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RESUMO

SILVA, Luiz Gustavo Teixeira da. Caracterizacdo de sequéncias
potencialmente promotoras de expressado génica de carater tecido-especifica
de bananeira (Musa spp.) utilizando RT-PCR e gPCR. 2010. 70p.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

A bananeira ¢ uma planta tropical de grande importancia econdmica.
Seu fruto ¢ amplamente consumido em todo mundo e sua produgdo ¢ de grande
impacto social, pois fixa a mdo de obra no campo e movimenta a economia
local, gerando renda e empregos diretos e indiretos. A bananicultura enfrenta
problemas em sua producdo ligados aos fatores biodticos, sendo os mais danosos
os causados por fungos, e também por fatores abidticos como ventos e déficit
hidrico que também interferem no ciclo produtivo da bananeira causando
prejuizos em sua produgdo. Sendo a segunda fruta mais produzida no mundo em
2008 com uma produgdo de 89.099.503 t (FAO, 2010), a banana apresenta
diferentes graus de esterilidade, e isso dificulta os programas de melhoramento
convencionais. Neste contexto, 0 emprego de técnicas de engenharia genética,
destacando dentre elas a caracterizagdo de promotores tecido-especificos,
desponta como uma alternativa bastante viavel, favorecendo a aplicagdo de
técnicas mais refinadas da manipulagdo do genoma, como emprego da cisgenia
que visa o manejo dos genes da propria espécie em questdo. No presente
trabalho, foi utilizado seqiiéncias génicas previamente selecionadas através de
um virtual screening no banco de dados DATAmusa. Estas sequéncias
permitiram desenhar primers que posteriormente foram submetidos a uma
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando cDNA obtidos do RNA
extraido de sete diferentes tecidos de duas cultivares de bananeira, Grande Naine
e Prata And afim de identifica-las no genoma da bananeira em carater tecido-
especifico. Desta forma, identificando a seqiiéncia génica deduz-se a presenca
do promotor tecido especifico, que a partir de sua caracterizacdo, pode-se
avangar pelas novas fronteiras conquistadas com a evolucdo da engenharia
genética, como por exemplo, a cisgenia, que consiste na manipula¢do do proprio
genoma do organismo em estudo.

Palavras-chave: Promotores tecidos-especificos; cDNA; Musa spp; Extracao de
RNA; RT-PCR;

* QOrientador: Luciano Vilela Paiva - UFLA
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ABSTRACT

SILVA, Luiz Gustavo Teixeira da. The use of RT-PCR and gPCR techniques
to characterise sequences potentially able to promote tissue-specific gene
expression based on banana (Musa spp.) 2010. 70 p. Dissertation (Master in
plant biotechnology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The banana tree is a tropical plant of great economical importance. Its
fruit is worldwidely consumed and its production exerts a great social impact,
for it keeps the labor on the field which steers the local economy, hence creating
income through direct and indirect jobs. The banana crop has been facing many
biotic problems mainly caused by fungi as well as by abiotic stress such as
winds and drought. Such problems has affected the crops productive cycle thus
reducing its production. Being the second most produced fruit in the world 2008,
with a 89.099t yield (FAO, 2010), this species presents different degree of
sterility which affects the conventional breeding programs. The employment of
genetic engineering techniques could be used to solve such problems. Thus, the
characterization of promoters that drives the specific tissue gene expression
becomes of great importance, for it also allows the use of genes from the same
species in a cisgenic approach. In the current work, gene sequences previously
selected through virtual screening taken from DATAmusa gene bank, were
analyzed. In order to study the promoter expression, these sequences allowed
designing primers for PCR reactions having ¢cDNA obtained from seven
different tissues collected from Grande Naine and Prata Ana cultivars. Therefore
once the tissue gene expression is characterized, we can identify powerful
promoters for cisgenic approach.

Key words: tissue-specific promoters; cDNA; Musa spp; RNA Extraction; RT-
PCR;

* Adviser: Luciano Vilela Paiva
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1 INTRODUCAO

Musa € um género que apresenta espécies com diferentes numeros de
ploidia e, na sua maioria, frutos sem sementes. Estas caracteristicas dificultam as
estratégias de melhoramento em bananeira, altamente necessarias em funcao de
sua importancia econOmica ¢ alimentar para a maioria dos paises em
desenvolvimento da faixa tropical do globo. Nestas regides, seu cultivo encontra
as condi¢Oes ideais de temperatura e umidade, porém enfrenta importantes
problemas fitossanitarios, causados, principalmente, por fungos. Portanto, ha
necessidade de integrar estratégias para impedir que patégenos desenvolvam
resisténcia aos controles quimicos visto que esta é uma cultura altamente
dependente de fungicidas.

Neste processo, destaca-se a importancia da obtengdo de variedades
capazes de manter um nivel de produgdo em ambientes até entdo desfavoraveis,
sob influéncia de problemas de ordem bidtica e abidtica.

Utilizando-se do conhecimento de fatores climaticos ¢ de genes que
conferem resisténcia ou tolerdncia a ataques de patdgenos, a engenharia
genética, ¢ uma ciéncia promissora quanto ao emprego de técnicas de
transformagdo genética, tornando-a uma ferramenta valiosa para os programas
de melhoramento, sobretudo da bananeira.

O gene ¢ uma sequéncia cromossomica formada por um conjunto de
acidos nucléicos que integram o DNA. De grande importancia, contém a
informagdo genética especifica correspondente a transcrigdo de um RNA que
dard origem a uma cadeia polipeptidica. Atuando em concomitidncia com o
ambiente, resulta na expressdo de um carater, citando, por exemplo, o caso dos
vegetais cuja resisténcia a fatores bidticos e abidticos permite que se

desenvolvam em ambientes desfavoraveis.



As praticas de engenharia genética atuais utilizam genes constitutivos
para a producdo de transgé€nicos e uma nova fronteira se abre com a atual
abordagem de identificar e caracterizar genes e seus promotores tecido-
especificos, possibilitando niveis de expressdo do transgene somente nos tecidos
desejados. Isso contribui para praticas de cisgenia ¢ uma melhor aceitacdo
comercial da engenharia genética, diminuindo questionamentos de
biosseguranca, além de prevenir a expressdo génica generalizada e continua na
planta, gerando gasto desnecessario de energia e podendo interferir em sua
produtividade.

Nesse contexto e utilizando RT-PCR e qPCR, o objetivo deste trabalho
foi o de identificar e caracterizar sequéncias génicas com carater tecido-

especifico em bananeira assim como seus respectivos promotores.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Morfologia e classificacdo botanica

As bananeiras sdo plantas herbaceas, completas, perenes, embora muitos
produtores a consideram uma cultura de ciclo anual (Borges & Souza, 2004) e
de exuberancia impar, dada pela forma e dimensao de suas folhas. Formada por
tronco (caule) curto, subterraneo, denominado rizoma, sendo este um 6rgao de
reserva onde se inserem suas raizes adventicias e fibrosas.

A parte visivel da planta facilmente confundida como caule é o
pseudocuale, resultado da unido das bainhas foliares rodeando o rizoma,
terminado por uma copa de folhas longas e largas, com uma desenvolvida
nervura central.

Do centro de sua copa, surge uma inflorescéncia com bracteas ovaladas
que, normalmente, apresentam colora¢do roxo-avermelhada, de onde emergem
flores femininas agrupadas, formando uma penca que daré origem aos frutos por
partenocarpia. O restante do eixo da inflorescéncia ¢ constituido de flores
masculinas, sendo possivel que, nas regides de transicdo, algumas espécies
apresentem flores hermafroditas que se encontram dentro de um “coragdo”,
inicialmente volumoso ¢ onde, apdés a formagdo das pencas, observam-se
somente as flores masculinas (Figura 1) (Granato, 1913; Simdo, 1971; Su et al.,

1986; Moreira, 1987; Cordeiro & Matos, 2005).
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FIGURA 1 Bananeira adulta (Alves, 1997). A morfologia de uma planta
completa é bem caracterizada mostrando todos os seus o6rgaos.

Seus frutos inicialmente verdes tornam-se amarelos ao atingirem a fase
de maturagdo. Passada esta fase, inicia-se um processo de escurecimento do
fruto, indicando a morte da planta. Entretanto, observa-se a formacdo de

rebentos emergentes em sua base durante o desenvolvimento da planta. Esta



caracteristica ¢ responsavel pela renovagdo permanente dos bananais (Granato,
1913; Simao, 1971; Su et al., 1986; Moreira, 1987).

Corforme o sistema de classificagdo sugerido por Cronquist (1981) e
Belalcazar Carvajal (1991), a bananeira (Musa spp.) pertence a classe Liliopsida,
subclasse Zingiberidae, superordem Lilianae, ordem Zingiberales, familia
Musaceae. A familia Musaceae é dividida em trés subfamilias: Heliconoideae,
Strelitzoideae e Musoideae, sendo que nesta ultima, figura o género Musa que €
subdividido em 4 se¢des, Callimusa, Australimusa, Rhodoclamys ¢ Eumusa que

comportam as bananeira com frutos comestiveis.

2.2 Origem e disperséo da cultura pelo mundo

Segundo Moreira (1987), ndo se pode indicar com exatiddo a origem da
bananeira, pois ela se perde nas mitologias grega e indiana. Alguns tedricos
apontam que a banana é originaria do sul da Asia, India e Indonésia. Dizem ser a
mais antiga fruta de que se tem noticia, citada em textos budistas de até 500 AC
(Dantas, 1987; Guerra, 2006). Sua dispersdo aconteceu com as navegagdes
portuguesas, supondo-se que através de suas viagens, os grandes navegadores
conheceram esta fruta e comegaram a cultiva-la por onde passavam. Além destas
localidades, ha referéncia de sua presenca na Malasia e nas Filipinas, onde ¢
cultivada a mais de 4.000 anos e muitos autores sugerem que a maioria das
cultivares de bananeira teve origem no continente Asidtico. Contudo, existem
centros secundarios de origem localizados na Africa Oriental e nas Ilhas do
Pacifico, além de outro centro de diversidade na Africa Ocidental (Moreira,
1987).

As condigdes ideais para o cultivo da banana sdo encontradas nas
regides tropicais entre as latitudes de 30° Norte e 31° Sul (Figura 3)(Loesecke,
1950; Simmonds, 1962; Moreira, 1987; Alves, 1997).



FIGURA 2 Regides produtoras de banana e platano no mundo (INIBAP, 1985;
citado por Alves, 1997).

No Brasil, as bananeiras existem desde antes do seu descobrimento.
Existem relatos feitos por Cabra dando conta de que, ao aqui chegar, encontrou
os indigenas comento o fruto “in natura”. Entretanto, somente nos séculos XV e
XVI, colonizadores portugueses comegaram a plantagao sistematica de bananais
nas ilhas atlanticas, no Brasil ¢ na costa ocidental africana (Moreira, 1987).

Comumente encontrada em alguns paises da América Latina, o platano ¢é
outro tipo de banana, bastante apreciado pela populacdo local e possui
caracteristicas que o diferenciam da banana, como teor de umidade menor, alto
teor de amido, concentracdo de ac¢ticar mais baixa e um teor de acidos mais alto

(Manica, 1998; Silva et al., 2001).

2.3 Producéo e importancia sécioeconémica e nutricional da banana
A banana (Musa sp.) é uma espécie cultivada em diversos paises
tropicais e possui um importante papel social e econdmico. E a frutifera tropical

mais difundida no mundo, apresentando grandes areas cultivadas e grandes



volumes de comercializacdo (Manica, 1997; Food and Agriculture Organization
of the United Nations - FAO, 2009).

