UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA
CAMPUS DE BOTUCATU

FABIO EDUARDO SEVERINO

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE UM GENE QUE CODIFICA
UMA ISOFLAVONA REDUTASE LIKE DE CAFE ( Coffea arabical.)
E ANALISE DE SUA REGIAO PROMOTORA.

BOTUCATU - SP

2008



ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE UM GENE QUE CODIFICA
UMA ISOFLAVONA REDUTASE LIKE DE CAFE ( Coffea arabicaL.)
E ANALISE DE SUA REGIAO PROMOTORA.

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista - Botucatu (SP), para a obtencédo do
Titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas,

Area de Concentragdo: Genética.

Orientador: Prof. Dr. Ivan de Godoy Maia

BOTUCATU - SP

2008



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO

DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL : Selma Maria de Jesus

Severino, Fabio Eduardo.

Isolamento e caracterizacdo de um gene que codifica uma isoflavona
redutase like de café (Coffea arabica L.) e analise de sua regido promotora /
Fébio Eduardo Severino. — Botucatu : [s.n.], 2008.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias, Botucatu, 2008.
Orientador: Ivan de Godoy Maia
Assunto CAPES: 20203004
1. Café - Cultivo - Melhoramento genético 2. Genética vegetal
CDD 581.15

Palavras-chave: Coffea arabica L., Estress; Isoflavona Redutase Like, PCR
em tempo real, Promotor orgdo/tecido especifico




A todos, que tornaram

possivel a realizacao desse projeto



Agradecimentos



Especialmente aos meus pais, Silvio e Sonia Severino pela confianca, apoio e

compreensao.

Ao meu ilustrissimo orientador Dr. Ivan de Godoy Maia, pelo voto de confianca,

ensinamentos prestimosos e toda ajuda cedida desde o primeiro momento.

A Dra. Mirian Perez Maluf, ao Dr. Marcos Brandalise e a todos do Centro de Café

“Alcides Carvalho” no IAC pela colaboracéo essencial na execucédo deste trabalho.

Aos pdés-graduandos: Roberto, Regiane, Akemi, Negin, Rodrigo, Edmarcia, Carla,
Marcelo, Julio, Vanusa e ao pés-doc Antdnio, pela amizade e pelos conselhos. E um

agradecimento particular ao doutorando Flavio pelo auxilio inefavel dentro do laboratério.

Aos amigos e funcionarios do Departamento de Genética e do Departamento de

Morfologia do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus de Botucatu.

Ao Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café, a EMBRAPA -

Cafe, a FAPESP e a CAPES pelo auxilio financeiro as pesquisas e pela bolsa de estudo.



Sumario



Vi

(I r= R (=3 o 0 TSP X
LiSta d& TaDEIAS. ... c.ecuiiiciieiie bbb xiii
RESUIMO. ...ttt bt ekt e s bt e e R bt e e e et e e b e e b e e e nn e e XV
L INEFOAUGED. ...ttt bt b r ettt 1
1.1. Taxonomia e genética do CaAfERIN0........ccuiviiieeiiece e 2
2 1101 10 -V (o - OO SUUSSTPOPPP 3
1.3. A ferrugem alaranjada do Cafeeir0..........cccveviiiieiiii i 5
1.4. A Diotecnologia € 0 CAf@........cccviiiiiiiie e 7
1.5, PIOMIOTOIES. ...ttt ettt e b e e e e s e nnne e 11
1.6. O3 feNilPropPanGIUES. .......c..cviiiirireiereeee et 13

1.7. A Isoflavona Redutase-Like especifica de folhas de C. arabica e sua

SEOUENCIA PIrOMOLOTA. ....vviveetieie ittt sttt s e st et e s e besbe et e ssesbaeneesrennas 18
P o] 1= €10 LSRR UR PSRRI 20
3. Material € IMBLOUOS. ... c.verieeeeieeiesie ettt teereetesae s e s e e eneaneans 22
3.1 Material Vegetal........oo.o i s 23
3.2. Extracdo de RNA total de café e tabaco............ccccvevieviivciicic e 23
3.3. Quantificacdo do RNA e sintese de CDNAL..........cccoriiiiiieiere s 24
3.4. Quantificagdo da expresséo relativa por PCR em tempo real...........ccccoceevvivennnnn. 25
3.5. Extracdo de DNA gendmico de tabaco..........cccoviiririieiiiiiniscsceeee e 27

3.6. Amplificagdo da regido 3’ do cDNA que codifica uma IRL em café



vii

PEIO MELOUO 3" RACKE....... ittt st e e sre s 28
3.7. Isolamento, purificacdo e clonagem da regido 3’ do cDNA da IRL
(0 LI 0T | (=TSPTSRO 29

3.8. Minipreparagdo de DNA plasmidial por lise alcalina e seqiiénciamento

0 [0 [T o (o TSSOSO TP PR 30
3.9. Andlise das sequiéncias, identificacdo de sitios regulatérios e filogenia................. 33
3.10. Construcéo do cassete de expressdo em pPCAMBIA-1381z.........ccccceveeveiiiinaninn 34

3.11. Transformacédo de Agrobacterium tumefaciens LBA 4044 por

(o000 UL <] oo TSRS 36
3.12. Obtencéo de plantas transgénicas de tabaco...........cccceveevviiecii i 37
3.13. Analise dos transformantes via PCR e ensaio enzimatico de GUS...................... 38
3.14. Ensaios de agroinfiltraGao...........ceieiiiiiieie e 39

3.15. Analise da expressdo do gene repdrter uidA em plantas transgénicas

transformadas com os cassetes de expressdo para as duas versdes do promotor

especifico de folha em resposta a estresse abidtico (dano mecanico)...........cccceeeveveeene. 40

3.16. Analise da expressdo do gene IRL de café em resposta a estresse

biotico (infeccdo por fungo) e a estresse abidtico (dano MeCaNICo)........cccvvevverierienenn, 41
A, RESUITATOS. ...ttt bttt bbbttt b bbb ene s 44

