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RESUMO: Apesar de alguns estudos em fisiologia vegetal resultarem em uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na toleréncia a seca em cafeeiro, ainda é escasso 0 conhecimento acerca das alteracbes metabdlicas e
moleculares envolvidos na resposta do cafeeiro as condi¢Bes de estresse hidrico. Neste sentido, resultados prévios
obtidos, analisando-se a expressao relativa do gene DREB2A dos clones 14 (tolerante a seca) e 22 (sensivel a seca) de
Coffea canephora var. Conilon, demonstraram expresséo diferencial desse gene em folhas de plantas submetidas ou ndo
ao estresse hidrico. Polimorfismos na regido promotora do gene DREB2A foram identificados e podem indicar a
participagdo de diferentes haplétipos no controle genético da tolerancia a seca. O objetivo deste trabalho consiste na
engenharia de cassetes génicos utilizando o vetor binario pBI121 combinado com diferentes segmentos da regido
promotora do gene DREB2A, isolados dos clones 14 e 22 de C. canephora com o intuito de permitir uma melhor
caracterizacdo in vivo, da participacdo dos elementos cis e da influéncia dos polimorfismos observados na
funcionalidade deste promotor em relacgdo as respostas do cafeeiro ao estresse hidrico.
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CHARACTERIZATION OF THE PROMOTER REGION OF GENE DREB2A
FROM CONTRASTING GENOTYPES OF COFFEA CANEPHORA FOR DROUGHT
TOLERANCE

ABSTRACT: Although some studies in plant physiology has resulted in a better understanding of the mechanisms
involved in drought tolerance in coffee, there are still lack of information about the metabolic and molecular
mechanisms involved in the response of coffee to water stress conditions. Thus, previous results obtained by analyzing
the relative expression of the gene DREB2A of the clones 14 (drought tolerant) and 22 (drought susceptible) of C.
canephora var. Conilon showed differential expression of this gene in the leaves of plants subjected or not to water
stress. Polymorphisms inside the DREB2A promoter region were identified and could indicate the involvement of
different haplotypes in the genetic control of drought tolerance. The objective of this work consists of engineering gene
cassettes using the binary vector pBI121 combined with different segments of the gene promoter DREB24, isolated
from the clones 14 and 22 of C. canephora in order to better characterize in vivo the involvement of cis elements and
the influence of the polymorphism found in the functionality of this promoter upon the coffee response to water stress.
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INTRODUCAO

Entre as estratégias da engenharia genética visando a tolerancia a seca estdo (i) a introducdo de regides génicas
codificadoras para proteinas capazes de minimizar (direitamente ou indiretamente) os efeitos deletérios do estresse
hidrico e (ii) o uso de sequéncias reguladoras (promotores) capazes de controlar a expressdo de genes especificos na
resposta ao estresse hidrico. Os efeitos transcricionais quantitativos e qualitativos ocasionados por promotores podem
ser atenuados com a sele¢do do promotor adequado considerando-se as caracteristicas da planta e o tipo de transgene.
Resultados prévios mostraram que o gene DREB2A apresenta uma expressao diferencial nos clones 14 (tolerante a seca)
e 22 (sensivel a seca) de C. canephora var. Conilon quando as plantas sdo submetidas ou ndo ao estresse hidrico.
Anélises da expressdo génica em condicdes de estresse hidrico tém possibilitado estudos para a identificacdo de
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promotores estresse-induzidos (Alves et al., nesse congresso). Tais promotores sdo potencialmente Uteis na engenharia
genética para a expressdo direcionada sob condi¢des controladas, evitando os efeitos secundarios indesejaveis na
auséncia do estresse e o silenciamento génico as vezes resultante da utilizacdo de promotores constitutivos. O objetivo
deste trabalho foi construir um cassete génico que auxiliara (i) na avaliacdo da participacdo das regides promotoras e
dos motivos cis de regulacdo na adaptacéo fenotipica e (ii) na caracterizagdo funcional do nucleo promotor.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal:
Folhas foram coletadas de plantas dos clones 14 e 22 de C. canephora var. Conilon previamente identificados

no INCAPER (Ferrdo et al., 2000).

