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RESUMO

Andrade, Estela Reis de. Universidade de Brasilia. Outubro de 2020. Caracterizac¢ao de

promotores tecido-especificos de algodao. Orientador: Dr. Francisco José Lima Aragdo.

O algodoeiro ¢ largamente cultivado em diversos paises e se destaca por ser a maior fonte
de fibra natural e de alta qualidade para uso na industria téxtil. A adogdo de cultivares
transgénicas resulta em beneficios substanciais para os produtores. Entretanto, o processo
de transformacdo genética do algodoeiro ¢ ainda dificil e representa um fator limitante.
Portanto, o isolamento e a caracterizagdo de novos promotores compdem uma etapa
essencial no processo de obteng¢do de plantas resistentes a pragas. Neste trabalho foi
caracterizado, inicialmente, o promotor constitutivo do gene act2 em flores e frutos de
algodao e, posteriormente, dez promotores isolados de genes tecido-especificos
identificados em algodao e Arabidopsis thaliana. Para a caracterizagdo do promotor do
gene act? foram utilizadas plantas da linhagem 20/4 oriundas de transformagdo estavel
previamente realizada. Flores e frutos destas plantas foram submetidos a testes
histoquimicos para avaliacdo do gene gus e a ensaio fluorimétrico para quantificagdo da
expressdo. O isolamento e caracterizagdo dos dez promotores com atividade tecido-
especifica foi realizado em duas etapas. A primeira, realizada no Instituto Matogrossense
do Algodao (IMAmt), englobou a coleta de tecidos de algodoeiro e preparo das amostras
de RNA. Na Evogene, um conjunto de genes foi selecionado e caracterizado in silico por
meio da utilizacdo da plataforma de predicdo de promotores RePack. Os genes com
expressdo preferencial em tecidos reprodutivos e com baixa ou nenhuma expressdo na
raiz foram escolhidos e, deles, dez promotores foram isolados. As sequéncias foram
clonadas em vetores de transformacao de plantas controlando a expressdao do gene gus.
Os ensaios histoquimicos foram realizados em plantas de 4. thaliana e algoddo. O
promotor do gene act2? se mostrou forte e capaz de dirigir altos niveis de expressao em
todos os tecidos avaliados de flor e fruto de algodoeiro. Quanto aos dez promotores com
atividade tecido-especifica, ndo foi observada relagao do perfil de expressao em tecidos
de A. thaliana com a expressdo em tecidos de algodoeiro. O promotor IMA 001
apresentou perfil constitutivo em algodoeiro, com atividade semelhante ou superior ao
controle positivo CaMV35S. Os promotores IMA 006 ¢ IMA 010 tiveram a maior
atividade em tecidos reprodutivos ao mesmo tempo em que mostraram baixa ou nenhuma

atividade em tecidos vegetativos e de raiz, o que sugere que possam ser alternativas



viaveis para o uso em construgdes genéticas que visem a resisténcia ao bicudo-do-
algodoeiro. Entretanto, de todas as alternativas avaliadas neste trabalho, o promotor act2

foi o que dirigiu a maior expressdo nos tecidos-alvo do bicudo-do-algodoeiro.

Palavras-chave: Gossypium hirsutum, Arabidopsis thaliana, transgenia, transformacgao

genética, bicudo-do-algodoeiro.



ABSTRACT

Andrade, Estela Reis de. University of Brasilia. October 2020. Characterization of

tissue specific cotton promoters. Doctoral advisor: Francisco José Lima Aragao.

Cotton is largely cultivated in many countries and stands out for being a source of natural
and high-quality fiber for textile industry. The adoption of transgenic variety led to many
benefits for farmers, however the cotton genetic transformation process is still a limiting
factor. In this way, isolation and characterization of new promoters constitute an essential
step in the process of obtaining pest-resistant plants. In this study, we first characterized
the constitutive promoter act? in cotton flowers and bolls and then, ten promoters from
tissue-specific genes identified in cotton and Arabidopsis thaliana. For the act? gene
promoter characterization, we used plants (lineage 20/4) from stable transformation
previously performed. GUS histochemical staining and fluorometric assays were
performed with cotton flowers and bolls. The isolation and characterization of ten tissue-
specific promoters were realized in two steps. The first, realized in Mato Grosso Institute
of Cotton, included the cotton tissues collection and RNA sample prepare. In Evogene, a
gene dataset was selected and characterized in silico using the RePack platform. The
genes with preferential expression in reproductive tissues and low or no expression in
vegetative tissues were choose and, from them, ten promoters were isolated. The
sequences were cloned into plant transformation vectors controlling gus expression. The
histochemical assays were carried out using A. thaliana and cotton plants. The act2
promoter was capable to drive high level of gene expression in cotton flower and boll
tissues. For the ten tissue-specific promoters, no relation was observed between the
expression profile in 4. thaliana and cotton tissues. The IMA 001 promoter presented
constitutive profile in cotton, similar to CaMV35S. The IMA 006 and IMA 010 had the
highest activity in reproductive tissues while showed low or no expression in vegetative
and root tissues, which suggests that they may be suitable alternative for use in genetic
constructs that target cotton boll weevil resistance. However, considering all the
alternatives evaluated in this study, the act 2 promoter was the one that drove the highest

expression in the desired tissues.

Keywords: Gossypium  hirsutum, Arabidopsis thaliana, transgenic, genetic

transformation, boll weevil
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Lista de abreviaturas

act: actina

AHAS: enzima aceto-hidroxiacido sintase

Bt: Bacillus thuringensis

CaMV: Cauliflower Mosaic Virus

DAP: Dias ap6s a polinizacao

Embrapa: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
GA: Glufosinato de amoénio

GM: Geneticamente modificado

GUS: enzima B-glucuronidase

IMAmt: Instituto Mato-Grossense do Algodao
MS: Murashige e Skoog

PBS: Phosphate buffered saline

PCA: Plot component analysis

X-gluc:  5-Bromo-4-chloro-3-indolyl b-D-glucuronide cyclohexylammonium salt
monohydrate



REVISAO DE LITERATURA

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L., Malvaceae) ¢ cultivado em cerca de 150
paises localizados em cinco continentes e destaca-se por produzir anualmente cerca de
2,03 milhdes de toneladas e por prover renda para aproximadamente 100 milhdes de
familias. A area cultivada em 2019 ocupou mais de 33 milhdes de hectares principalmente
na Asia, Estados Unidos da América, Brasil e Africa. Neste contexto, o Brasil é
anualmente responsavel por 12% da produ¢do mundial (Observatory of Economy

Complexity, 2018; Tarazi et al., 2020).

O produto de maior valor comercial ¢ a fibra que se caracteriza por ser longa,
fina e de alta qualidade e por isso ¢ tem sido a mais utilizada pela industria téxtil (Fang,
2016). Avancos biotecnologicos que visem a melhoria do comprimento e forca da fibra,
bem como a maturidade de fruto e a resisténcia a insetos e patdgenos sdo importantes,
tendo em vista que todos estes aspectos influenciam no produto obtido (Stiff et al., 2016).
Nos sistemas de cultivo de algodao ao redor do mundo, mais de 1300 pragas (entre insetos
e acaros) ja foram encontradas. Menos de 1% delas, entretanto, causam perdas
econdmicas que podem variar de 10 a 30%. Os mais importantes sdo o bicudo-do-
algodoeiro (Anthonomus grandis) e a lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) que
juntos, representam a causa principal de desenvolvimento e expansdo do controle por
inseticida bem como os esfor¢os de desenvolvimento de variedades de algoddo GM com

resisténcia a pragas (Oliveira et al., 2016).

O bicudo-do-algodoeiro foi introduzido no Brasil no inicio dos anos 80 e,
segundo Miranda e Rodrigues (2014) os danos causados sdo tdo drasticos que a historia
da cotonicultura pode ser dividida em duas, antes e depois desta praga. Estes danos se
devem tanto a succdo para alimentagdo quanto a oviposicdo e podem chegar a 100% de
um cultivo. As larvas levam aproximadamente trés semanas até atingirem a fase adulta,
ou seja, em um ano podem ocorrer de 7 a 10 geracdes. Cada fémea pode depositar até 300
ovos em botdes florais e frutos jovens de algoddo onde as larvas se alimentam e se
desenvolvem. Este habito endofitico compromete a qualidade da fibra e provoca o aborto
de botoes florais e frutos, o que resulta na reducdo da efetividade do controle quimico

(Salvador et al., 2014; Magalhaes et al., 2016)

Neste contexto, sdo necessarias de 12 a 15 aplica¢des de inseticida para atingir

o maximo de eficacia, dependendo do nivel de infestacdo, o que representa um custo
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elevado para o produtor e, algumas vezes, torna o investimento inviavel. Estima-se que
as perdas cheguem a 200 dolares/hectare, o que representa mais de 10% do total do custo
de produgdo. Para minimizar os danos, os produtores vém adotando uma série de medidas,
tais como o monitoramento do nivel de infestag¢do, destrui¢ao dos residuos da colheita,
eliminagdo de plantas remanescentes e uso de armadilhas. Entretanto, isto contribui para

a reducdo dos niveis de infestagdo em apenas 4% (Rolim et al., 2019; Barros et al., 2020).

No intuito de controlar a populacdo de insetos-praga em varias regides do
mundo, diversos eventos transgénicos de algodao foram langados e adotados com sucesso
nos ultimos anos. A adocdo reflete multiplos e substanciais beneficios tanto para os
pequenos quanto para os grandes produtores devido ao aumento da produtividade e a
reducdo no uso de inseticidas quimicos que permite a redug¢do dos custos da producao,
dos casos de intoxicagcdo de trabalhadores por inseticida e o aumento da atividade de
controle bioldgico de inimigos naturais das pragas (Flachs et al., 2017; Hussainan et al.,

2020).

O rapido crescimento da area de algodao geneticamente modificado (GM) ja ¢
observado, apontando avangos no plantio de cultivares com esta tecnologia no Brasil. Em
2018, 1 milhdo de hectares foram plantados e destes, 11% com genes de resisténcia a
insetos, 30% com genes de resisténcia a herbicida e 59% com ambos (James, 2018). O
Brasil tem, atualmente, 23 eventos transgénicos de algodao registrados, 14 deles com foco

na resisténcia a pragas (ISAAA, 2019).

Apesar da tecnologia GM ja ser amplamente utilizada, existem poucas
estratégias que visem o controle do bicudo-do-algodoeiro e ainda sem aplicagdo
comercial, mostrando assim a importancia de mais estudos nesta area. Dentre as poucas
alternativas, Macedo et al. (2017) concluiram que o nocaute mediado por RNAi do gene
AgraCHS?2 afetou o desenvolvimento do bicudo-do-algodoeiro, resultando em 100% de
mortalidade dos adultos. Recentemente, foi demonstrado que a expressdo do transgene
Cryl0aA sob o controle de promotores especificos de verticilos florais tem relacdo com
o maior acumulo de proteina nestes 6rgdos, o que contribui para o aumento da resisténcia

as larvas do bicudo (Ribeiro et al., 2020).

O desenvolvimento de plantas GM pela incorporagdo de genes de diferentes
origens ¢ o método mais promissor e rapido de gerar cultivos resistentes as mais diversas

pragas e patogenos (Dubey et al., 2020). No caso do algoddo, a maioria dos métodos de
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transformacgao genética datam das ultimas trés décadas — via Agrobacterium tumefasciens
(Firoozabady et al., 1987) e biobalistica (Umbeck et al., 1987) e permanecem sendo
dificeis, ineficientes e dispendiosos comparado a outras espécies. Devido a isso, o seu uso
no melhoramento ainda permanece limitado, ndo s6 pelo processo de transformagao, mas
também pela dificuldade em se obter plantas regeneradas. H4, portanto, uma necessidade
de concentrar esfor¢cos no sentido de melhorar a eficiéncia de transformagao para tornar

os métodos mais aceitaveis e eficientes (Wang et al., 2019; Hussainan e Mahmood, 2020).

A transformacdo genética se refere a manipulacdo direta do DNA para alterar
determinada caracteristica de um organismo. O gene de interesse pode ser transferido
diretamente ou através da inser¢do em um vetor contendo o promotor, o gene de interesse
e o terminador. Neste sistema, o promotor ¢ essencial para o controle da expressdo do
transgene, a0 mesmo tempo em que prove valiosas informacdes sobre silenciamento em

resposta a estimulos externos.

A transformacdo genética consiste em um método de transferéncia do gene de
interesse por meio de um cassete de transformacdo contendo o promotor, o gene de
interesse € o terminador. Neste sistema, o promotor ¢ essencial para o controle da
expressdo do transgene, ao mesmo tempo em que prové valiosas informacdes sobre
silenciamento em resposta a estimulos externos. O promotor ¢ definido como uma
sequéncia de DNA que contém uma composi¢do Unica de elementos in cis que se ligam
a fatores de transcri¢do, de forma a permitir uma regulagdo especifica da transcrigao

(Hernandez-Garcia et al., 2014; Shahmuradov et al., 2017).