4.1. Caracterizacdo do cDNA que codifica uma Isoflavona Redutase-Like

especifica de folna em Café...........ccooiiiiie e 45



4.2. Anélise filogenética da CalRL..........ccccoeeiiiiieii i

4.3. Anélise da expressdo relativa do gene CalRL em folhas de café em

resposta a estresse biotico (infecGao Por fuNgo)........ccoevvevririiereieece

4.4. Andlise da expressdo relativa do gene CalRL em folhas de café em

resposta a estresse abidtico (dano MECANICO)........ccecvevieieeiere i,

4.5. Anélise funcional da versdo reduzida do promotor do gene CalRL

em folhas de tabaco transformadas por agroinfiltrago............cccccvevviveveieieennenn

4.6. Anélise das plantas de tabaco transgénicas transformadas com o cassete

contendo a versao reduzida do promotor CalRL especifico de folha....................

4.7. Analise da expressdo relativa do gene reporter uidA em folhas

de tabaco transgénico transformadas com o cassete contendo a versao

maior do promotor CalRL em resposta a estresse abiotico (dano mecénico)........

4.8. Anélise da expressdo relativa do gene reporter uidA em folhas

de tabaco transgénico transformadas com o cassete contendo a versdo

menor do promotor CalRL em resposta a estresse abiético (dano mecanico).......

4.9. Comparacado da expressao relativa do gene reporter uidA em folhas

de tabaco transgénico entre as duas versdes do promotor CalRL e 0

Promotor CaAMV 35S...... .o s

4.10. Elementos cis-regulatérios ausentes na versao reduzida do

promotor CalRL de Café.........ccooviiiiicccc e

viii



5. DESCUSSED. ...tttk bbbt b s bbbt e bt bt bbb e e e e bt nnens 63
5.1. O gene CalRL com expressao especifica em folhas de café é induzido por
estresse DIOtICO € @ ADIOLICO.........ccviiiiiiice s 64
5.2. Relacionamento filogenético da CalRL especifica de folhas de café com
OULTAS FEOULASES. .....eeeeeeteeieeee ettt sttt sttt bbb eb e et esbe b e e e 67
5.3. Andlise funcional das regides promotoras do gene CalRL em plantas
transgénicas de tabaco e caracterizagdo dos elementos regulatorios..............ccccervennenn. 69
B. CONCIUSED. ...ttt bbbttt bbbttt nb e 74
7 RETEIBINCIAS. ...ttt sttt bt et e bt R et eb e e st e b e e beereeneenbeene e 76
B APBNICE. ...ttt bt b Rt et b bt et ne et e e 89
8.1. Apéndice A — Lista com as abreviaturas das proteinas e nimero de acessos
ao banco de dados do NCBI usados na &rvore filogenética das IRLS...........ccccceevrurnenn 90



Lista de Figuras



Figura 1 — Via biossintética dos mais importantes flavonoides derivados em

JEOUIMINOSAS. . eevveeteeie ettt e et e s e et e e st e et e e saeesbeesteenteesteenseebeenseenseenseenes 14

Figura 2 — A reacdo enzimatica catalizada pela IFR de M. sativa............cccccovevvrvrernnienns 17

Figura 3 — Representacdo esquematica do plasmideo pPCAMBIA 1381z (Cambia,
Australia) utilizado na construcdo dos cassetes de expressdo para

agroinfiltracdo e transformacdo estavel de tabaco empregando

Agrobacterium tUMETACIENS. ........cvi i 35

Figura 4 — Sequéncia completa do cDNA que codifica uma IRL de Coffea

arabica (denominado CalRL) e os respectivos aminoacidos

(o (<0 (U4 [0 [0 1 TRUPTR T TR T TR TR 46

Figura 5 — Relagdes filogenéticas da proteina IRL de Coffea arabica e outras
redutases de Varias Plantas..........cocvvveeiiiiiieie e

Figura 6 — Expressao relativa do gene CalRL em folhas de café inoculadas com

o fungo H. vastatrix por um periodo de 24 horas...........cccccevvvveeienviieesesieenen, 50

Figura 7 — Expressdo relativa do gene CalRL em folhas de café submetidas

a dano mecanico por periodo de 12 horas...........cccceveivcvieieceeie e 51

Figura 8 — Ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase nos discos
foliares de tabaco, agroinfiltrados com o cassete de expressdo contendo
0 gene uidA sob controle da versao menor do promotor do gene CalRL
(A e B) e respectivo controle (C), apds 72 hOras.........cccevveveveevveiesesiesiesienes

Figura 9 — Analise de PCR genémico e ensaio histoquimico da atividade da

Xi



Xii

B-glucuronidase em folhas de tabaco transformadas com o cassete

de expressdo contendo o gene uidA sob o controle da versdao menor

do promotor do gene CalRL........ccccuiviiiiieiiiiese e 55
Figura 10 — Expresséo relativa do gene uidA em folhas de tabaco transformado com

a versdo maior do promotor CalRL, submetidas a dano mecéanico por um

periodo de 24 horas

......................................................................................... 57
Figura 11 — Esquema de localizacdo do TATA-box e dos elementos W-Box ao longo

da regido promotora do gene CalRL obtida por analise comparativa com

0 banco de dados dO PLACE...........cciiiiiieieeesee e 61

Figura 12 — Localizagdo dos principais elementos regulatorios encontrados na

regido deletada (470 pb) na construgéo da versao reduzida do

promotor do gene CalRL



Xiii

Lista de Tabelas



Xiv

Tabela 1 - Descricdo dos oligonucleotideos usados no trabalho.............ccccceevviviieieieiennnn. 43