A banana tem seu consumo em diferentes formas in natura, frita, assada,
cozida, em calda, doces caseiros ou em produtos industrializados. Além disso,
suas propriedades nutricionais a tornam um alimento sem restri¢des,
recomendada para todas as idades, inclusive criancas (Manica, 1998;
Lichtemberg, 1999). Com seu grande valor nutritivo, fornece sais minerais como
fosforo, potassio, magnésio, além das vitaminas Tiamina (Vitamina Bl),
Riboflavina (Vitamina B2), Inositol, Carotenos (Vitamina A) entre outros
nutrientes (Departamento de Agricultura dos EUA 2010).

Com estas caracteristicas tdo peculiares, a banana assume grande
importancia alimentar e socioecondmica, sendo esta commodity um item
relevante na balanga comercial de muitos paises, gerando recursos € empregos
(FAO, 2009).

De acordo com a FAO (2010), a banana foi a 15" cultura e a segunda
fruta mais produzida no mundo em 2008, com uma producao de 89.099.503 t
tendo uma area de plantio de mais de 5.110.000 hectares. Os principais paises
produtores sdo: India (23.204.800 t), Filipinas (8.687.624 t), China (8.042.702 t),
Brasil (7.116.808 t) e Equador (6.701.146 t).

No continente americano, a produgdo total em 2008 foi de 25.398.402
toneladas, sendo o Brasil o maior produtor, com uma area total colhida de
513.656 hectares e uma produgdo de 7.116.808 t. Em seguida, aparecem o
Equador (6.701.146 t) e 0 México (2.701.146 t).

No Brasil, a bananicultura se diferencia das caracteristicas de cultivo da
maioria das regides produtoras do mundo no que diz respeito tanto a diversidade
climatica, quanto ao uso de cultivares, bem como a sua comercializa¢do, no que

diz respeito, as exigéncias do mercado consumidor, por exemplo. De modo



geral, os cultivos seguem os padrdes tradicionais com o emprego de baixa
tecnologia e baixos indices de capitalizagdo (Alves, 1997).

A bananicultura brasileira se estende de Norte a Sul do Brasil e segundo
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2010), sua
produgdo ¢ destacada nos estados da Bahia (1.407.741 t), Sao Paulo (1.238.087
t), Santa Catarina (624.205 t) e Minas Gerais (619.986 t).

Fundamental para a complementagdo da dieta das populagdes de baixa
renda de alguns paises, no Brasil, a banana é consumida de forma diferente,
como sobremesa e praticamente toda fruta produzida ¢ comercializada no
mercado interno, sendo a exportacdo limitada em fungdo da qualidade inferior
do produto produzido no pais. A maioria dos bananicultores é composta por
pequenos produtores, gerando mais de 500 mil empregos diretos (Guerra, 2006;

IBGE, 2010; Silva et al., 2001).

2.4 Genoma e Citogenética de Musa spp.

O termo genoma, quando aplicado aos eucariotos, define o grupo de
cromossomos correspondente ao conjunto haploide (n) de um organismo (Torres
et al., 2000).

A maioria dos cultivares de banana comestivel evoluiu das espécies
selvagens Musa acuminata, cujo genoma ¢ identificado com as letras AA ¢ Musa
balbisiana, sendo seu genoma BB. Estas duas espécies sdo diploides e constam
de dois niveis cromossomicos (2n = 22). Portanto, estes cultivares devem conter
combinagdes de genomas completos dessas espécies parentais. Tais genomas sdo
denominados respectivamente pelas letras A, representando a espécie M.
acuminata e B, a espécie M. balbisiana (Figura 3) (Simmonds & Shepherd, 1995
citado por Alves et al, 1997; Dantas & Soares Filho, 2006).



Musa spp. M. acuminata (AA) M. balbisiana (BB)

Partenocarpia

AN — AB
Hibnidacdo

Cultivares diploides

Fertilizacio de sacos Pilen A PilenB

embridnicos nio reduzidos

Cultivares triploides

Fertilizacio de sacos
embridnicos nio reduzidos

oy " AAA+A AAB+A AAB+B  ABB+B
Cultivares tetraploides —AAA  =AAAB =AABB  =ABBB

FIGURA 3 Evolugdo das variedades comestiveis de banana a partir das espécies
parentais (Simmonds & Shepherd, 1955). O diagrama mostra como
houve a hibridac¢do entre M. acuminata Colla e M. balbisiana Colla
originando as cultivares comercias utilizadas atualmente.

Neste sentido, atualmente sdo descritos quatro niveis de organizacdo
cromossdmica para os cultivares de banana: hapldide (com 11 cromossomos — A
e B), diploide (com 22 cromossomos — AA e AB), triploide (33 cromossomos —
AAA, AAB e ABB) e tetraploide (44 cromossomos — AAAA, AAAB, AABB e
ABBB) (Simmonds & Shepherd, 1995 citado por Alves et al., 1997 e Dantas &
Filho, 2006).

A maioria das bananeiras em uso para alimentagdo ¢ de cultivares
triploides, provenientes de cruzamentos interespecificos de M. acuminata ¢ M.
balbisiana dos subgrupos Prata (AAB) e Cavendish (AAA) (Alves, 1997; Rangel
et al., 2002).

O estudo citogenético da bananeira ¢ dificultado pelo fato de os

cromossomos serem extremamente pequenos, ndo sendo visiveis quando



separados em uma célula que ndo esteja em divisdo mitotica. Sua visualiza¢ao
pode ser feita quando apresentam forma de longos filamentos finos localizados
no nucleo. Além disso, a frequéncia com que ocorrem transloca¢des (anomalia
cromossOmica causada pelo rearranjo de partes entre cromossomos nao
homologos) e o fato de os cromossomos sofrerem uma contragdo durante a
profase, deixando-os totalmente espiralados e compactados dentro da membrana
externa do nucleo faz com que a caracterizagdo estrutural dos cromossomos se
torne uma pratica muito complexa (Shepherd, 1984a citado por Alves, 1997).
Cultivares

A vasta gama de cultivares existente vem da necessidade de suprir
diferentes expectativas, quer seja do ponto de vista comercial, quanto de sua
palatabilidade, textura, aparéncia, assim como as necessidades agronOmicas, tais
como resisténcia a fatores bioticos e abioticos (Alves, 1997; Rangel et al., 2002).

Dentre estas, destacam-se para a produgdo a cultivar Prata-and, do
subgrupo Prata (AAB), muito consumida no mercado interno e a cultivar Grande
naine (AAA), do subgrupo Cavendish, preferida pelo mercado internacional

(Borges & Souza, 2004).

2.5 Grande Naine

Exemplar do subgrupo cavendish, esta cultivar apresenta instabilidade
gendmica, sendo também uma cultivar menos resistente do que outras cultivares
do mesmo subgrupo, tais como a nanica € a nanicio.

Apesar disso, possui grande semelhanga com o cultivar nanicéo, sendo
de porte um pouco menor que esta. Apresenta uma altura que pode variar de 2,0
a 3,0 metros, produz cachos de forma ligeiramente cOnica, com peso entre 19,2 ¢
45,4 kg, contendo de 9 a 12 pencas com 145 a 197 frutos por cacho. Sob
condigdes ideais de cultivo tem alta produtividade, podendo atingir entre 50 e 60

t/ha/ciclo. No Brasil, sua produgdo ¢ voltada ao mercado externo que apresenta
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grande demanda por frutos de qualidade. Entretanto, mesmo sendo resistente a
doenga conhecida como Mal do Panama, uma das principais desvantagens
agrondmicas desta variedade ¢ justamente sua suscetibilidade as Sigatokas

Amarela e Negra (Alves, 1997; Manica, 1998; Rangel et al., 2002) (Tabela 3).

2.6 Prata Anéa

As plantas desta cultivar sdo tolerantes ao frio, apresentam um tamanho
que varia entre 2,0 e 3,5 m, possuem um pseudocaule forte com cerca de 50 cm
de didmetro, o que a faz uma boa candidata a regides de muito vento. Com um
bom potencial de produtividade em areas irrigadas, produz cachos com 7,83 a
19,8 kg e uma média de 100 frutos por cacho, gerando uma produgdo anual/ha
de 30 a 35 t. Entretanto, esta cultivar ¢ muito suscetivel as Sigatokas Amarela e
Negra e ao Mal do Panama, sendo seu plantio restrito a areas de baixa incidéncia
dessas doengas. Além disso, ela também ¢ muito atacada pela broca da bananeira

(Alves, 1997; Manica, 1998; Rangel et al., 2002) (Tabela 3).
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TABELA 1 Caracteristicas fitopatologicas parciais® das cultivares de banana
Prata-ani e Grande Naine.

Caracteristicas Variedades
Prata Ana Grande Naine

Grupo Gendémico AAB AAA
Subgrupo Prata Cavendish
Sigatoka amarela S S
Sigatoka negra S S

Mal do panama MS R
Moko S S
Nematoide S S
Broca do rizoma MR S

*adaptado de Alves (1997), onde: S = Suscetivel, MS = Moderadamente
Suscetivel; MR = Moderadamente resistente; R = Resistente.

2.7 Doencas da bananeira

O cultivo da bananeira ¢ afetado por muitos problemas fitossanitarios
causados por diversos agentes patogénicos. Os fungos sdo indiscutivelmente os
agentes infecciosos que causam os maiores danos para a bananicultura brasileira
causando diversas doengas pré e pos-colheita, tais como: Mal-do-Panama,
Sigatoka Amarela e Sigatoka Negra (Alves, 1997; Nogueira, 2005, Rangel et
al., 2002).

As pragas e doencgas sdo responsaveis por severas perdas na producao de
banana, que, dependendo dos fatores envolvidos, pode chegar a até 100 %, uma
vez que, em muitos casos, ndo existe nenhuma alternativa de controle (Alves,
1997; Raga, 2005).

Desta forma, as bananas comerciais representam no mundo uma das

culturas que mais pulverizagcdes recebem promovendo riscos para o meio
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ambiente e para a saide humana. Somente para o fungo Mycosphaerella
fijiensis, agente causador da Sigatoka Negra, aplica-se anualmente mais
fungicida do que para todos os outros patdgenos juntos (gasto superior a 2,5
bilhdes de dolares). A necessidade de aplicacdo massiva de fungicidas para
controlar este fungo, representa uma ameaga para a produgcdo mundial de
bananas e para o meio ambiente (Alves, 1997; Nogueira, 2005; Raga, 2005).

A Sigatoka Amarela é causada pelo fungo Mycosphaerella musicola
Zimm Leach fase sexuada ou Pseudocercospora musae Zimm Deighton, forma
assexuada e ¢ uma doenga limitante para cultivares Nanicdo, Nanica e Grande
Naine pertencentes ao grupo gendmico AAA. Com os sintomas aparecendo nas
folhas jovens, onde inicia por pequenos pontos com leve descoloragédo,
evoluindo para estrias cloréticas ¢ manchas necrdticas. Com sua evolugdo, a
morte precoce da folha é precedida pelo enfraquecimento da planta, levando a
uma queda na producdo, que pode chegar a 50% (Alves, 1997; Rangel et al.,
2002 e Nogueira, 2005).