O promotor ¢ composto por elementos regulatorios in cis que permitem ligagdes
com fatores de transcri¢do e o correto posicionamento da maquinaria transcricional. Desta
forma, regulam quando, como, onde e por quanto tempo um determinado gene € expresso,
em resposta aos estimulos internos ou externos (Bilas et al., 2016; Porto et al., 2014).
Quando os fatores de transcrigdo se ligam a promotores constitutivos, estes sdo
disponibilizados e ativos em todo o tempo, enquanto a ligagdo com promotores tecido-
especificos ¢ feita apenas em determinados tecidos e/ou em certos estagios de
desenvolvimento ou ainda com promotores induziveis em resposta a interacdo com o

meio ambiente (Peremarti et al., 2010).

No contexto de biotecnologia vegetal, os promotores constitutivos apresentam

alta diversidade e tém duas fontes majoritarias: virus que infectam plantas e genes
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denominados housekeeping. Os virus que infectam plantas t€ém genes pequenos e faceis
de definir e manipular in vitro enquanto os genes denominados housekeeping codificam
proteinas que sdo requeridas por todas as fungdes basicas da célula. As principais classes
sdo as ubiquitinas, actinas, precursor da proteinase aspartica e o fator de elongagao 1-alfa
(Peremarti et al., 2010; Erpen et al., 2018). Devido a isto, varios promotores constitutivos
ainda sdo muito usados atualmente, destacando-se o do RNA 35S do Cauliflower mosaic
virus (CaMV) (chamado de CaMV35S) em dicotiledoneas e Ubiquitinl em

monocotiledoneas (Han et al., 2015).

Entretanto, a expressao do transgene em todas as partes da planta e durante todo
o seu ciclo de vida pode eventualmente conduzir a efeitos indesejados no crescimento e
desenvolvimento. A alta taxa de expressdo constitutiva pode representar uma carga
metabolica extra que resulta em efeitos non-target em outras rotas metabodlicas da planta
e conduz a efeitos pleiotropicos indesejados (Kasuga et al., 1999). H4 também episddios
de silenciamento descritos em alface e gentiliana, ambos pela utilizagdo do promotor
CaMV35S (Mishiba et al., 2010; Okumura et al., 2016). Vale ressaltar ainda que o
processo de silenciamento foi observado em menor prevaléncia quando promotores

constitutivos provenientes de planta foram utilizados (Potenza et al., 2004).

O promotor CaMV35S proveniente de virus continua sendo o mais utilizado na
engenharia genética de plantas — aproximadamente 80% das cultivares geneticamente
modificadas (GM) plantadas ainda carregam uma versao deste promotor, destacando-se
variedades como soja RR (Roundup Ready), milho e algodio Bt (geneticamente
modificados com genes de Bacillus thuringiensis) e mamado Sunset papaya
(http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/). Entretanto o seu uso vem aos poucos
diminuindo por diversos motivos. Dentre eles estd a identificacdo e caracterizagdo de
novos promotores “fortes” e constitutivos que sdo de origem vegetal e, por isso, mais
aceitos. Além disso, existem estudos mostrando que o promotor CaMV35S exibe um
padrdo desigual, ou seja, ndo esta ativo em todos os tipos de tecidos e células. H4 ainda
relatos de que pode afetar a expressdo ndo somente do transgene, mas também de outros

genes proximos, possivelmente via regides de enhancers (Somssich, 2019).

Assim como o CaMV35S, os demais promotores derivados de virus ou bactéria
podem ter problemas funcionais para uso na engenharia genética do que promotores

endogenos de plantas. Se comparados, os que sdo provenientes de planta sdo mais
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apropriados e reduzem a possibilidade de silenciamento (Jiang et al., 2018). Diversos
grupos tém usado promotores de planta para expressdo transgénica tais como Actin 2 de
A. thaliana (An et al., 1996), Actin 1 de arroz (Tu et al., 2000), Ubiquitin 1 de milho (Zha
et al., 2011) e UbiU4 de Nicotiana sylvestris (Plesse et al., 2001).

O real beneficio do uso destes promotores ¢ a possibilidade de presumir a
presenga de fatores de transcricdo correspondentes. Logo os padrdes de transcri¢do
também podem ser entendidos. Dada a importdncia do controle da expressdo para
minimizar os efeitos adversos de uma planta transformada, a expressdo regulada de
transgenes por meio de diversos promotores, especialmente os tecido-especificos e os
induziveis ¢ essencial. Além disso, a avaliacdo de um amplo espectro de promotores que
diferem quanto a habilidade de regular os padrdes de expressdo, pode aumentar
consideravelmente a taxa de sucesso da aplicacdo na geracdo de plantas com

caracteristicas desejaveis (Sunkara et al., 2014; Singhal et al., 2015).

Diferente dos promotores constitutivos, os tecido-especificos t€ém um estrito
padrao de regulacdo da expressdo dado pela combinagdo de elementos regulatorios in cis
que resultam na expressdo do transgene apenas em determinada condicdo, tecido ou
estagio de desenvolvimento. Por meio da especificidade do promotor ¢ possivel obter
resultados benéficos e, a0 mesmo tempo, evitar alteragdes indesejaveis no fenotipo da

planta (Muthusamy et al, 2017; Martignago et al., 2020).

Virios grupos tém estudado diferentes promotores tecido-especificos e grandes
avangos ja foram relatados tanto em plantas modelo quanto em plantas de importancia
agricola (Yong et al., 2019). Este ¢ o caso do promotor tecido-especifico do gene GhAO-
like 1 que dirige a expressdo em flor e fruto de algodao (Lambret-Frotté et al., 2016) e do
promotor LTP7 que mostrou atividade especifica em fibra de algoddo (Masood et al.,
2019). Entretanto, mesmo com esfor¢os de diversos grupos de pesquisa no sentido de

isolar e validar promotores, poucos sdo amplamente utilizados pela agricultura.

Tendo em vista que o algodoeiro ¢ alvo do ataque de diversos insetos-praga, hé
uma urgéncia no desenvolvimento de novas estratégias para a geracdo de gendtipos
resistentes a multiplos insetos. Este ¢ sem dividas um dos maiores desafios no campo da
biotecnologia voltada para esta cultura. E para atender a esta demanda, a identificacdo e

a caracterizagdo de novos promotores que possam conduzir a niveis altos de expressdo ao
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longo de todo o desenvolvimento da planta com o minimo de efeitos adversos ou de

promotores tecido-especificos ¢ fundamental.
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JUSTIFICATIVA

O bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) é considerada uma das pragas
mais destrutivas do cultivo de algodao, com alta incidéncia durante o periodo de transi¢@o
entre a floragdo e a frutificacdo e pode gerar prejuizos que chegam a comprometer 100%
da producao devido aos danos causados em botdes florais, o que reduz significativamente
a qualidade da fibra. A insercdo de genes de resisténcia ao bicudo ¢ a alternativa com
maior potencial de controle desta praga e pode permitir o cultivo de algodoeiro mesmo
em ambientes considerados desfavoraveis, o que possibilita 0 aumento dos niveis de

produtividade.

Na obteng¢do da planta transformada com as caracteristicas desejadas, o promotor
¢ essencial para o controle da expressdo do transgene. Neste sentido, a busca por novas
fontes de promotores, sejam constitutivos, tecido-especifico ou induziveis, pode auxiliar
na geragdo de cultivos resistentes a insetos-praga e, consequentemente, representar

aumento da produtividade do algodoeiro.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi caracterizar novos promotores que possam ser
usados na transformacao genética de algodao visando alta eficiéncia na geragao de plantas

resistentes ao bicudo-do-algodoeiro.
Objetivos especificos

- Caracterizar a atividade do promotor do gene act 2 de A. thaliana em flores e

frutos de algodoeiro ao longo do desenvolvimento.

- Caracterizar, por método histoquimico, promotores isolados de dez genes

tecido-especificos de algodoeiro por avaliagdo em planta modelo, 4. thaliana.

- Avaliar, por método histoquimico, a atividade dos dez promotores

caracterizados em A. thaliana na planta alvo G. hirsutum.
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APRESENTACAO DOS RESULTADOS DA TESE

Os resultados desta tese estdo divididos em dois capitulos. O primeiro referente
a caracterizagdo funcional do promotor do gene act? de A. thaliana em tecidos
reprodutivos de algodoeiro e que deu origem ao artigo intitulado “Functional
characterization of the Arabidopsis actin 2 promoter in cotton (Gossypium hirsutum
L.) flowers and bolls” (Anexo 1). E o segundo referente a caracterizagdo de dez novos

promotores tecido-especificos em tecidos de algodoeiro.
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CAPITULO 1

Caracterizac¢ao funcional do promotor do gene act 2 de
Arabidopsis thaliana em flores e frutos de algodao (Gossypium

hirsutum)
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1 INTRODUCAO

Pesquisas inovativas tém sido desenvolvidas no intuito de contribuir para o
suprimento das demandas globais de producdo de algoddo com foco no aumento da
produtividade e da qualidade da fibra assim como a tolerdncia a estresses bidticos e
abioticos (Zaib et al., 2020). Esforcos tém sido feitos na tentativa de gerar algoddo GM
com énfase na resisténcia a insetos praga visando a reduc¢do do uso de inseticidas que
resulta na conservagao dos agentes de controle biologico e na redugdo de efeitos negativos

em insetos ndo-alvo (Shahid et al., 2019).

O desenvolvimento de organismos transgénicos ¢ baseado em métodos que
envolvem o controle da expressdo génica, ou seja, o resultado da interagdo entre fatores
transcricionais e sequéncias de elementos regulatorios in cis. Os promotores
desempenham uma fung¢do chave neste processo, regulando a efetividade e a intensidade
da transcri¢ao do gene alvo, de forma a alcangar o fenotipo e, por consequéncia, o produto
desejado (Pandey et al., 2019). Varios promotores constitutivos provenientes de plantas
e de virus ja foram encontrados, entretanto poucos sdo validados na planta-alvo e

caracterizados em diferentes tecidos ou estagios de desenvolvimento (Basso et al., 2020).

A actina ¢ um componente fundamental do citoesqueleto e essencial para todas
as células de eucariotos. Ela compde estruturas do microfilamento por meio da auto
polimerizacao e interagdes com varias outras proteinas. O genoma de Arabidopsis contém
oito genes funcionais de actina (Volkmann e Baluska, 1999). Os genes act2 e act8 tém
um padrao de expressao forte e constitutiva em tecidos vegetativos (An et al., 1996). O
promotor do gene act 2 dirige altos niveis de expressdo tanto em monocotiledoneas
quanto em dicotiledoneas (He et al., 2009; Manna et al, 2016; Pereira et al, 2019). Em
ensaio realizado com Arabidopsis transgénica, An e Meagher (2010) observaram que a
expressao foi alta em folha, raiz e caule e que o padrao de expressdo transiente refletiu o

padrao de expressdo estavel.

Este estudo realizou a caracterizacdo funcional do promotor do gene Act 2 em

flor e fruto de algodoeiro durante seu desenvolvimento.
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3 MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizadas sementes de algoddo (variedade 7MH)
transformadas via biobalistica. Os processos de transformagao, cultivo in vitro, selecio e
aclimatacdo das plantas foram realizadas anteriormente e estdo descritos em Aragao et al.
(2005). Neste estudo foram apenas realizados ensaios histoquimicos.

Os vetores plasmidiais utilizados foram: pAG1 contendo o gene gus sob controle
do promotor act2 (1402 pb; NCBI Sequence ID: gi | 332.640.072 | CP002686.1, posi¢do
6.475.534 2 6.475.133) de A. thaliana (act2::gus) (Figura 1) e pAHAS35SGUS contendo
o gene gus sob controle do promotor CaM V35S (CaMV35S::gus) (Figura 2). Ambos os
vetores contém o cassete de expressdo do gene ahas que confere tolerancia a herbicidas

do grupo das imidazolinonas.

(11,445) Bsal MUEL (570}

(10,097) KpnI
(10,091) Apal
(10,078) Xhol

pAG1
12,296 bp Ncol (3158)

Agel (5181)

(6417) Pstl

Figura 1. Representagdo esquematica do vetor pAG1 com o gene gus sob controle do promotor act2.

21



(11,445) Bsal NotI (670)

(10,078) Xhol

pAHAS35SGUS
12,296 bp Ncol (3158)

Agel (5181)

Figura 2. Representag@o esquematica do vetor pAHAS35SGUS com o gene gus sob controle do promotor
CaMV35S.

Plantas homozigotas da linhagem 20/4 (transformada com o vetor pAG1) foram
identificadas na geracdo T e cultivadas em casa de vegetagdo até a geracdo Ts Destas
plantas foram coletadas aleatoriamente amostras (em triplicata) de flores e frutos de
algodoeiro em diferentes estagios de desenvolvimento que, posteriormente, foram
seccionadas a mdo e incubadas em solu¢do de X-gluc a 37°C por 12 horas. Apds este
periodo, a solugdo foi retirada e as amostras foram armazenadas em etanol 70% para
descoloragdo e preservacdo. Como controle negativo cada tecido foi posicionado na placa
de bombardeamento apenas aplicando o vacuo (27 mmHg) no equipamento de aceleragao
de microparticulas recobertas com o DNA plasmidial (genegun) pelo tempo em que
ficaria submetido para o bombardeamento (dados ndo apresentados — nenhum dos tecidos

controle apresentou expressao).

