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RESUMO

A demanda por fibras de algoddo colorido tem cdese&m nivel internacional, motivada
especialmente pelo apelo ecologico que o manejoopcmna. No Brasil, especialmente na
regido Nordeste, 0s nichos agricolas se concernampequenas areas de agricultores de base
familiar, que adotam tanto o manejo convencionantu 0 organico, gerando emprego e
renda. O programa de melhoramento de algodao daapmiilgodéo tem envidado esfor¢os
no desenvolvimento de novas cultivares de fibrégricas com o intuito de contribuir com o
crescimento do agronegdcio regional, detendo atrgkncinco cultivares, com tonalidades
de fibras variando do verde até varias tonalidatdemarrom. O desafio dos pesquisadores,
contudo, é gerar cultivares com novas tonalidadesppssam contribuir para movimentar o
competitivo mercado da industria téxtil, especialteeo de fibras naturais e isentas de
corantes para fixacado da cor. Para avancar negsest, € imprescindivel que se entenda a
base molecular dos metabdlitos envolvidos na sintiescor das fibras para que se possa
estabelecer estratégias para o0 melhoramento genitito por vias convencionais como por
meio de engenharia genética. Sabe-se que os flaesnedo metabdlitos secundarios que
conferem cor as fibras e que, dependendo da rotuadiossintese, varias tonalidades de
cores podem ser sintetizadas ao final da cascawveletos. Por ser um componente de
natureza bioquimica, estima-se que a identificag@oacessos detentores de diferentes
biossintetizados possam ser discriminados por meimarcadores moleculares associados,
diretamente ou nao, aos flavonoides. Tal estramia se configurar em uma ferramenta til
para contribuir posteriormente na identificacdoadessos de fibras coloridas, auxiliando a
reduzir o tempo nos procedimentos de selecédo, eyan entre 120 a 150 dias para que o
carater possa ser fenotipado. Com intuito de gefarmacfes que possam contribuir com o
melhoramento de fibras de algod&o colorido, obpetise nesse trabalho proceder um estudo
envolvendo abordagens genética e molecular emascdssalgodao colorido, baseando-se em
analise de divergéncia e de expressdo moleculzaliZando em genes especificos de fibra
envolvidos na biossintese de flavonoides. Pardsandh diversidade genética, doze acessos
foram fenotipados por meio de PCR-ISSR, utilizasddt2 oligonucleotideos comerciais. Os
métodos de Tocher, UPGMA e Projecdo 2D foram adstgmwhra analise de agrupamento,
baseado no padréao de 50 bandas polimorficas. Egaduthos resultados obtidos, procederam-
se as analises de expressao de transcritos, mtibzse os gend3P2A1 C4H, DFR, ANRe
ANSem cDNAs de fibras coletadas aos 8, 10 e 18 DR4Ss (p0s antese) dos acessos BRS
Rubi, BRS topéazio, BRS 200 e V3. Na analise de@amento via UPGMA, verificou-se a
formacéo de seis grupos, sendo os grupos B, D € gu® aglomeraram apenas 0s materiais
coloridos. Nos resultados da expressdo via RT-PERiguantitativa, observaram-se
ampliconsde aproximadamente 200, 290, 1100, 1024 e 106@apbPP2Al1 C4H, DFR,
ANR e ANS respectivamente, como esperado. Observou-se exgioessao dos gen€gH,
DFR e ANR nos acessos de coloracdo marrom, sugerindo gee gshes podem estar
envolvidos na biossintese de flavonoides de filtn@srons. Os resultados obtidos neste
trabalho podem ser aplicados no programa de meiter® do algodao visando a obtencao
de cultivares com novas cores ou novas tonalidades.

Palavras-chave 1. Gossypium2. marcador molecular; 3.RT-PCR.



ABSTRACT

The demand for colored cotton fibers has grownriagonally, especially motivated by
ecological appeal that management provides. In iBraspecially in the Northeast,
agricultural niches are concentrated in small aoédamily-based farmers who adopt both the
conventional management as the organic, generatimgoymentand income. The cotton
breeding program of Embrapa Cotton has made effodsveloping new varieties of colored
fibers in order to contribute to the regional agsimess growth, nowadays with five cultivars,
with fibers of colors ranging from green to variosisades of brown. The challenge for
researchers, however, is to generate varietiesmeith shades that can contribute to move the
competitive market of the textile industry, espbgithe natural and dyes free. To advance in
this segment, it is essential to understand theeoutdr basis of the metabolites involved in
the synthesis of the color of the fibers so that e establish strategies for genetic
improvement, both by conventional means such agdmetic engineering. It is known that
flavonoids are secondary metabolites which condetar to fibers and that depending on the
route of biosynthesis, various color tones can yghesized by events cascade. Being a
component of biochemical nature, it is estimateat the identification of genotypes holders
of biosynthesized by associated molecular markergctly or not, to flavonoids. This
strategy can configure a useful tool to identifyngiypes colored fibers, helping to reduce the
time the selection procedures that take betweentd2lb0 days for the character can be
phenotyped. Seeking to generate information thay help with the colored cotton fiber
improvement aimed this work a study of genetic aradlecular approaches in colorful cotton
accesses, based on analysis of divergence andutaslegpression, focusing on fiber specific
genes involved in flavonoid biosynthesis. For asialyf genetic diversity, twelve genotypes
were phenotyped by ISSR-PCR, using 12 commercigbwlicleotides. The methods of
Tocher, UPGMA and 2D Projection were adopted fostr analysis based on the standard
of 50 polymorphic bands. In light of the resultspqeeded to the analysis of transcripts
expression, using the geneéB2A1, C4H, DFR, ANRandANSin cDNAs fibers collected at 8,
10 and 18 DPA (after anthesis days) from BRS RBBIS Topazio, BRS 200 and V3 access.
In the cluster analysis by UPGMA, there was thenfmtion of six groups being groups B, D
and E only those clustered colored materials. Tésults of the expression through
semiquantitative RT-PCR, the amplicons were obsknfeapproximately 200, 290, 1100,
1024 and 1067 bp foPP2Al C4H, DFR, ANS and ANR respectively, as expected. We
observed increased expression of ge@ds$l, DFR and ANR in brown color genotypes,
suggesting that these genes may be involved irofleid biosynthesis brown fibers. The
results obtained in this study can be applied i@ totton breeding program aimed at
obtaining varieties with new colors or new shades.

Keywords: 1. Gossypium2. molecular marker; 3. RT-PCR.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, vem crescendo o interesse nivawo algodao colorido no Brasil,
especialmente na regido Nordeste. A ado¢do serddgpoultores de base familiar, tanto em
manejo convencional quanto organico em funcao devalorizagcdo. Segundo Carvalho et al.
(2011), esse crescimento deve-se, principalmee, ymlor superior da fibra colorida em
comparacao ao algodao branco. A fibra naturalmeoli@ida agrega valor aos produtos da
indUstria téxtil devido atender a uma demanda decade mais ecolégica e saudavel, ja que
dispensa o processo de tingimento quimico parafioaghio da cor da fibra.

