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RESUMO: Apesar de alguns estudos em fisiologia vegetal resultarem em uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na tolerancia a seca em cafeeiro, ainda é escasso o0 conhecimento acerca das alteragdes moleculares que
ocorrem na resposta do cafeeiro as condigdes de estresse hidrico. Neste sentido, estudos recentes ja resultaram na
identificacdo de varios genes candidatos apresentando expressao diferencial entre genotipos contrastantes para essa
caracteristica. Resultados prévios obtidos analisando-se a expressdo relativa do gene DREB2A em gendtipos de C.
canephora, tolerante (Clone 14) e sensivel (Clone 22), demonstraram expressao diferencial destes genotipos em plantas
submetidas ao estresse hidrico. Desta forma, o objetivo deste trabalho consistiu na identificacdo e anélise de
polimorfismos na regido promotora do gene DREB2A destes dois clones de C. canephora, além de outros diferentes
gendtipos do género Coffea (C. eugenioides e C. arabica). Com o0s resultados obtidos foi possivel identificar os
elementos cis de regulacdo, e avaliar a ocorréncia de polimorfismos na regido promotora do gene DREB2A de cafeeiro.
Os polimorfismos encontrados também permitiram a identificacdo de diferentes hapldtipos nos genétipos estudados e a
distribuicdo dos alelos deste locus nos genétipos sugere a segregacgao dos alelos de C. canephora e C. eugenioides nos
genotipos de C. arabica. A presenca de elementos cis de regulagdo no promotor DREB2A para fatores de transcricdo da
via dependente de ABA sugerem a possibilidade de atuacdo conjunta das duas vias (dependente e independente de
ABA), na regulacéo do gene DREB2A.
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IDENTIFICATION AND ANALYSIS OF POLYMORPHISMS IN THE
PROMOTER REGION OF THE GENE DREB2A IN DIFFERENT GENOTYPES OF
COFFEA GENUS

ABSTRACT: Although some studies in plant physiology have 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. In this regard, recent studies have identified
several candidate genes showing differential expression between contrasting genotypes for this trait. Previous results
obtained by analyzing the relative expression of the gene DREB2A in genotypes of C. canephora, tolerant (clone 14)
and sensitive (clone 22) showed differential expression of these genotypes in plants subjected to water stress. Thus, the
aim of this study was to identify and analyze the polymorphisms within the promoter region of the gene DREB2A in
those two clones of C. canephora, and other genotypes of Coffea genus (C. eugenioides and C. arabica). With the
results achieved it was possible to identify the cis regulatory elements, and evaluate the occurrence of polymorphisms in
the promoter region of the coffee gene DREB2A. The polymorphisms found have also allowed the identification of
different haplotypes among those genotypes and the allelic distribution of these loci suggests the segregation of C.
canephora and C. eugenioides alleles in the C. arabica genotype. The presence of cis regulatory elements from TFs
belonging to ABA — dependent pathway in the promoter DREB2A suggest the possibility of cross-talk between the two
network (ABA - independent and — dependent) response in the regulation process of DREB2A gene.
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INTRODUCAO

Historicamente, climas amenos e indices pluviométricos bem distribuidos ao longo do ano sdo caracteristicos
das regides de cultivo da cultura cafeeira. Condicdes climaticas desfavoraveis e a crescente expansdo da cafeicultura
para regifes marginais, onde tais condicBes intensificam-se, contribuem significativamente para a reducdo da
produtividade, tornando a seca o principal estresse abiético que afeta a producdo de café nos paises cafeicultores. Em
regides de cultivo de café sem irrigacéo, periodos de seca intensa podem representar uma reducao de até 80% da area de
plantio. A dificil reprodutibilidade das condigdes ideais de cultivo requer algumas vezes o desenvolvimento de métodos
biotecnoldgicos para garantir a sustentabilidade da producdo cafeeira.