A expressdo do gene gus foi quantificada por método fluorimétrico, de acordo
com Sunilkumar et al. (2002). Utilizou-se dez plantas homozigotas de trés linhagens

independentes e tecidos de folha, raiz, fibra e pétalas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises mostraram que a atividade do promotor act2 foi semelhante a
atividade do promotor CaMV35S em folhas e raizes (Figura 3). Entretanto, plantas
transformadas com o cassete act2::gus tiveram niveis mais altos de expressao em tecidos
reprodutivos quando comparado as que foram transformadas com o cassete

CaMV358S::gus. Em pétala foi 2,7 vezes maior e em fibra 2,3 vezes maior (Figura 3).

*%*
*%
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35S ACT 35S ACT 35S ACT 35SACT

Figura 3. Ensaio quantitativo da atividade especifica de GUS em folhas, raizes, pétalas e
fibra de algodoeiro com o gene gus dirigido pelos promotores CaMV35S (35S) e act2
(ACT).

**P <0.01, n =30 (média dentro do grupo 35S ou ACT).

As andlises histoquimicas mostraram ainda que o promotor act2 mostrou-se forte
em todos os tecidos florais, incluindo pélen, pétalas e évulos (Figura 4). Durante todo o
periodo de desenvolvimento das flores — dos 18 aos 5 dias pré-antese e na antese, foi

observada expressdo forte em tecidos florais, identificada pela intensa coloracdo azul,

como pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4. Expressdo do gene gus dirigido pelo promotor act2 em algoddo transgénico

(geracdo T4) em tecidos florais.
*A barra da figura A representa a escala em todas as figuras, exceto a caixa menor em

detalhe da figura L.

A expressao dos genes para controle do bicudo-do-algodeiro em microsporos e
graos de polen é importante para o desenvolvimento de medidas de controle eficazes,
tendo em vista que o desenvolvimento reprodutivo de fémeas do bicudo ¢ diretamente
ligado a alimentagdo no botdo floral (Paula et al., 2013). Pode-se observar na Figura 5, a
atividade do gene gus em todos os estagios de desenvolvimento do fruto do algodoeiro
(de 3 a 33 dias pds antese), especialmente na regido da fibra (Figura 5 F-H). Isto sugere
que o promotor act2 pode ser usado em estudos de desenvolvimento da fibra e na
manipulacdo genética para melhoramento da qualidade da fibra. A produgao de fibra e a
qualidade s3o os dois principais fatores que determinam o lucro de produtores de

algodoeiro e, por consequéncia, sdo criticos para a industria téxtil (Constable et al., 2015).

24



E

Figura 5. Atividade do gene gus dirigida pelo promotor act2 em frutos de algoddo transgénico

(geragdo Ta).

Os resultados apresentados também revelam potencial para uso do promotor act2
no controle da expressdo de genes envolvidos com a resisténcia ao bicudo-do-algodoeiro.
O promotor foi ativo nos mesmos tecidos que o bicudo utiliza para ovopositar e alimentar-
se durante todo o ciclo de vida. Bem como o bicudo, varias outras pragas causam
prejuizos ao algodoeiro, o que torna o promotor act2 uma boa alternativa para uso na

transformagdo genética.

5 CONCLUSAO

O promotor act2 de 4. thaliana mostrou alta e constitutiva atividade nos diferentes
tecidos e estagios de desenvolvimento do algodoeiro avaliados. H4, portanto, potencial
alternativa de uso em construgdes de engenharia genética de algodoeiro que visem
aumento da qualidade da fibra e resisténcia a insetos-praga que atingem a fase
reprodutiva, em especial, o bicudo-do-algodoeiro que oviposita e se alimenta de

estruturas florais causando elevados niveis de prejuizo.
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CAPITULO 2

Caracterizacao funcional de dez promotores tecido-
especificos em A. thaliana e avaliados em algodao (G.

hirsutum)
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1 INTRODUCAO

A fibra do algodoeiro ¢ considerada a mais importante para a industria téxtil.
Aproximadamente 25 milhdes de toneladas de algodao sdo produzidas anualmente, o que
resulta em um impacto econdmico de, pelo menos, 600 bilhdes de dolares ao redor do
mundo (Khan et al., 2020). Neste contexto, o Brasil ¢ atualmente um dos principais
produtores de algoddo. Sdo produzidas entre 1 e 1,3 milhdes de toneladas de fibra de
algodao, o que ¢ suficiente para atender a demanda interna e exportar o volume excedente
(Barros et al., 2020).

A despeito deste fato, varios aspectos da producdo e do processamento de
algoddo ainda carecem de pesquisa. Uma forte questdo ¢ a quantidade de pesticida
aplicada nas lavouras para controle de pragas. E estimado que 25% do uso de inseticidas
em todo o mundo seja destinado apenas para o cultivo de algoddo (Anees e Shad, 2020).
Face a isto, varias alternativas t€ém sido estudadas no intuito de encontrar solugdes com
menor custo para o produtor e menos nocivas ao meio ambiente. A mais promissora ¢ o
desenvolvimento de cultivares geneticamente modificadas e que sejam resistentes as mais
importantes pragas. Atualmente, aproximadamente 56% das cultivares registradas no
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento sio GM, o que resulta em

significativo ganho de produtividade (MAPA, 2020).

Entretanto, tanto o processo de transformacdo quanto o de regeneracao de algodao
sdo dispendiosos e com baixa taxa de sucesso (Iqal et al., 2017). E neste sentido,
promotores adequados sdo cruciais para a regulagdo da expressao de transgene no perfil
desejado, promovendo assim o sucesso da aplicacdo da tecnologia transgénica (Zhang et
al., 2016). Por isso, um esforco coletivo tem sido feito no intuito de encontrar novos e
eficientes promotores que mostrem uma expressao consistente, especialmente os tecido-
especificos que podem desempenhar um importante papel neste sentido (Masood et al.,

2020).

Portanto, este estudo buscou caracterizar novos promotores tecido-especificos para
a utilizagdo em vetores de transformacdo que visam a resisténcia ao bicudo-do-
algodoeiro, principal praga desta cultura e ainda sem uma medida eficaz e duravel de

controle.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em duas etapas. A primeira, que englobou a busca e
escolha dos promotores avaliados, foi executada pelo IMAmt em cooperagdo com a
Evogene, uma empresa de biologia computacional com foco no suporte para
desenvolvimento de produtos na drea da ciéncia da vida por meio de sua plataforma de

predicdo que une grandes bancos de dados a inteligéncia artificial.

A segunda etapa, de caracterizacdo histoquimica dos promotores em A. thaliana,
espécie modelo e, em avaliagdo em G. hirsutum, espécie-alvo, foi realizada na Embrapa
Cenargen em nosso grupo de trabalho. A primeira etapa do trabalho esta descrita apenas

para auxiliar no entendimento e discussdo dos resultados da segunda etapa.
2.1 Escolha de promotores

Plantas de G. hirsutum de quatro linhagens distintas do IMAmt (IMA 6035, IMA
8276, IMA 1724 e IMA 2059) foram utilizadas neste estudo. A escolha dos tecidos de
interesse foi baseada nos habitos de alimentacdo e reproducdo do bicudo-do-algodoeiro.
Foram coletados botdes florais em dois estagios (inicio do desenvolvimento (FiguralA)
e de tamanho médio (Figura 1B), flor branca (ainda ndo fecundada) (Figura 1D), p6len -
mix do botdo floral no final do desenvolvimento (Figura 1C) e da flor branca) e macas
com 18 (Figura 2A) e 25 DAP (dias apds a fecundagao) (Figura 2B). Todos os tecidos
foram amostrados em triplicatas e armazenados no mesmo tubo. Todas as estruturas
foram seccionadas em pedacos entre 0,5 ¢ 1 cm, armazenadas de forma individualizada

contendo RNA Later (Ambion) e enviadas para a Evogene em gelo seco.

Figura 1. Estagios dos botdes florais de algodoeiro
coletados no inicio do desenvolvimento (A), com tamanho
médio (B), botdo floral na fase final de desenvolvimento (C)

e flor branca ndo fecundada (D). Rechie et al., 2004.
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Figura 2. Estagios de frutos de
algodoeiro coletados com 18 (A) e
25 (B) dias apos a polinizagdo no
IMAmt.

Ap0s recebidas na Evogene, as amostras foram submetidas a extragdo de RNA
e posteriormente analisadas por meio da plataforma RePack (Regulation Package). Para
isto, as sequéncias foram inseridas em quatro plataformas de analise de expressdo
génicas: Affymetrix, Agilent, RNAseq e o banco interno da Evogene. A partir dos
resultados e baseado no pressuposto de que cada gene produz um perfil de expressao
especifico, os dados foram marcados de acordo com a sua expressdo por tecido/orgao e
por estagio de desenvolvimento em cada uma das plataformas. A partir desta separacao,
combinaram-se multiplos perfis de expressdo por cultivo, por plataforma e por
hibridizac¢ao resultando assim um banco de dados geral com todas as informagdes de
expressdo por plataforma, agrupados por marcagdo de tecido/orgdo e estidgio de

desenvolvimento.

Em seguida foi realizada Plot-component analysis (PCA) com distribuigdo
multi-dimensional das amostras por niveis de expressao génica. O agrupamento foi feito
por tipo de tecido — flor, polen, folha e raiz em cada um dos grupos marcados na etapa
anterior. Realizou-se também um refinamento para descartar amostras que apresentavam
perfis de expressao divergentes entre as plataformas e uma revisdo dos grupos marcados

para atingir a resolu¢do maxima.

Os dados resultantes da plataforma RePack permitiram a classificagdo de
potenciais promotores baseada na predicdo de em quais tecidos/6rgaos a expressao pode
ser benéfica e em quais ¢ indesejada, tanto em relagdo ao tecido/drgdo quanto em relagdo
ao estagio de desenvolvimento. Vale ressaltar que foram estabelecidos como
preferenciais os promotores provenientes de genes identificados em algodao. Baseado
nestes dados e tendo como pressuposto que o foco era a alta e constante expressdo em

tecidos reprodutivos atacados pelo bicudo-do-algodoeiro, quatro pesquisadores do
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IMAmt e da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia escolheram, de forma
heuristica, 10 potenciais promotores. A avaliacdo foi feita com base em seis critérios:
espécie em que o gene foi identificado, tamanho do promotor, confiabilidade da
sequéncia, expressao ao longo do desenvolvimento, expressao com a maturagdo do pdlen
e expressdo em raiz. Os pesquisadores atribuiram notas de 1 a 5, em que 1 representava
o mais indesejavel e 5 o mais desejavel. Por ser utilizada avaliagdo heuristica, nenhuma
das notas representou valor absoluto. Foram escolhidos e posteriormente sintetizadas
sequéncias dos promotores IMA 001, IMA 006, IMA 010, IMA 014, IMA 017, IMA 025,
IMA 027, IMA 029, IMA 030 E IMA 036 (Devido a questdes de propriedade intelectual,
os nomes dos promotores nao foram apresentados na versao inicial desta tese. Entretanto,

apos a resolucao destas questdes, os detalhes serdo tornados publicos).
2.2 Vetores de expressao
2.2.1 Arabidopsis thaliana

A fim de avaliar a expressao do gene reporter gus (que codifica para a enzima f3-
glucuronidase) dirigido por todos os promotores escolhidos em diferentes tecidos de A.
thaliana foram construidos 10 vetores. Para cada vetor, o cassete de expressdo
CaMV35S-gus-nos foi retirado do vetor pBI121 (Chen et al., 2003) pela digestdo com as
enzimas de restri¢do HindIII e EcoRI. O fragmento obtido foi ligado nos sitios HindIII e
EcoRI do vetor pUC19 (Norrander et al., 1983) resultando no vetor pUC35SGUS. Os
promotores gerados foram clonados individualmente no vetor pCAMBIA3301
(CAMBIA, Australia) nos sitios Sbfl e Ncol substituindo o promotor CaMV35S e
gerando cada um dos 10 vetores a serem testados: pC3301IMAOO1pro (Figura 3) a
pC3301IMAO036pro.

Os vetores contém o gene reporter gus, o gene de selecdo bar que confere
resisténcia ao herbicida glufosinato de amodnio sob controle do promotor constitutivo
CaMV35S e o gene de resisténcia a canamicina. Como controle foram utilizados os
vetores pCAMBIA3300 (sem o gene gus) e pCAMBIA3301 (com o promotor
constitutivo CaMV35S regulando o gene gus). Cada vetor gerado foi transferido para a

linhagem de A. tumefaciens GV3101 que foi utilizada para transformar A. thaliana.
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Figura 3. Representagao esquematica do vetor pC3301IMA0O01pro com o gene gus sob
controle do promotor IMAQO1.

