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RESUMO - Com o advento da biotecnologia e a manipulagao genética do algodoeiro por transgénese,
um novo arsenal de estratégias de protecdo contra pragas foi disponibilizado. Uma ferramenta
importante para esta estratégia é a prospecgédo de genes. Neste trabalho construiu-se uma biblioteca
subtrativa de cDNA de bot&o floral de algodoeiro da variedade BRS 8H. Os clones foram sequenciados
e montados, 0 que resultou em 168 unigenes, sendo 38 contigs e 130 singlets. Para as analises in
silico foram utilizados o banco de dados do algodédo (BLASTn), como também o de A. thaliana (WU-
BLAST?2), visto que muitos genes identificados em algod&o néo estédo estudados funcionalmente, mas
apresentam homologia com genes de outras espécies. O transcriptoma revelou um grande nimero de
transcritos com fungdo desconhecida, além de varias sequéncias relacionadas a fibras e dvulos em
diferentes estagios, dentre estas, o contig mais populado, foi identificado como Fibra de 0-10 dias pds
antese, com 12 reads. O indice de Sucesso e de Novidade da biblioteca gerada foi de 67 e 51%,
respectivamente. As informagdes obtidas proporcionam um quadro para a investigagdo futura da
gendmica funcional de algodéo.
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INTRODUGAO

A cultura do algodao € de grande expressdo socioecondmica para os setores priméario e
secundario do Brasil, com uma area de 852,6 mil hectares, sendo classificada entre as dez principais
culturas agricolas. Porém, um dos fatores que limita a producéo desta cultura é o ataque de insetos-
pragas. A planta de algodédo € susceptivel ao ataque de diversas pragas que podem causar danos a
diferentes partes da planta, como: raizes, caule, folhas, botdes florais, flores, magés e capulhos. As
principais pragas que atacam a cultura do algodao € o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) e a
lagarta rosada (Pectinophora gossypiella) que atacam os botdes florais, flores e magas jovens; além da
lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) que ataca os tecidos foliares (SANTOS, 2007). Para
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controlar essas pragas, pesquisadores vém buscando alternativas de controle por meio da modificacéo

genética, para que a planta GM libere proteinas com atividade inseticida apenas para o inseto alvo.

O botéo floral do algodoeiro possui varios genes promissores que podem ser utilizados para a
busca de promotores tecido especifico. As plantas expressando uma proteina inseticida, na qual a
expressao € dirigida por um promotor especifico, diminui ou mesmo anula a ocorréncia de atingir
insetos nao alvos, pelo fato da expressao ser direcionada para o tecido especifico. O algodoeiro é uma
das espécies vegetais, juntamente com Arabidopsis thaliana, para a qual existe bancos de dados de
ESTs oriundos do sequenciamento em larga escala de diversas bibliotecas de cDNA, sintetizadas a

partir de diferentes tecidos e estagios fisioldgicos da planta.

A utilizagado das informagdes dos bancos de DNA e proteinas é de grande utilidade para a
elucidagéo da funcéo e expressdo de novos genes. A estratégia de prospeccdo de genes de interesse
em gendtipos ndo sequenciados, através da utilizacdo de informagdes geradas em projetos genoma ou
proteoma, envolve etapas importantes como constru¢do de bibliotecas de cDNA, triagem dessas
bibliotecas, analise comparativa das sequéncias com os bancos de dados, identificacdo dos dominios

conservados e desenho de primers (BINNECK, 2004).

Este trabalho teve como objetivo construir uma biblioteca subtrativa de cDNA a fim de
prospectar genes de botdes florais do algodoeiro. Para no futuro, estes genes serem utilizados na
busca de promotores tecido especifico e assim atender a demanda dos programas de melhoramento

do algodoeiro via transgenia existentes na Embrapa.

METODOLOGIA
Material Vegetal

Para a confecgédo das bibliotecas foram utilizadas plantas de algoddo (Gossypium hirsutum L.)
da variedade BRS 8H, semeadas em vasos e mantidas em telado de vegetacdo. Botdes florais, raizes,
caule e folhas foram coletados em diferentes fases de desenvolvimento, imediatamente congelados em

N2 liquido e mantidos a -80°C.
Extragéo do RNA total

Para a extragdo de RNA total da raiz, caule e folha foi utilizado o reagente Concert RNA

extraction kit (Invitrogen) e para a extragcdo de RNA total dos botbes florais foi utilizado o Invisorb Spin
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Plant RNA Mini kit (Invitec), seguindo as recomendagdes dos fabricantes. Os RNAs totais foram

corados com SYBR green, analisados em gel de agarose 0.8% e fotodocumentados.
Construcao da biblioteca subtrativa de cDNA

A sintese dos cDNAs foi realizada a partir do RNA de botéo floral e da mistura de RNA de
folha, caule e raiz utilizando o Super SMART PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. A reagéo foi incubada em um termociclador nas seguintes condigdes:
65°C durante 2 minutos, com uma pausa para a adi¢do da enzima e 42°C durante 90 minutos. Em
seguida, os cDNAs foram submetidos a hibridizagdo subtrativa para sele¢éo dos transcritos diferenciais

de acordo com o protocolo descrito no kit PCR Select cDNA Subtraction (Clontech).
Clonagem das ESTs em vetor de transformagéo de bactérias

As ESTs geradas a partir da biblioteca subtrativa foram ligadas ao Vetor pGEM-T Easy
(Promega) e utilizadas para transformar células de E. coli linhagem XL1-blue, por eletroporagéo (LIMA,
2005).