Atualmente, muitas pesquisas tém objetivado a compreensdo dos mecanismos de tolerancia dos vegetais ao
estresse hidrico. Diferentemente da resisténcia aos estresses bidticos, as repostas genéticas aos estresses abidticos séo
multigénicas, e assim mais complexas e dificeis de controlar. Devido a sua capacidade de interagir com mdltipilos
genes, os fatores de transcricdo (TFs) compdem uma classe protéica importante para a compreensdo dos mecanismos de
resposta ao estresse abidtico. Os TFs interagem com elementos cis-regulatdrios integrantes das regides promotoras dos
varios genes induzidos por estresse abi6tico, e por consequéncia, co-regulam os genes envolvidos na manifestacdo da
tolerancia. Resultados prévios obtidos, analisando-se a expressdo relativa do gene integrante da via de resposta ao
estresse hidrico DREB2A em genoétipos de C. canephora, tolerante (Clone 14) e sensivel (Clone 22), demonstraram
expressdo diferencial destes gendtipos em plantas submetidas ao estresse hidrico (Marraccini et al, 2009). O objetivo
deste trabalho foi identificar e isolar a regido promotora do gene DREB2A em diferentes gendétipos do género Coffea
visando analisar as caracteristicas deste promotor, e assim, tentar elucidar a influéncia da sua regulagéo na adaptacéo ao
déficit hidrico. Os resultados dessa analise serdo apresentados neste trabalho e sugerem a ocorréncia de polimorfismos
nos motivos cis-regulatorios da regido promotora do gene DREB2A, assim como, a ocorréncia de diferentes hapldtipos
nos genatipos avaliados.

MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal:
O material vegetal utilizado foi escolhido visando ter-se a maior cobertura possivel da variabilidade genotipica

existente no género Coffea. Para a escolha dos genétipos, foram considerados critérios como a tolerancia ao estresse
hidrico e a genealogia das variedades. Os materiais biologicos dos genotipos (1) C. canephora, clones 14 e 22, () C.
arabica, Bourbon e Typica (cole¢do Etiopia do IAPAR), Catuai 144, IAPARS59, Mundo Novo, Obata, Rubi e Tupi, (i)
C. eugenioides, e (1v) C. racemosa foram cedidos pelo IAPAR e INCAPER.. Foram escolhidos cultivares de C. arabica
sem introgressdo de C. canephora (Bourbon, Catuai, Mundo Novo, Rubi), acessos de C. canephora tolerante (clone 14)
e sensivel (clone 22) a seca, cultivares de C. arabica com introgressdo genética de C. canephora (IAPAR59, Tupi e
Obatd), e espécies mais distantes geneticamente tais como C. eugenioides e C. racemosa. Os DNAs(g) foram extraidos
e amplificados com primers especificos — arquitetados a partir da analise da sequéncia promotora de DREB2A de C.
canephora. Os amplicons foram clonados e sequenciados.

SNPs e Motivos cis-regulatorios:

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas a partir do uso do programa “Sequencing analysis”
versao 5.2 da Applied Biosystems. ApOs a analise das sequéncias, as mesmas foram alinhadas com o auxilio do
programa Segman (DNASTAR). A partir dos alinhamentos obtidos e andlises dos eletroferogramas, foi possivel a
deteccdo dos polimorfismos. Foi realizado um alinhamento multiplo de sequéncias no programa ClustalW2 (EMBL-
EBI) para a analise do padrédo alélico do locus DREB2A nos genétipos estudados. Analises in silico das sequéncias da
regido promotora dos diferentes genétipos, nos bancos de dados de elementos regulatérios Plant CARE (“Plant cis-
acting regulatory element”) e PLACE (“Plant cis-acting regulatory DNA elements”), permitiram a identificacdo de
motivos cis-regulatérios no DNA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e identificacdo da regido promotora:

A sequéncia referéncia obtida de C. canephora possui 1588 pares de bases e abrange a regido da posicéo -1451
a +137 do gene DREB2A, incluindo os primeiros 45 residuos de aminoacidos da proteina.

As anélises da sequéncia consenso nos bancos de dados de motivos cis de regulagdo PLACE e PlantCARE
possibilitou a identificacdo dos elementos de regulagdo caracteristicos da resposta ao estresse hidrico, como ERF/DRE
(Dehydration Responsive Element), ERE (Ethylene Responsive Element), ABRE (ABA Responsive Element), ERD1
(Early Responsive to Dehydration 1), entre outros (dados ndo apresentados). Com base na sequéncia consenso obtida de
C. canephora, foram arquitetados primers visando & amplificacdo dos diferentes gendtipos do género Coffea.
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Tabela 1. Primers utilizados para as amplificacSes dos DNAg dos 12 genétipos estudados. Onde @, ® ¢ ©
correspondem aos pares de primers utilizados para amplificagdo do promotor DREB2A.

