 30 mm)
(GREENBERG et al, 2004). Além disso, érgéos florais (sépala, pétala, estame,
carpelo e pedicelo) foram dissecados a partir do botao de 6 mm e armazenados. O
material foi isolado a partir de, pelo menos, cinco diferentes plantas de algodao para a
obtengéo de um pool para cada tecido. O procedimento foi repetido com outras cinco
plantas a fim de se obter um segundo pool que representasse a replicata bioldgica.
Todas as amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C até serem utilizadas para a extragdo do RNA.

b) Desenho dos iniciadores

Os iniciadores para as analises da PCR quantitativa em tempo
real (QPCR) foram desenhados utilizando-se a ferramenta Primer3 (ROZEN e
SKALETSKY, 2000) e avaliados usando o programa NetPrimer (Premier Biosoft
International). Foram selecionados apenas aqueles resultantes em amplicons entre 80
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pb e 200 pb e com temperaturas médias de hibridizagao em torno de 60°C. Todos os
iniciadores foram inicialmente testados via qPCR por visualizagdo em gel de agarose e
a especificidade da amplificagéo foi verificada pela analise das curvas de dissociagao
geradas pelo programa Opticon Monitor 3 (DNA Engine Opticon Real-Time PCR

5 Detection System, Bio-Rad). A normalizagdo dos dados relativos de expressdo foi
realizada utilizando o conjunto dos melhores genes constitutivos definidos por Artico et
al., 2010.

Tabela 5: Relagdo de Sequéncias de iniciadores, gerada pelo
programa Primer 3, para supostos genes especificos de flores e para os genes
10  constitutivos de G. hirsutum.

Nome L.ocus Processo biologico | Iniciadores direto/reverso
homdlogo descrito em A
descritoc em A. | thaliana
thaliana
GhPGFS3 | At4g02530 Proteina do limen do | TGAGTGTGTTTCAGGGTCCA/
tilac6ide AGACGATTGGAGAGGTGTGG
GhPGFS4 | At4g35010 R -Galactosidase GGGTCCAGATCAACAGGCTA/
AGGGAGGACGCTAATGGAAC
GhPGFS8 | At3g01270 Pectase liase GACGGCAAGTTTTACGTGGT/
ATCCAAAGTGGCCTGAGTTG
GhPP2A1 | At1g59830 Subunidade catalitica | GATCCTTGTGGAGGAGTGGA/
da proteina fosfatase GCGAAACAGTTCGACGAGAT
23
GhUBQ14 | Atg02890 Poli-ubiquitina CAACGCTCCATCTTGTCCTT/
TGATCGTCTITCCCGTAAGC
GhACT4 At5g09810 Membro da familia | TTGCAGACCGTATGAGCAAG/
énica da Actina ATCCTCCGATCCAGACACTG
GhFBX6& At5g15710 Membro da familia | TGCCTGCAGTAAATCTGTGC/
protéica F-box GGGTGAAAGGGTTTCCAAAT

c) Extracdo de RNA e sintese de cDNA
As amostras de RNA total foram preparadas a partir dos

tecidos de algoddo (G. hirsutum, variedade Cedro). Os tecidos utilizados de érgéos
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vegetativos da planta foram: folha, caule, ramo, raiz, coletanea de flor (botdes de 2, 4,
B, 8 e 10 mm) e coletanea de maga (10-15, 16-20, 21-30 e >30 mm de diametro); de
orgaos reprodutivos foram: botéo floral de 2, 4, 6, 7, 8, 10 e 12 mm e sépala, pétala,
estame, carpelo, pedicelo isolados do botdo floral de algoddo de 6 mm. Todos os
tecidos foram coletados de diferentes individuos. Cada tecido foi dividido em dois
pools a fim de obtermos replicatas biolégicas. Os tecidos foram mantidos congelados a
-80°C e macerados em nitrogénio liqlido para a extragao de RNA.

As extracdes de RNA tota! foram realizadas a partir de 100 mg
de cada tecido vegetal macerado em nitrogénio liquido, utilizando o Invisorb Spin Plant
RNA Mini kit (Invitek), de acordo com o protocolo do fabricante. As amostras foram
dosadas no NanoDrop ND-1000 (Thermo Ficher Scientific), com as leituras das
absorbancias na faixa 230-280 nm e utilizadas na sintese de cDNAs. A integridade do
RNA foi avaliada também em eletroforese em gel de agarose 1% com coloragéo em
brometo de etidio. A presenca de produtos espurios de amplificagéo causados pelo
DNA gendmico foi também continuamente verificado pelo perfil de dissociacdo da
gPCR. Ambos os testes mostraram que 0 Invisorb Spin Plant RNA Mini kit remove
eficientemente DNA contaminante das amostras de RNA em algodao.

A primeira fita de cONA de cada amostra foi sintetizada a partir
de 1 pg de RNA total, ao qual adicionou-se 50 LM de oligonucleotideos (dT24V) e 10
mM de cada deoxirribonucleosideo 5-trifosfato (dNTPs). Essas reagdes foram
incubadas a 65°C por 5 minutos e resfriadas no gelo. Em seguida foram adicionados
20 mM de ditiotreitol (DTT), 200 unidades de Superscript Il (Invitrogen) e o respectivo
tampao First-Strand totalizando o volume de 20uL. Esta reagéo foi incubada a 50°C
durante 1h, segundo instrugdes do fabricante. A inativacao da transcriptase reversa foi
feita por incubagéo da reagéo a 70°C por 15 minutos.

d) PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Para os experimentos de qPCR os cDNAs utilizados foram
diluidos 50 vezes em agua MilliQ® estéril ultrapura e as mesmas aliquotas foram
utilizadas em todos os experimentos. Cada reagéo foi realizada em triplicata para cada
par de iniciador. As qPCRs foram efetuadas no sistema de deteccdo Chromo 4 (Bio-
Rad), e os resultados visualizados pelo software Opticon Monitor 3 (DNA Engine
Opticon Real-Time PCR Detection System , Bio-Rad). As reacdes de amplificagéo dos
cDNAs foram realizadas em um volume final de 20 0L contendo 2,00 pl. do detector
SYBR Green | (1X) (Molecular Probes), 10 uL do cDNA diluido (1:50), 0,80 pL dos
iniciadores direto e reverso (10 pM cada), 0,05 pl. de dNTP (10 mM), 2,00 pL de
tampao PCR sem magnésio (10x), 1,20 pL de cloreto de magnésio (50 mM), 0,05 L
de Platinum® Taq DNA Polymerase (5 U/uL) e 3,90 L de agua. Na reagéo controle
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negativa, o volume do cDNA foi substituido por agua MilliQ® estéril. Para a analise dos
genes nos tecidos vegetativos juntamente com a coletanea de flor e a coletanea de
mag4, o volume final de cada reacdo foi aumentado para 40 pL a fim de melhorar os
resultados.