XV

Resumo
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Sendo o café (Coffea arabica) um dos mais importantes produtos agricolas do mundo,
0 segmento cafeeiro é de grande relevancia para o Brasil, que € o seu maior produtor mundial.
Doengas e pragas reduzem consideravelmente a produtividade da cultura e conseqlientemente,
as margens de lucro. Nesse contexto, a disponibilidade de promotores tecido-especificos,
responsaveis pela regulacdo de genes responsivos a estresses bidticos e abioticos, constitui
uma ferramenta fundamental para os programas de melhoramento genético do café visando o
incremento de resisténcia. Pensando nisso, o presente trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizacdo de um gene que codifica uma Isoflavona Redutase-Like em café (CalRL), cuja
expressao ¢ especifica em folha e induzida por estresses, bem como do seu promotor. Para tal,
um cDNA cobrindo toda a regido codificadora do gene CalRL foi obtido por 3’RACE e sua
sequéncia determinada. Uma andlise filogenética foi empreendida e mostrou que a CalRL
representa uma nova redutase especifica de café. A quantificacdo da expressao desse gene em
folhas de café, via PCR em tempo real, revelou que mesmo é rapida e fortemente induzido
pelo fungo da ferrugem alaranjada do cafeeiro (Hemileia vastatrix) e por danos mecanicos
realizados no limbo foliar. Uma analise de dele¢do do promotor CalRL em plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum) transgénicas demonstrou que a versdo integral desse promotor (0.9 kb) é
capaz de garantir uma expressdo basal do gene reporter, sendo a mesma induzida por estresse
mecanico. Por outro lado, uma expressdo bastante reduzida do gene reporter, e ndo mais
induzida por estresse mecanico, foi observada nas plantas transformadas com a versdo menor

do promotor (0.4 kb). A atividade do promotor CalRL foi portanto bastante afetada pela
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delecdo efetuada, e uma possivel explicacdo para esse fato estd na auséncia de elementos cis-

regulatérios do tipo W-box na versao menor.



1. Introducao



1.1. Taxonomia e genética do cafeeiro

O cafeeiro (familia Rubiaceae) é uma planta perene, dicotileddnea, de porte arbustivo
ou arbdreo. O género Coffea L. compreende mais de 100 taxons ja identificados, incluindo as
duas espécies de importancia econémica: Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex
Froehner (Charrier & Berthaud, 1985). Todas as espécies de Coffea sdo nativas das florestas
intertropicais da Africa, Madagascar, e Ilhas do Oceano indico. Estudos filogenéticos indicam
que a espécie C. arabica € originaria dos platds centrais da Etidpia, endémica dessa regido e
provavelmente descendente de um cruzamento recente entre Coffea eugenoides e Coffea

canephora (Cros et al., 1998; Lasherme et al., 1999).

A alta qualidade na bebida esta associada com a espécie C. arabica, a qual representa
75% da producdo mundial de café. C. arabica é a Unica espécie tetrapldide (2n = 4x = 44) no
género enquanto as outras espécies sdo dipldides (2n = 2x = 22). Apesar do pouco tempo de
divergéncia entre seus dois genomas constituintes, C. arabica apresenta comportamento

meidtico como de um diploide normal (Lashermes et al., 2000 a, b).

Adicionalmente, C. arabica caracteriza-se por sua baixa diversidade genetica e a
transferéncia de tragos desejados de espécies diploides aparentadas tem sido uma prioridade
continua nos cruzamentos do café (Carvalho, 1988; Van der Vossen, 2001). Hibridizagdes

interespecificas em plantas sdo um meio comum de aumentar a gama de variagdo buscando



fenotipos favoraveis que apresentem resisténcia a doengas e pragas, tolerancia a seca e outras
alteracGes ambientais, através das espécies parentais. Aspectos associados a dissimilaridade
poliploidica, e a ploidia entre as espécies, podem resultar em barreiras intransponiveis ao fluxo
génico (Rieseberg et al., 2000). Em um programa de melhoramento classico do cafeeiro séo
necessarios ciclos sucessivos de cruzamento e selecdo até que se consigam gendtipos
superiores. Para assegurar a fidelidade através de propagacdo por sementes, seis ciclos de
autofecundacdo sdo requeridos. Considerando um ciclo por hibridizacdo e selecédo, e seis
ciclos para homozigose das sementes, um programa classico de melhoramento delongaria 28

anos (Santos-Briones & Hernandez-Sotomayor, 2006).

Por se tratar de uma cultura perene e de periodo juvenil longo, o melhoramento genético
do cafeeiro € lento, sendo necesséria a implementacdo de técnicas que facilitem e acelerem a

obtencéo, selecdo e avaliacdo de materiais superiores.

1.2. Importancia

Atualmente o café é a segunda maior “commodities” do mundo, perdendo apenas
para a do petréleo. Movimentando anualmente 91 bilhGes de dolares, emprega direta ou

indiretamente meio bilh&o de pessoas ao redor do globo, ou seja, 8% da populacdo mundial.



Sendo o café um dos mais importantes produtos agricolas do mundo, o segmento
cafeeiro é de grande relevancia para o Brasil, que € o seu maior produtor mundial, sendo
responsavel por mais de um terco de sua producdo e exportacdo, alcancando a marca de 33,7
milhdes de sacas de café beneficiado para a safra 2007/2008 (Companhia Nacional de
Abastecimento - CONAB, 2008). Desse total, 69,6% (23,5 milhdes de sacas) sao de arabica e
30,4% (10,3 milhdes de sacas) sdo de robusta. O parque cafeeiro em producdo, em nosso pais,
ocupa uma area de 2,3 milhdes de hectares, empregando sete milhdes de trabalhadores de

forma direta ou indireta, com um faturamento de 3,9 bilhdes de délares em 2007.