No Brasil, as cultivares de algoddo com fibras dés que estdo no mercado foram
desenvolvidas pela Embrapa Algodao, sendo repatEntpelas cultivares BRS 200, BRS
Verde, BRS Rubi, BRS Safira e BRS Topazio. A caltiBRS 200, langada no ano 2000 foi
obtida por meio de selecdo a partir de plantasizeatde algodoeiro arboreo coletadas nas
cidades de Acari (RN) e Milagres (CE), com fibracadéoracdo marrom clara. As cultivares,
BRS Verde, BRS Rubi, BRS Safira e BRS Topazio,ddas respectivamente nos anos 2003,
2004, 2004 e 2010, tiveram como doadores dos gelestas coloragcbfes materiais
introduzidos de outros paises (CARVALHO et al., 201

Apesar da larga aceitacado desse produto pelo needmdibras coloridas naturais, o
melhoramento convencional voltado para aquisicadildtas com novas cores e diferentes
tonalidades sofre limitagbes em func¢do da variddde para cor nos acessos do Banco de
Germoplasma de algodao. No aspecto genético, @areabantos (2003) citam a dificuldade
de selecionar materiais com fibras coloridas dedsl@orrelacées negativas entre cor e boa
qualidade da fibra. A despeito disso, o programangthoramento da Embrapa Algodao
detém um largo namero de linhagens em processoselggdo para esse carater, com
perspectiva de sintese de cultivares (CARVALHO.eRa14).

Alguns autores relacionam a pigmentacdo das fitkeaglgodao colorido a sintese de
flavonoides (HUA et al., 2007; XIAO et al., 2007;dt al., 2012; FENG et al., 2013), embora
as propriedades quimicas e estruturais dos pigmenta base molecular da sintese do
pigmento sejam pouco conhecidas (KOHEL, 1985; Xl&iCal., 2007). Isso impulsiona a
diversificacdo de estudos nessa area, ndo apesagdes estruturais envolvendo os eventos
em cascata para cor das fibras bem como sua régulac

Estudos de caracterizacdo da diversidade genéticdém podem promover a
obtencdo de acessos desejaveis por suas caradspst see/ou por meio de hibridagédo de
caracteristicas desejaveis. A diversidade genétiaacapacidade de uma espécie, populacéo
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ou progénie expressar diferentes fenoétipos em tude&composicdo genética dos individuos,
como resultado da acao dos diferentes alelos erdetenminado ambiente (ARRIEL, 2004).
Ressalta-se que o conhecimento da diversidadeicgrmiet populacdes é importante para se
direcionar as diferentes estratégias de consenagg@ermoplasma e uso do recurso genético
disponivel em programas de melhoramento da espécie.

Embora o intercambio de acessos entre diferenfesegaeja uma pratica regular para
alimentar as fontes de recursos genéticos pararuwmamentos, a limitacdo das fontes
genéticas e a incompatibilidade cromossomal deresguespécies constituem barreiras que
retardam a obtencdo de novas cores para atendercado téxtil mundial.

Apesar desses esforcos, outras estratégias devemstsdelecidas para manter o
melhoramento da cultura e, para tanto, o conhec¢orasn variabilidade genética de espécies
de Gossypiumbem como o aprofundamento de investiga¢cbes s@mesgelacionados com a
biossintese de flavonoides nas fibras coloridaacdssos de algodao, constituem-se em um
suporte de grande contribuicdo para posterior asgprogramas de melhoramento da cultura.

O presente trabalho se insere nessa linha de past¢emdo como objetivo caracterizar
acessos divergentes por meio de marcadores ISSRaksas a expressdo de genes
relacionados com a biossintese de flavonoides qasam ser utilizados como ferramentas

para auxiliar na selecéo de acessos para usoat@dhios de melhoramento.

1. OBJETIVOS

1.1. Geral

Analisar a divergéncia genética entre acessos gied@ab do BAG e investigar a
expressao génica em fibras de algodé&o colorido.

1.2. Especificos

» Entender as interrelacdes entre 0s acessos deialgobtbrido e branco selecionados no
estudo;

* Investigar a expressdo semiquantitativa dos g&iRZAl C4H, DFR, ANR e ANS

durante a fenologia das fibras em diferentes aseds algodao colorido.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e histérico do algodao colorido

O algodéo colorido foi identificado pelos incassteaas ha 4.500 anos e por outros
povos antigos das Américas, Asia, Africa e Ausitéfité o momento, ja foram identificadas
39 espécies silvestres de algodao com fibras dalenma tonalidade marrom (ENDRIZZI et
al., 1984), e também com tonalidade verde (Carveltal., 2011). Tais materiais, por longos
periodos foram descartados pela industria téxtilggpem considerados como contaminacéo
indesejavel nas cultivares com tonalidade brantarala

Os algodbes coloridos foram preservados pelos poabsos e nas colecdes de
algoddo em muitos paises. No Brasil foram coletgdastas de algodado selvagem com
coloragdo creme e marrom (Figura 1), em misturas atgodao branco, das espécies
barbadensed.. e G. hirsutumL. raca marie galante Hutch., conhecido populatexeéeomo
algodéo arbéreo (FREIRE, 1999).

O interesse por cultivares de fibra colorida esfacionado ao fato de que estes
dispensam o tingimento do fio, reduzindo os cust@s problemas ambientais acarretados
pela deposicdo dos seus residuos téxicos, sendotea@zado como um produto ecoldgico.
De acordo com Daniel et al. (2011) por meio do @mom de melhoramento genético

desenvolvido pela Embrapa, vérias cultivares deafitmlorida tém surgido com qualidade

idéntica ou superior a fibra do algodao branco.

Figura 1. Capulhos de algodao colorido nas tonalidadesando de creme a marrom. Foto:
Sergio Cobel (Embrapa Algodao), 2014.
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2.2. Importancia econdmica e social do algodao caido

O algodéo colorido € uma alternativa ecologica ed&eel para os agricultores,
especialmente os de base familiar. Segundo B##68), as cultivares de algodao colorido
sdo adaptadas as fiacdes modernas, diminuem @s clesproducdo para a industria téxtil e o
lancamento de efluentes quimicos e toxicos, powutifipar corantes.

O Nordeste brasileiro possui condicbes edafocloaatfavoraveis para o cultivo do
algodoeiro de fibras coloridas e podera se tormamgrande centro produtor, principalmente
por meio da agricultura familiar, cuja producaoédetum dos mais baixos custos do pais
(QUEIROGA et al.2008).