Extracdo e amplificacdo do DNA:

O DNAg foi extraido pelo método CTAB (Saghai-Maroof er al, 1984) modificado. A integridade das
amostras de DNA extraidas foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0.8% corado com 1 puL de Brometo de
Etidio (0.5 ug.mL™). As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro (Nanodrop® Espectrophotometer ND-
1000). A qualidade foi avaliada pelo espectro (220-600nm) com a razdo DO,g/DO,gq. Os primers visando amplificar a
regido promotora do gene DREB2A foram desenhados com auxilio do programa PrimerQuest™® (Integrated DNA
Technologies - IDT), usando as seqliéncias dos haplétipos dos promotores isolados a partir dos clones 14 (tolerante a
seca) e 22 (sensivel a seca) de C. canephora var. Conilon (Alves et al., nesse congresso). Por isso foram usados seis
pares de primers para amplificar trés sub-regiGes de extensdes diferentes (Tabela 1). Esses primers foram desenhados
para incluir sitios para as enzimas de restricdo Hindlll (nos primers forward), e Bglll (nos primers reverse). A incluso
dos sitios foi realizada para possibilitar a ligagdo direta dos amplicons ao vetor binério.

A qualidade dos primers foram avaliadas pelos programas OligoAnalyzer 3.1 (IDT Technologies) e FastPCR
Professional 6.1 (Primer Digital Ltda) (Kalendar et al. 2009). Os primers desenhados para a amplificacdo das sub-
regides do promotor foram:

Tabela 1. Primers utilizados para as amplificacdes dos DNAg dos clones 14 e 22 de C. canephora. Onde @, ® ¢ ©
correspondem aos pares de primers utilizados para amplificacdo do promotor DREB2A. O sitios de restricdo sdo
indicados em verde (Bg/Il) e em vermelho (HindlIl).

. A . Adaptadores
Primers Sequéncias dos Primers (Sitios de Restricao)
DrebPProx @ 5- TAATTCCAAGCTTTGTCTGAAGT-3’ Hindlll
DrebPMed ¥ 5= AAGAGAACAACAAGCTTCTTGT-3’ Hindlll
DrebPDist" 5~ TCCTAGTAAGCTTCACGTTGT-3’ Hindlll
DrebPR“" 5 - TGTTGAGAAATGGTTAGATCTTGAA-3" Bglll

Os amplicons foram tratados com as enzimas de restricdo Hindlll e Bglll, e ligados ao vetor binario pBl121
previamente linearizado ap6s a excisdo do promotor constitutivo 35S do Virus do Mosaico da couve flor (CaMV-35S)
pela digestdo com as enzimas Hindlll e BamH].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracdo e digestdo do vetor pBI121:

O vetor binario utilizado para a construcdo foi o pBI121 que possui o gene “reporter” GUS (ou wuidA)
codificando para a enzima pg-glucuronidase. O cassete € composto por um promotor CaMV-35S controlando a
expressdo do gene GUS e o terminador da transcricdo NOS (NOS-ter). O DNA plasmidial do vetor teve sua estrutura
confirmada com o mapa de restricdo usando-se as enzimas Pstl e Pvull. Os fragmentos de restricdo apresentaram o
perfil de bandas esperado, conforme o mapa de restrigdo (Figura 1).

O vetor pBI121 foi duplamente digerido com as enzimas de restricdo Hindlll e BamHI para a retirada do
promotor CaMV-35S. O produto da digestdo foi analisado em gel de agarose, sendo o fragmento do vetor linearizado
(livre do promotor CaMV-35S) utilizado para as reacdes de ligacdo com os amplicons do promotor DREBA
previamente tratados com as enzimas Hindlll e Bglll.
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Figura 1. (A) Mapa de restricdo simplificado do vetor binario pBI121. A presenca dos genes NPTII (conferindo a
resisténcia a canamicina), e GUS (este ultimo sob a regulagdo do promotor constitutivo CaMV35S). (B) Anélise do
vetor pBl121 tratado com diferentes enzimas de restricdo. (C) Confirmacdo da estrutura do vetor pBl121 ap6s as
reagdes de restri¢do simples com as enzimas Pstl e Pvull.