Os parametros da reagdo da PCR foram 94°C por 5 minutos
para a ativagdo da enzima polimerase, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 15 segundos, anelamento dos iniciadores especificos para cada gene a 60°C por
10 segundos e polimerizacao a 72°C por 15 segundos.

As medidas dos produtos de amplificagdo foram realizadas
pela incorporagédo do marcador fluorescente SYBR Green na dupla fita de DNA. Para
avaliagdo da eficiéncia do iniciador utilizamos o programa online Real-time PCR Miner
(ZHAO e FERNALD, 2005). Este programa utiliza os pontos iniciais e finais da fase
exponencial da PCR juntamente com os dados brutos de fluorescéncia de cada
iniciador em cada ciclo e estima para cada gene os valores de eficiéncia das
amplificagdes e o ciclo de corte CT (Cycles threshold) sem a necessidade de uma
curva padréo a partir de um algoritmo de regress&o ndo linear. Estes valores de CT
gerados pelo Miner foram utilizados no programa gBase, versado v 1.3.5 (HELLEMANS
et al., 2007) que emprega o modelo de quantificacéo relativa delta-CT para
transformar o valor de expressdo em valores relativos n&o-normalizados, que serao
corrigidos peia eficiéncia da PCR através da formula Q =EACT , onde E é a eficiéncia
do gene e ACT é a amostra com menor valor de expressdo menos o valor de
expressdo em questao.

Os resultados foram submetidos a dois diferentes programa que
classificam os melhores genes constitutivos, o geNorm (VANDESOMPELE, et al. 2002) e
NormFinder (ANDERSEN, et al. 2004). Estes programas se baseiam em algoritmos
diferentes que utilizam como informagéo a andlise do ciclo limite {Cycles threshold) dos
genes nos diferentes tecidos em duas replicatas bioldgicas e a eficiéncia do iniciador em
cada amostra biolégica. Com esta andlise identificamos os genes que apresentam a
menor variagdo quanto ao nimero de transcritos em cada tecido.

Para a avaliagido da expresséo dos possiveis genes
especificos de flor, os valores de eficiéncia das amplificagbes de cada iniciador e o
ponto de corte CT (Cycles threshold) dos genes nos diferentes tecido foram
determinados pelo programa online Real-time PCR Miner, utilizados no programa
gBase versdo 1.3.5 e normalizados com 0s genes de referéncia indicados pelo
programa NormFinder.

EXEMPLO 3 - ISOLAMENTO E IDENTIFICACAQ DAS
REGIOES PROMOTORAS DOS GENES GHPGFS3, GhPGFS4 E GhPGFS8
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A regido do DNA localizada a montante (§') dos ESTs
validados por qPCR, correspondente portanto a regi&o regulatéria dos genes em
andlise, foi amplificada empregando a técnica de Genome Walkertm (GW) (Clontech)
a partir do DNA gendmico de Gossypium hirsutum. Bibliotecas foram construidas a
partir de quatro grupos de fragmentos oriundos da digestdo de DNA gendmico com
diferentes enzimas de restricdo de corte abrupto (Dral, EcoRV, Pvull e Stul). Esses
fragmentos foram ent&o ligados a adaptadores fornecidos pelo kit. A técnica —genome
walkingDl permite amplificar, através de PCR, regides localizadas a montante de uma
sequéncia conhecida (DEVIC et al., 1997) empregando-se oligonucleotideocs
complementares aos adaptadores e a sequéncia conhecida (no nosso caso do EST
validado) (Tabela 2). A primeira etapa do procedimento de Genome Walker consiste
de um PCR primario empregando oligonucleotideos mais externos relacionados ac
adaptador (AP1) e & sequéncia do EST validado (GSP1). Uma aliquota desse PCR
primario é entdo usada como molde para a realizagdo do PCR secundario que utiliza
oligonucleotideos mais internos (AP2 e GSP2) a regiao amplificada. Para tal foram
realizados os seguintes procedimentos como descrito a seguir.

a) Isolamento de DNA total de folha de algodao

A extragio de DNA gendmico foi realizada a partir de folhas de
G. hirsutum segundo o kit Genomic DNA from Plant (Macherey-Nagel). As amostras
de DNA foram quantificadas em NanoDrop ND-1000 (Thermo Ficher Scientific) com as
leituras das absorbancias na faixa 230-280 nm, analisadas em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio e acondicionadas em freezer a -20°C.

b) Desenho dos oligonucleotideos gene-especificos (GSPs)

Oligonucleotideos complementares a porgao 5 terminal da
sequéncia do EST representativo de cada gene validado foram desenhados com o
intuito de amplificar produtos a montante da referida regiao. Os critérios adotados
foram os seguintes: tamanho do oligonucleotideo {(minimo: 25 bases; 6timo: 26 bases;
maximo: 28 bases); temperatura de anelamento (minimo: 66°C; otimo: 687°C; maximo
68°C) e contetdo em GC (minimo: 40%; maximo: 60%).

Tabela 6: Pares de iniciadores utilizados para o isolamento da
regido promotora dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8 através da técnica de
Genome Walker.