Até o ano de 2005, a Embrapa Algodao havia deseideohs cultivares coloridas,
herbaceas e anuais BRS 200 (marrom), BRS Verde (fierde), BRS Rubi (fibra marrom
avermelhado) e BRS Safira (fibora marrom telha) (WARHO et al., 2005). Contudo, a
equipe da Embrapa Algodao responsavel pelo melteramgenético do algodao colorido
prosseguiu trabalhando no sentido de aperfeicoarcascteristicas economicamente
importantes do material existente no seu BAG, cofmalidade de elevar a estabilidade,
uniformidade, resisténcia e impedir a perda deraQém das fibras, principalmente nas fibras
de coloracéo creme e marrom, além de aumentarsedatjvidade, desempenho nos testes de
avaliacao agricola, objetivando atingir a aceitag@dndustria téxtil. A pesquisa voltada para
o melhoramento do algod&o colorido foi expandida jpacluir o cruzamento dos algoddes de
cor creme, marrom e verde, visando a obtencéo desrawloracdes (CAVALCANTI FILHO
e MOUTINHO, 2007).

Em 2010 foi lancada a cultivar BRS Topazio reswltatb cruzamento entre as
cultivares Suregrow 31 e Delta Opal. De acordo &laovet al. (2011), esta nova cultivar
possui alto rendimento de fibra de boa qualidaddtaerendimento de algoddo em caroco,
superando as demais cultivares coloridas e comgasse a muitas de fibra branca.

Ainda segundo Carvalho et al. (2011), o algodaormd € visto como um produto
diferenciado e, portanto, de maior valor agregado fancdo da associagdo a cultivos
organicos ou agroecoldgicos, onde o uso de agau®xido é permitido. A cotonicultura
colorida pode se tornar um negdcio bastante promgaa os diferentes elos de sua cadeia
produtiva, caracterizando-se como um produto eamogente limpo, sem prejudicar o
homem e o meio ambiente (CARVALHO et al., 2011)érAl disso, a adaptabilidade das
cultivares BRS 200, BRS Verde, BRS Safira, BRS RulBRS Topazio as condi¢des de
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semiarido do Nordeste brasileiro permite ser esolar principalmente por pequenos
produtores organizados em cooperativas (CAVALCANDIL2).

O melhoramento do algodéo de fibra colorida seatdumdamental como ferramenta
para a viabilizacdo de sua producdo na agricufmraliar. Essa forma de organizacao de
agricultura vem se posicionando como um importgeter na economia de regidées menos
desenvolvidas. A producédo de vestimentas com adatgeolorido se tornou uma fonte de
renda para esses agricultores de baixa renda. Mabifidade deste sistema produtivo é de
certa forma afetada, em funcéo da pouca produtieidgada qualidade inferior das fibras. E
neste sentido que o melhoramento podera contifama o desenvolvimento de cultivares de
algodoeiro colorido com caracteristicas agrondomecds fibras melhores, aumentando assim
a rentabilidade desses agricultores (BATISTA, 2008)

2.3. Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares sdo ferramentas Uteisesinglos de deteccdo de
variabilidade genética entre acessos de germoplasmpapulacdes intra e interespecificas
(CRUZ et al., 2011). A grande vantagem de seu asme na deteccdo de polimorfismos
diretamente no DNA, nédo sofrer influéncia ambiertaderem independentes do estadio de
desenvolvimento da planta (FERREIRA e GRATTAPAGLIN98). Estes marcadores sao
fundamentados na amplificacdo de fragmentos de WA PCR, sendo utilizados, no
monitoramento da variabilidade genética, identifimade individuos ou familias divergentes,
construcdo de mapas genéticos e identificacdo des laelacionados aos caracteres
quantitativos (PIGATO e LOPES, 2001).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), os mareadoroleculares s&o definidos
como todo e qualquer fendtipo molecular provenieiéeum gene expresso ou de um
segmento especifico de DNA. Estes sdo segment@Ndeque estdo ligados a locos que
determinam caracteristicas de interesse (ALZATE-NMBt al., 2005).

Existe um grande namero de usos e aplicacfes pameadores moleculares, mas a
maioria estad associada com a variagdo genétiaactedracdo quantitativa de caracteristicas
multigénicas, analise de diversidade genética kig&io (KANTETY et al., 2002).

Diversos trabalhos mostram a contribuicdo do us® mdarcadores no auxilio de
programas de melhoramento genético de plantastingemSelecdo Assistida por Marcadores
— SAM (ALZATE-MARIN et al., 2005; ENDER et al., 280RABEL et al., 2010; TOPPA e
JADOSKI, 2013; WAMSER et al., 2014), pois permitgoe a selecdo e novos cruzamentos
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sejam realizados em uma mesma geracdo (ALMEIDALet2809; MELO et al., 2011;
CAVALCANTI et al., 2012, SANTOS et al., 2013). Osarnadores podem ser associados a
um gene, a uma regido cromossomica ou a um fendagerle que possam ser seguidos em
geragcOes subsequentes, comprovando sua naturezizcgeiMELO et al., 2008; MILACH,
1998). O uso desses marcadores tem auxiliado mdifidecdo de genes de resisténcia a
doencas, insetos e pragas; avaliacao e caractoig@cgermoplasma, melhoramento dos pais
de hibridos, introgressdo génica e selecdo auailaml marcadores, desenvolvimento de
mapas genéticos, determinacdo de grupos heter@i@associacdo com regibes gendémicas
que afetam a heterose, reconstituicdo de pedigtestes de pureza genética, selecdo de
resisténcia a patdgenos exaoticos ainda ndo exestemt determinada regido, associacdo com
caracteres quantitativos, estudos de interacaaigeregmbiente, protecao de cultivares, entre
outros (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996, MILACH, 19%8

Dentre os marcadores que permitem diferenciar essas com maior exatidao e
confiabilidade citam-se o0s seguintes: ISSRitef Simple Sequence RepeaRFLP
(Restriction Fragment Length PolymorphjsmAFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphismy, SSR §imple Sequence Repeats or microsatelité NTR (Variable Number
of Tandem Repeats(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; MELO et al.,, 2001
RODRIGUES et al., 2007; BARAKAT et al., 2010). Aloeente, os do tipo ISSR tem sido
largamente adotados por pesquisadores, gerandsabvanformacdes que tem contribuido
para nortear os programas de melhoramento, quenasjdases iniciais dos processos de
selecao indo até as identificacofsgerprint) da cultivares comerciais.

Os marcadores ISSR tém sido amplamente utilizadls pnelhoristas de plantas por
ser de facil operacao, ndo exigir uso de enzimagstacédo e serem de grande utilidade nos
estudos que visam determinar a distancia genétib@ @arentais e o desempenho dos
hibridos para constru¢do de mapas genéticos dgibg&ANTOS et al., 2013).

Os marcadores ISSR séo considerados uteis na fickegdio de cultivares, na
avaliacao das relacdes filogenéticas, estudos geanzento do genoma e de populacao, entre
outras coisas. Esta técnica vem sendo utilizaddieensas culturas, como milho (KANTETY
et al., 1995), algod&o (LIU e WENDEL, 2001), maG®ULAO e OLIVEIRA, 2001), arroz
(SARLA et al., 2003), café (RUAS et al., 2003), @ate acucar (ALMEIDA et al., 2009),
coentro (MELO et al., 2011), maracuja amarelo (C®®T al., 2012), amendoim (SANTOS
et al., 2013), entre outras culturas.