Os mesmos autores descrevem o modo similar de acdo dos mecanismos
de infestagdo e sintomatologia da Sigatoka Negra, que ¢ semelhante a amarela,
salvo sua agressividade e seu agente diferente. A Sigatoka Negra ataca tanto as
folhas jovens como as velhas, deixando um volume maior de areas necrosadas
resultando em prejuizos na colheita bem mais significativos dos que ocasionados
pela Sigatoka Amarela (Alves, 1997; Rangel et al., 2002; Nogueira, 2005).

O mal do panama ou fusariose ¢ uma doenga causada por um fungo de
solo (Rangel et al., 2002), chamado de Fusarium oxysporum f.sp. cubense e tem
a capacidade de ficar em estagio de dorméncia por muitas décadas (Stover, 1972
apud Nogueira, 2005).

Ha uma crescente preocupacdo com esta doenca, fato este consumado
pelo fato de as medidas de controle serem ineficazes e pela descoberta da raca 4

do patogeno, afetando variedades do subgrupo cavendish. Sdo conhecidas 4
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racas deste patogeno, sendo as que ameagam as bananeiras as racas 1, 2 e 4
(Sun, 1978).

A sintomatologia das plantas atacadas pode ser observada tanto interna
como externamente (Alves, 1997). Observa-se um amarelecimento progressivo
das folhas, das mais velhas para as mais novas, ocorrendo a murcha e quebra do
peciolo junto ao pseudocaule, deixando a planta com um aspecto de guarda
chuvas fechado (Cordeiro et al., 1993 apud Alves, 1997).

Os sintomas internos, observados por cortes transversais ¢ longitudinais
do pseudocaule ou do rizoma das plantas, se resumem a descoloragdo vascular
passando por pontuagdes pardo-avermelhadas e posterior escurecimento de
acordo com a evolugdo da doenga. Tais sintomas podem ser ocasionados pela
oxida¢do de fenois na presenga do fungo (Stover, 1972; Kimati & Galli, 1980
apud Alves, 1997, Nogueira, 2005).

De facil disseminagdo e responsavel por grandes perdas na producao de
banana, a bactéria Ralstonia solanacearum Smith, raga 2 (Nogueira, 2005)
possui cinco estirpes conhecidas e ¢ a causadora do moko ou murcha bacteriana
(Alves, 1997). Essa doenga se instala em qualquer nivel de desenvolvimento da
planta, ndo encontrando resisténcia em nem uma variedade. Oferecendo um
nivel consideravel de dificuldade em seu combate, o agente causal sobreviver
por anos no sistema radicular de ervas daninhas de forma assintomatica. Este
conjunto de fatores faz do moko uma das doengas mais graves da cultura da
banana. (Alves, 1997; Nogueira, 2005; Costa, 2007).

Alves (1997) relata que as perdas causadas pelo moko em um bananal
podem chegar a sua totalidade, pois os frutos afetados ndo servem para serem
consumidos. Outro agravante ¢ sua disseminagdo também ocorrer por insetos, o
que aumenta a probabilidades de uma rapida disseminagao.

Segundo Rangel et al.(2002) e Costa (2007), a incidéncia do Moko

ocorre em reboleiras e os frutos apresentam uma desidratacdo da polpa, com
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manchas pretas em todo seu interior. O Moko leva a planta 2 morte em poucas
semanas e a unica medida a ser tomada ¢ a erradicagdo das plantas doentes, bem
como das plantas vizinhas que, apesar do aspecto sadio, precisam ser
erradicadas. A erradicacdo se faz com aplicagdo de um herbicida, como o
Glifosato, no pseudocaule.

Conforme Manica (1997), outras moléstias e pragas merecem atengao.
Sdo consideradas problemas secundarios, mas que afetam a qualidade da
produgdo trazendo prejuizos para o produtor.

A podriddo mole ataca o rizoma e estende-se ao pseudocaule até ao
apice. Sua caracteristica principal é um odor fétido exalado pela planta. No
pseudocaule, ha um aciimulo de grande quantidade de liquido e, nas folhas,
apresenta uma sintomatologia que pode ser confundida com moko ou sigatoka
amarela (Alves, 1997; Manica, 1997).

As doengas do engago e frutos sdo identificadas tanto na pré-colheita
quanto na poés-colheita, gerando um grande numero de perdas. Os patdgenos
envolvidos s3o diversos ¢ geralmente o que provoca a doenga € uma associacao
destes (Alves, 1997)

A podridao da coroa acontece devido ao corte das pencas da banana. A
partir desta lesdo, ha penetragdo de organismos capazes de decompor os tecidos
da coroa, dificultando o manuseio dos frutos, com perdas para a boa aparéncia
de um fruto sadio e, consequentemente, de seu valor de mercado (Manica,
1997).

As doengas do fruto ocorrem tanto na pré como na pos-colheita,
causando significativa queda no valor de mercado ou até mesmo impedindo a
comercializag@o do fruto (Maninca, 1997).

A lesdo de johnston causada pelo fungo Pyricularia grisea, além de
atingir as folhas, ataca tanto os frutos maduros quanto os verdes, causando

manchas necroticas (Trindade at al., 2002).
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A mancha diagonal é causada pelos fungos Cercospora hayi e Fusarium
Spp e atingem frutos verdes e maduros deixando marcas nas cascas podendo
atingir a polpa (Manica, 1997; Cordeiro, 2003).

Conhecida como Pinta de deightoniela, a doenga é causada pelo fungo
Deightoniella torulosa, que ¢ responsavel por manchas nos frutos, tanto verdes
como maduros. A doenga pode ser evitada controlando a incidéncia de folhas e
flores mortas nas proximidades da planta (Borges & Souza, 2004).

Ponta de charuto é uma doenga relacionada pela associacdo dos fungos
Verticillium theobromae e Trachysphaera fructigena. Pode-se descrever a
sintomatologia como o surgimento de necrose preta nos frutos verdes que
progride até a ponte. O tecido afetado pela necrose cobre-se de fungos e faz
lembrar a cinza da ponta de um charuto (Alves, 1997).

Dentre estas doengas ditas secundarias a que desperta mais atengdo ¢é a
Antracnose. Causada pelo fungo Colletotrichum musa, afeta frutos com ou sem
ferimentos, manifestando-se, geralmente, na fase de maturacao. E conhecida
duas fases da doenca, a que acomete frutos maduros resultante de infeccao
latente e antracnose nao latente, atingindo frutos verdes que sofrem ferimentos,
geralmente no transporte. O seu principal sintoma ¢ o amadurecimento precoce
do fruto e sua caracteristica ¢ a formagdo de manchas escuras (Borges & Souza,
2004).

As viroses ndo sd0 uma grave ameaca para os bananais brasileiros
(Alves, 1997), porém Manica (1997) relata que na Africa, Asia e Australia os
prejuizos causados por virus sdo constantes, levando a um controle sistematico.
Alves (1997) destaca como as viroses mais importantes a bunchy top, virus do
mosaico do pepino e o virus das estrias.

Os nematoéides s@o vermes de solo que t€m sua disseminagao dependente
do manejo, seja por meio de mudas, ferramentais contaminados ou por meio de

irrigacdo e/ou agua das chuvas. Sdo responsaveis por causarem lesdes nas raizes,
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nanismo na planta, prolongamento do estadio vegetativo, redugdo do niimero de
raizes ativas, clorose foliar, diminui¢do da produgdo e do tamanho dos frutos, até
tombamento e morte das plantas. Dentre as espécies conhecidas, algumas sdo
merecedoras de mais atengdo, sdo eles o nematoide cabernicola, Radopholus
similis; nematdide das lesdes, Pratylenchus coffeae; nematdide espiralado,
Helicotylenchus multicinctus e o nematdide das galhas, Meloidogyne spp (Alves,
1997; Borges & Souza, 2004).

Dentre as pragas que atacam o bananal, a mais grave ¢ a broca do
rizoma. As larvas do coledptero Cosmopolites sordidus é a responsavel pela
decorréncia de formagdo de galerias no rizoma que debilitam a planta, além de
facilitar a ocorréncia de danos indiretos, causados por outros organismos
(Manica, 1997).

Sendo uma praga de preocupacdo basicamente regional, a traca da
bananeira foi responsavel por grandes perdas no estado de Sao Paulo na década
de 70 e, em menor escala, no norte de Santa Catarina. As larvas da Lepidoptera
Opogona sacchari causam o apodrecimento dos frutos apds criarem galerias
onde se instalardo (Alves, 1997).

Causando problemas na aparéncia dos frutos, a Tripes da erup¢ao dos
frutos ¢ causada por um inseto do género Frankliniella spp. Seus ovos sdo
depositados na epiderme da casca de frutos jovens levando ao surgimento de
pontuagdes de cor marrom, asperas ao tato, o que diminui a aceitagdo dos frutos,
embora ndo haja interferéncia na qualidade da fruta (Borges & Souza, 2004).

Outro tipo de Tripes ¢ causado pelo inseto do género Chaetanaphothrips
spp e recebe o nome Trieps da ferrugem dos frutos. A sintomatologia ¢
basicamente o surgimento de manchas marrons na casca do fruto, lembrando a
ferrugem e, dependendo do grau de evolugdo, pode ocasionar rachaduras na

casca (Borges & Souza, 2004).
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O pulgdo Pentalonia nigronervosa ¢ um hemiptera atinge a bananeira.
Ele suga a seiva das plantas podendo levar a um enrugamento da folha terminal,
morte das folhas mais velhas e também esta relacionada a sua presenga a virose
bunchy top (Alves, 1997).

As lagartas desfolhadoras ndo sdo um perigo iminente para os bananais,
os géneros spp, Opiphanes spp e Antichloris spp sdo lepidopteras que
normalmente se encontram em equilibrio no agroecossistema. Quando em
excesso, interferem na quantidade de fotoassimilados que seriam translocados
para rizoma e frutos (Mesquita & Alves, 1984b apud Alves, 1997).

A hemiptera Trigona spinipes popularmente chamada de abelha arapua ¢
responsavel por manchar os frutos e também uma das responsaveis pela
disseminagdo do agente causal do moko (Alves, 1997; Kimati et al., 1997).

Embora os fatores que comprometam a cultura sejam basicamente
causados por fatores bidticos, os que sdo desencadeados por fatores abidticos
também sdo considerados na hora de se obter novas caracteristicas de interesse
para a cultura. Destes fatores, destacam-se as secas ou déficit hidrico, ventos e
baixas temperaturas (Becker et al, 2000; Dickman, 2004).

Desta forma, € de interesse criar tecnologias que permitam a obtengado de
variedades com caracteristicas agrondmicas que atendam as necessidades do
campo sem alterar as impostas pelo mercado consumidor a fim de auxiliar os

programas de melhoramento da cultura.

2.8 Melhoramento genético

A crescente demanda mundial por alimentos de melhor qualidade e,
principalmente, livres de doengas é um desafio que tem promovido um avango
significativo em diversas areas da produgdo vegetal. Dentre estas, se destaca o

melhoramento genético vegetal (Borém, 1998).
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O melhoramento genético de plantas visando melhorias agrondmicas
vem sendo realizado pelo homem ha milhares de anos utilizando-se de
procedimentos classicos, funcionais, de cruzamentos controlados.

Em Musa, esta tecnologia de melhoramento genético classico € limitada,
sendo a maioria das cultivares de interesse comercial tripldides, com diferentes
graus de esterilidade e produgdo de frutos por partenocarpia. O sucesso desta
metodologia foi alcancado em algumas variedades do tipo Prata, que ndo foi
alcangado com a variedade Cavendish, por exemplo, (Santos-Serejo, 2006;
Souza Junior, 2005).