Gene Pares de iniciadores{(GSP1/GSP2)
GhPGFS3_GSP1/GSP2_GWA1 CACTATGGCCGGCTTATTCCCAAGT/
CTTCATGGAGACGATTGGAGAGGTGT
GhPGFS3_GSP1/GSP2_GW2 TCCTAGTTCAAATTCGGCAATTACAC/
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CGGCAATTACACCAATACACAAGATG
GhPGFS4_GSP1/GSP2_GWH1 ATATCTGGGGTGCTACGTGGGTAAT/
CTGGTTCATGTCCATTCCAGAAAACA
GhPGFS8_GSP1/GSP2_GW1 GCAAACAGGACCTTGATAGGATTGGA/
TAGTGTTGGGATTAGGGCGAAAAATG
c) Construgdo das bibliotecas de GW e realizagao da PCR

nested

Para a construcao das bibliotecas foram utilizadas aliquotas de
DNA genémico de algodao (2,5 upg) digeridas durante 16 horas a 37 °C com as
enzimas de restrigdo Dral, EcoRV, Pvull e Stul separadamente. Em seguida o DNA
digerido foi purificado via extragéo cloroférmio/fenol e ligado aos adaptadores. Tanto a
purificagdo quanto a ligagdo dos adaptadores foram processadas seguindo as
instruces do fabricante do kit. Apés a ligagéo dos adaptadores, as amplificacdes das
sequéncias promotoras foram realizadas segundo os parametros da reagéo de PCR: 7
ciclos de 94°C por 25 segundos para a ativagdo da enzima polimerase e 72°C para
anelamento dos iniciadores especificos e polimerizagéo e 32 ciclos de 84°C por 25
segundos e 67°C por 3 minutos, condigdes utilizadas tanto na PCR primaria quanto na
secundaria.

Para GhPGFS3 o procedimento recomendado pelo fabricante
foi realizado até a etapa do PCR primario, mas devido a dificuldade de obtenc¢ao de
fragmentos Unicos, 2ul do produto desta reagao foi utilizado como molde para a PCR
secundéria, realizada de acordo com as condigdes: 94°C por 5 minutos para
desnaturagdo inicial, seguido de 30 ciclos a 94°C por 5 minutos, 94°C por 30
segundos, 67°C por 1 minuto para anelamento dos oligonucleotideos especificos,
72°C por 3 minutos para a polimerizagéo, seguido de 7 minutos a 72°C para extensao
final. Tais reagbes isolaram um fragmento de aproximadamente 500pb, que
correspondem ao que chamamos de GW1. Novos primers foram desenhados para
continuar o isolamento da regido promotora (GW2). A PCR primaria seguiu as
condicdes: desnaturagéo inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos a 94°C por
30 segundos, 65°C para anelamento dos iniciadores por 30 segundos e extensdo a
72°C por 2,5 minutos. Extensao final foi de 72°C por 5 minutos. Desta reacdo foram
usados 2,5l para a PCR secunddria, realizada sob as mesmas condigées que a PCR
primaria. Nesta reagéo foram isolados cerca de 1300pb.

d) lIsolamento, purificagdo e clonagem das regides
promotoras

Os fragmentos Unicos amplificados na etapa de GW foram
purificados e concentrados utilizando-se o Kit DNA Clean & Concentrator (Zymo
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Research) de acordo com especificagées fornecidas pelo fabricante.

Os produtos de amplificagdo purificados foram em seguida
inseridos no vetor pGEM® -T Easy (Promega). Aliquotas de aproximadamente 50 ng de
DNA foram dispostas em microtubo de 1 ml juntamente com 50% de Tamp&o de Ligagao
2X, 20 ng de vetor e 1,2U de T4 DNA ligase. A reagéo de ligagao permaneceu por 1 hora
a temperatura ambiente e o/n a 4°C. Apds esse periodo, uma aliguota do produto de
ligagéo foi utilizada para transformar Escherichia coli cepa DHSa por chogue térmico.

e) Minipreparacio de DNA plasmidial e sequenciamento
dos insertos

Foram selecionados 5 clones de cada evento de transformacéo
para validagédo quanto & presenga do plasmideo recombinante. Foi realizado uma PCR
utilizando os primers M13 Foward (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3") e M13 Reverse
(5-GTAAAACGACGGCCAG-3') para identificagéo das colénias recombinantes. As
que foram identificadas como positivas por conter um fragmento do tamanho esperado
para cada gene foram repicadas em 4 ml de meio LB liquido acrescido de ampicilina
100 mg/l e mantidas sob agitacdo constante de 300 rpm a 37°C durante 16 horas.
Apds o periodo de incubagio as amostras foram centrifugadas e sucessivas
minipreparagbes de DNA plasmidial foram realizadas utilizando-se o GeneJdetTM
Piasmid Miniprep Kit (Fermentas).

Os plasmideos foram digeridos com a enzima EcoRI para a
confirmacao da presenga do inserto, € o DNA plasmidial (200 ng) foi submetido a uma
reagdo de sequenciamento com o0s oligonucleotideos M13 senso e antisenso
empregando o MegaBace 1000 DNA Analysis Systems (GE Healthcare). Foram
sequenciados 2 clones de cada evento. As sequiéncias foram analisadas utilizando-se
o programa DNA Baser e um consenso a partir dos clones sequenciados foi obtido.

f) Analise das seqiiéncias e busca de dominios
regulatorios

As sequéncias obtidas foram submetidas a analises comparativas
com seqiiéncias depositadas no banco de dados do NCBI usando Blastn. Ac mesmo
tempo foram realizadas buscas por motivos regulatérios normalmente presentes em
regides promotoras de genes de plantas utilizando o banco do PLACE database
(hitp:///iwww.dna.affrc.go jp/htdocs/PLACE/) (HIGO et al., 1999).

EXEMPLO 4 — IDENTIFICACAO DO SITIO DE INIiCIO DE
TRANSCRICAQO DO GENE GhPGFS3, GhPGFES4 E GhPGFS8

A identificagdo do sitio de inicio de transcrigéo (SIT) para o

gene GhPGFS3 foi feita através do kit GeneRacerTM (Invitrogen). Os procedimentos
foram feitos seguindo as instrugdes do fabricante utilizando RNA total extraido de
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botdes florais de algoddo de 6 mm de didametro. Primeiramente, foi utilizada a enzima
CIP (calf intestinal phosphatase), que remove os grupamentos fosfato da extremidade
5 de mRNA truncados e outras moléculas de RNA nao-mensageiros. Apos
purificacdo, restam somente mRNAs completos e a enzima TAP (tobacco acid
pyrophosphatase) retira a estrutura CAPS’, deixando livre uma extremidade fosfato na
qual se ligara o adaptador fornecido pelo kit. Apds a ligagéo do adaptador foi feita a
transcricio reversa utilizando oligonucleotideos do tipo Random Primer (fornecido pelo
kit). Para obter a extremidade 5' do cDNA, isto &, o primeiro nucleotideo a ser
transcrito foram utilizados dois pares de oligonucleotideos especificos a cada um dos
geres em duas rodadas de ampliicagio (oligonucectideos utiizados GhPGSF3_GSP1/GSP2_GWA,
GhPGSF4_GSP1/GSP2_GW1, GhPGSF8_GSP1/GSP2_GW1, Tabela 2).