Segundo Rodrigues (2010), os marcadores ISSR samemdados para analises de

espécies relacionadas evolutivamente, obtendo-seltados confiaveis, devido sua
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abundancia e dispersdo no genoma, sendo marcaderesdta reprodutibilidade, locos
polimorficos em quantidades satisfatorias e poesgntarem rapidez em seus resultados com

custos razoavelmente menores em comparacao aos owdrcadores.

2.4. Diversidade genética

Na caracterizacdo de Banco de Germoplasma a estinat diversidade genética é de
grande utilidade por permitir auxiliar na detecgho redundancias e deficiéncias da base
genética disponivel, fornecendo recursos Uteis fBmatificacdo de genitores que, quando
cruzados, poderdo fornecer maior efeito heteréties progénies, além de fornecer
informacfOes sobre descritores Uteis para auxilies processos de selecdo (CRUZ e
CARNEIRO, 2003).

Estudos sobre diversidade genética tem sido wdidigaem varias culturas de grande
importancia econbmica, como algoddo (RESENDE et &014), feijdo carioca
(PERSEGUINI et al., 2011), mandioca (VIEIRA et 2008), café (FONSECA et al., 2006),
milho (MIRANDA et al., 2003), feijao (RODRIGUES at., 2002), entre outras.

Para Fonseca et al. (2006), a alta variabilidaceétgE possibilita a identificacdo de
acessos divergentes, permitindo em suas gerac@esgaates o desenvolvimento de acessos
superiores. Sendo assim, na selecao de genitor@Enpaamentos, procura-se sempre aliar o
bom desempenho dos acessos com a divergénciacgenéti

Na literatura, ha varias metodologias para estandivergéncia genética, dentre essas
citam-se 0s agrupamentos pelo método de otimizagddocher, método hierarquico e
Projecdo 2D, que reune acessos baseando-se em @itgno que apresente similaridade no
padrdo de comportamento em relacdo a um conjuntardeteristicas.

O método de otimizagdo de Tocher requer a obtedgaoatriz de similaridade, sobre
a qual sera identificado o par de individuos manlares. Estes individuos formardo o grupo
inicial e a partir dai avalia-se a possibilidadeindusdo de novos individuos ao grupo,
adotando o critério de que a média das medidassdenilaridade dentro de cada grupo seja
menor que as distancias médias entre quaisqueogrmo qual é realizado a particdo do
conjunto de individuos em sub-grupos ndo vazios wuamente exclusivos (CRUZ e
CARNEIRO, 2003).

Vérios trabalhos utilizaram o método de otimizag@® Tocher no estudo da
divergéncia genética entre acessos das seguirtesmsuaveia (MARCHIORO et al., 2003),
alface (OLIVEIRA et al., 2004), cana de agucar {BALet al., 2005), tomate (KARASAWA
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et al., 2005), permitindo indicagdo de potenci@sitpres para a utilizacdo em programas de
melhoramento.

O método hierarquico tem como objetivo principabencdo de um dendograma,
onde se torna possivel a formacdo de uma arvomardes conectados entre si, sendo o
método UPGMA (nweighted Pair Group Method with Arithmetic M¢amm dos mais
utilizados no melhoramento vegetal, que tem poe baggacdo média ndo ponderada entre os
grupos (RESENDE, 2007; CRUZ et al., 2012).

Para Arriel et al. (2006) o método hierarquico UP&SM o mais adequado por
apresentar dendogramas com coeficiente de coreetafénético maximo, que é uma medida
de concordancia entre os valores originais de mliksidade e aqueles apresentados no
dendograma.

A Projecéo 2D tem por objetivo avaliar a similadda em eixos cartesianos (CRUZ,
2006; RESENDE, 2007; CRUZ et al., 2012).

2.5. Biossintese de flavonoides
Conforme Taiz e Zeiger (2004), os flavonoides dtuestn a maior classe de fendlicos

vegetais. A estrutura quimica dos flavonoides é&stitiiida de 15 carbonos organizados em

dois anéis aromaticos, ligados por uma cadeiaédecarbonos (Figura 2 e 3).

A partir da rota do acido
chiguimice via fenilalanina \
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Ponte de trés carbonos
Figura 2. A estrutura quimica dos flavonoides. Fonte: EaZeiger (2004).
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Figura 3. Estruturas basicas de algumas classes de flavandidete: Coutinho et al. (2009).

Os flavonoides constituem uma familia relativamegrende de moléculas aromaticas
que sao derivadas de fenilalanina e malonil-coem&imNa cascata biossintética dos
flavonoides (Figura 4) estdo incluidos compostggmoizados em seis subgrupos principais,
encontrados em muitas plantas superiores: chalcdi@asnas, flavonadis, flavandiois,
antocianinas e taninos ou proantocianidinas; ummeégrupo, as auronas; e por ultimo, os
isoflavonoides, sintetizados por algumas espéaekegliminosas e um pequeno numero de
plantas ndo leguminosas (WINKEL-SHIRLEY, 2001).

Os flavonoides possuem diversas atividades bicddgiearios trabalhos relacionados
com a bioquimica e a genética da biossintese deniédes foram realizados (HOLTON e
CORNISH, 1995; DIXON e STEELE, 1999; WINKEL-SHIRLE2001).

Nas plantas, trés classes principais de flavondiaetocianinas, proantocianidinas e
flavonois) sdo sintetizadas através da via bioSiat dos flavonoides (HOLTON e
CORNISH, 1995; JAAKOLA, 2002). As antocianinas (geego, anthos = flor e kianos =
azul) sdo os pigmentos mais importantes de plamissulares e conferem coloracéo laranja,
rosa, vermelha, violeta e azul a flores e fruto8STANEDA-OVANDO et al., 2009).

Esses metabdlitos secundéarios contribuem para rmepigcao colorida de flores,
frutos, sementes e estdo envolvidas em varios ggosdisioldgicos e bioquimicos, incluindo
a protecao UV, atracdo de insetos, defesa a hedsivw simbiose (KOES et al., 2005). Os

flavonoides sdo muitas vezes produzidos em teaidgstativos, sob condi¢cdes de estresse,
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como a alta intensidade de luz, frio, deficiénce mutrientes, ataque de patdgenos ou
senescéncia. Em funcdo da importancia, a genétmabiequimica da via biossintética de
flavonoides tém sido estudadas em varias espéeipadtas (XIAO et al., 2007, FENG et al.,
2013; KARAM et al., 2013).