Amplificacdo da regido promotora

Os primers utilizados nas reacBes de PCR para amplificar os trés fragmentos distintos da regido promotora,
foram os seguintes: Amplicon Dreb Proximal (765 pb), DrebPProxF e DrebPR; amplicon Dreb Mediano (1.118 pb),
DrebPMedF e DrebPR; e amplicon Dreb Distal (1.469 pb), DrebPDistF e DrebPR. O amplicon Dreb Proximal abrange
0s pares de base + 1 ao - 765 da regido promotora. J& o amplicon Dreb Mediano amplifica a regido + 1 a — 1.118. O
amplicon Dreb Distal corresponde a amplificagdo da regido + 1 a - 1469 do gene DREB. Apesar da instabilidade no
pareamento devido a modificagdo de algumas bases nucleotidicas para a criagdo do sitio de restricdo, os pares de
primers foram eficientes na amplificacdo da sequéncia-alvo dos clones selecionados. Os amplicons obtidos
apresentaram tamanhos correspondentes ao esperado Dreb Proximal (765 pb), Dreb Mediano (1.118 pb), e Dreb Distal

(1.469 pb) (Figura 2).
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Figura 2. Amplificagdo da regido promotora do gene DREBA dos clones 14 e 22 de C. canephora var. Conilon com os
primers DPProx, DPMed, DPDist e DPR. (A) Esquema ilustrativo das regides do promotor do gene DREB24
amplificadas visando a construgdo do cassete génico (B) Estdo representados os amplicons Dreb Proximal, Dreb
Mediano, Dreb Distal de cada um dos clones escolhidos (14A06, 14C06 e 22A08). O marcador molecular de 1kb
permite a confirmacdo do tamanho esperado dos fragmentos 765, 1118 e 1469 pb, respectivamente.

Construces génicas

Foram realizados construcGes de cassetes génicos com dois alelos do clone 14, tolerante, e um alelo do clone
22, sensivel. Para amplificagdo dos alelos selecionados — clones 14A06 14C06 e 22A08 — foram desenhados primers
com adaptadores contendo sitios de restricdo. Os sitios de restricdo foram adicionados no interior dos primers para
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permitir a clonagem no vetor pBI1121. As enzimas de restricdo escolhidas possuiam sitios Unicos de restri¢do no vetor
reduzindo a formacéao de clones indesejaveis. Apesar de terem sido utilizados dois pares diferentes de enzimas para a
digestdo do vetor binario — Hindlll/BamH| — e dos produtos de PCR — Hindlll/Bglll — as extremidades 3’resultantes da
digestdo por Bglll ou BamHI| produzem extremidades compativeis (Figura 2). As constru¢Oes geradas foram pD14-1
(pDREB2A 14A06 + pBI121), pD14-2 (pDREB2A 14C06 + pBI121) e pD22 (pDREB2A 22A08 + pBI121). Na
construgdo pD14-1 foram utilizadas trés regides do promotor pDREB2A 14A06, a regido proximal, mediana e distal,
sendo as construgOes geradas por estes fragmentos pD14-1 P, pD14-1 M e pD14-1 D. A clonagem foi eficiente e os
clones foram confirmados por seqiienciamento.
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Figura 3. Esquema ilustrativo da estratégia adotada para construcdo dos cassetes génicos utilizando o vetor binério
pBI121. O promotor constitutivo indicado pela seta é retirado pela digestdo com as enzimas de restricdo Hindlll e
BamHI e novos promotores sdo incorporados ao vetor. Os novos promotores passam a mediar a expressao da proteina
GUS.

CONCLUSOES

A transformacdo genética de citrus e café com os cassetes génicos descritos, contendo um gene repérter sob a
regulacéo da regido promotora do gene DREB2A isolada de ambos genétipos auxiliara na elucidacéo da influéncia dos
polimorfismos no mecanismo de resposta ao déficit hidrico.
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