No PCR primaric se utilizou oligonucleotideos mais externos
relacionados ao adaptador (GeneRacer 5’ primer) e ao ¢cDNA (GSP1). O resultado da
amplificacdo deste PCR primario & utilizado como molde para um PCR secundario que
utiliza primers mais internos em relagdo ao adaptador (GeneRacer 5' Nested primer) e
ao cDNA (GSP2). O fragmento resultante deste PCR secundario foi clonado,
sequenciado e analisado de acordo com as orientagbes do fabricante (Figura 6).

EXEMPLO 5 — ANALISE FUNCIONAL DAS REGIOES
PROMOTORAS DOS GENES GhPGFS3, GhPGFS4 E GhPGFES8

a) Clonagem e subclonagem do promotor dos genes
GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8 em vetores bacterianos e em vetores binarios
de expressio em plantas

A sequiéncia dos promotores dos genes GhPGFS4 e GhPGFS8
foi clonada através da amplificagdo por PCR a partir do DNA gendmico extraido a
partir de folhas de G. hirsutum. Os pares de iniciadores pGhPGFS4-FW/pGhPGFS4-
RV e pGhPGFS8-FW/pGhPGFS8-RV, descritos na Tabela 3, foram utilizados para a
amplificagéo da regido promotora dos gene GhPGFS4 e GhPGFS8, respectivamente.

As reagdes de PCR foram realizadas em um total de 50uL, contendo 1uL de DNA (200
ng/uL), MgCl 1mM, 0,4mM de cada dNTP, 0,1uM de cada iniciador, 10uL do tampéao
de PCR Pfu 10X concentrado, e 1,25 U da enzima Pfu DNA Polimerase (Fermentas).
Cada reagéo foi incubada por 3 minutos a 94°C, seguidos por 30 ciclos de
amplificagdo de 30 segundos, a 94°C, 60 segundos a 47°C para a regido promotora de
GhPGFS4 e 48°C para a regido promotora de GhPGFS8, e 2 minutos a 72°C.
Finalmente, uma etapa final de extensdo a 72°C, por 10 minutos, foi realizada. As
bandas obtidas apresentaram os tamanhos esperados de aproximadamente 350 e 440
pb para as regibes promotoras dos genes GhPGFS4 ( pGhPGFS4) e GhPGFS8 (
pGhPGFS8), respectivamente (Figura 7, A e B).
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Devido a dificuldade de amplificagdo da regido promotora de
GhPGFS3 (pGhPGFS3) em DNA gendmico, a amplificagéo dos fragmentos de
promotor desse gene foi realizada através da técnica de PCR de fusdo (adaptado de
SZEWCZYK et al, 2007). Foram utilizados como molde para a PCR os dois clones das
duas etapas de isolamento da regido promotora através de GenomeWalker {(GW1 e
GW2). Em ambos os casos os insertos foram previamente isolados, sejam por
amplificacdo de PCR ou por digestdo por ER para serem utilizados como molde na
PCR de fusdo. Os pares de iniciadores para o isolamento dos trés fragmentos de
promotor estéo descritos na tabela 3. A PCR de fusdo foi realizada num volume total
de 20ul, contendo 50ng de cada molde GW1 e GW2, 4ul do tampéo de PCR 5x HF
Phusion, 0,2mM de cada dNTP, 0,5uM de cada iniciador e 0,4U de Phusion High-
Fidelity DNA polymerase (Finnzymes). Cada reagao foi incubada por 30 segundos a
08°C, seguidos de 30 ciclos a 98°C por 10 segundos, 60°C para o anelamento dos
iniciadores especificos dos promotores por 30 segundos, seguidos de 1 minuto e 15
segundos de extensdo da enzima a 72°C. A extensdo final foi feita a mesma
temperatura por 5 minutos. As bandas obtidas de aproximadamente 500, 800 e
1200pb correspondem aos tamanhos esperados para os trés fragmentos de
pGhPGFS3 (Figura 7, C). Os clones obtidos através de PCR de fusdo foram
confirmados por sequenciamento.

Tabela 7: Pares de iniciadores utilizados para a reagéo de PCR
para isolamentoda regido promotora dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8
para clonagem no vetor de entrada pENTR-D-TOPO.

Gene Iniciadores direto/reverso
p505_GhPGFS3 CACCTGCCGTGTGATTGATTGAAAS
ATTGCCAATGTCACTTCCTCCCTTC
p827_GhPGFS3 CACCGCCGTGAATTGAAGGAAGAA/
ATTGCCAATGTCACTTCCTCCCTTC
p1250_GhPGFS3 CACCTTGTGACAGCCCAAATGAGA/

ATTGCCAATGTCACTTCCTCCCTTC

pGhPGFS4_FW/pGhPGFS4_RV CACCCTAAAGAAACAGTAAATAGC/
TGTTATATATACCAGTAGAAGAAATT

pGhPGFS8_FW/pGhPGFS8_RV CACCGAATTGAACTITTAGT T/
AGTGGTTTTTATTTTAACTAGGAAAA

As reacbes de PCR foram purificadas utilizando-se do kit DNA
Clean & ConcentratorTM (Zymo Research), de acordo com as instrucdes do
fabricante. Os fragmentos dos promotores foram entao primeiramente clonados no
vetor de entrada pENTR-D-TOPO (Invitrogen), para posterior recombinacdo em
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vetores de expressao do sistema Gateway® (Invitrogen). As reagdes de ligagao foram
realizadas contendo 4pL da reagdo de PCR purificada, 1yl de solugéo salina (1,2M
NaCl, 0,06M MgCI2) diluida 1:4, e 1pL do vetor TOPO®, em um volume final de 6pL.
Apos 30 minutos & temperatura ambiente (22-23°C), 2pL da reacdo de ligacéo foi
utilizado para transformar células de Escherichia coli TOP10 guimiocompetentes. As
bactérias transformantes foram selecionadas em meio de cultura LB sdélido (peptona
10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 5g/L, agar 15g/L, pH7,0) contendo o antibidtico
canamicina na concentragéo final de 50 ug/mlL.. Em seguida, a confirmagéo dos clones
positivos para os trés fragmentos de GhPGFS3 e pGhPGFS4 e pGhPGFS8 foi
realizada através de PCR a partir do plasmideo isolado das colénias positivas,
utilizando-se dos mesmos pares de iniciadores utilizados na reacéo de isolamento do
fragmento do promotor.