Os primeiros modelos experimentais utilizados ndéudes da biossintese dos
flavonoides foram o milhoZea maysL.), boca de ledoAntirrhinum majusL.), sorgo
(Sorghum bicolofL.) Moench) e petuniaPetunia hybridy, levando ao isolamento de muitos
genes estruturais e reguladores de flavonoides DL et al., 1993; MOL et al., 1998).
Evidéncias sugerem que enzimas envolvidas no nleadwo de flavonoides e
fenilpropandides pertencem a um ou mais complexastienzimaticos associados a
membrana. Este tipo de organizacdo tem importanteglicacbes na eficiéncia,
especificidade e regulacéo das vias de formac&esipsodutos (WINKEL-SHIRLEY, 1999;
2001). Vérios desses genes envolvidos na biossidtesflavonoides tém sido caracterizados
em uma grande variedade de espécies vegetais, &AMNYULS que codifica uma
leucoantocianidina redutas@.CR) que catalisa a biossintese de tanino Arabidopsis
(DEVIC et al., 1999)|soflavona sintas@dFS) que catalisa a biossintese de isoflavona em soja
(STEELE et al., 1999); antocianidina redutas¢ANR) e dihidroflavonol 4-redutas€DFR)
que catalisa a biossintese de antocianidinas enftas em algodéao (XIAO et al., 2007).

A enzimacinamato 4-hidroxilas¢C4H) é uma proteina associada a membrana, que
junto com outras enzimas, formam a unidade regwaddo metabolismo dos
fenilpropandides (CHEN et al., 2006). A Cinamatbidroxilase é a segunda enzima da via
fenilpropandide que participa na sintese de inumerompostos, como os flavonoides
fenilpropandides, ligninas, suberinas e outros AP\ al., 2012). Esta enzima desempenha
uma fungdo enzimética fundamental, catalisandodeokilagdo do cinamato a p-cumarato.
Apés esta etapa, a p-cumarato € transformado erouanpril CoA, pela enzimdCL, este
precursor pode seguir pela via de sintese dosrftasies, taninos e estilbenos.

Antocianidina sintetas€ANS é uma enzima da via biossintética de antocianina,
catalisa a reacdo a partir das leucoantocianidquaaa antocianidinas (ZHICHANG et al.,
2014). Alguns autores relacionaram essa enzimaa@mesenca de antocianinas em frutos.
Honda et al. (2002) confirmaram, em casca de nag&prréncia da expressao sincronizada
dos genes da&halcona sintasgCHS, flavona 3-hidroxilase(F3H), dihidroxiflavonol 4-
redutase(DFH) e aantocianina sintas€ANS. Almeida et al. (2007) e Severo et al. (2011),
analisando frutos de morangos, também notaram umero da expressao do geidSa

medida que avangavam os estadios de amadurecimento.
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Segundo Yan et al. (2008)ihidroxiflavonol 4-redutas€DFR) é uma enzima chave
da via biossintética de proantocianidinas e de stewento de sementes dgabidopsis
thaliana Na via dos flavonoidedDFR encontra-se no centro, podendo direcionar a rota
metabdlica para a proantocianidina (WINKEL-SHIRLE2001).

Antocianidina redutase(ANR foi inicialmente identificada emArabidopsis é
codificada pelo gene das BANYULBAN) (XIE et al., 2003; 2004) e utiliza cianidina como
substrato (ABRAHAMS et al., 2003).
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Na literatura, encontram-se poucos trabalhos wmfados a atuacdo dos genes
envolvidos na biossintese de flavonoides. Nesteegtm € importante a investigacdo dos
genes envolvidos na coloracdo das fibras de algodfimalmente colorido visando elucidar a
cascata biosintética dos flavonoides nas fibrasoe qua vez auxiliar o programa de
melhoramento genético da espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Andlise da divergéncia genética entre acesstesalgodao colorido

3.1.1. Recursos genéticos de algodao
Nove acessos de algodao colorido e trés de filmachr pertencentes ao Banco Ativo

de Germoplasma (BAG) da Embrapa foram usados pesiudo de divergéncia genética. A

genealogia e origem dos acessos se encontram e&aTab

Tabela 1.Genealogia e origem dos acessos de algodao utiszaa estudo.

Acessos Genealogia Origem Cor da fibra
P1608.352 Wild/comensal GRIN* Marrom alaranjada
BRS Topéazio Cultivar Paraiba, Brasil Bege
BRS 336 Cultivar Goias, Brasil Branca
BRS 200 Cultivar Paraiba, Brasil Marrom
Pl 435.250 Wild/comensal GRIN* Marrom escura
Pl 435.259 Wild/comensal GRIN* Marrom purpura
Pl 528.086 Wild/comensal GRIN* Marrom amarelada
BRS Verde Cultivar Paraiba, Brasil Verde
BRS Rubi Cultivar Paraiba, Brasil Marrom avermethad
BRS 286 Cultivar Goias, Brasil Branca
MO Wild/commensal Peru Marrom escura
V3 Land race Paraiba, Brasil Branca

*Germplasm Resources Information Network

As cultivares BRS Topazio, BRS 336, BRS 200, BR®d¥eBRS Rubi e BRS 286
foram lancadas pela Embrapa Algodéo. Os matemasasigla Pl sdo provenientes do BAG
de algodao dos Estados Unidos, porém coletadogmo Pnquanto que o MO foi introduzido
diretamente do Peru e 0 V3 é um acesso do BAG dadfra Algodéo.

3.1.2. Extracdo de DNA gendmico e reacdes de PCRSIS
Foi realizada a extracdo de DNA gendmico de sermatdealgodédo de acordo com o

método de Dellaporta et al. (1983), com modificagcdgdma semente foi inicialmente
submersa em 350 de tampéao de extracao (2 mL Tris-HCI 1 mM, pH; BB5uL de NaCl
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5 M; 500uL de EDTA 0,5 M, pH 8,0; 500L de SDS 10%; e completado o volume cop®H
MilliQ para 10 mL) em microtubos de 2 mL por um ipelo de 24 horas e maceradas
utilizando-se unMinibeader(marcaBioSpedProductse modelo LWY). Ao tecido macerado
foi adicionado mais 35QiL de tampé&o de extragdo. O material foi homogedeiza
centrifugado a 13000 x g por 10 minutos, a 4 °CsoDrenadante foi removido para outro
microtubo de 1,5 mL, com os cuidados necessarits @atar contaminacdo entre as fases.
Acrescentou-se 1L de proteinase K (10 mg.ri). e 10uL CaChb 1 mM, o material foi
misturado por inversdo e incubado em banho-maB& &C por 30 minutos, sob agitacdo
periddica. Em seguida, acrescentou-se p0Q0de isopropanol gelado e aguardou-se a
precipitacdo por 2 minutos. Os tubos foram cergatios nas mesmas condi¢cdes anteriores.
Novamente, removeu-se 0 sobrenadante para a racépedo precipitado e este foi lavado
por duas vezes com 5. de etanol 70% gelado, descartando-se semprerersmante, e
uma vez com 50@L de etanol absoluto gelado. Os microtubos contesgl@recipitados
permaneceram em fluxo laminar até a completa secatps mesmosPosteriormente, o
precipitado foi ressuspendidoom 300 uL de HO ultrapura autoclavada. A solucdo
permaneceu em temperatura ambiente até a dissalocAblA e em seguida foi armazenada
e mantida a -20 °C.