Com o advento da biologia molecular, somado ao desenvolvimento de
técnicas biotecnologicas avangadas, o melhoramento genético de plantas via
engenharia genética tornou-se uma ferramenta importante na obtencdo de
plantas genotipicamente superiores em um curto periodo de tempo, sendo,
portanto, de grande interesse para o setor agricola e principalmente bananeiro
(Borém, 1998, Souza Junior, 2005).

Estas novas tecnologias tém se destacado principalmente devido a
possibilidade de obtencdo de resultados uniformes e direcionados para
caracteristicas desejaveis. Dentre os inumeros métodos biotecnologicos
mundialmente utilizados para o melhoramento, a producdo de plantas
geneticamente modificadas destaca-se como um dos mais importantes. A
transgenia tem permitido o melhoramento de gendtipos selecionados por
métodos convencionais através da introdugdo de um ou poucos genes que, em
muitos casos, sdo encontrados em espécies distantes e que ndo poderiam ser
transferidos via recombinagdo, o que acontece obrigatoriamente entre individuos
sexualmente compativeis. Por outro lado, se fossem transferidos levariam anos
para obtengdo do gendtipo desejado (Candeias, 1991; Sagi et al., 1998; Borém,
2001; Coutinho Filho 2006).
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O melhoramento de espécies perenes através da obten¢do de organismos
geneticamente modificados tem sido apontado como uma alternativa ao
melhoramento classico. Nesse contexto, a introdu¢do via transgenia de
caracteristicas desejaveis como a resisténcia a fatores bidticos e abidticos tende a
ser facilitada, uma vez que um grande nimero de genes envolvidos nessas
respostas ou induzidos por tais fatores em diferentes espécies vem sendo
identificado e caracterizado. A disponibilidade de tais genes tem ampliado ainda
mais as possibilidades de manipulagdes por processos biotecnologicos (May et
al., 1995; Kazan et al., 1998; Becker et al, 2000; Shen et al., 2002; Bi et al.,
2006; Meiyalaghan et al., 2006; Chen et al., 2007, Mackintosh et al., 2007).

Muitos destes genes t€m sido identificados em projetos onde genomas
inteiros foram seqiienciados, como nos casos de Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000), arroz (Yu et al., 2002), cana de aglcar
(Fundacao de Amparo a pesquisa do Estado de Sao Paulo - Fapesp, 2009),
eucalipto (Fapesp, 2001) ou em projetos nos quais foram seqiienciados milhares
de cDNAs oriundos de bibliotecas construidas a partir de diferentes
orgaos/tecidos e em diferentes condi¢des de estresse, também conhecidos como
projetos ESTs (Expressed Sequence Tags). Como exemplo do ultimo caso, na
area vegetal destaca-se o projeto MusaGeneBR da Rede Genoma Banana Brasil,
composta pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical, Universidade Catolica de Brasilia e a
Universidade Federal de Lavras.

Os projetos de sequenciamento acima citados sdo de extrema
importancia. Entretanto, sabe-se que a simples identificacdo de um gene ndo ¢
garantia para a sua utilizagdo na obtencdo de transgénicos. A producio eficiente
de uma proteina heteréloga em uma planta depende, por exemplo, da obtencao
de altos niveis de transcrigdo do gene introduzido e, para isso, promotores

altamente ativos e especificos sdo necessarios (Rance et al., 2002).
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2.9 Regides promotoras de expressdo génica em plantas

O promotor é o processador central da regulagdo da expressdo de um
gene uma vez que contém os sitios de ligacdo para os fatores de transcri¢ao
(TFs) e para a RNA polimerase responsavel pela transcricdo génica.
Compreende, por defini¢do, a regido 5' da sequéncia a ser transcrita, podendo se
estender por algumas centenas de pares de base (pb) (Griffiths et al., 2008;
Watson et al., 2006).

Com mais detalhe, Shahmuradov et al. (2003) explica que o termo
promotor designa uma regido da sequéncia gendmica localizada “upstream” ao
sitio de inicio da transcri¢do (TSS - Transcription start site).

Os genes de eucariotos possuem uma regido promotora onde
normalmente sdo encontrados multiplos elementos conservados de controle,
alguns dos quais redundantes e, dentre eles, os elementos denominados TATA
box, a uma distancia de 30 pb do sitio de inicio da transcricdo (TSS), CAAT
box, a cerca de 100 pb do sitio +1 e os GC box a cerca de 200 pb deste local.
Estas sequéncias vao determinar o ponto correto para dar inicio a transcri¢ao,
assim como a taxa, o local ¢ o momento em que o processo se desenvolvera.
Esta rede de sinalizacdo responsavel pela modulacdo transcricional ¢ de grande
complexidade, devendo-se considerar ainda as diversas interagdes destes
elementos com fatores de transcri¢do, enhancers e silencers, além de estimulos
endogenos e exogenos que podem agir para ativar ou reprimir a transcricao
(Griffiths et al., 2008; Butler & Kadonaga, 2002; Watson et al., 2006). Vale
salientar que o mRNA de eucariotos apresenta na sua extrenidade 5° um
revestimento de 7-metilguanosina ligado por um trisfosfato e recebe o nome
Capacete ou CAP 5°. Sua fungdo é proteger o RNA da acdo de fosfatases e
nucleases, conferindo maior estabilidade a molécula e também atua como um
facilitador para a captura desse RNA pelo sistema eucaridtico de tradugdo. Na

extremindade 3°, ¢ encontrada uma cauda de poli-adeninas com cerca de 150 a
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200 bases e tem como fungdo acentuar a traducao, protege o mRNA da acgdo de
nucleases, além de contribuir para uma maior estabilidade da molécula. Outra
caracteristicado mRNA ¢é o fato de ele ser monicistronico, ou seja, codifica
apenas para uma proteina (Griffiths et al., 2008; Snustad & Simmons, 2006).

Smale (2001) e Butler & Kadonga (2002) relatam que o promotor pode
ser dividido em trés partes de modo a identificar seus elementos. Segundo estes
autores, podemos encontrar na regido localizada a — 250 a + 250 nucleotideos do
ponto TSS uma sequéncia denominada promotor proximal. Nela, encontram-se
os principais elementos regulatorios e os sitios especificos de ligacdo dos fatores
de transcrigdo (Smale, 2001; Shahmuradov, 2003).

Com uma influéncia mais fraca do que o promotor proximal, o promotor
distal ¢ localizado na regido upstream ao gene podendo conter sequéncias
regulatdrias adicionais e sitios de ligag@o para fatores de transcrigdo especificos
(Smale, 2001; Shahmuradov, 2003).

A terceira parte em que se pode dividir um promotor ¢ chamada de
promotor nucleo. Ele ¢ a por¢ao minima capaz de dar inicio a transcri¢ao basal.
Com uma extensao de aproximadamente 40 nucleotideos, ¢ localizado em torno
do TSS, podendo ficar upstream e downstream. Nele, além dos sitios de ligacao
dos fatores de transcrigdo, encontram-se as regides de acoplamento das RNA
Polimerases I, II e III, responsaveis respectivamente pela transcricdo do RNA
ribossdmico, mensageiro e transportador, sendo a RNA Polimerase III também
responsavel pela sintese de small RNAs.( Larsen et al., 1995; Smalle, 2001;
Butler & Kadonaga, 2002; Pierce, 2004; Lim et al., 2004; Feklistov et al., 2006).

Desta forma, podemos dizer que as regides promotoras sdo elementos-
chave em processos biotecnologicos a fim de garantir a correta e efetiva
expressdao de um gene de interesse.

A maioria dos organismos transgénicos relatados na literatura foram

obtidos através da utilizagdo de promotores constitutivos, sendo os mais
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comumente empregados o promotor 35S do Virus do Mosaico da Couve Flor
(CaMV 35S), os promotores dos genes que codificam respectivamente a
nopalina sintetase (NOS) e octopina sintetase (OCS) de Agrobacterium
tumefaciens e o promotor do gene que codifica a ubiquitina (Ubi-1) de milho.
Apesar dos grandes avancos obtidos com o emprego desses promotores, existem
grandes restrigdes econdmicas, ambientais e de biosseguranca relacionadas a
expressao indiscriminada (constitutiva) de genes heterdlogos (Zheng & Murai,
1997, Green et al., 2002; Neuteboom et al., 2002).

Neste sentido, a utilizagdo de promotores tecido-especificos e induziveis
pode suavizar estes problemas por limitar a expressao do transgene aos tecidos ¢
as condi¢des necessarias, além da utilizacdo dos promotores obtidos de uma
mesma familia da planta, o que pode promover uma maior aceitacdo da
populagdo com esta tecnologia.

A obtengdo de promotores tecido-especificos que assegurem altos niveis
de expressao somente em tecidos e condigcdes desejaveis ¢ importante para se
obter uma melhor aceitacdo comercial da engenharia genética. A utilizagdo de
promotores adequados ajudaria a diminuir alguns questionamentos sobre a
biosseguranca de plantas geneticamente modificadas. Além disso, este
procedimento faria com que a maquinaria genética nio promovesse uma
expressdo exagerada na planta inteira, a qual pode inclusive comprometer sua
produtividade. Assim, a expressdo de um transgene em um 6rgdo ou condigdo

especifica ¢ bem vinda no melhoramento genético molecular de plantas.

2.10 Rede genoma banana Brasil

O projeto de pesquisa intitulado "Analise da Estrutura Primaria do
Genoma A de Musa acuminata, financiado pelo Conselho Nacional de Pesquisa
e Desenvolvimento (CNPq) e executado pela Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, em parceria com a Universidade Catodlica de Brasilia (UCB) e o
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Centro Francés de Pesquisa Agricola para o Desenvolvimento Internacional
(CIRAD), no periodo de fevereiro de 2002 a junho de 2005, resultou na criacao
do DATAMusa.

O DATAMusa € hoje o segundo maior banco de dados de gendmica de
banana e¢ ¢ composto de informacdes de gendmica estrutural (sequéncias
completas de clones de biblioteca de BAC, de transcriptoma (Expressed
Sequence Tags - ESTs) e de analogos de genes de resisténcia (Resistance Genes
Analogs - RGAs). A parte referente ao transcriptoma no DATAMusa ¢ resultado
da produgdo e caracterizacdo de sete bibliotecas de cDNA e teve o intuito de
descobrir os genes expressos em folhas submetidas ao estresse de temperatura,
folhas infectadas com o patégeno Mycosphaerella fijiensis em estagio precoce e
tardio de infecgdo, flor masculina, raizes de plantas in vitro e casca verde de
Musa acuminata. No total, foram produzidas 17.113 sequéncias, restando 13.297
sequéncias de alta qualidade apos a analise de qualidade e limpeza destas.. A
analise destas sequéncias permitiu a identifica¢dao de 5.317 clusters, sendo 1.647
contigs e 3.570 singlets, os quais foram denominados Musa acuminata
Assembled EST Sequences (MaAES). Dos 5.317 MaAES, 1.975 (37.2%) nao
apresentaram homologia com as sequéncias depositadas nos bancos de dados
publicos.

Apds este marco, os pesquisadores brasileiros investiram esforgos para
promover a rede Genoma Banana Brasil - MusaGeneBR. Esta rede -- hoje
composta pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical, Embrapa Amazonia Ocidental, Embrapa
Tabuleiros Costeiros, Embrapa Meio Norte, Universidade Catolica de Brasilia e
Universidade Federal de Lavras tem como objetivo realizar o estudo da
gendmica funcional ou transcriptoma da bananeira. Isso permitira a elucidacao

detalhada da fungdo de milhares de genes envolvidos nos processos de
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diferenciacdo e desenvolvimento e/ou processos envolvidos nas respostas as
alteragdes do ambiente bidtico/ou abiotico.