A clonagem dos promotores dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e
GhPGFS8 no vetor binario Gateway® pKGWFS7 (Karimi et al., 2002) foi realizada
através de recombinacdo. Nesse vetor, o promotor dos genes foram clonados a frente
da sequéncia codificante do gene gus, que codifica a enzima B-glucuronidase (GUS),
através da recombinacdo entre as regides attl.1/attR1 e atfL2/attR2 dos vetores de
entrada e de destinagéo, pENTR-D-TOPO/pKGWFS7, respectivamente.

As reagbes de recombinagdo foram realizadas nas seguintes
condigdes: 1l da enzima LR Clonase™ I (Invitrogen), 150ng do vetor de entrada
pENTR-D-TOPO (contendo o promotor dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8),
150ng do vetor de destinagdo pKGWFS7 e tampao TE (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA) em
um volume final de SuL. Essa mistura foi incubada por 1 hora a 25°C. Em seguida, 1 pL
de uma solugdo de proteinase K (2pg/ul) foi adicionado a cada rea¢ao anterior e uma
nova incubagao por 10 minutos a 37°C foi realizada. 2uL de reag¢ao foram entdo utilizados
para a transformagdo de células de E.coli TOP10 quimiocompetentes, € os clones
positivos foram desta vez selecionados em meio LB sélido contendo o antibidtico
espectinomicina na concentragéo final de S0pg/uL. Os clones positivos foram em seguida
confirmados através de reacdes de PCR de coldnia, utilizando os mesmos pares de
iniciadores descritos anteriormente neste item. O DNA plasmidial destes clones foi
extraido e purificado com o kit GeneJetTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) segundo
instrugées do fabricante, e 1uL de DNA (1 pg/ul) foi utilizado para a transformacéo de
células de Agrobaterium tumefasciens GV3101 eletrocompetentes. A selecéo dos clones
positivos foi realizada em meio LB sdlido, contendo 100pg/mL dos antibiéticos rifampicina
e spectinomicina. Apés a confirmagéo atraves de reagdes de PCR de coldnia, um clone
contendo cada um dos promotores dos genes de algoddo foi selecionado para a
transformacao de plantas da espécie A. thaliana.
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b) Obtencio de plantas da espécie Arabidopsis thaliana
expressando os promotores dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8

A obtencgéo de plantas expressando os promotores dos genes
GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8 foi realizada através do sistema de infiltracéo da
inflorescéncia mediado por Agrobacterium tumefaciens (floral-dip) (DESFEUX et al,
2000). Para isso, uma coldnia isolada de A. tumefasciens, contendo cada clone obtido
nos item A desta secdo, foi crescida por 48 horas a 28°C sob agitagdo de
aproximadamente 200rpm, em 2mL de meio LB liquido (peptona 10g/L, extrato de
levedura 5g/L, NaCl 5g/L, pH7,0), contendo 100pg/mL do antibiético rifampicina e
100ug/mL do antibiético espectinomicina. Essa cultura foi utilizada para inocular
200mL de meio LB liquido, contendo os mesmo antibidticos presentes na cultura
anterior. Apés 16 horas de crescimento a 28 °C sob agitagéo, a cultura foi centrifugada
por 15minutos a 4000rpm. O sobrenadante foi descartado, e as células foram
ressuspensas em 200mL de uma solugdo contendo 5% de sacarose e 0,01% do
surfactante Silwet L-77. As flores de plantas adultas da espécie A. thaliana ecotipo
Erecta (LER) foram imersas nessa solugdo agitando-se levemente. Apoés 1 minuto, as
plantas foram colocadas na posigéo horizontal em uma bandeja, e cobertas por um
filme plastico com o objetivo de manter a umidade. No dia seguinte, o filme plastico foi
retirado, e as plantas foram colocadas na posigéo vertical novamente. Cerca de 10
plantas foram transformadas para cada construcao.

As sementes produzidas pelas plantas transformadas foram
esterilizadas em uma solugado de EtOH 70% e TWEEN 20 0,05% por 10 minutos, e
semeadas em meioc MS soélido (sais MS 4,6g/L, sacarose 20g/L, glicina 2mg/L; acido
nicotinico 5mg/L, piridoxina- HCI 0,5 mg/L, tiamina-HCI 0,1 mg/L, agar 8g/L, pH5,8)
(Murashige & Skoog, 1962) contendo o o antibidtico canamicina na concentragao final de
50ug/mL. As linhagens transgénicas resistentes foram transferidas para potes contendo o
substrato comercial Multiplant® em uma propor¢ao de 2:1:0,5
(substrato:vermiculita:perlita) e dessa forma cultivadas sob condi¢des de luz (fotoperiodo
de 18 horas de luz/6 horas de escuro) e temperatura (22°C, + 2°C) controlada. Em
seguida as sementes da geragdo TO de plantas contendo o promotor dos genes
GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8 no vetor pKGWFS7 foram submetidas novamente a
selecdo com canamicina, com o objetivo de identificar aquelas linhagens apresentando
uma segregagao de 3:1 entre plantas resistentes e sensiveis, indicande a presenca de
apenas uma insergdo de T-DNA. 10-15 plantas resistentes da geragdo T1 de cada
linhagem independente previamente selecionada foram transferidas para potes contendo
substrato, e um novo teste de segregagao foi realizado com as sementes produzidas por
essas plantas, com o objetivo de identificar as linhagens T2 heterozigotas e homozigotas.
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As plantas T2 cultivadas em placas apresentando aproximadamente 100% de resisténcia
ao herbicida ou antibiético utilizado foram transferidas para potes contendo substrato,
segundo as condi¢des mencionadas anteriormente, e as sementes T3 produzidas foram
entdo utilizadas para os testes de andlise da atividade promotora dos genes isolados
através de ensaio histogquimico da coloracdo GUS.