Entretanto, doencas e pragas sdo altamente limitantes a producédo cafeeira. Segundo
Hein & Gatzweiler (2005) o nematoide de raiz do género Meloidogyne ataca uma grande
variedade de culturas ao redor do mundo, incluindo o café, onde causa uma perda de 12% de
produtividade na colheita apenas na América do Sul. A ferrugem do café, causada pelo fungo
Hemileia vastatrix, é a mais importante doenca que acomete o cafeeiro no mundo, levando a
perdas de aproximadamente 13% na colheita (dados para a América do Sul). Devido ao grande
numero de racas diferentes de H. vastatrix, o controle da doenca torna-se ainda mais dificil,

mesmo com cruzamento entre variedades resistentes, nos programas de melhoramento.



1.3. A ferrugem alaranjada do cafeeiro

A ferrugem alaranjada do cafeeiro tem como seu agente etiolégico o fungo biotrofico
Hemileia vastatrix Berk. et Br., espécie descrita originalmente por Berkeley, para um tipo de
ferrugem encontrada nos cafeeiros do Sri Lanka em 1869. Ela ocorre em todas as regides

produtoras de café no Brasil, desde 1970, e na América Central.

Atualmente, existem mais de 40 racas fisiologicas do fungo que atacam os cafeeiros,
sendo que no Brasil foram descritas 17 racas (Costa et al., 2007). Entre estas, a raca Il
predomina nos cafeeiros brasileiros. O fungo ataca todas as variedades de cafe, porém, dentro
do género C. canephora sdo encontrados alguns cultivares com resisténcia, enquanto que a

maioria dos cultivares comerciais dentro da espécie C. arabica é susceptivel & doenca.

Os primeiros sintomas da enfermidade correspondem a pequenas manchas circulares
de cor amarelo-laranja, com diametro de 0,5 cm, que aparecem na face inferior da folha. Sobre
a mancha forma-se uma massa pulverulenta de ureddsporos. Nos estagios mais avangados,
algumas partes do tecido foliar sdo destruidas e necrosadas, conduzindo a desfolha. A queda
precoce das folhas resulta em menor vingamento da florada, menor vingamento dos
chumbinhos e também seca dos ramos plagiotrépicos, comprometendo, em alguns casos, mais

de 50% da producéo do cafeeiro (Garcon et al., 2004).



A solucéo parcial para o problema estaria na aplicacdo de fungicidas como agentes
defensivos na lavoura cafeicola. Entretanto, é preciso ter sempre em mente 0S prejuizos
potenciais associados a tais medidas, tais como o aumento do custo final da producdo e a
intoxicacdo do solo, frutos e trabalhadores rurais. Sem contarmos é claro, com o surgimento
de novas racas de fungos resistentes, selecionadas pelos fungicidas usados de forma

indiscriminada.

Uma maneira interessante de luta contra tais patdgenos envolve a ativacdo do sistema
de defesa natural das plantas. O sistema de defesa contra patdégenos é formado por uma
combinacao de respostas constitutivas e induzidas. Quando sob infeccédo, vias de transdugéo
de sinais especificos séo ativadas, resultando na expressdo de uma variedade de respostas, as
quais incluem a morte celular programada (resposta hipersensitiva, HR). A HR geralmente
dispara um sistema secundario para defender as partes sadias da planta, que confere resisténcia
contra patdgenos virulentos. Este fendmeno é conhecido como resisténcia adquirida sistémica
(SAR), o qual se caracteriza pela dispersao de substancias quimicas que atuardo contra fungos,

bacterias e virus (Ryals et al., 1996; De Nardi et al., 2006).

Essas substancias séo codificadas por genes cuja expressdo é induzida por patdgenos,
0s quais possuem tanto uma hierarquia temporal como espacial na sua ativagdo. Alguns desses
tém uma répida ativacdo localizada no sitio da infecgdo, enquanto outros sdo mais lentamente
ativados localmente e/ou sistematicamente. As diferengas encontradas nos padrdes de

expressao dos genes ativados por patdgenos resultam, entre outros fatores, da arquitetura dos



promotores; esses promotores nao possuem um padrdo regular no ndmero, ordem ou tipo de
sitios regulatérios. A despeito da diferenca na arquitetura, anélises funcionais das regides
promotoras de alguns desses genes estdo levando os pesquisadores a algumas descobertas
elucidativas no que diz respeito a interacdo do DNA com as proteinas transcricionais (Babu et
al., 2006). Como exemplo, poderiamos citar aqui 0s genes ativados por patégenos em C.
arabica, os quais sdo rapidamente induzidos pela infeccéo do fungo H. vastatrix em folhas de

café (Fernandez et al., 2004).

1.4. A Biotecnologia e o café

A obtencdo de plantas geneticamente modificadas com genes de interesse
agronémico, tais como aqueles envolvidos na resisténcia a pragas ou doencas, vem ganhando
cada vez mais espaco entre os cultivares convencionais. Mediante técnicas de engenharia
genética, material genético advindo de outras espécies pode ser incorporado numa planta alvo
de interesse. A principal implicacdo da transgénia é a quebra da barreira sexual entre
diferentes espécies, permitindo cruzamentos impossiveis de ocorrerem naturalmente.
Atualmente € possivel realizar transferéncias de DNA exdgeno em plantas, de modo que o
DNA inserido venha a ser expresso em um tecido particular e em uma fase especifica do

desenvolvimento. Uma vantagem adicional desta metodologia é a de ser muito mais rapida



que o processo classico de melhoramento vegetal, o qual, no caso de plantas perenes como o

café, demandaria décadas.

As plantas geneticamente modificadas (PGMs), ou plantas transgénicas, vém
proporcionando uma revolugdo na agricultura, permitindo aos agricultores o cultivo de plantas
com menor uso de inseticidas e herbicidas. Os dados mais recentes mostram que em 2006
foram cultivados 102 milhGes de hectares de lavouras transgénicas em 22 paises, sendo 0s
cinco maiores produtores mundiais os EUA, Argentina, Brasil, Canada, india e China. As
culturas mais utilizadas sdo a soja com 58,6 milhdes de hectares (57% da area global de
agricultura biotecnologica), seguida pelo milho (25,2 milhdes de hectares, 25%), algodao
(13,4 milhdes de hectares a 13%) e a canola (4,8 milhdes de hectares ou 5% da area global de

cultivo de lavouras transgénicas) (CIB, 2008).