Primer Sequéncias dos Primers Amplicon (pb)
DrebS1F @ 5-ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTT-3 437
DrebS1R @ 5'-CCTTTCGTGGTTGTCTCTTGACCT-2’

DrebS2F® 5'-TCGTGCATTCAACAGCACCGTCA-3’ 052
DrebS2R® 5'-TGGCTTTGCAGGCATTGACTACG-3'
DrebS1F© 5'-ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTT-3 1560
DrebhS2R© 5'-TGGCTTTGCAGGCATTGACTACG-3’

O amplicon S1 abrange os pares de base -1438 ao - 601 da regido promotora. J4 0 amplicon S2 amplifica a
regido — 843 a + 109, abrangendo, assim, 843 pb anterior a regido codante e mais 109 pb posterior ao cédon inicial. O
amplicon S1/S2 corresponde a amplificagdo da regido — 1438 a + 109 do gene DREB2A.

Os pares de primers S1F/R, S2F/R e S1F/S2R amplificaram sequéncias de aproximadamente 800, 900 e 1500
pb, respectivamente, condizentes com os amplicons esperados para as sequéncias—alvo, S1 (837 pb), S2 (952 pb), e
S1/S2 (1560 pb).

837 pb . 952pb
| 1560 pb |
C_ Promotor DREB2A |  DREB2A
| I
- 1451 +1
S1 S2 S1/82

Figura 1. Esquema representativo da estratégia utilizada para isolar e amplificar a regido promotora do gene DREB2A.
Os amplicons obtidos S1, S2 e S1S2 e o tamanho dos fragmentos 837, 952 e 1547 pb sdo indicados.

Foi realizada a clonagem dos produtos de amplificacdo dos genotipos de C. canephora (Clone 14 e 22), C.
arabica (Catuai 144, IAPAR59, Mundo Novo, Obatd, Rubi, Tupi e Typica), C. eugenioides e C. racemosa. Os
amplicons, S1, S2 e S1S2 foram clonados com o objetivo de individualizar os alelos. Para o sequenciamento, foram
selecionados 16 clones por genétipo para a (i) clonagem S1, (ii) clonagem S2, e (iii) clonagem S1S2, além de um clone
controle (coldnia azul).

Os 48 clones de cada gendtipo (16 clones x 3 clonagens) foram sequenciados na plataforma de sequenciamento
3730 XL da Applied Biosystem. As sequéncias foram analisadas no programa Sequencing Analises (Applied
Biosystem) e apresentaram boa qualidade gerando fragmentos de aproximadamente 600 pb com Phred superior ou igual
a 20. Com o auxilio do programa Seqman (DNASTAR), as estruturas do vetor foram removidas e 0 as sequéncias
alinhadas. Primeiramente foi realizado um alinhamento completo por gen6tipo com todas as 48 sequéncias obtidas. O
resultado do alinhamento permitiu visualizar as estratégias de sequenciamento e a orientacdo dos fragmentos clonados.
Pode ser observado que a distribuicdo e orientacdo dos fragmentos s@o proporcionais, canfirmando a eficiéncia do
sequenciamento e da estratégia de clonagem (Figura 2A).

Anélises dos polimorfismos na regido promotora do gene DREB2A:

As sequéncias geradas para a regido promotora do gene DREB2A, permitiu a identificacdo de polimorfismo e
consequentemente dos haplétipos nos diferentes gendtipos analisados. Dois alelos de cada genétipo foram selecionados
e as sequéncias foram alinhadas. Os genétipos de C. canephora, clone 14 e 22 apresentaram distribuicdo alélica
diferente para o locus do gene DREB2A (Figura 2B). As alteracfes encontradas nos alelos adquiridos na domesticacdo
s80 mais comuns em regides promotoras.
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Figura 2. (A) Alinhamento das 96 sequéncias obtidas apds 0 sequenciamento senso e anti-senso dos 48 clones (16
clones x 3 amplicons) gerados para o gendtipo Obata. Foram gerados 16 clones para cada genétipo e regido amplificada
S1, S2 e S1/S2. (B) Alinhamento da regido S1 do promotor DREB2A. Regides polimorficas entre 0s gendtipos estéo
enquadrados em vermelho. Motivos de regulacdo cis do DNA, regido consenso promotora (GATA-BOX e CATA-
BOX), elemento inicial de reposta a desidratacdo (ERD1) e elemento de resposta ao etileno (ERE).