As reacdes foram conduzidas utilizando-se 3,0 plARéNOmMico (10ng); 2,0 pL
tampao da reacdo (10X); 1,0 pL Mg@0 mMol.LY); 0,5 pL dNTPs (1@Mol.L™), 1,0 puL
oligonucleotideo (Tabela 2j10 mMol.LY) e 0,3 pL Tagq DNA polimerase (5 ™)
completando-se para um volume final de 20,0 uL égoe ultrapura autoclavada. As reacoes
foram conduzidas em um termociclador (makoaplitherm Thermal Cycleyxom o seguinte
programa: desnaturagao inicial a 96 °C/5 min.;i8ds de 96 °C/45 seg., 40 °C/45 seqg. e 72
°C/1 min. Uma extenséo final foi adicionada a 725°@in. Ao término das reacdes, as
amostras foram mantidas a 4 °C para posterior uso.

Aos produtos das reagdes foram adicionadosuP,8e tamp&o de amostra (azul de
bromofenol 0,25% e sacarose 40%) e /5 de SYBR Gold (Invitrogen), sendo
posteriormente separados em eletroforese de gelgdese (1,5%), usando o marcador
Leader (1 Kb,Ludwig Bioteg como padrdo e fotodocumentados. Todas as anagiifes

foram conduzidas em triplicata.
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Tabela 2 Sequéncia dos oligonucleotideos ISSR desenvalvigelo Laboratério de

Biotecnologia da Universidade da Columbia Britar{lae&B).

Iniciador Sequéncia (5> 3)

UBC 812 GAGAGAGAGAGAGAGAA
UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT
UBC 820 GTGTGTGTGTGTGTGTC
UBC 824 TCTCTCTCTCTCTCTCG
UBC 827 ACACACACACACACACG
UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
UBC 853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT
UBC 866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC
UBC 868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA
UBC 872 GATAGATAGATAGATA
UBC 884 HBHAGAGAGAGAGAGAG
UBC 892 TAGATCTGATATCTGAATTCCC

3.1.3. Analise genética dos acessos

Para as avaliacbes dos géis, cada banda foi coamdadeima variavel qualitativa,
atribuindo-se o valor 1 na presenca e 0 na auséAssim sendo, quando dois acessos
diferiram no minimo em uma banda, foram considesatiferentes. De posse desses dados
foi construida uma matriz de 0 a 1 e a estimatévainhilaridade genética (Sgij) entre cada par

de acessos foi calculada pelo coeficiente de Ja¢dar

O coeficiente de Jaccard é definido pela seguixpieessao:

_a
" at+b+c

Em que:

sij: similaridade genética entre o par de acessos i e j

a: presenca da banda em ambos os acessos (nUmesotdgenis de concordancia do
tipo 1 1);

b: presenca da banda em i e auséncia em j (himetisa@dancia do tipo 1 0);

c: auséncia da banda em i e presenca em j (nUmerordagens de discordancia do
tipo 0 1).

Este coeficiente foi escolhido por atribuir difeles pesos a presenca conjunta de
bandas e, ainda, em fungcdo das suas propriedadesnatigas, em que desconsidera a
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auséncia de bandas como sindnimo de similaridadeétiga (DIAS, 1998; CRUZ e
CARNEIRO, 2003).

A fim de facilitar a identidade entre os acessosaderdo com o grau de (dis)
similaridade, os acessos foram agrupados pelo méi@tarquico aglomerativo da média
aritmética entre pares nédo ponderados (UPGMA)epiesentacao simplificada das distancias
genéticas foi feita por meio de um dendograma tr i matriz de dissimilaridade estimada
pelo coeficiente de Jaccard (CRUZ, 2008).

Para representacdo dos grupos de acessos utiézowagrupamento pelo método de
otimizagdo de Tocher e o método hierarquico UPGM#.analises de diversidade foram
feitas com base nas estimativas de distancia genée complemento aritmético do
coeficiente de Jaccard.

As anadlises estatisticas foram processadas pefrgmna GENES, versdo 2013.5.1
(CRUZ, 2006).

3.2. Andlise de expressdo com genes especificos

Para a analise de expresséao, duas sementes daceada (Tabela 1) foram cultivadas
em casa de vegetacdo, em vasos (20 L) contendgmal@mmente corrigido e fertilizado em

funcdo das necessidades da cultura.

3.2.1. Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Fibras dos acessos de algodao colorido BRS Ruls, Bipazio, BRS 200 e do acesso
branco V3 foram coletadas durantes as fases dé & 18 DPA (dias pdés antese). Esses
acessos foram escolhidos em funcéo da disponiddidas botbes florais. As fibras coletadas
foram imediatamente congeladas em nitrogénio l@eidnantidos a —80 °C para extracdo do
RNA, utilizando-se o kitnvisorb Spin Plant RNA Mir(invitec), seguindo as recomendacdes
do fabricante. A integridade do RNA foi analisada gletroforese em gel de agarose 0,8% e a
concentracdo e pureza por espectrofotometria.

Para excluir a presenca de falsos positivos querjaod resultar da amplificacéo de
fragmentos de DNA gendmico,uy de RNA total extraido de cada amostra foi tratzaia 1
U/uL da DNase | (BioLab), de acordo com as recomeretado fabricante, para digestao de

gualguer DNA gendmico presente na amostra.
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A sintese de cDNA foi feita a partir deuly de RNA total das fibras de 8, 10 e 18
DPA, utilizando oligo (dT) e o kitimPromIl ™ Reverse Transcription Systdfrromega),
seguindo as recomendacdes do fabricante. O cDNArfoazenado a -20 °C para as analises

de expressao.

3.2.2. RT-PCR semiquantitativa

As reacgles foram conduzidas utilizando-se oligaatadeos especificos dos genes
C4H, DFR, ANR e AN8PP2A1(subunidade catalitica desfatase2A), como constitutivo.
As temperaturas de anelamento e os tamanhos ddsnem@es esperadas para os pares de
oligonucleotideos encontram-se na Tabela 3. Asicoes adotadas foram as seguintes: 2,0
uL de cada cDNA; 1,QuL de cada par de oligonucleotideo (®/L); 0,5 uL de Taq
Polimerase (5 WL); 0,5 uL de dNTP (10 mM/L); 1,QL de MgCL (50 mM/L) e 2,5uL de
tampédo (10X), para um volume final de 2h. As condicbes das PCRs foram: preé-
desnaturacao a 96 °C/1 min, seguido de 40 ciclatedeaturacdo a 95 °C/1 min, anelamento
por 1 min e temperaturas descritas na Tabela 8ns&b a 72 °C/2 min e extensao final a 72
°C/5 min. Em seguida as reac¢Oes foram analisadaget¢rde agarose (0,8%) utilizando-se

marcador de 100 pb (Ludwig), como referencial.