¢) Transformagio transiente por biobalistica

A transformacdo transiente por biobalistica (modificado de
RECH et al, 2008) foi realizada no Laboratério de Interacdo Molecular Planta-Praga na
Embrapa Cenargen — DF. A preparacdo do DNA para bombardeamento foi feita
utilizando 50l de tungsténio, 50ul de cloreto de calcio 2,5M e 5yl das construgdes
contendo o promotor inserido do vetor pKGWFS7 (1pg/ul). Apods agitacdo foram
adicionados 20 pl de espermidina 2,5M, retornando a agitagdo em velocidade baixa
por 10 minutos a fim de precipitar as particulas. As amostras foram centrifugadas a
velocidade maxima por 15 segundos, o sobrenadante foi descartado e uma séria de
trés lavagens com 150pl de etanol absoluto foi iniciada, seguida de agitagéo e nova
centrifugacdo nas mesmas condigdes anteriores. Apbs as trés lavagens foram
adicionados 24yl de etanol absoluto. As amostras foram entéo submetidas a
sonicagdo por 3 segundos, agitadas e 3,2ul foram depositados na membrana
carreadora e dispostas em camara de silica por 15 minutos para secar.

Botdes florais de G. hirsutum de 5-8 mm foram seccionados
longitudinalmente e dispostos de maneira circular num raio de cerca de 5cm a partir do
centro da placa por duas horas em meic osmético de bombardeamento: meio MS
(Aldrich-Sigma Chemical Co. Ltd.), 9g de sacarose e 2,49 de Fitage! em pH5,7.

O bombardeamento foi feito no equipamento PDS-1000/He
system (Bio-Rad) sob presséo de gas hélio 1200psi e vacuo de 25polHg. Cada construgao
foi bombardeada em duplicata. Apés o bombardeamento o material biologico foi deixado
por duas horas no meio osmético para posterior coloragdo de GUS.

d) Ensaio histoquimico de Coloragdo GUS

O ensaio histoquimico para detecgédo de atividade GUS foi
realizado em inflorescéncias e plantulas segundo Jefferson (Jefferson et al., 1987). As
inflorescéncias e plantulas foram inicialmente imersos em acetona 90% e deixadas a -
20°C por 30 minutos para tirar clorofila e descolorir o material. Em seguida, o material
foi lavado 2x com tampao fosfato 0,1M pH7.0. Apds a lavagem, o material foi incubado
em uma solugdo contendo 400uL de tampao fosfato 0,1M pH7.2; 4ul do substrato
acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glicuronideo (X-Gluc) 200mM; 1uL de K4Fe(CN)6
0,5 mM e 4uL de K3Fe(CN)6 0,05 mM para uma solugdo. O material foi deixado por
16h-24h em uma estufa a 37°C para o desenvolvimento da coloragéo. A atividade da
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enzima foi interrompida retirando a solugéo de reagdo e adicionando etanol 70%. O
material foi deixado no etanol por no minimo 72hs para clareamento. Apds esse
tempo, as inflorescéncias foram analisadas e fotografadas em lupa e microscopio
dtico.

Os exempios e realizagdes aqui apresentados possuem carater
meramente ilustrativo, ndo sendo, portanto, limitativos & invengado, restando evidente
para os especialistas na matéria que outras concentragdes poderéo ser empregadas,
sem fugir ao escopo da invengao.
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REIVINDICACOES

1. Sequéncia de DNA caracterizada por apresentar SEQ 1D
NO 1, SEQ ID NO 2 e SEQ ID NO 3 para expresséo dos genes GhPGFS3, GhPGFS4
e GhPGFS8, respectivamente, em tecidos florais e frutos de plantas para inibir o

ataque de insetos e pragas.

2. Sequéncia de DNA, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada por promover a expressdo dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8
em tecidos florais e frutos de Gossypium hirsutum para inibir o ataque do bicudo-do-
algodoeiro.

3. Sequéncia de DNA, de acordo com as reivindicagbes 1 e
2, caracterizada por serem ligadas a genes heterélogos e/ou homdlogos.

4. Sequéncia de DNA, de acordo com as reivindicagdes 1 a
3, caracterizada pelas sequéncias SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 e SEQ ID NO 3 serem
as regides regulatérias localizadas a montante 5 dos genes GhPGFS3, GhPGFS4, e
GhPGFS8 respectivamente.

5, Sequéncia de DNA, de acordo com as reivindicacdes 1 a
4, caracterizada pela SEQ ID NO 1 compreender a regiao regulatoria do gene
GhPGFS3 com similaridade com a familia do citrocromo P450

6. Sequéncia de DNA, de acordo com as reivindicagées 1a
5. caracterizada pela SEQ ID NO 2 compreender a regiao -regulatéria do gene
GhPGFS4 com similaridade com a sequéncia de B-galactosidase,GhGal7

7. Sequéncia de DNA, de acordo com as reivindicagbes 1 a
8, caracterizada pela SEQ ID NO 3 compreender a regido —regulatéria do gene
GhPGFS8 com similaridade a sequéncia pectase liase (PLL).

8. Sequéncia de DNA, de acordo com as reivindicacbes 1 a
7, caracterizada pelo fragmente promotor do gene GhPGFS3 ter um tamanho de 1451
nucleotideos, o fragmento promotor do gene GhPGFS4 ter um tamanho de 380
nucleotideos e o fragmento promotor do gene GhPGFS8 ter um tamanho de 514
nucleotideos.