Embora ainda incipiente, alguns grupos de pesquisa nacionais e internacionais vém
desenvolvendo trabalhos em transformacdo genética de café. No Japdo, um grupo pioneiro foi
capaz de produzir um café modificado geneticamente que apresenta uma reducdo de até 70%
no teor de cafeina, sendo esse indice obtido gracas ao silenciamento génico da enzima N-
methyltransferase, uma enzima chave na biossintese de cafeina (Ashihara et al., 2006). Plantas
de café transgénicas das especies C. canephora e C. arabica ja carregam uma versdo sintética
do gene crylAc de Bacillus thuringiensis, cujo produto tem acéo inseticida, para incrementar a

resisténcia a uma importante praga do cafezal, o bicho-mineiro (Leroy et al., 2000). No Brasil,



plantas de C. canephora contendo o gene bacteriano bar, apresentaram resisténcia ao

herbicida gufosinato de aménio (Ribas et al., 2006).

Para que os efeitos de tais processos biotecnologicos venham a ter um maior impacto
sobre a cafeicultura e a agricultura em geral, diversas ferramentas moleculares precisam ser
disponibilizadas. Dentre as mais importantes podemos listar os promotores, e seqliéncias
regulatdrias relacionadas, que sdo imprescindiveis para que a expressao adequada do produto
génico aconteca. Os projetos de sequénciamento de genomas inteiros, como o do arroz, ou de
cDNA, como no caso do banco de dados de sequéncias expressas (EST) do café, constituem a

fonte principal dessas informacoes.

No caso do café, o Projeto Genoma Café Brasileiro, por iniciativa do Consorcio
Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café (CBP&D-Café), com auxilio da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA - Café) e da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) disponibilizou a partir de 2003, aproximadamente
215.000 seqliéncias, advindas de 37 bibliotecas de DNAc de C. arabica, C. canephora e C.
racemosa, representando diferentes estadios do desenvolvimento de células e tecidos, sob
diversas condigdes de estresse. Apos andlises de bioinformatica foi possivel obter um total de
130.792 seqliéncias para C. arabica, 12.381 para C. canephora e 10.566 para C. racemosa. O
resultado final, para o agrupamento dos ESTs (etiquetas de seqiiéncias expressas), foi de
17.982 contigs e 32.155 singletons, o que corresponde a 33.000 genes diferentes (Viera et al.,

2006). Destas sequéncias, 22% nao apresentam similaridade significativa com as seqliéncias



10

depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI),

sendo correspondentes portanto a novos genes (Viera et al., 2006).

As plantas constituem um recurso muito importante para a humanidade, mantendo
nossa alimentagdo hd muito tempo. Os rapidos avangos que surgiram com a engenharia
genética de plantas tem tornado possivel modifica-las para aumentar sua produtividade e
qualidade nutricional. O aperfeicoamento das técnicas de transformacdo e regeneragdo
voltadas para a producdo de PGMs abriu um novo campo de pesquisa aplicada na ciéncia
vegetal. Genes exdgenos podem ser introduzidos em praticamente qualquer planta sendo
possivel alterar o perfil metabdlico da mesma através da modificacdo das vias de sintese de
diferentes biomoléculas. Nesse contexto, as PGMs tém também chamado cada vez mais
atencdo do setor produtivo pois podem funcionar como bioreatores naturais para a produgédo

em massa de produtos quimicos e farmacéuticos.

Sistemas de expressao eficientes baseados em promotores especificos que possam
otimizar a expressao dos transgenes nas células vegetais, constituem o ponto chave para
maximizar todas as aplicagdes citadas anteriormente. 1sso vem sendo conseguido nos dltimos
anos com o uso de promotores fortes que promovem alta expressao génica (Rancé et al.,

2002).
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1.5. Promotores

Em organismos eucaridticos, uma regido promotora central tipica esta localizada na
regido 5' da sequéncia transcrita e consiste de elementos regulatorios necessarios para o
reconhecimento pela RNA polimerase dependente de DNA. Dentre os elementos regulatérios
comumente encontrados nos promotores eucariontes destaca-se a seqliéncia conservada
(T/A)A(A/T), a qual é denominada TATA Box, localizada a aproximadamente 30 pares de
bases (pb) do ponto de inicio da transcri¢do, e alguns outros elementos promotores proximais
localizados a aproximadamente 100 (CCAAT Box) e 200 pb (GC Box) acima do ponto de
inicio da transcri¢do (Griffiths et al., 2000). Além de seqliéncias consensuais tipicas citadas,
0S promotores apresentam caracteristicas fisicas que estdo diretamente relacionadas com o seu

modo de agéo.

Alguns promotores conferem expressdo constitutiva, enquanto outros permitem a
expressao Orgao/tecido-especifica, ou tem sua expressdo induzida pelo meio (Walden &
Wingender, 1995). Os mecanismos que regulam a atividade de promotores que conferem
padroes de expressdo tecido- ou desenvolvimento-especificos em plantas sdao geralmente
pouco compreendidos (Tian et al., 2005). Em parte, isso ocorre em funcdo do nimero limitado

de promotores com tais caracteristicas a terem sido isolados e caracterizados funcionalmente.
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Como exemplos de promotores de origem viral ou procariética que tém sido
empregados com relativo sucesso em plantas podemos citar os promotores da opina sintetase
de Agrobacterium tumefaciens, e o promotor de 35S do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV), o qual é freqlientemente empregado devido ao seu alto nivel de expressdo na maioria
dos Orgdos/tecidos, entretanto com diferentes niveis de eficiéncia dependendo da espécie.
Outros, como o promotor de Ubiquitina | do milho e a seqliéncia promotor/intron do arroz, séo

exemplos de promotores derivados de eucariotos (Walden & Wingender, 1995).