Assim, espera-se ampliar as possibilidades de melhoramento genético e
de transgenia direcionados para a cultura da banana, com vistas a geracao de

novas variedades superiores.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado nas dependéncias no Laboratério
Central de Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras — MG.

Foram utilizadas plantas de bananeiras das cultivares Grande Naine
(grupo AAA — Sub-grupo Cavendish) e Prata-Ana (grupo AAB — sub-grupo
Prata). Exemplares destas cultivares ndo variantes somaclonais, mantidas no
campo experimental da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em Lavras —
MG foram selecionadas como fonte de diferentes tecidos para execucdo deste
trabalho.

Os tecidos (7) foram obtidos dos seguintes orgdos: raiz; folha, flor
masculina (coragdo), polpa e casca verde e madura.

Apbs a coleta no campo experimental, os tecidos foram imediatamente
lavados com agua destilada, congelados em nitrogénio liquido (-193 °C) e
transportados ao Laboratorio Central de Biologia Molecular onde foram
armazenados no ultrafreezer a uma temperatura de -80 °C até o momento da
extracdo. Alguns frutos verdes de ambas as cultivares foram separados e
submetidos a um processo natural de amadurecimento e, posteriormente,
separados em casca e polpa, sendo congelados logo em seguida.

Em funcdo da escassa disponibilidade de relatos -cientificos e
considerando que a composi¢cdo tissular da bananeira é rica em compostos
fenolicos, tais como terpendides e outros metabolitos secundarios que
promovem degradacdo e oxidacdo dos 4acidos nucléicos durante os
procedimentos de extracdo fez a necessidade da realizagdo de testes de
otimizagdo de diferentes protocolos de extracdo de RNA.

Os tecidos de raiz e flor masculina de ambas cultivares foram

selecionados e submetidos a seis diferentes métodos de extragdo de RNA, o que
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permitiu confrontar os resultados das extragdes seguindo os diferentes

protocolos e escolher a metodologia que melhor resultado apresentou.

3.1 Extracdo de RNA

Os métodos de extragio de RNA escolhidos foram: Concert
(Invitrogen), TRI Reagente ® (Sigma), RNeasy Mini Kit (Qiagen), NucleoSpin
RNA Plant (Macherey — Nagel), Borato quente (Birtic & Kranner, 2006), CTAB
rapido (Gambino et al., 2008).

Para cada um dos protocolos testados, os utensilios ¢ materiais utilizados
no processo como um todo, tais como almofariz, pistilo, espatulas, microtubos e
ponteiras, foram tratados com uma solugdo de dietil pirocarbonato (DEPc) a
0,5% com o objetivo de inativar RNAses. Posteriormente, este material foi
autoclavado ¢ mantido em condig¢des estéreis até o momento do uso. Entretanto,
esse procedimento foi abandonado apés a realizagdo de uma extracdo na qual
ndo foram tomadas medidas de esteriliza¢do do material em autoclave nem o uso
de DEPc, apenas um processo de lavagem com alcool 70% foi realizado.

Para o processo de extracdo de RNA, sdo utilizadas amostras dos tecidos
de interesse em pod.Desta forma, os tecidos sdo macerados utilizando-se

nitrogénio liquido, o que permite a obten¢do de um p6 bem fino.

3.1.1 Reagente Concert™ (Invitrogen)

O protocolo de extracdo de RNA utilizando Concert foi realizado de
acordo com o manual do fabricante: Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen).
A cada microtubo de 2 mL contendo aproximadamente 100 mg de tecido
macerado, foram adicionados 500 pL do reagente Concert gelado (4 °C) e
homogeneizados em vortex. Em seguida, os microtubos foram incubados por 5
minutos a temperatura ambiente, deixados horizontalmente para aumentar a

superficie de contato tecido X reagente melhorando a extragdo do RNA do
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interior celular. Apos esse periodo, o material foi submetido a centrifugagdo por
2 minutos a temperatura ambiente a 11400 RPM e o sobrenadante transferido
para um novo microtubo. Foram adicionados 100 pL de NaCl 5 M e
homogeneizados em vortex, em seguida, foram adicionados 300 pL de
cloroformio e a solucdo tecido x reagentes dos tubos foram homogeneizados por
inversdo. Para separacdo das fases, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo por 10 minutos em uma temperatura de 4 °C a 11400 RPM ¢ a
fase aquosa superior foi transferida para um novo microtubo. Foram adicionados
400 pL de isopropanol gelado seguido de uma agitagdo em vortex durante 5
segundos. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 10
minutos, ¢ submetidas a centrifugagdo a 4 °C pelo mesmo intervalo de tempo a
11400 RPM. O sobrenadante foi descartado, o precipitado foi lavado com 1 mL
de etanol 75% gelado (-20°C) e os tubos levados a centrifugacdo a 11400 RPM
por 1 minuto em temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido com
auxilio de uma micropipeta, o RNA foi ressuspenso em 20 pL de dgua Milli-Q
(Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA ) e armazenado a -80 °C para

posterior quantificacgdo.

3.1.2 TRI Reagente® (Sigma)

O RNA total foi obtido utilizando TRI Reagente® (Sigma), conforme
recomendacdes do fabricante. A cada microtubo de 2 mL contendo
aproximadamente 100 mg de tecido macerado, foi adicionado 1 mL do Tri
Reagente. O conteudo dos microtubos foi homogeneizado em vortex e incubado
por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds esse periodo, o material foi
submetido a centrifugagdo a 4 °C por 10 minutos a 11400 RPM. O sobrenadante
foi transferido para um novo microtubo onde foram adicionados 200 pL de
cloroféormio e homogeneizados por 15 segundos. Para separar as fases, as

amostras foram submetidas & centrifugagdo na velocidade de 11400 RPM

28



durante 20 minutos a 4° C sendo coletado e transferido 750 pL da fase aquosa
superior para um novo microtubo. Posteriormente, foram adicionados 500 pL de
isopropanol e a solu¢do homogeneizada por inversdo e incubada por 60 minutos
a -20 °C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 4 °C
e 11400 RPM e o sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado com 1 mL
de etanol 75% gelado e os microtubos submetidos a uma nova centrifugagio a
11400 RPM por 5 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi removida do tubo com
auxilio de uma micropipeta, o RNA foi ressuspenso em 20 pL. de agua ultrapura

e armazenado a -80 °C para posterior quantificacao.

3.1.3 RNeasy Mini Kit (Qiagen)

Seguindo as orientacdes do fabricante, o RNA total foi extraido
utilizando aproximadamente 100 mg de tecido macerado onde foram
adicionados 450uL do tampao RLT e homogeneizado vigorosamente com
vortex. Em seguida, o material foi coletado e transferido para uma coluna
QIAshredder spin inserida em um tubo de coleta de 2 mL sendo levado a
centrifugacdo a 15000 RPM por 2 minutos. Cerca de 400 puL do sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo. A este volume foram adicionados 200uL
de etanol absoluto e os 600 pL resultantes foram transferidos para uma nova
coluna RNeasy spin inserida em um microtubo de coleta de 2 mL. Efetuou-se
uma nova centrifugacdo por 15 segundos a 10000 RPM, sendo o filtrado
descartado. Em seguida, foram adicionados 700 pL do tampdo RW1 na coluna
RNeasy e novamente efetuou-se uma centrifugacdo por 15 segundos a 10000
RPM para lavar a membrana da coluna. O filtrado foi descartado. Em seguida
adicionou-se 500 pL do tampao RPE na coluna RNeasy spin e, em seguida,
centrifugada a 10000 RPM por 15 segundos para mais uma limpeza da
membrana da coluna. Mais uma vez, foram adicionados 500 pL do tempao RPE

na coluna que, em seguida, foi centrifugada por 2 minutos a 10000 RPM. O
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microtubo de coleta de 2 mL foi trocado e a coluna foi novamente centrifugada
por 1 minuto a 15000 RPM para a completa retirada de tampao da coluna. A
coluna foi inserida em um novo microtubo de coleta de 1,5 mL, tendo sido
adicionado 30 pL de agua RNase-free diretamente da membrana e efetuou-se
uma centrifugagdo a 10000 RPM por 1 minuto, sendo o filtrado coletado. Esta
etapa de centrifugag@o foi repetida com o intuito de recuperar o maximo de
RNA. Todo o procedimento foi realizado na presenga de gelo ¢ com as
centrifugacdes a 4 °C . Finalizado o processo, o RNA obtido foi armazenado a

-80 °C para posterior quantificagdo.

3.1.4 NucleoSpin® RNA Plant (Macherey — Nagel)

Seguindo as orientagdes do fabricante, o volume de 350 pL do tampao
RAT (Lysis buffer) e 3,5 pL de B-mercaptoetanol foi acrescentado a 100 mg de
tecido macerado. O tecido macerado com tampao foi agitado vigorosamente em
vortex e transferida para a coluna NucleoSpin® Filter acoplada a um microtubo
de coleta de 2 mL. Efetuou-se uma centrifugagdo a 10900 RPM por 1 minuto,
sendo o filtrado coletado com cuidado para ndo perturbar o sedimento formado.
Este volume filtrado foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL, onde
foram adicionados 350 pL de etanol 70%.

Realizou-se uma cuidadosa homogeneizagdo desta solugdo através da
micropipeta (eppendorf) puxando e soltando o material. O material foi
transferido para uma coluna NucleoSpin® Filter, acoplada a um microtubo de
coleta ¢ submetido a uma centrifugagdio a 10900 RPM, 30 segundos.
Posteriormente, foram adicionados mais 350 uL do tampao MDB (Membrane
Desalting buffer) sobre a membrana e efetuou-se uma nova centrifugagdo a
10900 RPM por 1 minuto, objetivando a completa secagem da coluna. Em

seguida, foram aplicados 95 pL do mix de reacdo da rDNase diretamente no
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centro da membrana de silica da coluna ¢ este material foi incubado em
temperatura ambiente por 15 minutos.

Ap6s o tratamento com a rDNase, foram adicionados 200 puL do tampao
RA2 (wash buffer) na coluna, sendo este conjunto submetido a uma
centrifugacdo por 30 segundos a 10900 RPM. Em seguida, a coluna foi acoplada
a um novo microtubo de coleta de 2 mL, foram adicionados sobre a membrana
600 puL do tampdo RA3 (wash buffer concentrate) e realizou-se uma nova
centrifugacdo por 30 segundos a 9300 RPMM, a coluna foi acoplada a um novo
microtubo de coleta de 2mL, foram adicionados 250 pL do tampao RA3 e este
conjunto foi submetido a uma nova centrifugagdo por 2 minutos a 10900 RPM,
visando a completa secagem da coluna. Posteriormente, esta coluna foi acoplada
a um novo microtubo de coleta de 1,5 mL, foram adicionados 30 uL de agua
RNase-free diretamente sobre a membrana e este conjunto submetido a
centrifugacdo a 10900 RPM por 1 minuto.

O filtrado foi coletado e repetida a etapa com o intuito de recuperar o
maximo de RNA. Todo o procedimento foi realizado em temperatura ambiente,
exceto no intervalo de tempo necessario para colocar o tampao RA1 no
macerado, os tubos ja preparados permaneceram no gelo. Apos a extragdo, o

RNA foi armazenado a -80 °C para posterior quantificacao.