2.2.2 Gossypium hirsutum

O padrao de expressdo em A. thaliana foi avaliado em tecidos de algodoeiro.
Para isto foram construidos vetores a partir do vetor pUC35SGUS com os mesmos
promotores usados na transformagdo de A. thaliana. Entretanto, em G. hirsutum, o0s
promotores gerados foram clonados individualmente no vetor pUC35SGUS nos sitios
Sbfl e Smal substituindo o promotor CaMV35S e gerando cada um dos 10 vetores a serem
testados: pIMAOO1proGUS (Figura 4) a pIMA036proGUS. Os vetores contém o gene
reporter gus € o gene de resisténcia a ampicilina, utilizado para selecionar bactérias no
processo de clonagem em Escherichia coli. Como controle positivo foi usado o mesmo
vetor com o gene gus regulado pelo promotor constitutivo CaMV35S. Como controle
negativo cada tecido foi posicionado na placa de bombardeamento apenas aplicando o
vacuo (27 mmHg) no equipamento de aceleragdo de microparticulas recobertas com o

DNA plasmidial (genegun) pelo tempo em que ficaria submetido para o

bombardeamento.
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Figura 4. Representag@o esquematica do vetor pIMAOO1proGUS com o gene gus
sob controle do promotor IMA001

2.3 Material vegetal e ensaios de expressio

Sementes de 4. thaliana da cultivar Columbia Col-0 foram germinadas em vasos
de 10 cm de didmetro com solo adubado (Figura 4A). Apos trés semanas as plantulas
foram individualizadas em novos vasos (Figura 5B e C) e cultivadas em camara de
crescimento a 22°C sob 12 horas de luz para crescimento vegetativo. Oito semanas apos
a individualizacdo, as plantas foram submetidas a 16 horas de luz e comegaram a
desenvolver inflorescéncias (Figura 5D). Neste momento, foi realizada a transformagao
via Agrobacterium pelo método floral-dip (Zhang et al., 2006) e as plantas permaneceram

em sala de cultivo até gerar sementes (Figura SE).
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Figura 5. Cultivo e transformacdo de A. thaliana. A: Plantulas uma semana apds o plantio. B: Plantulas trés semanas
apos o plantio e prontas para individualizagdo. C: Plantas individualizadas em crescimento vegetativo. D: Inicio do
desenvolvimento de inflorescéncias. E: Plantas em cdmara de umidade logo apds a transformagéo via Agrobacterium

tumefasciens utilizando o método floral dip

Sementes provenientes de plantas transformadas (geragdo To) pelo método floral
dip foram semeadas em vasos com solo adubado com as mesmas caracteristicas dos que
foram utilizados para sementes ndo transformadas. Para sele¢do das plantas
transformadas foi pulverizada solucdo contendo 120 mg/L de glufosinato de amoénio
(GA). Foram realizadas duas aplicagdes da solugdo com espago de uma semana entre elas.
As plantas que sobreviveram as aplicagdes (Figura 6) foram individualizadas e analisadas
utilizando o método imunocromatografico de fluxo lateral que detecta a presenca do gene
bar - Envirologix®. O teste foi realizado com secgdes de folha maceradas em um tampao

fosfato-salino (PBS) 1X.

Dez plantas (geracdo Ti) de cada constru¢do que foram positivas para o gene
bar, foram utilizadas para o ensaio de expressdo do gene gus. Amostras de folhas,
inflorescéncias, silicas e raizes foram coletadas aleatoriamente de cada uma das dez
plantas e incubadas em solucdo de X-gluc a 37°C por 24 horas. Apds este periodo, a
solugdo foi retirada e as amostras foram armazenadas em etanol 70% para descoloragdo
e preservacdo. Os tecidos foram fotografados utilizando camera digital Sony DSLR —

AS550.
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Controle Controle Plantas transgénicas
sem GA com GA com GA

Figura 6. Selecdo de plantas transgénicas apos a aplicagdo de glufosinato de amonio

(GA) em comparagdo com tratamento controle com e sem GA.

Para ensaios de expressao transiente em algoddo, sementes da variedade Coker
foram germinadas em vasos de 5 litros com solo adubado. As plantas permaneceram em
casa de vegetacdo até o inicio do desenvolvimento dos botdes florais. A partir deste
momento, amostras de cada tecido foram coletadas em triplicata, escolhidas de forma
aleatoria, utilizando sempre individuos diferentes para cada teste. Os tecidos amostrados

estdo na Tabela 1.
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Tabela 1. Tecidos de algodoeiro utilizados em ensaios de expressdo transiente e suas respectivas formas de coleta.

Tecido Forma de coleta
Folha Seccdes de 1,5 x 1,5 cm de folhas jovens
Peciolo Secgdes de 2 cm, coletadas proximo a folha coletada
Radicula Obtida da semente submersa em d4gua overnight e posteriormente

germinada no escuro por quatro dias

Botao floral

Coletados botdes de tamanho médio

Flor branca (periodo de antese) dissecada em pétala, estigma, antera e

Flor )
ovario
. Frutos de 10 — 20mm (inicio do desenvolvimento — 20 DAP) e de 30 mm
ruto
de diametro (fim do desenvolvimento — 42 DAP)
Semente submersa em 4gua overnight e posteriormente germinada no
Semente

escuro por quatro dias — separada em endosperma, cotilédone e embrido

Cada tecido de algodoeiro foi transformado via biobalistica conforme Aragao et

al. (2005) para avaliacdo da expressdo transiente. Os tecidos foram individualmente

posicionados em placas de Petri contendo meio MS (Murashige e Skoog, 1962) de modo

que a sua superficie fosse a0 méximo exposta ao bombardeamento (Figura 7). Cada tecido

foi transformado utilizando uma pressao de 27 mmHg e 1200 psi. Apds o

bombardeamento as placas contendo os explantes foram colocadas em sala de cultivo

(24°C sob 12 horas de luz) por 24 horas. Em seguida, cada tecido foi colocado em um

microtubo (5 mL) e incubado em solugdo de X-gluc a 37°C overnight. Ap6s este periodo,

a solucao foi retirada e as amostras foram armazenadas em etanol 70% para descoloragdo

e preservacdo. Os tecidos foram fotografados utilizando camera digital Sony DSLR —

AS550.
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Figura 7. Tecidos de sementes imaturas de

algodoeiro posicionados em placa de Petri

contendo meio MS para bombardeamento

Com os resultados parciais dos tecidos avaliados e tendo em vista que o principal
objetivo foi isolar e caracterizar promotores tecido-especifico que pudessem ser utilizados
em construgdes para transformacdo de plantas resistentes ao bicudo-do-algodoeiro, foi
realizada a avaliagdo mais detalhada da expressdao em semente. Desta vez foram utilizados
frutos imaturos em quatro estdgios diferentes — 15 mm, 20 mm, 25 mm e 30 mm de
diametro (Figura 8). A escolha foi baseada na morfologia dos frutos durante o periodo de
18 a 25 DAP, critério usado na coleta das amostras no IMAmt no inicio do
desenvolvimento deste trabalho. Os promotores IMA 006, IMA 010, IMA 027, IMA 030
e IMA 036 foram escolhidos para este teste. Os controles positivo e negativo utilizados

foram os mesmos da primeira etapa.

Figura 8. Frutos de algodoeiro em quatro estagios de

desenvolvimento (15mm, 20 mm, 25 mm e 30 mm)
utilizados para retirada das sementes imaturas
testadas quanto ao padrdo de expressdo do gene gus

sob controle de diferentes promotores

Para avaliar os tecidos transformados, utilizou-se uma escala de notas que

variaram de 0 a 4, em que 0 significa a auséncia total de pontos ou area azul e 4 a maior
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area azul observada. Cabe ressaltar que a avaliagdo da antera foi inversa, isto porque um

dos critérios utilizados para selecionar promotores foi a ndo expressao nos graos de pélen.

Na tabela 2 estdo apresentadas as notas e sua respectiva area em cada tipo de
tecido: vegetativo, reprodutivo, de fruto e de semente. No fruto foram considerados trés
tipos de tecido na avaliagdo: fibra, carpelo e semente, ou seja, quanto maior a area azul
em cada um destes tecidos, maior a nota.

Tabela 2. Escala de notas utilizada para avaliagdo da atividade do gene gus em cada tipo de tecido de algodoeiro testado por meio da area azul

observada.

Folha Botéo floral Antera Fruto Cotilédone

* Folha, antera e cotilédone tiveram auséncia de imagens relacionadas a alguma das notas, isto porque a avaliagdo de nenhum promotor foi intermediaria
entre a nota anterior e a posterior.

3. RESULTADOS
3.1 Escolha dos promotores

A partir das amostras de tecidos de algoddo enviadas pelo IMA a empresa
Evogene (https://www.evogene.com/) e apds andlise nas plataformas de expressdo
génica, observou-se que aproximadamente 75% dos dados de interesse foram

identificados em trés espécies: A. thaliana, algodao (G. hirsutum) e tomate (Solanum

39



lycopersicum). Ao final, com a identificagdo dos dados por espécie, tecido e estadio de

desenvolvimento, o padrao desejado dos potenciais promotores foi definido e, assim, dois

grupos baseados em preferéncia se formaram (Tabela 2):

1) Tecidos requeridos, subdividos em dois grupos:

A: Apresentaram alto nivel de expressdo constitutiva em flor e frutos jovens com

até¢ 20 DAP (definidos como tecidos alvo no inicio do estudo)

B: Apresentaram expressao indesejada em determinados tecidos - especialmente

raiz

2) Tecidos neutros: expressdo em frutos com mais de 20 DAP e pouco ou

nenhuma expressdo em tecidos vegetativos. Esta categoria permitiu testar

combinagdes com a de tecidos requeridos com o intuito de avaliar o impacto

da expressdao em tecidos neutros de uma forma global.

Tabela 3. Categorizagdo de tecidos de algodoeiro em que o padrdo de expressdo era desejado/indesejado

no estudo de promotores tecido-especificos

Tecidos desejados

Tecidos indesejados Tecidos neutros

Botao floral

Raiz lateral Polen

Racemo

Pelo radicular Estame

Flor antes da antese

Raiz principal Fruto maduro

Pétala Fibra madura
Sépala Semente
Carpelo Caule
Flor em antese Peciolo
Ovulo Folha
Fibra no inicio da maturagao Cotilédone
Fruto no inicio da maturagdo Hipocotilo

Fruto na fase intermediaria de

maturacao

Meristema apical

Plantula
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Figura 9. Representagdo grafica da ordem de priorizacdo de potenciais genes encontrados em tomate utilizando a plataforma de

expressdo génica Affymetrix, baseado na prioridade de tecidos em que a expressao era desejada.

Além da classificagdo de potenciais promotores baseada na predi¢ao de em quais
tecidos/6rgaos a expressao seria observada e se esta expressao ¢ desejada ou nao, foram
também tracados perfis de cada gene. A combinacao destas duas informacgdes possibilitou
a geracdo de graficos semelhantes ao da Figura 9 para cada espécie em cada plataforma

utilizada. Foi estabelecido cinco como nivel minimo de expressao.

Em seguida, com todos estes dados, foi possivel desenvolver uma lista com todos
os promotores que apresentaram potencial de dirigir a expressdo em tecidos reprodutivos
e nas fases de desenvolvimento desejadas atendendo aos seis critérios estabelecidos pelos
pesquisadores para a avaliagdo heuristica. Foram selecionados dez promotores, resultado
de consenso entre os pesquisadores (Tabela 3) e destes, nove promotores provenientes de
algodao e um de 4. thaliana (IMA 025). A razdo para a escolha deste promotor deu-se
pela sua avaliag@o positiva em todos os critérios, excetuando-se a expressdo na maturacao

do polen.
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Tabela 4. Relagdo de promotores escolhidos para realizacdo dos ensaios de expressdo apos a priorizagdo heuristica* com base em cinco critérios de

avaliacdo
Promotor Espécie Tamanho do  Confiabilidade Expressio ao longo Expressao na Expressao
promotor da sequéncia do desenvolvimento maturacio do polen em raiz

IMA 001 Algodao 5 5 5 5 5
IMA 006 Algodao 5 5 5 3 5
IMA 010 Algodao 5 5 5 3 5
IMA 014 Algodao 4 5 5 5 5
IMA 017 Algodao 5 3 2 4 5
IMA 025  Arabidopsis 5 5 5 3 5
IMA 027 Algodao 5 5 5 5 5
IMA 029 Algodao 5 5 3 3 5
IMA 030 Algodao 5 5 5 5 5
IMA 036 Algodao 5 5 5 5 5

* Todos as notas foram baseadas em avaliacdo heuristica e ndo representam nenhum tipo de valor absoluto

Desejavel 5 4 3 2 1 Indesejavel

Considerando os seis critérios estabelecidos (Tabela 3), os promotores IMA 001,
IMA 027, IMA 030 e IMA 036 foram identificados como os de maior potencial tecido-
especifico por atender a todos os critérios com nota maxima (5). Por outro lado, de todos
os promotores escolhidos, IMA 017 foi avaliado com as menores notas, especialmente
nos quesitos de confiabilidade da sequéncia — o que significa que foram encontradas
divergéncias entre os dados obtidos nas plataformas de expressdo génica e, expressao ao
longo do desenvolvimento bem como expressdo na maturagdo do polen. A expressao ao
longo do desenvolvimento foi definida como um dos critérios com o intuito de avaliar a
atividade temporal-especifica do promotor, ou seja, se ele ¢ capaz de dirigir expressao
apenas no momento do desenvolvimento reprodutivo ou se esta ativo ao longo de todo o
desenvolvimento da planta. IMA 017 foi escolhido, ainda que com estas limita¢des, por
ser um promotor proveniente de algodao e pela ndo expressao em raiz, duas caracteristicas
altamente desejadas. De forma semelhante, IMA 029 teve notas baixas na expressao ao
longo de desenvolvimento e expressdo na maturacdo do pdlen. Foi escolhido pelas

mesmas razdes que o promotor IMA 017.