Como exemplo de promotores clonados em café é possivel citar a seqliéncia promotora
do gene que codifica uma N-metiltransferase, uma enzima essencial na sintese de cafeina em
plantas de C. canephora. Essa seqiiéncia de 2,7 kb foi suficiente para dirigir a expressao de
um gene reporter em plantas transformadas de tabaco (Satyanarayana et al., 2005). Ainda em
C. canephora, um potente promotor grao-especifico, de aproximadamente 1 kb, associado ao

gene CcDH2 foi isolado e caracterizado (Hinniger et al., 2006).

Promotores que garantem a expressdo de um transgene em um ambiente particular,
numa fase do desenvolvimento ou de maneira especifica em um determinado 6rgao/tecido, sdo
extremamente Uteis. Ha uma série de vantagens em se restringir a expressdo do transgene em
determinada célula ou tecido-alvo através do emprego de promotores tecido-especificos. A
expressdo de uma proteina heterdloga em sementes de cereais ou em tubérculos de batata, por
exemplo, evita 0 seu acumulo em 6rgdos vegetativos, o que poderia provocar a intoxicagao da

planta hospedeira ou a morte de organismos ndo-alvos (Ma et al., 2003). Paralelamente,
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sistemas baseados em promotores induzidos, que respondam a estimulos externos quimicos
(Padidam, 2003) ou fisicos (Cramer et al., 1999), também podem ser usados para restringir a

expressdo do gene exdgeno numa base temporal.

Para minimizar os potenciais efeitos adversos dos transgenes bem como dos agentes de
selecdo empregados nas plantas geneticamente modificadas, ¢ importante alcangar um nivel
apropriado de expressao génica nas partes da planta onde os mecanismos de resisténcia e
selecdo sdo realmente necessarios. Para aumentar a precisdo do sistema de expressdo, o

numero de promotores 6rgao/tecido-especificos precisa ser diversificado.

1.6. Os Fenilpropanoides

Dentre as muitas vias existentes para sintese dos compostos secundarios em plantas,
existe uma de grande importancia, a via dos fenilpropanoides, mais conhecida como a via dos
flavondides derivados (Figura 1). Os fenilpropandides sdo um grupo diverso de metabdlitos
secundarios acumulados nos tecidos vegetais, no qual se incluem as antocianinas, flavonais,

proantocianidinas (taninos condensados), ligninas, flavonas, isoflavonas, entre outros.
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Figura 1 - Via biossintética dos mais importantes flavonodides derivados em leguminosas. CHS,
chalcona sintetase; CHR, chalcona redutase; CHI, chalcona isomerase; FSI, flavona sintetase |I; FSII,
flavona sintetase 1l; FLS, flavonol sintetase; IFS, isoflavona sintetase; F3H, flavanona 3B hidroxilase;
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F3’H, flavonoide 3’-hidroxilase; F3’5’H, flavonoide 3’,5’-hidroxilase; DFR, diidroflavonol redutase;
ANS, antocianidina sintetase; 3GT, antocianidina 3-glicosiltransferase; IOMT, isoflavona O-
metiltransferase, IFR, isoflavona redutase; VR, vestitona redutase, DMID, 7,2’-diidroxi, 4’-
metoxisoflavanol deidratase. Adaptado de Dixon & Steele, 1999.

Esses compostos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal, e suas rotas
biossintéticas podem gerar substancias que atuam tanto na pigmentagdo, como no caso das
antocianinas, servindo de atrativos para diversos polinizadores em flores, como antioxidantes
em frutas, folhas e sementes (Gould et al., 2002). Podem ainda atuar como moléculas
protetoras na formacéo de radicais livres por acdo da luz ultravioleta (Merzlyak et al., 2008),
onde se verifica 0 aumento de flavondides em determinados orgdos em decorréncia de

exposicdo a luz (Winkel-Shirley, 2002).

Ja é amplamente aceito que os flavonoides tém papel importante na protecdo vegetal
contra insetos e mamiferos de habitos herbivoros. Os principais estudos foram focados em
flavanas poliméricas, proantocianidinas, flavonas, flavonois e isoflavonas de baixo peso
molecular. Como exemplo do seu emprego € possivel citar os trabalhos realizados com taninos
condensados no combate a pragas e animais (Simmons, 2003), ja que estas moléculas sdo bem
pouco palataveis, e causam repugnancia em lagartas e outros animais, inclusive mamiferos

como macacos (Harbone & Williams, 2000).

Mas a fungdo que mais nos interessa no presente trabalho € a acdo desses compostos

na protecao contra microorganismos, inibindo o crescimento principalmente de fungos (Dixon
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et al., 2002; 2005). Gonzalez de Colmenares et al. (1998) demonstraram que variedades de
café suscetiveis (C. arabica) ao fungo H. vastatrix contem baixos niveis de proantocianidinas
nas suas folhas quando comparados com espécies resistentes (C. canephora), e que as
proantocianidinas extraidas dessas folhas inibem a germinacéo in vitro de ureddsporos da raga

tipo 11 de H. vastatrix.

Incluida nesta categoria estéd a classe dos isoflavondides descritos originalmente nas
plantas leguminosas. Tais compostos sdo considerados benéficos para salde humana, pois
existem indicios de que auxiliam na reducdo do risco de osteoporose e cancer, podendo, com
efeito semelhante ao estradiol, ser utilizados na reposi¢do hormonal, reduzindo os sintomas da
menopausa e baixando os niveis de colesterol (Dixon & Ferreira, 2002). Alguns estudos vém
demonstrando ha algum tempo a importancia dos isoflavondides nas relagdes simbidticas de
leguminosas com bactérias do solo atuando na formagdo de nddulos radiculares para fixacéo
de nitrogénio. Nos estagios iniciais da nodulacdo ha o reconhecimento de isoflavondides por
proteinas NodD especificas de Rhizobium que levam a ativacdo de outros genes nod (Peters et
al., 1986; Redmond et al., 1986). A planta hospedeira por sua vez, responde a este contato,

aumentando a exudacao de isoflavondides nas raizes (Dakora & Phillips, 1996).