3.1.5 Borato Quente

O método do Borato Quente (BQ) foi adaptado do protocolo descrito por
Birtic & Kranner (2006), onde o tampao de extragdo ¢ formado de Tetraborato
decahidratado de sodio 0,2 M, contendo Etileno glicol bis; (2-aminoetil eter)-
N,N,N'",N'"-acido tetra-acético30 mM; sodio dodecil sulfato (SDS) 1% (p/v);
Sodio dexicholate 1% (p/v), com pH 9.0 ajustado com hidréxido de s6dio 1 M.
Para cada 1 mL de tampao, foram adicionados 0,12 g de polivinilpirrolidone

(PVP 40) e 1,5uL de ditiotreitol (DTT), sendo esta solucdo aquecida a 80 °C
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para dissolucdo completa dos reagentes. Em seguida, o volume de 0,4 uL de -
mercaptoetanol foi adicionado ao microtubo de 2 mL que continha 100 mg de
tecido macerado. Ainda foram acrescentados a este microtubo 1 mL do tampao
de extragcdo e 1 mg de Proteinase K (Amresco) (p/v). Esta solucao foi agitada em
vortex ¢ colocada em banho maria a 45 °C por 1 hora e 30 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 80 pl. de Cloreto de Potassio 2 M, as
amostras foram incubadas no gelo por 45 minutos e, em seguida, centrifugadas a
13000 RPM por 20 minutos a 4 °C. Aos 600uL recuperados foi acrescentado
200 pL de Cloreto de Litio 10 M estocado a -20 °C, sendo as amostras incubadas
a -20 °C por 14-16 horas para precipitagdo do RNA. Apos esse periodo, foi
realizada uma centrifugacdo a 13000 RPM por 20 minutos a 4 °C e o
sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado com 750 uL de Cloreto de
Litio 2 M duas vezes com uma centrifugacdo de 10 minutos a 13000 RPM,
intercalando as lavagens. O sobrenadante foi descartado, o precipitado foi seco
e, em seguida, ressuspendido em 20 pL de 4gua ultra pura autoclavada. Esta
solucdo foi agitada em vortex, novamente centrifugada a 13000 RPM por 10
minutos a 4 °C e o sobrenadante transferido para um novo microtubo. As

amostras foram armazenadas a -80 °C para posterior quantificagao.

3.1.6 CTAB répido

Utilizando dois tipos de solugdes tampdo, o método CTAB réapido
(CTABr) foi adaptado do protocolo descrito por Gambino et al. (2008). O
primeiro tampdo de extragdo continha, 2% (p/v) de CTAB, 2,5% (p/v) de
PVP-40; 2M NaCl; 100mM tris-HCI pH 8,0; 25 mM EDTA pH 8,0 ¢ 2%
(v/v) de PB-mercaptoetanol (Sigma—Aldrich) adicionado ao tampao
imediatamente antes do uso. O segundo tampao de extracdo --
identificado como SSTE -- continha, 10 mM de Tris-HCIpH 8,0; 1 mM
de EDTA pH 8,0; 1% (p/v) de SDS e 1 M de NaCl. Para cada 1 mL de
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tampao previamente aquecido a 65 °C, foram adicionados 200 mg de
tecido macerado e, como opcional, 1,0 mg de proteinase K (Amresco)
(p/v). A solugdo foi aquecida a 50 °C em banho maria por 30 minutos e,
em seguida, centrifugada por 10 minutos a 13000 RPM, sendo a fase
aquosa transferida para um novo micro-tubo de 2 mL. A esta solugdo foi
adicionado igual volume de Cloroformio Alcool-Isoamilico (24:1).
Efetuou-se uma centrifugacdo por 10 minutos a 13000 RPM, sendo o
sobrenadante recuperado e transferido para um novo microtubo. Esta
etapa foi repetida uma vez. Posteriormente, adicionou-se 1/3 do volume
coletado de cloreto de litio a 10 M. Em seguida, a solucao foi incubada
por 30 minutos a -20 °C e, na sequéncia, centrifugada por 20 minutos a 4
°C e 15000 RPM. A fase aquosa foi descartada e o precipitado foi
ressuspenso em 500 pL do tampao SSTE pré-aquecido a 65 °C e 500 pL
de Cloroformio  Alcool-Isoamilico  (24:1). Esta solu¢io foi
homogeneizada em vortex e centrifugada por 10 minutos, 13000 RPM e 4
°C. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e
foram adicionados 0,7 volumes de isopropanol gelado (-20 °C). Este
conjunto foi centrifugado a 15000 RPM a 4 °C por 15 minutos, sendo o
precipitado, de dificil visualizacdo, lavado com 300 pL de alcool 70%,
centrifugado novamente por 5 minutos, 11000 RPM a 4 °C, seco e
ressuspenso em 20 pL de agua Milli-Q tratada com DEPC 0,1% (v/v)
autoclavada e armazenado a -80 °C.

Embora fornecido RNA de boa qualidade, o método CTAB;,
proporcionou RNA em baixa concentracdo, sendo necessario o agrupamento das

repetigoes dos mesmos tecidos com o objetivo de concentrar estas amostras via

liofilizagdo. Foi utilizado o liofilizador do fabricante LIOBRAS modelo L101
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por 6 horas a uma temperatura de -40 °C. Em seguida, o RNA liofilizado foi
ressuspenso em agua Milli-Q autoclavada, tratada com DEPc 0,1% em um
volume referente a metade do que se encontrava o volume proveniente da unido

dos tubos e entdo quantificado.

3.2 Tratamento com DNase

Todas as amostras de RNA passaram por um tratamento para remog¢ao
do DNA gendmico utilizando a endonuclease TURBO™ DNase (Ambion). Este
tratamento foi executado seguindo o protocolo utilizado no Laboratory of
Tropical Crop Improvement da Universidade Catdlica de Leuven (KUL) na
Bélgica, com a substitui¢ao do tampao de ativacdo da enzima nele descrito pelo
tampdo que acompanha o kit da Turbo™ DNase. Para tanto, utilizou-se um
microtubo de 500 uL e para cada ug de RNA foram adicionadas 2 unidades da
Turbo™ DNase juntamente com o seu respectivo tampdo na concentragio final
de 1x, considerando um volume final de 50uL. Este conjunto foi incubado em
banho maria a 37 °C por 45 minutos. Apds esta incubacao, foram adicionados 50
uL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico 25:24:1. A solucdo foi
homogeneizada em vortex, centrifugada a 4 ° C por 10 minutos ¢ 13000 RPM e
cerca de 45 puL da fase aquosa foram coletados e transferidos para um novo
microtubo de 1,5 mL. A esta solucdo foram adicionados 4,5 pL de acetato de
sodio 3M, 5uL de glicogénio (Invitrogen) e 136,25 uL de etanol absoluto gelado
(-20 °C). Uma homogeneizagdo foi realizada cuidadosamente e os microtubos
foram incubados por 14-16 horas a -80 °C. Apoés este periodo de incubagdo, os
microtubos foram incubados por 5 minutos em gelo e centrifugados por 1 hora e
30 minutos a 13000 RPM em uma temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi
removido e o precipitado lavado com 500 uL de etanol 70% gelado (-20°C). Foi

realizada uma centrifugagdo a 13000 RPM por 15 minutos a 4 °C, sendo o
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sobrenadante descartado, o precipitado seco e ressuspenso em 30 pL de agua

Milli-Q tratada com 0,1% (v/v) de DEPc autoclavada.

3.3 Isolamento de DNA

Com o objetivo de termos um DNA de banana para ser utilizado como
controle positivo das amostras na etapa de RT-PCR e qPCR, foi necessario a
extracdo de DNA das cultivares Grande Naine e Prata Ana.

Para tanto, cerca de 200 mg de folha de cada cultivar foram maceradas
em um cadinho contendo nitrogénio liquido até a obtengdo de um po fino e
homogéneo. Este macerado foi transferido para um microtubo de 2 mL onde foi
acrescentado 1 mL do tampdao CTAB (2% p/v de CTAB, 2,5% p/v de PVP-40; 2
M NacCl; 100 mM tris-HCI pH 8,0; 25 mM EDTA pH 8,0).

A solugdo contendo o tampdo de extragdo e o tecido macerado foi pré-
aquecida a 65 °C e adicionou-se 2% (v/v) de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich).
Fez-se uma homogeneizacdo por 30 segundos com ajuda de um vortex e, em
seguida, o microtubo foi incubado em banho maria por 40 minutos a 65 °C sendo
homogeneizado por inversdo a cada 10 minutos. Apos esta etapa, a solucao foi
centrifugada por 10 minutos a 11000 RPM, sendo que 600 uL da fase aquosa
foram recuperados e transferidos para um novo microtubo de 2 mL onde foram
acrescentados 600 pL da mistura Cloroférmio: Alcool Isoamilico, 24:1 (v/v).

Esta solugdo foi homogeneizada em vortex por 30 segundos e submetida
a uma nova centrifugacdo a 11000 RPM por 10 minutos. Cerca de 400 puL do
sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo onde foram
adicionados 4 uL de Rnase A na concentragdo estoque de 100 pg/mL
(Amresco). Fez-se uma incubacdo a 37 °C por 30 minutos e, em seguida, foram
adicionados 240 uL de Alcool Isopropilico, PA gelado. Esta mistura foi
homogeneizada por inversdo e incubada a -20 °C por 1 hora. Apds este

procedimento, a amostra foi centrifugada a 11000 RPM por 20 minutos, o
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sobrenadante foi descartado, o precipitado lavado com 400 pL de etanol
absoluto e, em seguida, seco. Como ultimo passo, realizou-se a ressuspensao
deste precipitado em 30 uL de 4gua Milli-Q tratada com 0,1% (v/v) de DEPc.

Todo o procedimento foi feito em temperatura ambiente.

3.4 Quantificagdo e Integridade das amostras de RNA e DNA

Apds a extragdo, a qualidade do RNA total e do DNA foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), em tampao TAE 1X (Tris-4cido acético
-EDTA e corados em uma solucdo de brometo de etideo (10mg/mL) a 0,6%
(v/v). Este gel foi visualizado sob luz ultravioleta e a imagem captada pelo
fotodocumentador EDAS 290 (Kodak™), sendo processada com o software
Kodak® 1 D Limited Edition versio 3.6.1. Finalizada a verificagio da
integridade das amostras, as que demonstraram ser de boa qualidade e eram
provenientes do mesmo tecido e cultivar foram agrupadas em um tnico tubo e
este material foi quantificado em espectrofotémetro Nanodrop® ND-1000, no
modo Standard e opgdo de leitura de RNA e DNA, conforme o tipo de amostra.
Com esta quantificacdo, foi determinado a quantidade em ng/ul. e a relacdo de

pureza das amostras.

3.5 Sintese de cDNA

A sintese do ¢cDNA foi feita utilizando o Kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems). Primeiramente, o RNA foi diluido
a uma concentragdo de 1 pg em um volume final de 10 pL. Em seguida, foi
preparado um mix contendo tampdo 10X RT buffer na concentragdo de 1x; 4mM
do mix de dNTP’s (100 mM); 1x dos RT Random Primers; 1 pL de
MultiScribeTM Reverse Transcriptase ¢ 4,2 pL de agua Milli-Q tratada com
0,1% (v/v) de DEPc autoclavada, totalizando 10 pL. Deste modo, a cada solucao
de 10 pL contendo 1 pg de RNA, foi acrescentado 10 pL deste mix. Os tubos
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foram levados ao termociclador Eppendorf Mastercycler gradient, programado
com as condi¢des impostas pelo fabricante do kit para a correta sintese da
primeira fita de cDNA: 10 minutos a 25 °C para o anelamento dos primers; 2
horas a 37 °C para ag@o da enzima sintetizar a fita do DNA complementar e 5
minutos a 85 °C para inativa-la. Ao final do processo, o cDNA foi quantificado
no modo standart do Nanodrop® na opcdo de leitura de ssDNA, determinando
assim, a quantidade em ng/uL da amostra. Imediatamente apods este

procedimento, as amostras foram armazenadas a -20 °C.