Desta forma, o estudo dessa diferenga observada podera contribuir para identificar as causas da variagdo na
adaptacdo ao estresse hidrico entre os gendtipos clones 14 e 22 (Damatta et al., 2003). A espécie C. eugenioides
demonstrou homozigose no locus, assim como os cultivares Tupi e Obatd de C. arabica. Entretanto, os demais
gendtipos de C. arabica demonstraram padrdo heterozig6tico no locus do gene DREB2A. A diferenca de haplétipos
observada nos gendtipos heterozig6ticos de C. arabica corrobora com estudos anteriores da diversidade genética no
género Coffea que descrevem a origem do C. arabica como resultado de uma hibridizacdo natural entre o C. canephora
e o C. eugenioides (Lashermes et al, 1999). As andlises da distribuicdo alélica sugerem a existéncia de dois grupos
alélicos diferentes , um pertencente ao gendtipo C. canephora e outro ao C. eugenioides. Os genétipos de C. arabica
heterozigotos apresentam um hapl6tipo com ambos alelos, indicando um comportamento de segregacdo dos alelos
parentais na progénie.

Ja o padrdo homozigdtico observado nos cultivares de C. arabica, Obatd e Tupi, pode ser explicado pela
origem desses cultivares, cruzamento entre Villa Sarchi (C. arabica) e Hibrido de Timor 832/2 (hibrido natural de C.
canephora x C. arabica). Esse cruzamento pode ter ocasionado a troca de um dos alelos do locus atribuindo a este um
carater homozigotico.

Anélise dos elementos cis-requladores do DNA:

As sequéncias amplificadas da regido promotora dos diferentes gen6tipos foram analisadas quanto a ocorréncia
dos motivos cis de regulacdo do DNA. Varias regifes consenso caracteristicas de promotores foram encontradas como
CATA-, TATA-, CGCG-BOX (Figura 2B). Essas regifes sdo receptoras do complexo de transcricio da RNA
polimerase Il (TATA- e CATA-BOX) ou de fatores ativadores da transcricdo (CGCG-BOX). A presenca dos CATA e
TATA-BOX ao longo da regido promotora permite uma maior combina¢do dos motivos reguladores ativos durante o
processo transcricional. Varios motivos conservados atuantes no mecanismo de resposta a seca, previamente
encontrados na sequéncia consenso do C. canephora, foram confirmados no promotor dos demais genoétipos. Entre os
quais os motivos ABRE e MYCRS, regulados pelos fatores de transcricdo pertencentes as familias b-ZIP e MYC,
respectivamente (Figuras 3). Essas proteinas TFs participam da via de resposta a desidratacdo dependente de ABA.
Uma vez que a familia ERF, na qual esta incluido o fator de transcricdo DREB, participa da via independente de ABA,
esses resultados sugerem a interacdo e co-regulacdo das vias dependente e independente de ABA corroborando com
observacdes realizadas anteriores (Agarwal et al., 2006).

Os elementos cis de ligacdo ERF, também foram identificados na sequéncia promotora. A presenca dos
motivos ERF na regido mais préxima ao inicio do cddon de transcricdo sugere uma participacdo mais direta do TF
DREB na regulagdo da expressdo do gene DREB (Figuras 4).
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Figura 3. Alinhamento da regido S1 do promotor DREB. Regifes polimoérficas entre os gendtipos estdo enquadrados
em vermelho. Motivos de regulacdo cis do DNA, elemento de resposta ao acido abscisico (ABRE) e elemento de
resposta ao TF MYC (MYCRS).
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Figura 4. Alinhamento da regido S2 do promotor DREB2A. Regides polimdrficas entre os genétipos estdo enquadrados
em vermelho. Motivos de regulacéo cis do DNA dos fatores de transcricdo da familia ERF, na qual esta incluida a
proteina DREB2A (ERF).

CONCLUSOES

A presenca de polimorfismos na regido promotora do gene DREB2A entre os genétipos, tolerante (clone 14) e
sensivel (clone 22), pode ser a causa da diferenga significativa na expressdo génica observada nas analises quantitativas
de PCR em tempo real observados em estudos anteriores. No entanto, para confirmar essa hipotese estudos
experimentais adicionais necessitam ser realizados. A transformacdo genética com cassetes génicos contendo um gene
repdrter sob a regulacédo da regido promotora do gene DREB2A isolada de ambos genétipos auxiliard na elucidacéo da
influéncia dos polimorfismos no mecanismo de resposta ao déficit hidrico (Alves et al, nesse congresso). A presenca
desses diversos elementos regulatorios na regido promotora do gene DREB2A confirma a grande complexidade da
cascata de resposta aos estresses abioticos. E notavel também, a diferenca no padrdo alélico entre os gendtipos
analisados. A distribuicdo alélica evidencia a presencga de pelo menos dois alelos diferentes para o locus DREB2A.
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