A isoflavona redutase (IFR) é a penultima enzima da cadeia de biossintese da
medicarpina, inicialmente descrita em alfafa (Medicago sativa L.) (Paiva et al., 1991). E uma

enzima monomérica, citosélica (LOpez-Meyer & Paiva, 2002), e NADPH-dependente, e na
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alfafa, converte 20-hidroxiformonetina estereoespecificamente para (3R)-vestitona (Figura 2)

com a adicdo de um centro chiral na posicdo C3 (Wang et al., 2006).

[FR
NADPH

HE OCH

2'-hidroxiformonoteina (3R)-vestitona

Figura 2 - A reacdo enzimatica catalizada pela IFR de M. sativa. Adaptado de Wang et al.
(2006).

Isoflavonas redutase foram encontradas em outras leguminosas como a ervilha
(Pisum sativum) e a soja (Glycine max), onde participam especificamente da via biossintética
dos isoflavonoides. Apesar dos isoflavondides serem compostos presentes exclusivamente nas
leguminosas, as IFRs pertencem a uma grande familia protéica que inclui proteinas
semelhantes a IFR (IR-Like; IRL), as quais tem significante identidade de seqiiéncia com as
IFRs de leguminosas, tendo sido identificadas em varias espécies de plantas ndo relacionadas

diretamente.

Em milho, uma IRL é induzida pela auséncia de enxofre (Petruco et al., 1996), em
Arabidopsis thaliana pelo estresse oxidativo (Babiychuk et al., 1995), em batata é expressa

durante o crescimento do tubo polinico e induzida por contato mecéanico (van Eldik et al.,
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1997), nos frutos de toranja (Citrus paradisi) é estimulada pela irradiacdo ultravioleta ao
mesmo tempo em que induz resisténcia ao Penicillium digitatum (Lers et al., 1998), e uma
IRL também foi identificada em tabaco (Shoji et al., 2002). Outras enzimas IRL catalisam
distintas reagdes de reducdo, como a enzima pinoresinol-lariciresinol redutase que atua na via
de biosintese da lignina em Forsythia intermedia (Dinkova-Kostova et al., 1996), e a
fenilcumarana benzilica éter redutase de Pinus taeda (Gang et al., 1999). Entretanto, a funcéao
de muitas outras proteinas IRL encontradas em diferentes espécies vegetais ndo esta

totalmente definida.

1.7. A lIsoflavona Redutase-Like especifica de folhas de C. arabica e

sua sequéncia promotora

A fim de isolar promotores capazes de dirigir a expressao de genes em determinados
orgéos/tecidos de café, o grupo coordenado pelo Professor Ivan de Godoy Maia iniciou um
projeto para identificar e validar ESTs com expressdo tecido-especifica nessa espécie. Para tal,
analises in silico junto ao banco de dados do projeto EST de café foram realizadas e, dentre
outros, um EST com expressao especifica em folha foi identificado e sua regido promotora

isolada e caracterizada em duas versfes (Brandalise, 2007). A sequiéncia desse EST quando
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submetida ao banco de dados do NCBI apresentava similaridade com proteinas pertencentes a

classe das Isoflavonas Redutase-Like.

A primeira versdo do promotor estudada por Brandalise (2007) era constituida de
aproximadamente 900 nucleotideos (a partir do ponto inicial de transcri¢cdo) e em ensaios de
expressao transiente em café se mostrou funcional, dirigindo a expressao de um gene reporter
apenas em folhas. Esta mesma versdo, quando inserida em plantas de tabaco transgénico era
capaz de ser induzida por estresse abidtico (dano mecanico). Uma versdo deletada desse
promotor também foi obtida (~ 400 nucleotideos), porém ndo caracterizada, sendo a mesma

enfocada no presente trabalho.

De posse dessas informacGes e das seqiiéncias promotoras previamente isoladas por

Brandalise (2007) é que teve inicio a pesquisa descrita na presente dissertacdo de mestrado.
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2. Objetivos
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O objetivo geral desse trabalho foi realizar a caracterizagdo molecular do gene que
codifica uma Isoflavona Redutase-Like em café (Coffea arabica) bem como empreender uma
melhor caracteriza¢do funcional de seu promotor. Para tal, os seguintes objetivos especificos

foram tragados:

A) Obtencdo da seqiiéncia completa do EST que codifica a IRL de café e

andlise de suas relacdes filogenéticas.

B) Quantificagcdo da expressdo desse gene sob condicOes de estresse bidtico e
abidtico.
C) Anédlise da funcionalidade da versdo deletada do promotor em ensaios de

expressao transiente e estavel.
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3. Material e Métodos
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3.1. Material Vegetal

Foram utilizadas plantas de café da espécie Coffea arabica L. cultivar Mundo Novo,
susceptivel a ferrugem alaranjada. Tais plantas foram gentilmente cedidas pela Dra. Mirian
Perez Maluf do Centro de Analise e Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdcio do Café “Alcides

Carvalho”, situado no Instituto Agronémico de Campinas (IAC).

3.2. Extragdo de RNA total de café e tabaco

Amostras de cerca de 100 mg dos tecidos vegetais frescos de folhas de tabaco e café
foram macerados em nitrogénio liquido, com auxilio de almofariz, e transferidas para tubos de
1,5 ml. O RNA total das amostras foi extraido com TRIzol de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante (TRIzol, Invitrogen), e 0 mesmo armazenado a -80°C até o momento

do uso.
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3.3. Quantificacdo do RNA e sintese de cDNA

A integridade do RNA total extraido foi confirmada por eletroforese em gel comum
de agarose 1% (p/v). O gel foi corado com brometo de etideo 0,1 pug/ml. Apds a eletroforese, o
gel foi fotodocumentado em um transiluminador com luz ultravioleta (Eagle-Eye I,
Stratagene EagleSight). A quantificacdo do RNA foi realizada em espectrofotdmetro

NanoDrop (NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies).