Clusterizagéo e analise de sequéncias

Os clones gerados foram sequenciados na Plataforma de Sequenciamento da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A analise da qualidade das sequéncias foi feita com o
programa PHRED e a clusterizag&o foi realizada por meio do programa TGICL. O gerenciamento das
sequéncias foi realizado pelo SISGEN (PAPPAS et al., 2008), seguida da anota¢éo automatica com o
programa BLASTX 2.2.3 contra os bancos de dados do GenBank, MIPS, KOG.v.1.0, Pfam e Swissprot
(FINN et al., 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pool de cDNA isolado gerou uma biblioteca com 2 x 103 ufc/mL. O sequenciamento resultou
em um total de 711 sequéncias. Foram consideradas validas e utilizadas para as analises posteriores
480 sequéncias. Ao final da clusterizacdo foram formados 168 unigenes, sendo 38 contigs e 130
singlets (Figura 1). Esta andlise revelou o contig mais populado, identificado como Fibra de 0-10 dias

pds antese, com 12 reads.

A partir desses dados foi possivel determinar o indice de Sucesso da biblioteca, em torno de

67%, bem como o indice de Novidade, com 51%. Resultados similares foram descritos por Takahashi
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(2005), com uma biblioteca subtrativa de cDNA de raizes de cana-de-agucar, onde obteve um indice de

Sucesso em torno de 63% e o indice de Novidade de 87%.

Adicionalmente, foi realizado anélise para cada contig no BLASTn do Cotton Genome
Database (http://cottondb.org/blast/blast.html) e no WU-BLAST2 de Arabidopsis thaliana
(http://www.arabidopsis.org/), com o objetivo de comparar a fungdo dos genes nesses dois bancos,
visto que muitos genes identificados em algoddo ndo estdo estudados funcionalmente, mas

apresentam homologia com genes de outras espécies que ja tem suas fungdes descritas (Tabela 1).

As anélises in silico nos bancos de dados do algodao e de A. thaliana, mostraram homologia
entre alguns contigs. O CL2Conting2 e CL28Contig1, para G. hirsutum, refere-se a fibra de 0-10 e de 1-
3 dias pds a antese, respectivamente, no entanto, em A. thaliana, as fungbes destes genes ja se

encontram definidos, estando relacionados com a maturacao do pélen (TRIONNAIRE, 2009).

O contig CL13Contig1, foi identificado para G. hirsutum, como sendo um gene relacionado a
bvulos e fibras. Em A. thaliana, este gene participa do processo metabélico da beta galactosidade,
enzima relacionada ao metabolismo de carboidratos da parede celular vegetal (OLIVEIRA JUNIOR,
2004).

Os contigs CL1Contig2, CL1Contig1, CL1Contigd, CL1Contig3 estao relacionados a fibras no
banco de dados do G. Hirsutum, porém no banco de A. thaliana estes genes ja foram descritos e estdo

envolvidos no processo catabdlico metilglioxal de D-lactato (MAKAROFF, 1997).

Embora muitos genes tenham sido estudados quanto a sua funcionalidade, existem outros cuja
funcdo ndo foi ainda definida, como por exemplo os contigs: CL19Contig1 relacionado a o6vulos
imaturos de -3 a 3 dias pds antese, com ou sem fibra; CL7Contig1 relacionado a fibra; CL3Contig1 e

CL3Contig2 relacionado a fibra e 6vulo (Tabela 1).

CONCLUSAO

A biblioteca subtrativa mostrou-se eficiente para o isolamento de genes diferencialmente

expressos no botéo floral do algodoeiro.
A biblioteca apresentou um indice de sucesso de 67% e um indice de Novidade de 51%.

Os resultados obtidos até o momento auxiliardo na sele¢éo de genes promissores para serem

utilizados na busca de promotores tecido especificos.
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Tabela 1 - CL19Contig1 relacionado a o6vulos imaturos de -3 a 3 dias pds antese, com ou sem fibra; CL7Contig1
relacionado a fibra; CL3Contig1 e CL3Contig2 relacionado a fibra e dvulo

. N° de B Organismo
Contig Reads Anotagdo Homélogo E-value
. Fibra de 0-10 dpa G. hirsutum 0.0
CL2Contig2 12 Maturago do pélen A. thaliana 8e-15
. G. hirsutum e-148
. Fibra de 7-10 dpa 1
CL1Contig2 8 Processo catabdlico metilglioxal de D-lactato Agialiana 4e-13
, Biblioteca de fibra G. hirsutum 5e-34
CL7Contig! 4 Funcéo desconhecida A. thaliana e-47
Fibra G. hirsutum e-150
CL1Contgt 4 Processo catabolico metilglioxal de D-lactato Agnaliana 1813
Ovulo e fibra G. hirsutum 0.0
CL13Contig1 3 Processo metabdlico carboidrato (beta- A. thaliana 4e-07
galactosidase)
: G. hirsutum e-134
. Fibra de 5 dpa :
CL1ContigS P Processo catabdlico metilglioxal de D-lactato A thalari 5e-12
Ovulos imaturos de -3 a 3 dpa, com ou sem G. hirsutum 0.0
CL19Contig1 2 fibra
Funcéo desconhecida A. thaliana 8e-13
, Fibra e dvulo G. hirsutum 4e-156
CL3Contig? 2 Proteina desconhecida A. thaliana 6e-9
, Fibra e 6vulo G. hirsutum e-158
CL3Contig2 2 Proteina desconhecida A. thaliana 6e-9
. Fibra 1-3 dpa G. hirsutum 6e-99
CL28Contig" 2 Maturagdo do pélen A. thaliana e-68
. ) G. hirsutum 4e-134
CL1Contig3 o | Biblioteca de fibra A. thaliana 16-12

Processo catabdlico metilglioxal de D-lactato
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