Com relagdo ao tamanho total do promotor, apenas IMA 014 ndo obteve nota

maxima, entretanto ao final todos os promotores foram sintetizados com o mesmo
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tamanho (1000 pb). Considerou-se que 1000 pb a montante da regido codificante
conteriam os elementos regulatdrios suficientes para a promogao da transcri¢ao de forma
eficiente. Estes elementos regulatorios foram preditos na analise realizada pela

Evogene®.

Dentre todos os critérios avaliados, foi primordial que os promotores ndo
dirigissem a expressdo em raiz- todos os promotores tiveram nota maxima. Dos demais
critérios, o que mais diferiu entre os promotores foi a expressdo ao longo da maturagao
do podlen. A avaliagdo deste critério foi especialmente importante porque a expressao
especificamente na fase reprodutiva foi a que norteou a escolha dos promotores. Contudo,
a expressdo na antera gera questdes associadas a biosseguranca devido ao risco de
impacto sob a populacdo de insetos polinizadores, especialmente abelhas. Neste sentido,
os promotores IMA 001, IMA 010, IMA 027, IMA 030 e IMA 036 (todos provenientes

de algoddo) apresentaram maior especificidade temporal.
3.2 Ensaios histoquimicos de gus com A. thaliana

Um dos mais importantes critérios estabelecidos para a escolha dos promotores
na avalia¢do in silico foi a auséncia de expressdo em raiz e, incialmente todos os
promotores escolhidos se encaixavam (Tabela 3). Entretanto, nos ensaios com
Arabidopsis isto ndo foi observado (Tabela 5). Com excecao do IMA 017, IMA 030 e
IMA 036, todos os promotores apresentaram expressao em raiz e folha em pelo menos
um individuo. IMA 017, bem como o controle negativo pC3300, ndo apresentou atividade
em nenhum outro tecido avaliado em nenhum dos individuos (Figura 10). IMA 017 foi
também o promotor com a avaliagdo mais baixa na prioriza¢do heuristica (Tabela 3),
resultado que se confirmou nos testes com Arabidopsis. Da mesma forma, IMA 029
recebeu notas baixas em dois critérios e apresentou baixo desempenho nos ensaios
histoquimicos: sete individuos ndo tiveram atividade em nenhum dos 6rgdos e, apenas
um individuo apresentou atividade em todos os 6rgaos, entretanto em nivel baixo. Outros
dois tiveram expressdes pontuais. IMA 036 seguiu o mesmo padrdo com apenas um

individuo que apresentou expressdo com baixa intensidade em folha.

Os promotores IMA 010 (intensidade média), IMA 027 (intensidade baixa) e
IMA 029 (intensidade baixa) apresentaram expressdo em raiz em apenas um dos
individuos. Especialmente na avaliagdo do promotor IMA 027, este resultado ndo

corrobora com a avaliacdo in silico (Tabela 3 e Figura 11), tendo em vista que este era
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um dos promotores mais promissores € de melhor avaliagdo em todos os critérios. IMA
001 também estava neste grupo de promotores com maior potencial de especificidade
tecido-temporal. Nos ensaios histoquimicos com Arabidopsis observou-se que este
promotor foi capaz de dirigir altos niveis de expressdao em flor e silica, como previsto.
Entretanto, também apresentou atividade em tecidos vegetativos — folha em alta
intensidade e raiz em baixa intensidade, na maior parte dos individuos avaliados. O seu
desempenho pode ser comparado ao do controle positivo CaM V35S em intensidade e em

perfil constitutivo.

Se for tragada uma comparagdo entre o promotor CaMV35S (Figura 12) e o
promotor IMA 001 (Figura 13), observa-se que quatro individuos da progénie do
CaMV35S apresentaram expressao em todos os tecidos avaliados, enquanto na progénie
de IMA 001, foram seis individuos. Estes também apresentaram expressdao em verticilos
florais e silica. Devido as dificuldades associadas ao tamanho da flor de Arabidopsis, ndo
houve separacdo dos verticilos masculinos e femininos, portanto a avalia¢ao foi feita de
forma global. Em raiz, nas progénies de ambos os promotores, sete individuos
apresentaram expressdo - CaMV35S em alta intensidade e IMA 001 em baixa

intensidade.

Outro promotor que apresentou forte expressao foi o IMA 006, que na avaliacio
in silico s6 recebeu nota abaixo de cinco em um critério — expressdo na maturagao do
poélen. No ensaio com Arabidopsis, trés individuos apresentaram alta expressdo
constitutiva em todos os tecidos assim como o controle CaMV35S e, diferente dos demais
promotores, um dos individuos apresentou expressdo somente em flor e silica mostrando
um padrao tecido-especifico como era desejado. Outros cinco individuos ndo tiveram

expressdo em nenhum 0rgdo e apenas um apresentou expressao baixa somente em folha.

IMA 010 e IMA 014 apresentaram apenas dois individuos com expressdo na
maioria ou em todos os orgaos. IMA 014 apresentou ainda outros dois individuos com
expressdo somente em folha e flor, o que foi observado também no IMA 030, apenas
quatro individuos mostraram expressao e, em todos os casos, somente em folha e flor e
em niveis baixos. IMA 030 também estava entre os promotores com maior potencial
tecido-especifico e com avaliagdo alta em todos os critérios in silico. IMA 025 (Figura
14) foi o inico promotor proveniente de Arabidopsis. No ensaio histoquimico apenas dois

individuos tiveram expressdo constitutiva e comparavel ao controle positivo CaMV35S.
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Outros dois individuos apresentaram expressdo mediana e destes, apenas um ndo
apresentou expressao na raiz. Os demais individuos ndo tiveram expressao em nenhum

dos orgaos avaliados.

Em uma andlise dos promotores como um todo, ndo foi observado o mesmo
padrdo de expressdo em flor e em silica. No controle CaMV35S, a atividade do gene gus
em silica foi menor do que em flor nos quatro individuos que tiveram expressao. IMA
010 seguiu o mesmo perfil de reducdo da atividade do gene gus da flor para a silica e no
IMA 025 a atividade foi igual em ambos os 6rgdos. De uma maneira geral, a folha foi o
orgdo que teve o maior nivel de expressdo se comparado aos demais considerando a
avaliagdo em todos os promotores. Nao foi observada relacao entre a previsdo heuristica
dos promotores e os resultados do ensaio histoquimico com Arabidopsis. Sendo assim,

nenhum dos promotores avaliados apresentou atividade tecido-especifica.

Tabela 5. Intensidade da expressdo do gene gus sob controle dos promotores IMA em folha, flor, silica e raiz de dez plantas de A. thaliana

transformadas*
Plantas
Vetores
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Folha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pC3300 ooy 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(controle - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
negativo)
Raiz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Folha 0 4 0 4 0 4 1 0 4 0
pCe330l - ook 0 3 0 3 0 3 0 0 3 0
(controle - 0 4 0 4 0 4 0 0 4 0
positivo)
Raiz 1 4 0 4 0 ] ] 4 4 0
Folha 4 4 0 3 3 0 4 2 0 4
Flor 2 2 0 2 3 0 2 1 0 4
IMA 001
Silica 3 2 0 3 3 0 2 0 0 4
Raiz 2 ] 0 ] ] 0 ] 0 1 ]
Folha 0 0 3 4 0 1 0 0 4 0
IMA 006 | Flor 3 0 4 4 0 0 0 0 3 0
Silica 4 0 3 3 0 0 0 0 4 0
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Silica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Raiz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* O vetor pC3300 (sem o gene gus) foi usado como controle negativo ¢ o pC3301 como controle positivo (gene gus sob controle do promotor
CAMV35S).
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Figura 10. Expressdo do gene gus sob controle do promotor IMA 017 em folha,
flor, silica e raiz de 4. thaliana transformada com o vetor pC3301IMAO17pro.
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Figura 11. Expressao do gene gus sob controle do promotor IMA 027 em folha, flor,
silica e raiz de 4. thaliana transformada com o vetor pC3301IMA027pro.
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Figura 12. Expressdo do gene gus sob controle do promotor CaMV35S em folha,

flor, silica e raiz de 4. thaliana transformada com o vetor pC3301.
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Figura 13. Expressao do gene gus sob controle do promotor IMA 001 em folha, flor,

silica e raiz de A. thaliana transformada com o vetor pC3301IMA001pro.
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Figura 14. Expressao do gene gus sob controle do promotor IMA 025 em folha,

flor, silica e raiz de 4. thaliana transformada com o vetor pC3301IMA025pro.

3.3 Avaliagdo de resultados com ensaios histoquimicos com G. hirsutum

No intuito de avaliar a atividade do gene gus sob controle dos diferentes
promotores na planta alvo comparar com os resultados tanto da andlise in silico quanto
dos ensaios realizados com 4. thaliana como planta modelo, os testes em algodao foram
realizados com cada tecido individualmente. Os resultados estdo agrupados em tecidos

vegetativos, verticilos florais, fruto e semente.
3.3.1 Tecidos vegetativos

A expressao do gene gus sob controle do CaMV35S, usado como controle
positivo, foi alta em todos os tecidos vegetativos — folha, peciolo e radicula (Tabela 6 e
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Figura 15). Com expressdo equivalente ao controle, IMA 001 foi o promotor IMA que
apresentou o maior nivel de expressao tanto em folha quanto peciolo (Figura 16). Em
radicula, a expressdo foi mais baixa do que a do CaMV35S e equivalente a dos
promotores IMA 014, IMA 027 e IMA 030. O menor nivel de expressao foi observado
nos promotores IMA 025 e IMA 036. Por outro lado, IMA 006, IMA 010, IMA 017 e
IMA 029 nao tiveram expressiao, bem como o controle negativo.

Tabela 6. Expressdo do gene gus sob controle dos promotores IMA, controle positivo e negativo em folha, peciolo e

radicula de G. hirsutum e expressos em escala de nota (0 - auséncia total de area azul até 4 - maior area azul observada)

Promotor Folha Peciolo Radicula
CaMV35S 4 3 3
(controle positivo)
IMA 001 2 3 2
IMA 006 0 0 0
IMA 010 3 1 0
IMA 014 0 0 2
IMA 017 0 0 0
IMA 025 1 0 1
IMA 027 1 0 2
IMA 029 0 0 0
IMA 030 0 0 2
IMA 036 0 0 1
Controle negativo 0 0 0

Figura 15. Expressao do gene gus sob controle do promotor CaMV35S em A: folha, B:

Peciolo e C: radicula de G. hirsutum transformados com o vetor pUC35SGUS.
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Figura 16. Expressdo do gene gus sob controle do promotor IMA 001 em A: folha,
B: Peciolo e C: radicula de G. hirsutum transformados com o vetor
pIMAOO1proGUS.

Se for tragado um paralelo entre os ensaios de Arabidopsis com os de algodao,
IMA 017 em tecidos vegetativos de ambas as espécies seguiu o mesmo padrdo e nao
mostrou atividade. O promotor IMA 006 também nao mostrou atividade em nenhum dos
tecidos avaliados de algodao, resultado que difere dos ensaios de Arabidopsis em que este

promotor dirigiu alto nivel de expressao em folha e raiz.

