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RESUMO: Apesar de alguns estudos em fisiologia vegetal resultarem em uma melhor compreensão dos mecanismos 
envolvidos na tolerância à seca em cafeeiro, ainda é escasso o conhecimento acerca das alterações metabólicas e 
moleculares envolvidos na resposta do cafeeiro às condições de estresse hídrico. Neste sentido, resultados prévios 
obtidos, analisando-se a expressão relativa do gene DREB2A dos clones 14 (tolerante a seca) e 22 (sensível a seca) de 
Coffea canephora var. Conilon, demonstraram expressão diferencial desse gene em folhas de plantas submetidas ou não 
ao estresse hídrico. Polimorfismos na região promotora do gene DREB2A foram identificados e podem indicar a 
participação de diferentes haplótipos no controle genético da tolerância a seca. O objetivo deste trabalho consiste na 
engenharia de cassetes gênicos utilizando o vetor binário pBI121 combinado com diferentes segmentos da região 
promotora do gene DREB2A, isolados dos clones 14 e 22 de C. canephora com o intuito de permitir uma melhor 
caracterização in vivo, da participação dos elementos cis e da influência dos polimorfismos observados na 
funcionalidade deste promotor em relação às respostas do cafeeiro ao estresse hídrico. 
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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 DREB2A, 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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INTRODUÇÃO 
 

Entre as estratégias da engenharia genética visando à tolerância à seca estão (i) a introdução de regiões gênicas 
codificadoras para proteínas capazes de minimizar (direitamente ou indiretamente) os efeitos deletérios do estresse 
hídrico e (ii) o uso de seqüências reguladoras (promotores) capazes de controlar a expressão de genes específicos na 
resposta ao estresse hídrico. Os efeitos transcricionais quantitativos e qualitativos ocasionados por promotores podem 
ser atenuados com a seleção do promotor adequado considerando-se as características da planta e o tipo de transgene. 
Resultados prévios mostraram que o gene DREB2A apresenta uma expressão diferencial nos clones 14 (tolerante a seca) 
e 22 (sensível a seca) de C. canephora var. Conilon quando as plantas são submetidas ou não ao estresse hídrico. 
Análises da expressão gênica em condições de estresse hídrico têm possibilitado estudos para a identificação de 
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promotores estresse-induzidos (Alves et al., nesse congresso). Tais promotores são potencialmente úteis na engenharia 
genética para a expressão direcionada sob condições controladas, evitando os efeitos secundários indesejáveis na 
ausência do estresse e o silenciamento gênico às vezes resultante da utilização de promotores constitutivos. O objetivo 
deste trabalho foi construir um cassete gênico que auxiliará (i) na avaliação da participação das regiões promotoras e 
dos motivos cis de regulação na adaptação fenotípica e (ii) na caracterização funcional do núcleo promotor.  
 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Material vegetal: 

Folhas foram coletadas de plantas dos clones 14 e 22 de C. canephora var. Conilon previamente identificados 
no INCAPER (Ferrão et al., 2000). 

 
Extração e amplificação do DNA: 

 O DNAg foi extraído pelo método CTAB (Saghai-Maroof et al., 1984) modificado. A integridade das 
amostras de DNA extraídas foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0.8% corado com 1 µL de Brometo de 
Etídio (0.5 µg.mL-1). As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro (Nanodrop® Espectrophotometer ND-
1000). A qualidade foi avaliada pelo espectro (220-600nm) com a razão DO260/DO280. Os primers visando amplificar a 
região promotora do gene DREB2A foram desenhados com auxílio do programa PrimerQuestSM® (Integrated DNA 
Technologies - IDT), usando as seqüências dos haplótipos dos promotores isolados a partir dos clones 14 (tolerante a 
seca) e 22 (sensível a seca) de C. canephora var. Conilon (Alves et al., nesse congresso). Por isso foram usados seis 
pares de primers para amplificar três sub-regiões de extensões diferentes (Tabela 1). Esses primers foram desenhados 
para incluir sítios para as enzimas de restrição HindIII (nos primers forward), e BglII (nos primers reverse). A inclusão 
dos sítios foi realizada para possibilitar a ligação direta dos amplicons ao vetor binário. 

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 amplificação das sub-
regiões do promotor foram: 

 
Tabela 1. Primers utilizados para as amplificações dos DNAg dos clones 14 e 22 de C. canephora. Onde (a), (b) e (c) 

correspondem aos pares de primers utilizados para amplificação do promotor DREB2A. O sítios de restrição são 
indicados em verde (BglII) e em vermelho (HindIII). 

Primers Sequências dos Primers 
Adaptadores 

(Sítios de Restrição) 

DrebPProx (a) 5’– TAATTCCAAGCTTTGTCTGAAGT–3’ HindIII 

DrebPMed (b) 5’– AAGAGAACAACAAGCTTCTTGT–3’ HindIII 

DrebPDist(c) 5’– TCCTAGTAAGCTTCACGTTGT–3’ HindIII 

DrebPR(a,b,c) 5’– TGTTGAGAAATGGTTAGATCTTGAA–3’’ BglII 

 
Os amplicons foram tratados com as enzimas de restrição HindIII e BglII, e ligados ao vetor binário pBI121 

previamente linearizado após a excisão do promotor constitutivo 35S do Vírus do Mosaico da couve flor (CaMV-35S) 
pela digestão com as enzimas HindIII e BamHI. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Extração e digestão do vetor pBI121: 

O vetor binário utilizado para a construção foi o pBI121 que possui o gene “reporter” GUS (ou uidA) 
codificando para a enzima β-glucuronidase. O cassete é composto por um promotor CaMV-35S controlando a 
expressão do gene GUS e o terminador da transcrição NOS (NOS-ter). O DNA plasmidial do vetor teve sua estrutura 
confirmada com o mapa de restrição usando-se as enzimas PstI e PvuII. Os fragmentos de restrição apresentaram o 
perfil de bandas esperado, conforme o  mapa de restrição (Figura 1). 

O vetor pBI121 foi duplamente digerido com as enzimas de restrição HindIII e BamHI para a retirada do 
promotor CaMV-35S. O produto da digestão foi analisado em gel de agarose, sendo o fragmento do vetor linearizado 
(livre do promotor CaMV-35S) utilizado para as reações de ligação com os amplicons do promotor DREBA 
previamente tratados com as enzimas HindIII e BglII. 
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