3.6 Validac&o dos cDNA'’s obtidos

Os cDNAs foram validados via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos cujo alvo de
amplificacdo ¢ o gene ubiquo que codifica actina em banana sendo sua
sequéncia senso: 5’GAGAAGATACAGTGTCTGGA 3’ e antissenso:
5S’ATTACCATCGAAATATTAAAAG 3’. Para todas amostras de cDNA
e DNA, foi feito um mix de varias amostras a partir dos volumes de uma
reacdo individual contendo: 9,6 pL de agua Milli-Q tratada com 0,1%
(v/v) de DEPc autoclavada; 1x de tampao com MgCl, (Sigma-Aldrich)
para Taq DNA Polymerase (Sigma-Aldrich) 5U/uL; 0,2mM de dNTP’s
(RBC); 0,5 mM dos primers forward e reverse (IDT) e 0,5U da enzima
Taq DNA Polymerase (Sigma-Aldrich), para um volume de 13 pL. A
reagao foi feita em duplicata, sendo que cada par de microtubo de 200uL
continha 2 pL. de cDNA diluido a 60 ng/uL proveniente de cada tecido,
exceto os utilizados como controles negativos e positivos. No caso do
controle negativo, foram usados dois microtubos, sendo pipetado 2 uL de

agua Milli-Q DEPc autoclavada ao invés do cDNA. Ja para o controle
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positivo, foram usados quatro microtubos onde pipetou-se 2 uL de DNA
extraido de banana a 35 ng/uL ao invés de cDNA. Devido ao fato do
primer utilizado ter sido desenhado a partir de uma sequéncia contendo
uma regido intronica, as bandas observadas no gel de agarose
apresentaram tamanhos distintos para o cDNA (231 pb) e para o DNA
(300 pb) devidamente identificados por um DNA ladder (GE Healthcare)
com fragmentos de 100 pb. Os tubos contendo os 15 pL da reagdo foram
levados ao termociclador Eppendorf Mastercycler gradient assim
programado: 95 °C por 2 minutos para desnaturagdo (DNA dupla fita), 35
ciclos de 20 segundos a 95 °C; 20 segundos a 55 °C (anelamento dos
primers), 20 segundos a 72 °C (extensdo das novas fitas), 72 °C por 5
minutos e 12 °C hold. O produto desta PCR foi inteiramente aplicado em
um gel de agarose a 1,2% (p/v), em tampao TAE 1x e corado com 0,6%

(v/v) de Brometo de Etideo na concentracdo de uso de 10 mg/mL.

3.7 ldentificacdo das sequéncias promotoras de expressdo génica tecido-
especificas

A identificagdo das sequéncias potencialmente promotoras tecido
especificas foi feita através de sete PCR’s onde um mix contendo 9,6 puL de agua
Milli-Q tratada com 0,1% (v/v) de DEPc autoclavada; 1x de tampao com
MgCl, (Sigma-Aldrich) para Taqg DNA Polymerase (Sigma-Aldrich)
5U/uL; 0,2mM de dNTP’s (RBC); 0,5 mM dos primers forward e reverse
(IDT) e 0,5U da enzima Taq DNA Polymerase (Sigma-Aldrich), para um
volume de 13 pLfoi preparado para cada amostra em duplicata. O

template utilizado foi 2uL. de cDNA de cada tecido na concentragdo de
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60ng/uL, 2uL de DNA de cada cultivar para o controle positivo a
30ng/uL e para o controle negativo 2uL de agua ultrapura.

A sintese e amplificagdo dos fragmentos foi feita utilizando o
termociclador Eppendorf Mastercycler gradient assim programado: 95 °C por 2
minutos para desnaturagdo (DNA dupla fita), 35 ciclos de 20 segundos a 95 °C;
20 segundos a 60 °C (anelamento dos primers), 20 segundos a 72 °C (extensdo
das novas fitas), 72 °C por 5 minutos e 12 °C hold. O produto de cada PCR foi
inteiramente aplicado em um gel de agarose a 1,2% (p/v), em tampao TAE 1x e
corado com 0,6% (v/v) de Brometo de Etideo na concentracdo de uso de 10
mg/mL.

Os primers utilizados foram desenhados a partir das sequéncias
candidatas anteriormente selecionadas por um virtual screening no banco de
dados do genoma da banana, DATAMusa, o qual hospeda informagdes de
genoma estrutural (sequéncias consenso de clones BACs), sequéncias expressas
(ESTs) e de Andlogos de Genes de Resisténcia (RGAs), que pela
confidencialidade do projeto serdo omitidas e apenas identificadas como 011M;
EMB 27; EMB 28; EMB 29; EMB 31; EMB 33 ¢ EMB 38. Outra modificac¢do
se refere a temperatura de anelamento utilizada no programa do termociclador,

que desta vez foi de 60°C.

3.8 RT-PCR e gPCR

O cDNA individual de cada tecido e o pool de cada cultivar selecionada
no ensaio de RT-PCR (EMB 27; EMB 28; EMB 31 ¢ EMB 33) foram
empregados como molde na analise da expressdo génica quantitativa tecido-
especifica. Para esta etapa, utilizamos o aparelho ABI PRISM 7500 Real-Time
PCR (Applied Biosystems) com o seu respectivo software 7500 versdo 2.0.1 ¢ o
sistema de corante fluorescente SYBR Green I detectavel pelo seu acumulo

durante os ciclos da reacao.
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Como normalizador (controle endogeno) foi utilizado gene da actina,
cujo os primers foram anteriormente utilizados na etapa de RT-PCR.

Inicialmente foi realizado um ensaio para se determinar a eficiéncia da
reacdo de amplificagdo do normalizador através da seguinte série de diluicdes
dos cDNA’s: 1:10, 1:25, 1:50, 1:100.

Os parametros de ciclagem utilizados para as reagdes foram: 2 minutos a
50 °C, ativagdo da enzima a 95 °C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 15
segundos a 95°C para desnaturagdo (a partir do segundo ciclo), anelamento e
extensdo a 55 °C por 1 minuto, finalizando com 1 segundo a 95 °C.

Adicionalmente, foi conduzida uma etapa de desnaturacdo lenta, com
elevagdo da temperatura de 1 °C por minuto para a construgdo da curva de
dissociagdo. Neste sentido, a melhor diluicdo apresentou amplificagdo somente
em ciclos tardios, a partir do ciclo 29. Diante do exposto, fez-se necessaria a
utilizagdo de ADNA para antecipar os ciclos de amplificacdo. Desta forma,
foram feitas seis diluicdes em série para as amostras individuais (Tabela 2) e
para os pools (Tabela 3) de cada cultivar conforme, sendo os ensaios realizados

com as amostras em duplicata, repetindo a ciclagem anterior.

TABELA 2 Diluicao referente as amostras individuais de cada tecido e cultivar a
partir de um estoque de cDNA contendo 12uL.

Diluigao Concentragao real Vol. feito
D1 32 8ul cDNA + 0.5ul ADNA (50x) + 16.5ul Agua 25ul
D2 8 10ul d1 + 30ul ADNA (1x) 40ul
D3 2 10ul d2 + 30ul ADNA (1x) 40ul
D4 0.5 10ul d3 + 30ul ADNA (1x) 40ul
D5 0.125 10ul d4 + 30ul ADNA (1x) 40ul
D6 0.03125 10ul d5 + 30ul ADNA (1x) 40ul
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TABELA 3 Diluigao referente ao pool dos tecidos de cada cultivar a partir de
um volume de 2,5uL. de cDNA de cada tecido.

Dilui¢do | Concentragio real Vol. feito
. 1 i 6;11;DNA + Tul ADNA (50x) + 33ul | 5041
D2 8 20ul d1 + 60ul ADNA (1x) 80ul
D3 2 20ul d2 + 60ul ADNA (1x) 80ul
D4 0.5 20ul d3 + 60ul ADNA (1x) 80ul
D5 0.125 20ul d4 + 60ul ADNA (1x) 80ul
D6 0.03125 | 20ul d5 + 60ul ADNA (1x) 80ul

A reagdo de quantificagdo foi realizada, para todos os ensaios,
utilizando-se as seguintes quantidades: 5 uL. de SYBR Green PCR Master Mix
2X; 0,4uL (10 mM) dos primers R e F; 1 uL do mix de cDNA (cDNA + ADNA)
e 3,6 uL de agua Milli-Q, perfazendo um volume final de 10 pL.

A diluigdo D2 foi escolhida para a realizagdo do ensaio em triplicata para
a quantifica¢do absoluta da expressdo dos genes candidatos e determinacdo dos
ciclos de amplificagdo (Cr).Foi avaliada a expressdo dos 4 genes validados pela
RT-PCR e confirmados pela qPCR utilizando a mesma ciclagem aplicada ao
primer da actina, porém com a temperatura de anelamento e extensdo de 60 °C.

Sem os resultados do normalizador, foi feito um grafico representado
pela base de calculo da equagdo 2" ™" | na qual Cymean considera-se a média
dos Cr das amostras em triplicata. A aplicacdo desta equacdo ndo permite a
avaliacdo da expressdo relativa entre os genes e os tecidos, apenas uma

avaliagdo grafica de presenca e auséncia de expressao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracdo de RNA

Dos seis métodos de isolamento de RNA testados, quatro foram
descartados por apresentarem baixo rendimento e baixa qualidade do RNA
isolado (dados nao mostrados). Os dois métodos que apresentaram RNA de alta
qualidade (integros, ndo degradados) foram os protocolos do Borato Quente
(Birtic & Kranner, 2006) (BQ) e CTAB rapido (Gambino et al., 2008) (CTABr),
com alteragdes relacionadas a utilizagdo de proteinase K, a temperatura de
precipitacdo e a velocidade de centrifugagao.

O método BQ proporcionou alto rendimento e boa qualidade assim como
o método CTABr, que proporcionou RNA de excelente qualidade, porém com
baixo rendimento, talvez pelo fato de este método ser originalmente destinado a
extracdo em larga escala (Chang et al., 1993). Esse baixo rendimento obrigou a
realizag@o de varias extragoes de cada tecido para que, somadas, possibilitassem
a obtencdo da quantidade necessaria de RNA .

O processo de extragdo via CTABr leva 4h, enquanto via BQ leva 2 dias.
Dadas as qualidades de RNA proximas entre os dois, o fator tempo foi
preponderante em relacdo ao rendimento para a escolha do CTABr como
método a ser adotado.