Por outro lado, IMA 001 seguiu o mesmo perfil constitutivo em ambas as
espécies, confirmando ndo ter nenhuma especificidade de tecido, diferente do previsto in
silico (Tabela 3, Tabela 6 e Figura 16). Os promotores IMA 027, IMA 030 ¢ IMA 036
também estavam entre os que tinham o maior potencial tecido e temporal-especifico. Nos
ensaios com algoddo, IMA 027 teve resultados semelhantes aos de Arabidopsis, com
expressdo baixa tanto em folha quanto em raiz. J& as analises do gene gus dirigido pelos
promotores IMA 030 e IMA 036 apresentaram resultado oposto ao do ensaio com
Arabidopsis: IMA 030 e IMA 036 foi observado expressao somente em raiz de algodao
(Figura 17), enquanto em Arabidopsis foi observada expressdo somente em folha. Em
nenhum dos trés promotores houve expressao em peciolo. Neste tecido, somente IMA
001 (nivel alto) e IMA 010 (nivel baixo) dirigiram expressdo. Em Arabidopsis, IMA 010
teve ainda alta expressao em raiz, o que nao foi observado em algodao. IMA 025, o inico
promotor proveniente de Arabidopsis, nao foi capaz de dirigir expressdo em alto nivel
nos tecidos vegetativos de algoddao como foi observado em tecidos de Arabidopsis (Figura
18). Os resultados de IMA 006, IMA 010 e IMA 025 vao de encontro do que foi previsto

in silico, tendo em vista que a avalia¢do dos trés promotores nesta etapa foi promissora.

Figura 17. Expressdo do gene gus sob controle do promotor A:
IMA 030 ¢ B: IMA 036 em radiculas de algodao.
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Figura 18. Expressao do gene gus sob controle do promotor IMA
025 em tecidos vegetativos de algodoeiro (A: folha, B: peciolo e
C: radicula)

3.3.2 Verticilos florais

Os verticilos florais - estigma, antera, ovario e pétala, e também o botdo floral,
foram avaliados (Tabela 7). De todos os promotores IMA testados e do controle positivo,
apenas IMA 001 e IMA 010 dirigiram a expressdo do gene gus em todos os tecidos
avaliados nesta categoria. Somente o controle negativo ndo teve atividade em nenhum
dos tecidos. Os promotores IMA 014, IMA 027, IMA 029, IMA 030 ¢ IMA 036
mostraram expressdo pontual, apenas em um tecido e em nivel baixo, excetuando IMA

036 que teve alta expressao no botao floral.

Em estigma, ndo foi observada expressao do gene gus sob o controle de nenhum
dos promotores, ou seja, a estrutura exposta ao bombardeamento ndo apresentou nenhum
sinal de expressdo. Os pontos azuis observados referem-se aos graos de poélen depositados
sob a estrutura do estigma no momento da coleta — antese (flor branca) (Figura 19).
Devido a este fato, a avaliagdo desta estrutura foi considerada inconclusiva.

Tabela 7. Expressdo do gene gus sob controle dos promotores IMA, controle positivo e

negativo em antera, ovario e radicula de G. hirsutum transformados e expressos em

escala de nota (0 - auséncia total de area azul até 4 - maior area azul observada).

Promotor Antera Ovario Botao floral
CaMV3sS

(controle 4 0 4
positivo)

IMA 001 2 2 4
IMA 006 0 0 4
IMA 010 1 4 4
IMA 014 0 0 2
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IMA 017 0 1 1
IMA 025 2 0 3
IMA 027 0 0 2
IMA 029 0 0 0
IMA 030 0 2 0
IMA 036 0 0 3
Controle

0 0 0
negativo

Figura 19. Expressao do gene gus sob controlé dos promotores A: CaMV35S, B: IMA 010 e C: IMA 017 em seccdo do
estigma da flor de algodoeiro coletada no estagio de antese.

Na antera, o maior nivel de expressdo observado foi no controle positivo
CaMV35S (Figura 20) e, dentre os promotores IMA, nenhum apresentou atividade na
mesma intensidade. O nivel mais alto foi observado nos promotores IMA 001 e IMA 025
que, em testes com Arabidopsis (Tabela 5), também apresentaram atividade em flor. Na
priorizacdo heuristica, a expressao na maturacao do pdlen (Tabela 3) era indesejada e foi
o critério que teve maior divergéncia de nota entre os promotores selecionados. Nesta
avaliagdo, IMA 001 estava entre os que dirigiram menor nivel de expressdo, assim como
IMA 027, IMA 030 e IMA 036. Entretanto em testes com anteras de algodao (Tabela 7),
somente IMA 001 apresentou atividade. IMA 025, recebeu nota trés na avaliagdo in silico
e apresentou atividade alta em anteras de algodao, confirmando o previsto (Figura 20).
IMA 010 recebeu a mesma nota no critério expressdo na maturacdo do polen, mas
apresentou atividade baixa em antera. Nao foi observada expressdo do gene gus no
controle negativo. Os resultados dos promotores IMA apontam para uma divergéncia
entre o resultado dos testes in silico e a validagdo na espécie-alvo. A avaliagdo
comparativa da expressdo do gene gus em flor de Arabidopsis e de algodao nao pdde ser

feita de forma detalhada, tendo em vista que a flor de Arabidopsis ndo foi seccionada.
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Figura 20. Expressao do gene gus sob controle dos promotores A: CaM V35S, B: IMA 001, C: IMA 010 e D:
IMA 025 em anteras de flor de algodoeiro coletada no estagio de antese.

Em ovario (dados ndo apresentados em foto), a maioria dos promotores, bem
como o controle negativo, ndo apresentou atividade. Diferente dos resultados de antera,
IMA 010 foi o promotor com maior atividade, inclusive comparavel ao CaMV35S,
utilizado como controle positivo e que teve expressdao pontual neste 6rgao. IMA 001 e
IMA 030 apresentaram expressao em menor intensidade do que IMA 010 e, IMA 017 foi
o promotor com o nivel mais baixo. Em testes com Arabidopsis, este promotor ndo
mostrou expressdo em nenhum dos tecidos avaliados e, na avaliagdo in silico, foi o
promotor com a avaliacdo mais baixa (Tabela 3). IMA 025, promotor proveniente de

Arabidopsis e com atividade em antera, ndo mostrou expressao em ovario.

No botao floral, apenas IMA 029 e IMA 030 nao tiveram atividade, bem como
o controle negativo (Tabela 7). A expressdo do gene gus sob controle do CaM V35S, foi
alta. A atividade dos promotores IMA 001, IMA 006 ¢ IMA 010 foi equivalente a do
controle positivo (Figura 21). Os resultados do promotor IMA 010 em botao floral e em
ovario foram semelhantes e confirmam a previsdo de que a expressdo seria mantida ao
longo do desenvolvimento reprodutivo (Tabela 3). IMA 025 ¢ IMA 036 tiveram

expressao mais baixa e IMA 014 teve a menor atividade observada.

Figura 21. Expressdo do gene gus sob controle dos promotores A: CaM V35S, B: IMA 001, C:
IMA 006 ¢ D: IMA 010 em secgdes de botdo floral de algodoeiro.

3.3.3 Fruto

A avaliacdo do fruto foi realizada em dois estagios — inicial e final, observando
nas secgdes, a coloracdo da fibra e a presenca de pontos azuis em todas as partes expostas
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ao bombardeamento - fibra, carpelo, semente e pericarpo. Foram também realizados
testes individualizados com fibra e carpelo. Os resultados de fibra foram inconclusivos
(dados ndo apresentados) e no carpelo, apenas o promotor CaMV35S, utilizado como
controle positivo, apresentou expressdo em nivel baixo na parte interna (Figura 22).
Tabela 8. Expressdo do gene gus sob controle dos promotores IMA, controle positivo e
negativo em fibra, carpelo, semente e pericarpo de dois estagios de desenvolvimento

do fruto de G. hirsutum e expressos em escala de nota (0 - auséncia total de area azul

até 4 - maior area azul observada)

Estagio Estagio
Promotor Pericarpo
inicial final
CaMV3sS
(controle 3 4 0
positivo)
IMA 001 0 4 0
IMA 006 3 2 2
IMA 010 2 4 2
IMA 014 2 1 0
IMA 017 1 3 0
IMA 025 2 0 0
IMA 027 1 2 0
IMA 029 2 3 0
IMA 030 1 1 0
IMA 036 1 2 0
Controle
0 0 0
negativo
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Figura 22. Expressdo do gene
gus sob controle do promotor
CaMV35S no carpelo do fruto de
algodoeiro transformado com o
vetor pUC35SGUS

Em frutos no estdgio inicial, o maior nivel de expressdo do gene gus foi sob o
controle dos promotores CaMV35S predominantemente na fibra e IMA 006, na fibra e
no carpelo, o que confirma os resultados de expressdo do gene gus em silica de
Arabidopsis (Figura 23 e Tabela 4). O promotor IMA 010 apresentou pontos azuis na
parte interna do carpelo, entretanto com menor atividade em fibra. Junto com ele, IMA
014, IMA 025 e IMA 029 também tiveram o mesmo nivel de expressdo somente na fibra,
mas sem atividade em outras partes. Na semente, apenas IMA 025 apresentou pontos
azuis (Figura 24). IMA 001 foi o unico promotor que ndo apresentou coloracdo em
nenhuma das partes analisadas, assim como o controle negativo. Excetuando IMA 006 e
IMA 027, os demais promotores ndo mostraram relacdo entre a expressdo em silica de
Arabidopsis e nos frutos de algodao. Nao foi observada relacdo entre a expressdo do gene
gus no ovario (Tabela 7) e, no fruto em fase inicial de desenvolvimento (Tabela 8) como
havia sido previsto, tendo em vista que um dos principais critérios para a escolha dos

promotores foi o alto nivel de expressao constitutiva em flor e frutos jovens.

Figura 23. Expressdo do gene gus sob controle do promotor A:
CaMV35S, B: IMA 006 ¢ C: IMA 010 em frutos de algodoeiro no

estagio inicial de desenvolvimento.
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Figura 24. Expressdo do gene
gus sob controle do promotor
IMA 025 observada na
semente no fruto de
algodoeiro em estagio inicial

de desenvolvimento.

No estagio final de desenvolvimento, os promotores IMA 001 ¢ IMA 010
tiveram expressao semelhante a do promotor CaMV35S em fibra e no pericarpo (Figura
25). IMA 017 e IMA 029 tiveram atividade inferior a do controle, entretanto o promotor
IMA 017, além de ter expressdao em fibra também apresentou atividade em pericarpo. A
maioria dos promotores dirigiu maior expressao do gene gus no fruto no estagio final se
comparado ao estdgio inicial de desenvolvimento. O promotor IMA 027 mostrou
aumento, entretanto em nivel baixo, assim como IMA 036. Por outro lado, IMA 006 e
IMA 014 tiveram reducdo do nivel de expressdo. IMA 030 teve manutencdo da baixa
atividade nos dois estagios e IMA 025 foi o Unico promotor que ndo dirigiu expressao,

bem como o controle negativo.

Figura 25. Expressao do gene gus sob controle do promotor A: CaMV35S, B:
IMA 006 ¢ C: IMA 010 em frutos de algodoeiro no estagio final de

desenvolvimento

Em uma comparagdo da expressdo do botdo floral ao fruto em estagio final
(Tabela 7 e Tabela 8), ainda que com redu¢do no estagio inicial de desenvolvimento, os
promotores CaM V35S, IMA 010, IMA 017, IMA 027 e IMA 036 se encaixam em um
padrdo desejavel, tendo em vista que o foco deste estudo ¢ o controle do bicudo do

algodoeiro. Se este resultado for comparado com os resultados da etapa de ensaios in
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silico, sdo observadas controvérsias. O promotor IMA 017 recebeu a nota mais baixa
(dois) no critério expressdo ao longo do desenvolvimento contudo mostrou manutengao
da expressdo, mesmo em nivel baixo. J& os promotores IMA 001, IMA 006, IMA 014,
IMA 025, IMA 029 e IMA 030 em que a manutencao da expressao era esperada, ndo foi
observada (Tabela 3).

3.3.4 Semente

Os ensaios foram realizados inicialmente com semente madura e trés tecidos
foram testados: endosperma, cotilédone e embrido. Dentre os promotores que tiveram
expressdo, ndo foi observado o mesmo padrio nos trés tecidos (Tabela 9). Com excecdo
de IMA 014 e IMA 017, os demais promotores apresentaram atividade em embrido, sendo
que em 50% deles, a atividade foi equivalente a do controle CaMV35S.

Tabela 9. Expressdo do gene gus sob controle dos promotores IMA, controle positivo e

negativo em endosperma, cotilédone e embrido de sementes maduras de G. hirsutum e

expressos em escala de nota (0 - auséncia total de area azul até 4 - maior area azul

observada).

Promotor Endosperma | Cotilédone Embriao
CaMV3sS

(controle 4 4 4
positivo)

IMA 001 0 1 1
IMA 006 1 4 4
IMA 010 4 2 4
IMA 014 0 0 0
IMA 017 0 0 0
IMA 025 0 0 4
IMA 027 0 0 4
IMA 029 1 0 2
IMA 030 3 1 1
IMA 036 3 3 4
Controle

0 0 0

negativo

Dentre os promotores IMA, a expressdo mais alta foi do gene gus sob o controle

do promotor IMA 036 (Figura 26B). No endosperma e no cotilédone, a atividade foi mais
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baixa que a do controle positivo CaMV35S (Figura 26A) e no embrido foi equivalente.
Os promotores IMA 006 ¢ IMA 010 (Figura 26C e D) também apresentaram alta
expressdo no embrido, comparavel com IMA 036. Em ambos os promotores houve
atividade também no endosperma e no cotilédone em nivel mais baixo. IMA 030

apresentou niveis mais baixos de expressao, sendo o mais alto observado no endosperma.