Tabela 3.Sequéncia dos oligonucleotideosGlehirsutum tamanho esperado dos fragmentos

e temperatura de anelamento.

Gene Sequéncia (5> 3) Fragmento (pb) Tm Referéncia
F- GATCCTTGTGGAGGAGTGGA Artico et
PP2A1 R- 200 60 °C al. (2014)
GCGAAACAGTTCGACGAGAT '
F- GGACCCACCAGTTTATTG o Feng et al.
CaH R- ACCAGATTACGCTGTCCC 290 52°%C (2013)
F- GGTCTTTCTTTATGCCAACT Xiao et al
DFR R- 1100 54 °C (2007) '
AGACATGGGTAGGCACTCAA
F- AAGCATGGCCAGCCAGATC o Xiao et al.
ANR B CAGAGCGCTTCACTTGAGC 1024 60°C " (2007
F- AAATGGTGACCTCAGTGCTA Xiao et al
- o :
ANS R 1067 58 °C (2007)

TCAGTTGGACAGATTATCCTG




29

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anélise da divergéncia genética em acessosatippdao colorido

Todos os oligonucleotideos utilizados na andlisgétiea geraram perfis de bandas
satisfatorios nos acessos selecionados, sendodooiBC 853 e UBC 866 os mais
contributivos para diferenciacdo dos acessos dewdelevada taxa de polimorfismo
detectada, acima de 70% (Tabela 4). Em comum, efigesucleotideos sdo compostos de
repeticdes ricas em CT e portanto, mais contribstpara diferenciacdo de espécies com base
genética mais diversa, como € o cas&desypium

Uma sintese do padréo de bandas conseguidas WwadS$resentada na Figura 5,
onde se percebe, pelo menos baseando-se nos &RiguEeos padrdes do acesso de origem
peruana Pl 435.250 difere dos demais.

Tabela 4.Bandas geradas e polimoérficas dos 12 iniciador8f I&ilizados na caracterizacao

dos acessos de algodéo colorido.

Oligonucleotideo Bandas geradas E.*ar!d"?‘s Taxa de polimorfismo
polimorficas (%)
UBC 812 5 3 60
UBC 813 10 4 40
UBC 820 8 1 12
UBC 824 9 6 67
UBC 827 13 7 54
UBC 834 9 4 44
UBC 853 7 5 71
UBC 866 4 3 75
UBC 868 9 4 44
UBC 872 9 6 67
UBC 884 14 2 14
UBC 892 9 5 56
Total 106 50
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Figura 5. Padrédo de bandas obtidos com os oligonucleotid&s 813 (A) e UBC 827 (B).
M - marcador 1 Kbl{udwig Bioteg; Acessos: 1. Pl 608.352, 2. BRS Topazio, 3. BR& 3&.
BRS 200, 5. P1 435.250, 6. Pl 435.259, 7. Pl 528.@3 BRS Verde, 9. BRS Rubi, 10. BRS
286, 11. MO, 12. V3.

Baseando-se no numero denpliconsobtidos nas andlises de PCR-ISSR, foram
procedidos agrupamentos dos acessos por meio dadalogias de Tocher e UPGMA. Pelo
método de otimizacdo de Tocher, seis grupos focamd&dos, sendo o numero 6, constituido
apenas por um acesso, MO (Peru), o mais diverg@ateela 5). O grupo 5 aglomerou os
acessos de fibra branca, BRS 286 e V3, enquantoagidemais, os agrupamentos formados
ndo permitiu proceder inferéncias que possam astmciadas com a distribuicdo geografica
ou com a base genética dos acessos, 0 que é espersmiderando-se que os marcadores
utilizados sé@o de anelamento arbitrario eao¥pliconsgerados nem sempre se relaciona a
caracteres especificos. Por outro lado, nem semprétodo de Tocher permite agrupamento

eficiente quando se trata de popula¢des pequermas, & usada nesse estudo.
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Tabela 5.Agrupamento dos doze acessos de algodao pelo meétookimizacdo de Tocher, a

partir dos dados obtidos pelos marcadores ISSR.

Grupo Acesso

608.352, BRS Topazio, BRS 200
BRS 336, 435.250
435.259, BRS Verde
BRS Rubi, 528.086
BRS 286, V3
MO

O U WNPE

Pela andlise de agrupamento usando a metodologidJRIEMA, contudo, a
contribuicdo da distingdo dos acessos pareceu asrafetiva, revelada nos cinco grupos (A,
B, C, D e E) formados ao se adotar um ponto de cwtpercentual de divergéncia genética
em 70% (Figura 6), o qual corresponde a distaremngiica de 0,17.

O grupo A agregou acessos brasileiros, entre os @satrés cultivares de algodéao
colorido desenvolvidas pela Embrapa, BRS TopaioBRS Verde (8) e BRS Rubi (9), além
da cultivar de fibra branca BRS 286 (10) keamd raceV3 (12). Apesar de 60% desse grupo
ser composto de acessos coloridos, percebe-se magda dos acessos constituintes tem a
caracteristica de ciclo mediano, entre 140-160 diéarga adaptacéo a regido Nordeste, como
€ 0 caso da BRS 286, gerada via cruzamento enteltasares CNPA ITA 90 e CNPA 7H
(PEDROSA et al., 2009). Em comum com o0s demaissasegssa cultivar detém afinidades
com a BRS Rubi, que é resultante de cruzamentos BRS Marrom e CNPA 7H. Isso pode
justificar o maior agrupamento visto entre esses awessos, no dendograma.

Nos demais grupos, os resultados mais relevantasnfeistos em B e D, ambos
constituidos de dois acessos de origem Peruandilerae marrons, variando em tonalidades
de amarelo até a purpura (Tabela 1). Para um prmagde melhoramento que focalize na
ampliacdo da base genética para aquisicdo de fibrasvarias nuances de tonalidade, o0 uso
de acessos desses grupos e do grupo A poderiansituwo em relevantes arranjos, capazes
de serem explorados em trabalhos de cruzamentesebipis ou piramidais, fornecendo
recombinantes, com ganhos genéticos expressivoprouesso de selecdo. A rica base
genética dos acessos do grupo A poderia serviode €mbasamento para aquisicdo de
linhagens altamente divergentes, como é o casacultigares BRS Topazio e BRS Rubi,
originadas por cruzamento com genitores de altdygp@o e qualidade de fibra (CARVALHO
et al., 2011).
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Figura 6. Dendograma do agrupamento UPGMA construido arpddi complemento
aritmético do Coeficiente de Jaccard. Acessosl 808.352, 2. BRS Topazio, 3. BRS 336, 4.
BRS 200, 5. P1 435.250, 6. Pl 435.259, 7. Pl 528.@3 BRS Verde, 9. BRS Rubi, 10. BRS
286, 11. MO, 12. V3.