9. Sequéncia de DNA, de acordo com as reivindicagbes 1 a
8, caracterizada

a) pelo fragmento promotor da expresséo do gene
GhPGFS3 ter seu sitio de inicio de transcricdo na posigcdo -86 pb, contendo os
elementos especificos de flor e fruto, combinados segundo a descricdo abaixo:
CARGCWSGAT (-553 e — 692 pb); ERELEE4 (-1123 pb); GTGANTG10 (-14, -76, -82, -
208, -348, -499, -673, -791, -824, -868, -1077, -1102, -1137 e -1248 pb); MYBPZM (-
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472 e -896 pb); POLLEN1LELATS52 (-289, -711, -730, -751, -811, -1020, -1065 e -1074
pb) e MYB.ph3 (-270 e -672 pb).

b) pelo fragmento promotor da expressdo do gene
GhPGFS4 ter seu sitio de inicio de transcri¢do na posicdo -124pb, contendo os
elementos especificos de flor e fruto combinados segundo a descricdo abaixo:
GTGANTG10 (-87 e- 269 pb); POLLEN1LELATS52 (-24, -251, -311 e- 352 pb) e
TGTCACACMCUCUMISIN (-270 pb). .

c) pelo fragmento promotor da expressdo do gene
GhPGFS8 ter seu sitio de inicio de transcrigdo nas posigdes -14pb, -153pb e -313pb,
contendo os elementos especificos de flor e fruto combinados segundo a descricao
abaixo: GTGANTG10 (-134 pb) e POLLEN1LELATS52 (-214 e -458 pb).

10. Polinucleotideo com atividade promotora da expresséo
de genes caracterizado por compreender:

a) Sequéncias de DNA: SEQIDNO 1, SEQIDNO 2 e SEQ
ID NO 3 contendo promotores de expressdio dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e
GhPGF S8, respectivamente, que direcionam a expressdo em tecidos florais e frutos
de plantas para inibir o ataque de insetos e pragas;

b) Complementos das sequéncias SEQ ID NO 1, SEQ ID
NO 2 e SEQ ID NO 3;

c) Complementos reversos das sequéncias SEQ ID NO1,
SEQIDNO2e SEQIDNO3

d)  Sequéncias reversas das sequéncias SEQ ID NO 1, SEQ
IDNO 2 e SEQ ID NO 3.

11. Gene quimérico caracterizado por compreender
polinucleotideos com sequéncias contendo promotores de expressdo dos genes
GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8 caracterizados como sequéncias SEQ ID NO 1,
SEQ ID NO 2 e SEQ ID NO 3, com capacidade de direcionar uma sequéncia de
polinucleotideos de interesse na orientag&o sense ou antisense em tecidos florais e de
frutos de plantas para inibir o ataque de insetos e pragas.

12. Gene quimérico de acordo com a reivindicagdo 11,
caracterizado pelas sequéncias de polinucleotideos de interesse poder ser uma regido
de codificagéio ou uma regiéo de n&o codificagao.

13. Gene guimérico de acordo com a reivindicagéo 11 a 12,
caracterizado pela regido de codificacdo ser isolada de um gene endégeno ou
heterdlogo.

14. Gene quimérico de acordo com a reivindicagédo 11 a 13,
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caracterizado

a) pela sequéncia contendo promotores de expressdo dos
genes GhPGFS3 ter um tamanho1451 nucleotideos, sitio de inicio de transcricac na
posicao -86 pb,contendo os elementos especificos de flor e fruto combinados segundo
a descricdo abaixo: CARGCW8GAT (-5563 e — 692 pb); ERELEE4 (-1123 pb);
GTGANTG10 (-14, -76, -82, -298, -348, -499, -673, -791, -824, -866, -1077, -1102, -
1137 e -1248 pb); MYBPZM (-472 e -896 pb); POLLEN1LELAT52 (-289, -711, -730, -
751, -811, -1020, -1065 e -1074 pb) e MYB.ph3 (-270 e -672 pb).

b) pela sequéncia contendo promotores de expressdo dos
gene GhPGFS4 ter um tamanho de 380 nucleotideos, sitio de inicio de transcricdo na
posicdo -124pb,contendo os elementos especificos de flor e fruto combinados
segundo a descrigdo abaixo: GTGANTG10 (-87 e- 269 pb); POLLEN1LELATS52 (-24, -
251, -311 e- 352 pb) e TGTCACACMCUCUMISIN (-270 pb). .

c) pela sequéncia contendo promotores de expressao dos
gene GhPGFS8 ter um tamanho de 514 nucleotideos, sitio de inicio de transcrig@o
nas posicdes -14pb, -153pb e -313pb, contendo os elementos especificos de flor e
fruto combinados segundo a descrigdo abaixo: GTGANTG10 (-134 pb) e
POLLEN1LELAT52 (-214 e -458 pb)

15. Vetor recombinante caracterizado por conter um gene
guimérico de acordo com a reivindicagao 14.

18. Vetor recombinante caracterizado por compreender:

a) Polinucleotideos com sequéncias SEQ ID NO 1, SEQ ID
NO 2 e SEQ ID NO 3 contendo promotores de expressdo dos genes GhPGFS3,
GhPGFS4 e GhPGFS8 com capacidade de direcionar uma sequéncia de
polinucleotideos de interesse na orientagéo sense ou antisense em tecidos florais e
frutos de plantas para inibir o ataque de insetos e pragas; e

b) Uma sequéncia de terminagéo.

17. Vetor recombinante de acordo com a reivindicagdo 15
caracterizado pelas sequéncias de polinucleotideos de interesse poder ser uma regido
de codificagdo ou uma regido de néo codificagao.

18. Vetor recombinante de acordo com as reivindicagbes 15
e 16, caracterizado pela regido de codificacdo ser isolada de um gene enddégeno ou
heterblogo.

19. Vetor recombinante de acordo com a reivindicagéo 15 a
17, caracterizado

a) pela sequéncia contendo promotores de expressio dos
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genes GhPGFS3 ter um tamanho1451 nucleotideos, sitio de inicio de transcricdo na
posicao -86 pb,contendo os elementos especificos de flor e fruto combinados segundo
a descricio abaixo: CARGCWSGAT (-553 e — 692 pb); ERELEE4 (-1123 pb);
GTGANTG10 (-14, -76, -82, -298, -348, -499, -673, -791, -824, -866, -1077, -1102, -
1137 e -1248 pb); MYBPZM (-472 e -896 pb); POLLEN1LELAT52 (-289, -711, -730, -
751, -811, -1020, -1065 e -1074 pb) e MYB.ph3 (-270 e -672 pb).

b) pela sequéncia contendo promotores de expresséo dos
gene GhPGFS4 ter um tamanho de 380 nucleotideos, sitio de inicio de transcrigdo na
posicdo -124pb,contendo os elementos especificos de flor e fruto combinados
segundo a descri¢do abaixo: GTGANTG10 (-87 e- 269 pb); POLLEN1LELATS52 (-24, -
251, -311 e- 352 pb) e TGTCACACMCUCUMISIN (-270 pb). .

c) pela sequéncia contendo promotores de expressao dos
gene GhPGFS8 ter um tamanho de 514 nucleotideos, sitio de inicio de transcrigéo
nas posigdes -14pb, -153pb e -313pb, contendo os elementos especificos de flor e
fruto combinados segundo a descrigdo abaixo: GTGANTG10 (-134 pb) e
POLLEN1LELATS2 (-214 e -458 pb)

20. Célula transformada caracterizada por conter um vetor
recombinante de acordo com qualguer um das reivindicagdes 15 a 19.