Por outro lado, IMA 001 teve atividade baixa em cotilédone ¢ embrido e, IMA
029, teve atividade baixa em endosperma e embrido. IMA 025 (Figura 27) e IMA 027
tiveram alta expressdo no embrido, contudo em endosperma e cotilédone ndo foi
observada nenhuma atividade. IMA 014 e IMA 017, bem como o controle negativo nao

dirigiram expressao em nenhuma das partes da semente.

Figura 26. Expressdo do gene gus sob controle do promotor A e B: Cal(/IV3SS, CeD: IMA 036, E e F:IMA 006 ¢ G e H:

IMA 010 no cotilédone, embrido e endosperma de sementes maduras de algodoeiro.

¥

Figura 27. Expressdo do gene gus sob controle do promotor IMA 025 no A: embrido,

B: cotilédone e C: endosperma de sementes maduras de algodoeiro.

Ap6s a realizacdo dos testes com semente madura, fruto e verticilos florais, os
resultados foram analisados e os promotores IMA 006, IMA 010, IMA 027, IMA 030 e
IMA 036 escolhidos para a realizagdo dos testes com quatro estagios de desenvolvimento

da semente imatura (Tabela 10 e Figura 28). Todos os promotores escolhidos tiveram
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atividade baixa ou nula em tecidos vegetativos e na antera. Com exce¢do de IMA 030

apresentaram também atividade em botao floral e na semente, principalmente no embrido.

Nenhum dos promotores apresentou expressao em todos os estagios. No controle
positivo CaM V35S a expressao foi aumentando com o desenvolvimento da semente, com
excecdo do quarto estagio que ndo teve expressao. Dos promotores IMA, o que apresentou
expressao ao longo do desenvolvimento foi IMA 010, com maior taxa de expressao no
estagio 2, em que foi observada atividade no embrido e no cotilédone. Assim como no
ensaio com semente madura (Tabela 9), a maior taxa foi em embrido. IMA 006, IMA 027
e IMA 030 dirigiram a expressdo somente na ultima fase de desenvolvimento, com
predominancia no embrido e em nivel baixo. IMA 036 teve expressdo nos ultimos dois
estagios de desenvolvimento e em nivel baixo.

Tabela 10. Expressdo do gene gus sob controle dos promotores IMA, controle positivo e negativo em
sementes imaturas de G. hirsutum coletadas de frutos de quatro estagios de desenvolvimento (15 mm, 20

mm, 25 mm e 30 mm de didmetro) e expressos em escala de nota (0 - auséncia total de area azul até 4 -

maior area azul observada).

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4
Promotor
(15 mm) (20 mm) (25 mm) (30 mm)
CaMV3sS
(controle 1 2 4 0
positivo)
IMA 006 0 0 0 2
IMA 010 0 3 1 1
IMA 027 0 0 0 1
IMA 030 0 0 0 2
IMA 036 0 0 2 1
Controle
0 0 0 0
negativo

Figura 28. Expressdo do gene gus sob o controle dos promotores A — E: CaM V35S e F-1: IMA 010 62

em quatro fases de desenvolvimento da semente imatura de algodoeiro.



4 DISCUSSAO

A busca por novos promotores tem sido intensificada, levando em consideragao
a avaliacdo de um amplo espectro de alternativas de atividades e padrdes temporais de
expressdo, as quais podem aumentar significativamente o sucesso da aplicacdo da
tecnologia do DNA recombinante na geragdo de plantas GM, resultando na melhor
combinagdo entre a frequéncia de transformacdo e na obtengdo do fendtipo pretendido
(Beringer et al., 2017). Além disso, em cassetes de expressao multipla a utilizacdo de
diferentes promotores ¢ considerada uma boa estratégia no sentido de evitar o
silenciamento génico causado pela homologia de sequéncia, que ocorre quando o mesmo
promotor ¢ usado no controle da expressdo de varios transgenes (Potenza et al., 2004).
Portanto, existe uma grande relevancia no estudo de isolamento e caracteriza¢ao de novos
promotores. Atualmente, varias fontes tém sido desenvolvidas, mas somente uma

pequena parcela ¢ efetiva e amplamente utilizada.

No intuito de encontrar novos promotores, provenientes de planta e com perfil
tecido-especifico, foram selecionados para este estudo dez genes com expressdo
preferencial em verticilos florais e frutos de algodao. Os promotores IMA 001, IMA 006,
IMA 010, IMA 014, IMA 017, IMA 029, IMA 030 e IMA 036 foram isolados de genes
de algodao e, IMA 025, de Arabidopsis. Todos foram testados quanto a capacidade de
dirigir expressdo do gene gus em tecidos de Arabidopsis e avaliadoss em algodao,
espécie-alvo. Segundo Hou et al. (2016), usar o padrao de expressdo para determinar se
os promotores sdo tecido-especificos ou induziveis tem consideravel importancia na
pratica, tendo em vista que a restrigdo da expressdo genética a determinadas condi¢des
e/ou tecidos eliminaria a sobrecarga desnecessaria no metabolismo da planta como um

todo.

No que diz respeito as caracteristicas dos promotores selecionados para este
estudo, todos tém o mesmo tamanho (1 kb). Sdo preferidos promotores de 0,5 a 2 kb
upstream ao sitio de inicia¢do da transcri¢do, ou seja, as menores sequéncias que tenham
alta atividade transcricional e resultem no perfil transgénico desejado sdo de extrema
relevancia para o desenvolvimento de vetores compactos de transformacao de plantas.
Sabe-se ainda que o tamanho ¢ diretamente associado a atividade do promotor, bem como
a presenca ou auséncia de elementos regulatorios in cis neste fragmento determinam sua

performance. Determinar o menor tamanho do promotor tem impacto positivo na
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otimizagdo da construgdo promotor-gene (Pandiarajan e Grover, 2018; Basso et al. 2020;

Corte et al., 2020; Alok et al., 2020).

Dentre os critérios in silico utilizados para escolha dos promotores incluimos a
expressao na raiz e expressao ao longo da maturag@o do polen, que foram utilizados para
descartar promotores que dirigiam a expressdo nestes Orgdos. Isto porque, faz-se
necessario mensurar os potenciais impactos de cultivos GM em organismos ndo-alvo e
garantir a seguranca alimentar (Li et al., 2013). Neste sentido, de acordo com as analises
in silico, nenhum dos promotores escolhidos dirigia a expressdo em raiz, o que foi
confirmado nos ensaios de Arabidopsis apenas nos testes com os promotores IMA 017,
IMA 030 e IMA 036 e, nos testes de validagao em algodao com os promotores IMA 001,
IMA 014, IMA 025, IMA 027, IMA 030 ¢ IMA 036. Mandal et al. (2020) advertem
também sobre a necessidade de se avaliar o impacto da expressdo do transgene no solo e
na microbiota associada. Contudo, ndo hé relatos de impacto negativo de cultivos GM

sobre a biota do solo (Mathe e Antofie, 2020).

Dentre todas as caracteristicas, a expressao na maturacao de pdlen foi a que teve
a maior divergéncia entre os promotores na avaliacdo heuristica. Em anteras de
algodoeiro, promotores inicialmente considerados potenciais como IMA 001 tiveram alta
atividade e, promotores com notas mais baixas como IMA 010 mostraram menor
intensidade. A avaliagdo da expressdo de um determinado gene nos graos de polen ¢é
essencial devido a possibilidade de ocorréncia de efeitos ndo-alvo em insetos
polinizadores, em especial abelhas produtoras de mel, e inimigos naturais que sdo
essenciais para manter a estabilidade nos agrossistemas (Ricroch et al., 2018; Souza et

al., 2019).

A expressao ao longo do desenvolvimento também foi avaliada, tendo em vista
que a regulacdo da expressdo do transgene no tecido e durante a fase de desenvolvimento
em que ocorre o ataque de uma determinada praga ¢ requerida para minimizar os efeitos
indesejados na fisiologia da planta como um todo (Dubey et al., 2018). A maioria dos
promotores escolhidos, com exce¢do de IMA 017 e IMA 029, apresentavam grande
potencial tecido e temporal-especifico nos testes in silico, entretanto os resultados de

ensaios histoquimicos com Arabidopsis foram divergentes.

O promotor IMA 001, que estava entre os que receberam a melhor avaliagao na

priorizacao heuristica, apresentou em Arabidopsis alto nivel de expressdo em flor e silica
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como previsto, entretanto, a atividade também foi alta em folha e baixa em raiz. Em
compara¢do com o controle positivo CaM V35S, nos ensaios com Arabidopsis, IMA 001
apresentou mais individuos da mesma progénie com expressao em todos os tecidos, o que
define seu padrao constitutivo. Resultado semelhante foi encontrado por Bao et al. (2015)
em testes com o promotor GhEFIAI.7 isolado de algodao e com potencial tecido-

especifico inicialmente, mas quando testado em tabaco mostrou-se constitutivo.

A despeito do perfil constitutivo, IMA 001 ¢ um promotor potencial por ter sido
isolado de planta e ter caracteristicas desejadas de baixa atividade na raiz e na antera -
perfil confirmado em testes com algodoeiro. A sua utilizagdo em cassetes de expressdo
tende a causar menos efeitos indesejados e anomalias no fendtipo, caracteristicas
observadas com o uso do promotor CaMV35S proveniente de virus - ha relatos na
literatura de efeito de silenciamento pds-transcricional, reducdo da habilidade da célula
de reconhecer sequéncias como estranhas e inativa-las, além da redugdo na aceitagdo do
produto pelo publico consumidor (Jiang et al., 2018). Em milho, ha também relatos de
aumento da frequéncia de transformag¢ao com a utilizagdo de promotores de planta quando
comparados a constru¢cdes em que foram utilizados promotores provenientes de virus

(Beringer et al., 2017).

Especificamente em algoddo transformado com construgdes que continham o
promotor CaM V35S, foram observados fen6tipos anormais com magas menores do que
o observado em plantas silvestres. Foi demonstrado também que a expressao dirigida pelo
CaMV35S ¢ observada na maioria das células e tecidos, contudo os niveis de expressao
sdo influenciados pela fisiologia do algoddo durante o desenvolvimento e por fatores

ambientais (Wang et al., 2016).

Na comparagdo entre a avaliagdo in silico como um todo e os testes
histoquimicos com Arabidopsis, vérios resultados vao de encontro ao previsto, revelando
que nenhum dos promotores apresentou atividade tecido-especifica esperada. Em
progénies de promotores como IMA 010, IMA 017, IMA 027, IMA 029, IMA 036 e
também IMA 025 (proveniente de Arabidopsis), a maioria ou nenhum dos individuos
mostrou expressdo. Em uma avaliag¢do global, considerando todos os 6rgaos avaliados, a
folha foi o que teve maior nivel de expressdo. A observagdo in vifro constitui um
importante passo na verificagdo da funcionalidade dos novos promotores identificados,

no sentido de confirmar o que foi previsto in silico. As divergéncias observadas podem
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ser devido as diferencas na rede regulatoria que permite a identificagdo dos genes
envolvidos e a validacdo, que prové evidéncias de relevancia funcional (Haque et al.,

2019).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade tecido-especifica dos promotores
isolados de tecidos florais e frutos jovens no intuito de utilizd-los em construgdes que
visam a resisténcia ao bicudo-do-algodoeiro. Nas ultimas décadas, varios grupos de
pesquisa tém tentado, por meio da inser¢do de genes endogenos, produzir algodao
resistente aos mais diversos insetos-praga. Carriere et al. (2015) mostraram que a
piramidacao de dois ou mais entomotoxinas Cry tendo como alvo o mesmo inseto ¢ uma
estratégia potencial. Chakrabarty et al. (2020) observaram atividade inseticida de
proteinas Vip de bactérias entomopatogénicas em espécies do género Gossypium. Apesar

dos esforgos, ainda ndo ha uma estratégia eficaz no controle do bicudo-do-algodoeiro.

Os promotores selecionados para este estudo, foram avaliados em diferentes
tecidos de algodao, espécie-alvo, com o objetivo de prover uma resposta direta sobre a
fase de desenvolvimento e localizagdo da expressao do gene gus dirigido por cada um dos
promotores. Na maior parte dos testes em diferentes tecidos, os resultados apontaram
diferengas entre a expressdo em Arabidopsis e algoddao. Ha relatos semelhantes na
literatura com outras espécies: o promotor MdANS1 apresentou alto nivel de atividade em
orgdos reprodutivos em magd e baixo em tabaco, o que segundo os autores, pode ser
devido as diferencas no tipo de desenvolvimento do fruto das duas espécies. O promotor
do gene LePDS de tomate teve alta atividade em tomate e baixa em tabaco nos 6rgaos em
que nao foram encontrados cromoplastos (Kim et al., 2006; Corona et al., 1996). Espécies
ndo relacionadas podem nao ter todos os fatores de transcrig@o que se ligam aos elementos
regulatorios do promotor e que sdo necessarios para modular os niveis de transcri¢do

(Corte et al., 2020).