As estimativas médias das distancias genéticas estgenotipos obtidas a partir do
coeficiente de Jaccard variaram de 0,02 a 0,2tirefo na diversidade genética entre os 12
acessos avaliados.

A adequacdo do método de agrupamento hierdrquastetgminada pelo coeficiente
de correlacdo cofenética (CCC), que avalia a auyéel entre os elementos da matriz original
e os elementos da matriz cofenética, obtida ap@nstrucdo do dendograma. Quanto maior
o valor de CCC, menor sera a distorcdo provocadseaagrupar os genétipos (BUSSAB et
al., 1990). O valor da correlacao cofenética ohtiglste trabalho foi de 0,80, o que indica uma
boa representacdo das matrizes de dissimilaridaderma de dendograma. Segundo Cruz e
Carneiro (2003), o coeficiente de correlacdo cdfeaépode ser utilizado para avaliar a
consisténcia do padrdo de agrupamento, sendo doeeygréximos a unidade indicam
melhor representacgéo.

De acordo com os resultados obtidos uma possitdidaara obter as coloracdes
marrom alaranjada, marrom purpura e marrom esciaaed o cruzamento entre 0S acessos
peruanos Pl 608.352, Pl 435.259 e Pl 435.250, caéspmente com a cultivar de cor branca
BRS 286. Para as tonalidades de verde recomenf@aeseo cruzamento entre as cultivares
BRS verde e BRS 336 que segundo Morello et al. Jp@%ta cultivar tem adaptabilidade,

produtividade e boa qualidade de fibra.
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Se desejar aumentar a intensidade do marrom desersg 0s materiais peruanos Pl
608.352, Pl 435.259 e Pl 435.250 com a BRS RubBBS& Topazio (Figura 5), podendo
gerar novas tonalidades.

Para comparar os métodos de agrupamentos anteeomgliar a eficacia dos
agrupamentos, realizou-se um estudo do agrupandernpontos estrategicamente conhecidos
e em um espaco bidimensional (para apenas duaveriX e Y).

Na representacdo grafica das estimativas de diatdmom plano bidimensional
(Figura 7) constatou-se a formacao de 5 gruposaiarrdivergéncia foi observada no grupo
E, representado pelo acesso Pl 435.250 de coloragéimm escura, idéntico ao resultado
obtido com o agrupamento pelo método hierarquicdGMR. Souza et al. (2013), ao
trabalhar com germoplasma de cai@ffea canéphonatambém obteve resultados no grafico

bidimensional que corroborou com o agrupamentaefatguizacdo pelo método UPGMA.
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Figura 7. Projecéo gréfica das estimativas de distanciadisdémilaridade de 12 acessos de
algodéao a partir de marcadores ISSR. Acessos:d08852, 2. BRS Topazio, 3. BRS 336, 4.
BRS 200, 5. P1 435.250, 6. P1 435.259, 7. Pl 528.83 BRS Verde, 9. BRS Rubi, 10. BRS
286, 11. MO, 12. V3.
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Observou-se que o acesso Pl 435.250 de colorac&mmaescura foi o mais
divergente nos dois métodos (agrupamento pelo métedarquico UPGMA e projecéao 2D),

sendo assim, estes dois métodos corroboram paragagamento.

4.2. Expressao de genes especificos durante a fega das fibras

cDNAs de fibras em trés estadios fenologicos foratiizados para estimar a
expressao semiquantitativa de genes especificogjuatno acessos de algodao, sendo trés
coloridos e um branco. Verificou-se que os gebéll, DFR e ANR estiveram presentes em
todas as fases das fibras coloridas estudadas rambm padrdo diferenciado de expresséo.
No acesso de fibra branca, o padrdo de expressaouito fraco e apenas perceptivel no
inicio da elongacao da fibra (Figura 8). Isso dmora com o entendimento epigenético da
coloracéo das fibras, cujas tonalidades podem rvddaaspectos edafoclimaticos. Segundo
Dickerson et al. (1999), inicialmente todas asalbde algodédo sdo de coloracdo branca,
assumindo as tonalidades a partir da primeira semarelongacao.

A excecdo verificada no padréo de expressao dassfdwloridas foi verificada para o
geneANSque apresentou o0 mesmo nivel de expressdo em @asdaessos e em todas fases
de desenvolvimento das fibras estudadas. Comayessecodifica a enzima envolvida na rota
da antocianina (ZHICHANG et al.,, 2014) e esta ewidol na ontogenia de alguns frutos
(SEVERO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2007; HONDA al., 2002), é possivel que este
gene possa ter papel relevante na fenologia da, fifmwrém, ndo necessariamente com 0s
eventos associados especificamente a sintese ele édguns eventos pregressos envolvidos
na biologia floral do algodao, tais como a produedipressiva de antocianina nas pétalas
florais anunciando a fertilizagdo, podem envolMerva&da biossintese de flavonoides, cujos
resquicios possam ser perceptiveis em fases maigadas da elongacdo das fibras. Tal
premissa se baseia no envolvimento desse genessiriese de flavonoides que conferem os
tons amarelo, azul, vermelho, rosa, roxo e marra® Bigmentos naturais (WINKEL-
SHIRLEY, 2001).
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Figura 8. Expressao semiquantitativa de genes especificosgitutivo PP2A) em cDNA
de algodao, durante trés fases fenoldgicas dassfibr

Os resultados de expressao visualizados nos acesleoslos desse estudo, para 0s
genesC4H, DFRe ANRtambém tem sido verificado por outros autores.f@ame citado na
Tabela 1, os acessos coloridos utilizados nesssoepsssuem gradagdes na tonalidade de
marrom, indo desde o bege até o avermelhado. Dda@acom Feng et al. (2013), que estudou
o acumulo de flavonoides durante o desenvolvimelgdibras de algoddo, o ge@iH
apresenta maior nivel de expressdo em acessodrdse fnarrom. Outros genes também
estiveram associados no estudo dos autores, tai® GHS, F3'H e F3'5'H (Chalcona
sintase, Flavonoide-3-hidroxilase e Flavonoides Bifroxilase,respectivamente).

Xiao et al. (2007) reportam que, além B&R, ANR, AN F3'H, outro gene,
denominadoCHI (Chalcona isomerage apresentam elevados niveis de transcricdo em
acessos de fibra marrom, enquanto que em fibrascésa a expressao € muito baixa ou
indetectavel.

Nos ensaios semiquantitativos, considerando-se@pale expressao dos gefek,
DFR e ANRVisto nos acessos de algodao colorido com fibnaamae no de algodao branco

(Figura 8), percebe-se elevada coeréncia com @lasldesses autores.
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5. CONCLUSOES

e Os grupos formados entre acessos de algodao awlbrakileiro e peruano apresentam
razoavel nivel de divergéncia se constituindo ehos@s recursos genéticos para aumentar a

base genética de algoddes coloridos por meio dilagaio.

e Os genesC4H, DFR e ANR sdo expressos em acessos de algodado coloridos e se

configuram em marcadores para trabalhos de setssigtida.
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