A banana ¢ rica em polifendis e polissacarideos e estes compostos
dificultam a purificacdo de RNA (Liu et al., 1998; Birtic & Kranner, 2006;
Junping et al., 2006). Possivelmente, o sucesso de ambos os métodos se deve ao
fato de conterem em seus protocolos PVP e B-ME, responsaveis pela redugdo de
oxidantes e compostos fenolicos (Jaakola, 2001), e também LiCl, considerado o
melhor agente precipitador de RNA (Rubio-Pifia & Vazquez-Flota, 2008). Além
destes, o proprio detergente CTAB contribui para a separagdo entre

polissacarideos e acidos nucléicos (Chang et al., 1993).
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A qualidade do RNA extraido pelo método CTABr foi determinada por
analise visual mediante eletroforese em géis de agarose (Figura 4) e a
concentracdo e pureza determinadas por espectrofotometria (Figura 5), ja que a
qualificacdo apenas por espectrofotometria nao € ideal, pois, embora considere a
presenga de contaminantes para determinar a pureza (Manning, 1991; Logemann

et al., 1997), considera também RNA degradado na quantificagéo.
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FIGURA 4 Géis de agarose a 1,2% corados com brometo de etideo onde foi
aplicado RNA total e se observa as bandas 28S e 18S referente ao
rRNA (RNA ribossémico) obtido de véarias extragdes de raiz (A) e
de polpa madura (B) de Prata Ana pelo método CTABT.

Desse modo, (i) pela razdo de absorbancia entre 260 e 230 nm, indicativa
de contaminagdo por compostos polissacaridicos e/ou polifendlicos; (ii) pela
razdo entre 260 e 280 nm, indicativa de contaminagdo por proteinas, ambas
razdes consideradas ideais quando os valores ficam limitados entre 1,8 e 2,2,
segundo manual do fabricante do aparelho (Figura 5), e (iii) pelo padrio de
bandas eletroforéticas do rRNA 18S e 28S (Figura 4), pode-se concluir que o
RNA extraido pelo CTABr foi de alta qualidade para ser usado nas etapas

seguintes do trabalho.
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Sample ncful 207280 2R0/230 Constant Sample ngful 2607280 2607230
Grande Naine Prata Ana
Casca Madura 13746 2.08 2.21 40.00 Casca Vierde 19.11 216 2.02
Casca Verde 104.84 2.07 219 40.00 Flar 67.03 152 238
Flor 29 1.95 127 40.00 Folha 421 197 2.30
Folha 128.29 2.05 il 40.00 PolpaMadura | 70.47 204 224
Polpa Madura a2.0 2.23 203 40.00 Polpa Verde 21.66 213 210
Polpa Verde 36.58 218 1.91 40.00 Raiz 43.44 1.85 1.85
Raiz 154.95 2.09 22z 40.00 CascaMadura | 27815 207 e

FIGURA 5 Quantificagio e grau de pureza, determinadas por
espectrofotometria, de amostras de RNA referentes aos 7
tecidos de Grande Naine e 7 de Prata And extraidos com
CTABEt.

4.2 Remocdo de DNA gendmico das amostras de RNA e sintese do DNA
complementar

A remocio do DNA gendmico (gDNA) utilizando o kit TURBO™
DNase (Ambion) foi eficiente de acordo com a eletroforese (Figura 6).
Porém, a amplificagdo via PCR do DNA complementar (cDNA)
utilizando primers para uma regido de exons intercalados com um intron,
que geram amplicons de diferentes tamanhos para gDNA e cDNA,
mostrou contaminagdo por gDNA (Figura 7). No entanto, um novo
tratamento das amostras contaminadas com o kit mostrou que o gDNA foi
removido apds PCR utilizando primers para o gene constitutivo da actina

(Figura 8).
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FIGURA 6 Gel de agarose a 1 % com amostras de RNA tratadas com o kit
TURBO™ Dnase (Ambion). 1-Casca Madura GN; 2-Casca Verde
GN; 3-Flor GN. a-amostras tratadas; b-amostras ndo tratadas.

FIGURA 7 Gel de agarose a 1,2% com produto da PCR mostrando
contaminacdo por gDNA nas amostras de cDNA 3a e 3b
(amostras ndo contaminadas com gDNA amplificando apenas
cDNA); S5a, 5b e 6a, 6b (amostras contaminadas amplificando
gDNA); GN+ (controle positivo de gDNA); br (controle
negativo).
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FIGURA 8 Gel de agarose a 1,2% com amplicons de cDNA livre de
contaminagdo por utilizando primers para o gene constitutivo
actina, demostrando a remog¢do do gDNA destas amostras antes
contaminadas (5 a,be 6 a, b).

4.3 Busca e validacéo de sequéncias promotoras através de RT-PCR e PCR
em tempo real

Os dados obtidos pela PCR em tempo real (Figuras 10A, 10B, 10C, 11A,
11B, 11C, 12A, 12B, 12C, 13A, 13B, 13C, 14A, 14B, 14C, 15A, 15B E 15C)
foram comprometidos pelo fato de o normalizador escolhido (actina) nao
ter gerado padroes de amplificacdo condizentes com o esperado para uma
expressao basal e, portanto, a expressao diferencial entre tecidos ndo pode
ser quantificada.

Em funcdo dos diferentes ciclos necessarios para se registrar cada
amplificagdo, pode-se afirmar diferengas relativas de expressdo entre os tecidos
que confirmam os resultados da RT-PCR (Figuras 9 A, 9 B1,9B2,9C1,9C2e
D).
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Desse modo, dos 7 pares de primers desenhados para os genes
relacionados aos promotores candidatos, testados contra os cDNAs obtidos a

partir dos 7 tecidos de GN e PA analisados, 4 promotores com expressao

diferencial foram validados.

FIGURA 9A Expressao tecido-especifica (flor 3a ¢ 3b; GN) mostrada por um
amplicon de ¢cDNA com 137 pb e outro de gDNA com 341 pb
gerados pelo primer Emb 27.

FIGURA 9B1 Expressao tecido-especifica em GN (raiz, 7a e 7b) observada pelo
amplicon de cDNA com 128 pb e outro de gDNA com 217 pb
gerados pelo primer Emb 28;
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10a 10b 1a

FIGURA 9B2 Expressao nao tecido-especifica em PA (flor 10a e10b e raiz 14a
e 14b) observada pelo amplicon de cDNA com 128 pb e outro de
gDNA com 217 pb gerados pelo primer Emb 28;

5a . 5b B6a 6b_1&a_1b '2a° 2 38, 3b, 43 4b.'7a "7b 8a’ 8h br GN +

FIGURA 9C1 Expressao em flor (3a ¢ 3b) e raiz (7* ¢ 7b) de GN observada pelo
amplicon de cDNA com 120 pb e outro de gDNA com 209 pb
gerados pelo primer Emb 31.
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9a 9b i0a 10b 11a 11b 12a 12b 14a 14b  br

FIGURA 9C2 Expressao em flor (10a e 10b) e raiz (14a e 14b) de PA observada
pelo amplicon de cDNA com 120 pb e outro de gDNA com 209
pb gerados pelo primer Emb 31.

52 5b 1a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 6a 6b 7a 7b Ba &b br

FIGURA 9D Expressdo em GN (casca verdes 2a e 2b e polpa 6a e 6b) observada
pelo amplicon de ¢cDNA com 129 pb e outro de gDNA com 241
pb gerados pelo primer Emb 33;

Da andlise in silico, que identificou as sequéncias com as quais foram
desenhados os primers, Emb 27 correspondeu a sequéncia codante de uma
aldeido redutase (Figura 9 A); Emb 28, de um precursor da peroxidase cationica
(Figura 9 Bl e 9 B2); Emb 31, de subunidade de uma proteina associada a
anafase (Figuras 9 C1 e 9 C2); e Emb 33, de uma cisteino peptidase (Figura 9
D).
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A TtUnica entrada no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) para aldeido redutase em plantas foi
encontrada em Arabidopsis e caracterizada como uma proteina associada a rotas
metabolicas envolvendo acido folico e seus derivados. No entanto, ndo
identificamos qual a fungdo bioldgica associada ao fato da expressdo tecido-
especifica em flor de bananeira do seu respectivo gene (Figura 9 A).

A expressao tecido-especifica em raiz de GN e em flor e raiz de PA de
um precursor da peroxidase cationica (primer EMB 28 e Figuras 9 Bl ¢ 9 B2) ¢
condizente com o fato de as peroxidases estarem envolvidas no estresse
oxidativo (Martindale & Holbrook, 2002) e, dentre elas, as da classe III,
encontradas no espago extracelular ou nos vacuolos de plantas, estarem
envolvidas tanto na degradagdo de peroxidos de hidrogénio relacionados a
respostas a estresses, quanto no catabolismo da auxina e biossintese de lignina e
de flavonodides (Dardick, 2010; Boerjan, 2003; Rogers et al., 2005). Isto porque,
além da atividade do gene desta enzima no metabolismo normal destes tecidos, o
processo de coleta pode ter induzido o gene a uma rapida e maior transcrigdo,
haja vista a velocidade com que sofre oxidagdo qualquer tecido de bananeira
submetido a estresse mecanico.

A expressdo em flor e raiz de GN e PA (primer EMB 31 e Figuras 9 C1
e 9 C2) de uma subunidade de uma proteina associada a anafase também ¢
condizente a provavel alta taxa de divisdo celular destes tecidos em fase de
desenvolvimento, como € o caso da flor, ou em fase de crescimento constante,
como ¢ o da raiz.

A expressdo tecido-especifica de uma cisteino peptidase em polpa verde
de GN (primer EMB 33 e Figura 9 D) talvez esteja associada a familia da
papaina pelo fato desta familia representar o principal componente proteinaceo
do latex de frutos verdes de mamdo (Ménard & Storer, 1998). No entanto,

cisteino peptidases sdo encontradas também em sementes germinando e em
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tecidos senescendo (Granell et al., 2003). Pouco se sabe sobre o papel biologico
da papaina, mas devido a sua abundincia, localizagdo e inespecificidade
proteolitica, Ménard & Storer (2003) supdem que seja um papel de protecdo

contra ataque de fungos e insetos.
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FIGURA 10A Grafico de amplificagdo mostrando a expressdao referente ao
primer EMB 27.
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FIGURA 10B Curva de melting do primer EMB 27.
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FIGURA 10C Analise da amplificagdo por gPCR do primer EMB 27.
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FIGURA 11A Grafico de amplificagdo mostrando a expressdo referente ao
primer EMB 28.
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FIGURA 11B Curva de melting do primer EMB 28.
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FIGURA 11C Analise da amplificagdo por gPCR do primer EMB 28.
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FIGURA 12A Grafico de amplificacio mostrando a expressdo referente ao
primer EMB 28.
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FIGURA 12B Curva de melting do primer EMB 28.
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FIGURA 13C Analise da amplificagdo por qPCR do primer EMB 31.
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FIGURA 14A Grafico de amplificagdo mostrando a expressdo referente ao
primer EMB 31.
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5 CONCLUSOES

Em funcdo do tempo de execugdo e dos reagentes especificos que
eliminam a interferéncia dos compostos polifendlicos e polissacaridicos, o
método do CTABr ¢ o mais indicado para extragdo de RNA de tecidos de
banana, ricos nestes compostos.

Apesar de ndo ter sido quantificada a expressdo diferencial dos tecidos
testados, os dados entre RT-PCR ¢ PCR em tempo real foram consistentes e
permitiram confirmar a expressao diferencial de 4 promotores, 2 dos quais foram
tecido-especificos.

Os promotores tecido-especificos sdo muito Uteis no emprego da pratica
da cisgenia, uma nova tecnologia que embora baseada nos mesmos processos da
transgenia, ndo utiliza genes estranhos ao organismo em questdo € sim os genes
da propria espécie.

Destes promotores, talvez o que seja mais interessante para futuros
programas de melhoramento envolvendo transgenia seja o promotor da cisteino
peptidase (EMB 33), que se mostrou ativo de modo temporal em fases pré-

consumeo.
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