21. Pianta, ou uma parte, ou um propagulo ou progénie da
mesma caracterizada por compreender um vetor recombinante de acordo com
qualquer um das reivindicagdes 15 a 19.

22. Método para modificar a expresséo de genes em um
organismo caracterizado por incorporar estavelmente no genoma do organismo um
vetor recombinante de acordo com qualguer uma das reivindicagdes 15 a 19 ou um
gene quimérico de acordo com uma das reivindicagbes 11 a 14.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 22 caracterizado
pelo organismo ser uma planta, mais especificadamente um variedade de algodao
Gossypium hirsutum.

24. Método para produzir uma planta tendo a expressao de
genes especificos de tecido floral e frutos modificados, dito método caracterizado por
compreender as etapas:

a) Transformar uma célula de planta, tecido, érgdo ou
embrido um vetor recombinante de acordo com qualquer uma das reivindicagées 15 a
18 ou um gene quimérico de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 11 a 14,

b) Selecionar células transformadas, calos de células,
embriées ou sementes,
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c) Regenerar plantas maduras de células transformadas,
calos de células, embrides ou sementes selecionados da etapa (b);

d) Selecionar plantas maduras da etapa (c) tendo a
expressdo do gene modificada quando comparada com uma planta transformada.

25. Maétodo para inibicdo do ataque de insetos e pragas em
plantas caracterizado por utilizar sequéncias SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 e SEQ ID
NO 3 contendo promotores de expressdo dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e
GhPGFS8, respectivamente, em tecidos florais e frutos, e cada um dos promotores
dos genes, GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFS8 estarem ligados a um gene heterélogo
e/ou endoégeno.

26. Processo para obtengéo de planta transgénica resistente
ao ataque de insetos e pragas caracterizado por:

- isolar DNA total da folha de algodao;

- obtenci@o dos genes especificos GhPGFS83, GhPGFS4 e
GhPGFS8;

- construcio de sequéncia de DNA SEQ IDNO 1, SEQ ID NO 2
e SEQ ID NO 3;

- isolar, purificar e clonar regides promotoras

- construgéo de DNA plasmidial.

27. Composicdo de fragmentos de sequéncia de DNA
caracterizada por conter as sequéncias SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 e SEQ ID NO 3,
promotores de expressdo dos genes GhPGFS3, GhPGFS4 e GhPGFSS8,
respectivamente em tecidos florais e frutos, de plantas para inibir o ataque de insetos
e pragas.

28. Composigdo, de acordo com a reivindicagao 27,
caracterizada pelas sequéncias SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 e SEQ ID 3 serem as
regides regulatérias localizadas a montante 5’ das sequéncias dos genes GhPGFS3,
GhPGFS4 e GhPGFS8 respectivamente.

29. Composi¢do, de acordo com as reivindicagbes 27 e 28,
caracterizada pelo fragmento promotor do gene GhPGFS3 ter um tamanho de 1451
nucleotideos, o fragmento promotor do gene GhPGFS4 ter um tamanho de 380
nucleotideos e o fragmento promotor do gene GhPGFS8 ter um tamanho de 514
nucleotideos.

30. Composigdo, de acordo com as reivindicagées 27 a 29,
caracterizada:

a) pela sequéncia contendo promotores de expressido dos



10

15

6/6

genes GhPGFS3 ter seu sitio de inicio de transcrigdo na posigéo -86 pb, contendo os
elementos especificos de flor e fruto combinados segundo a descrigdo abaixo:
CARGCWSGAT (-553 e — 692 pb); ERELEE4 (-1123 pb); GTGANTG10 (-14, -76, -82, -
298, -348, -499, -673, -791, -824, -866, -1077, -1102, -1137 e -1248 pb); MYBPZM (-
472 e -896 pb); POLLEN1LELAT52 (-289, -711, -730, -751, -811, -1020, -1065 e -1074
pb) e MYB.ph3 (-270 e -672 pb). .

b) pela sequéncia contendo promotores de expressdo dos
gene GhPGFS4 ter seu sitio de inicio de transcrigdo na posicéo -124pb, contendo os
elementos especificos de flor e fruto combinados segundo a descricdo abaixo:
GTGANTG10 (-87 e- 269 pb); POLLEN1LELATS52 (-24, -251, -311 e- 352 pb} e
TGTCACACMCUCUMISIN (-270 pb).

c) pela sequéncia contendo promotores de expressdo dos
gene GhPGFS8 ter seu sitic de inicio de transcrigdo nas posigdes -14pb, -153pb e -
313pb, contendo os elementos especificos de flor e fruto combinados segundo a
descricéo abaixo: GTGANTG10 (-134 pb) e POLLEN1LELATS2 (-214 e -458 pb).b.
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RESUMO

Patente de Invengdo para “COMPOSICOES E METODOS
PARA MODIFICAR A EXPRESSAO DE GENES USANDO PROMOTOR DE GENES
ESPECIFICOS DE FLOR E FRUTO DE PLANTAS"

A presente inven¢do refere-se a promotores de expresséao de
genes especificos em plantas.

Mais especificamente, a presente invengéo proporciona uma
sequéncia de nucleotideos para a expressdo de genes de interesse em flores e frutos
de Gossypium hirsutum para produgéo de plantas geneticamente modificadas que
sejam capazes de resistir ao ataque de pragas, tal como bicudo-do-algodoeiro
(Anthonomus grandis).

Nomeadamente, a presente invencéo descreve construgdes de
DNA que contenham os promotores dos genes de interesse, para criagdo de plantas
geneticamente modificadas, bem como um método para modificacdo da expresséo

génica.
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