Ao longo do desenvolvimento do fruto de algodoeiro, a expressao do gene gus
variou — nos promotores IMA 006, IMA 014 e IMA 025 houve reducdo da atividade e
nos demais, incluindo o controle CaMV35S, houve manuten¢do ou aumento expressivo
do estagio inicial (20 DAP) e o estagio final (42 DAP). Entre ovario e fruto em estagio
inicial também houve variagdo na expressdo, o que sugere que a atividade ¢ regulada pelo
estagio de desenvolvimento, entretanto nem todos os promotores foram capazes de dirigir

a expressao no momento em que era esperado — o objetivo deste estudo foi caracterizar
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promotores capazes de dirigir a expressdao em verticilos florais femininos e frutos no
estagio inicial. Esta ¢ a fase considerada de transi¢ao do crescimento das células da parede
secundaria para o inicio da desidratacdo e maturagdo do fruto e também preferencial para

o ataque do bicudo do algodoeiro (Ritchie et al., 2004).

Esta variagdo no desenvolvimento ja foi observada em genes sob controle de
outros promotores. Yakoob et al. (2020) relataram aumento gradual do padrio de
expressao do gene CpEXPA I sob controle do promotor tecido-especifico GhSCFP na fase
de 1 DPA a 18 DPA do desenvolvimento de fruto do algodoeiro. Essa manutencdo da
expressao ao longo do desenvolvimento ¢é considerada relevante. Alguns estudos mostram
que o promotor desempenha um papel importante no declinio da expressdao, como ¢ o
caso do gene CrylAc sob o controle do CaMV35S que ¢ atribuida a metilagdo do
promotor (Siddiqui et al, 2019). Para a maioria das variedades comercializadas de algodao
Bt, um alto nivel da toxina ¢ expresso no inicio da fase de desenvolvimento, mas decai

significativamente com a idade da planta (Wang et al., 2016).

De todos os promotores avaliados e considerando testes em Arabidopsis e a
avaliacdo em tecidos de algodao, os promotores IMA 006 e IMA 010 mostraram-se fortes
e com alto potencial. Estes promotores apresentaram baixa (IMA 010) ou nenhuma (IMA
006) expressao em tecidos vegetativos, auséncia de atividade em raiz e alta expressdo em
verticilos florais femininos, especialmente no botdo floral — comparavel com a do
controle positivo CaMV35S. Em nenhum dos promotores foi observada alta atividade em
antera. E, no fruto, foi observada expressdao em todos os tecidos avaliados nas duas fases
de desenvolvimento. IMA 006 destacou-se por, também, apresentar maior nivel de

expressdo na fase inicial, como era desejado.

Na semente imatura, IMA 010 teve expressdo nos ultimos trés estagios e IMA
006 somente no ultimo estagio, entretanto na semente madura ambos apresentaram
atividade em todos os tecidos. Promotores que tenham atividade na semente podem
desempenhar um papel positivo ndo s6 no controle do bicudo, mas também da lagarta

rosada do algodao (Pectinophora gossypiella), que se alimenta de flores e sementes

(Siddiqui et al., 2019).

Estes resultados mostram que os promotores IMA 006 e IMA 010 tém perfil de
expressao tecido-especifico — foram capazes de dirigir altos niveis de expressdo em

tecidos preferenciais e baixo ou nenhuma expressdo nos tecidos ndo-alvo. Entretanto,
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quando se compara a atividade do gene gus sob controle do promotor act2 (capitulo 1) e
a dos promotores IMA, nenhum foi comparavel em intensidade e nem tampouco em
duragdo. Observa-se que o promotor act2 manteve alta atividade em todos os tecidos e
fases da flor, incluindo pétala, sépala e tricomas (Figuras 4 ¢ 5 — Cap 1) e do fruto de
algodoeiro. Neste sentido, o promotor act2 ¢ mais adequado para dirigir altos niveis de

expressao de genes de resisténcia ao bicudo-do-algodoeiro.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Para a obteng¢do de plantas resistentes ao bicudo-do-algodoeiro ¢ fundamental a
utilizagdo de promotores que dirijam o maior nivel de expressao possivel nos tecidos alvo
da praga com o menor risco de sobrecarga na fisiologia da planta como um todo.

Este estudo caracterizou a expressdo do gene gus dirigido por dez promotores
com atividade potencial tecido-especifica em Arabidopsis com avaliacdo em algodoeiro.
Nao foi observada relacdo do perfil de expressdo em tecidos de Arabidopsis com a
expressdao em tecidos de algodoeiro.

O promotor IMA 001 apresentou perfil constitutivo em algodoeiro, com
atividade semelhante ou superior ao controle positivo CaMV358S. Isto o torna em uma
alternativa potencial de promotor de origem vegetal para manipulacdo genética com
menor risco de obtencao de plantas com fendtipos diferentes dos desejados.

Os promotores IMA 006 e IMA 010 tiveram a maior atividade nos verticilos
florais e mantiveram ao longo do desenvolvimento até a maturag¢do do fruto. Ao mesmo
tempo em que mostraram baixa ou nenhuma atividade em tecidos vegetativos e de raiz.
Isto os torna adequados para o uso em construgdes genéticas que visem melhoramento da
qualidade de aspectos relacionados a flor e ao fruto e aumento de produtividade.

De todas as alternativas avaliadas, o promotor do gene act2 foi o que dirigiu o
maior nivel de expressdo em tecidos-alvo do bicudo-do-algodoeiro.

Para validar a atividade dos promotores IMA sera necessaria a transformacao de
embrides e avaliacdo da expressdo estavel da progénie, de forma a assegurar que a

caracteristica desejada serd expressa adequadamente.
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Efforts have been made to engineer cotton to achieve resistance to the boll weevil, which is one of the most
important pests impacting cotton production in the Americas. The insects feed on flowers and immature cotton
bolls. Strategies for expressing insecticide proteins must be associated with a strong expression in these tissues.
The expression of the gus gene driven by the ACT2 promoter from Arabidopsis thaliana was compared to the

35SCaMV promoter in leaves, roots, petals and fiber of transgenic cotton plants. Fluorometric and histochemical
analyses have shown that the ACT2 promoter produced a strong expression in floral and boll tissues, including
pollen, petals, ovules and fiber. It revealed the potential of using the ACT2 promoter to express genes involved

with boll weevil resistance.

The development of transgenic organisms is based on the develop-
ment of methods involving the control of transgene expression. Thus,
there have been intensive efforts to identify suitable promoters — se-
quences that are typically located upstream immediately adjacent to the
gene — that contain specific domains recognized by proteins involved in
the initiation and regulation of transcription. The identification of
functional promoters allows desirable gene expression in specific tissues
and conditions, which is crucial for manipulation using genetic en-
gineering. This approach allowed the manipulation and analysis of
biochemical processes, and permitted integration and study of genes
that cannot be manipulated by classical breeding (Shah et al., 2015).

Based on their activity, promoters can be classified as constitutive,
tissue-specific and inducible. A constitutive promoter contains elements
recognized by activators to initiate transcription in all tissue types
permanently (Singhal et al., 2016). Strong constitutive promoters of
plant origin have been isolated and used for the development of
transgenic plants. Actin (ACT) is a fundamental cytoskeleton compo-
nent of all eukaryotic cells, except nematode sperm. The actin gene
(ACT2) promoter from Arabdopsis thaliana showed strong expression in
both monocots (such as rice and maize) and dicots (such as peanut and
soybean) (Aragao et al., 2000; He et al., 2009; Yang et al., 2003). The A.
thaliana genome encodes a family of eight globular multi-functional
actin proteins, which are categorized into two major classes: vegetative
and reproductive. ACT2 and ACT8 are included in the vegetative class

(An et al., 1996).

Significant efforts are being made to genetically modify cotton in
order to achieve resistance to the boll weevil (Anthonomus grandis),
which is one of the most destructive pests that impair cotton production
in the Americas (EFSA Panel on Plant Health (PLH) et al., 2017). The
insect feeds on flowers and immature cotton bolls. Consequently, stra-
tegies for expression of insecticide protein-coding genes must be asso-
ciated with a strong expression in floral and fruit tissues. Here we
studied the expression of the gus reporter gene, controlled by the ACT2
promoter, in cotton flowers and bolls during the development.

Cotton (var. 7MH) was genetically transformed according to Aragao
et al., 2005 (Aragao et al., 2005) with the plasmid vectors pAG1 and
PAHAS35SGUS, containing the gus gene under control of the ACT2
promoter (1402 bp; NCBI Sequence ID: gi|332,640,072|CP002686.1,
position 6,475,534 to 6,475,133) from A. thaliana (ACT2::gus) and the
Cauliflower mosaic virus 35S promoter (35SCaMV) (35SCaMV::gus),
respectively. Both vectors contain the ahas cassette that confers toler-
ance to imidazolinones (Aragao et al., 2005). Ten plants from three
independent lines were used to quantify the gus gene expression in
leaves, roots, fiber and petals using the fluorometric assay according
Sunilkumar et al., 2002 (Sunilkumar et al., 2002). Homozygous plants
of the line 20/4 (transformed with the pAG1) were identified in the T,
generation. Plants were cultivated under greenhouse conditions until
the T4 generation, which was used for evaluation of gus expression in

Abbreviations: ACT2, actin 2 gene promoter from Arabdopsis thaliana; T, generation, second generation of transgenic plants; T4 generation, fourth generation of

transgenic plants
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Fig. 1. Quantitative assays of GUS specific activity in leaves, roots, petals and
fiber (30 days after anthesis) from progeny (T4 generation) of three independent
transgenic cotton lines transformed with the gus gene driven by the 35SCaMV
(358) and ACT2 (ACT) promoters. Data shown are presented as the
mean * SEM of ten plants from three independent lines. Mean are compared
using a Student's t-test. **P < .01, n = 30 (mean within a 35S or ACT group).

flowers and bolls using the histochemical assay performed according to
Aragao et al.,, 2005 (Aragao et al., 2005). The reproductive tissues
(flowers and bolls in different stages of development) were sectioned by
hand.

The expression of the gus gene driven by the 35SCaMV
(35S8CaMV::gus) and ACT2 (ACT2::gus) promoters was quantified in

Agri Gene 9 (2018) 24-26

cotton lines (T4 generation; homozygous). Results revealed that the
35SCaMV::gus presented similar expression levels in leaf and roots
when compared to the ACT2::gus (Fig. 1). However, plants transformed
with the ACT2::gus cassette presented higher gus gene expression then
those transformed with the 35SCaMV::gus in petal (2.7 fold) and fiber
(2.3 fold) (Fig. 1).

Histochemical GUS analyses revealed that the ACT2 promoter was
strong in cotton floral tissues, including pollen, petals and ovules
(Fig. 2). GUS activity was observed during all stages of flower devel-
opment (from 18 to 5 days before anthesis and on the day of anthesis)
as observed by the intense blue coloration (Fig. 2). Expression of genes
for controlling boll weevil in microspores and pollen grains is important
for the development of effective control, because female boll weevil
ovary development depends on a pollen diet. Fig. 3 shown gus gene
activity in all stages of cotton boll development (from 3 to 33 days after
anthesis), especially the fiber (Fig. 3 F—H), which suggests that this
promoter can be used to provide new molecular tools for studying fiber
development and may be used in the genetic manipulation of fiber
quality. Cotton fiber (lint) yield and quality are two primary factors
determining the economic outcomes for cotton producers and are cri-
tical for the textile industry (Kothari et al., 2017). Many factors can
affect and severely reduce the lint yield, such as insects, virus, drought,
temperature and salinity.

The results presented here revealed the potential of using the ACT2
promoter to control the expression of genes involved with boll weevil
resistance. The ACT2 promoter was active in tissues that are coincident

o

(T T T

TN

K

Fig. 2. Histochemical localization of gus gene expression controlled by the ACT2 promoter in transgenic cotton (T, generation) floral tissues. Flowers were analyzed
18 (A, E and 1), 10 (B, F and J) and 5 (C, G and K) days before anthesis; and on the day of anthesis (D, H and L). A, B, C and D are flowers with all structures, E, F, G
and H are flowers without sepals; and I, J, K and L are flowers without sepals used for the GUS assay. The small inner box in L shows a detail of a transgenic pollen
showing gus expression (upper) and a non-transgenic pollen (down). Bar in A represents the scale in all figures, except the inner box in L.
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Fig. 3. Histochemical localization of gus gene expression controlled by the ACT2 promoter in transgenic cotton (T, generation) bolls. Bolls were analyzed 3 (A and E),
6 (B and F), 28 (C and G) and 33 (D and H) days after anthesis. Bar in A represents the scale in all figures.

with those fed on by insects during their life cycle. In addition, this
promoter could be used to express genes for manipulations of fiber
quality, virus resistance and other agronomic traits.
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