Posteriormente, as amostras de RNA total foram tratadas com a enzima DNAsel
(Fermentas), para eliminar qualquer contaminacdo com DNA gendmico que possa ter
acontecido durante o processo de extracdo. Para a obtencdo de RNA livre de DNA foi
utilizado 1 pg do RNA total, 1 pl de tampdo de reagdo com MgCl, (10X; fornecido no kit) e 1
unidade da enzima Deoxyribonuclease | (1 U/ul). O volume final desta reacdo foi de 10 pl,
completados com &gua livre de RNAse. As amostras foram incubadas em termociclador (PTC
100 — Programmable Thermal Controller, MJ Research Inc.) a 37°C por 30 minutos. Para
inibir a reacdo foi adicionado 1 ul de EDTA 25 mM (fornecido no kit), e as amostras foram

incubadas no termociclador a 65°C por 10 minutos.

Na sintese da primeira fita de cDNA foi utilizada a enzima SuperScript 11l Reverse
Transcriptase (Invitrogen) de acordo com as instrucbes do fabricante, utilizando-se

oligodT17VN (2,5 mM) como iniciador.
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A quantificacdo do cDNA foi realizada em espectrofotdbmetro NanoDrop. Para a
reacdo de PCR em Tempo Real, 0 cDNA das amostras de interesse foi diluido para uma

concentracdo de aproximadamente 10 ng/ul, adicionando-se agua livre de RNAse.

3.4. Quantificacdo da expressao relativa por PCR em tempo real

Para a quantificacdo da expressdo relativa dos genes-alvo (IR-Like em café e GUS
em tabaco) e dos normalizadores [Ubiquitina de café (Ganesh et al., 2006), 18S RNA de
tabaco (Levy et al., 2004) e a-tubulina de tabaco] foram utilizados os oligonucleotideos,
IsogPCR, UbiCA, RTGus, a-tubulina e 18S, descritos na Tabela 1. Os oligonucleotideos
foram gerados automaticamente utilizando-se o software Primer Express 2.0 (Applied
Biosystems). Para tal, os seguintes pardmetros foram especificados: tamanho entre 26 e 30 pb;
Tm (Temperature of melting) entre 65 e 70°C; quantidade de GC: entre 40 e 60% e tamanho

médio dos fragmentos amplificados entre 50 e 150 pb.

O kit usado nas reacdes foi o Platinum SYBR Green gPCR SuperMixUDG with ROX
(Invitrogen). O cDNA das amostras de interesse foi submetido a reacdo adicionando-se
(concentracdo final): 6 ul de Platinum SYBR Green gPCR SuperMixUDG with ROX, 0,2 uM
de cada oligonucleotideo gene especifico (forward e reverse) para um volume final da reacdo

de 10 pl, o qual foi obtido adicionando-se agua livre de RNAse. Cada reagéo foi feita em
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triplicata para cada amostra. O controle negativo foi realizado adicionando-se &gua livre de
RNAse ao invés de cDNA,; tal procedimento foi adotado para a certificacdo da auséncia de

qualquer tipo de contaminacéo.

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador optico (7300 Real
Time PCR System, Applied Biosystems), com um ciclo inicial de 50°C por 2 minutos para
ativacdo da UDG, seguido de um periodo de desnaturacdo a 95°C por 2 minutos. Em seguida,
utilizou-se de 45 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C. No
final do processo, para a quantificacdo dos dados, foi realizado um ciclo suplementar de 15
segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 15 segundos a 95°C. Os dados opticos foram

posteriormente analisados no programa 7300 System Software.

Apos o fim da reacgdo foi obtida a representacao grafica (Amp Plot) e numérica (Ct,
Threshold Cycle) do aumento da fluorescéncia ocorrido durante os ciclos da rea¢do. O célculo
para a determinacdo da expressao génica foi o do AACt (Livak e Schmittgen, 2001), o qual se
baseia na reacio exponencial da PCR. Para tal a expressdo QR = 2**“!, onde QR represente o
nivel de expressdo génica, Ct representa o ciclo de amplificacdo no qual cada amostra
apresenta amplificagdo exponencial; ACt se refere a diferenca entre o Ct da amostra
amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma amostra amplificada para o gene controle
(ubiquo) e AACt representa a diferenca entre 0 ACt da amostra de interesse (infecgdo em

determinado tempo) e o ACt da amostra de referéncia, foi utilizada. A eficiéncia dos
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oligonucleotideos foi calculada através do programas SAS versao 8e, permanecendo entre 1,96

e 2,00. Para efeito de calculo, foi considerada uma eficiéncia de 2,00.

3.5. Extracdo de DNA gendmico de tabaco

Para a extracdo de DNA gendmico, amostras de folhas foram coletadas de plantas de
tabaco mantidas em camara climatizada, sendo preferencialmente selecionadas folhas jovens.
Ap0s a coleta, as folhas foram imediatamente maceradas em almofariz com nitrogénio liquido

e armazenadas em freezer -80°C até o uso.

O DNA gendmico foi extraido conforme o protocolo descrito a seguir. A um microtubo
de 1,5 ml foi adicionado 900 pl de um tampéo de extracdo, pH 5,2, composto de NaOAc 100
mM, pH 4,8, EDTA 50 mM, NaCl 500 mM, PVP 3,3%, SDS 1,4% e bissulfito de sodio 2%
(p/v). A este tampao, pré-aquecido a 65°C, adicionou-se cerca de 100 mg de tecido vegetal
macerado. A mistura foi incubada a 65°C por 10 minutos, sendo imediatamente esfriada em
gelo. Trezentos microlitros de KOAc 3M, pH 5,2, foram entdo adicionados ao tubo, sendo o
mesmo incubado em gelo durante 30 minutos. Centrifugou-se a 14000 rpm durante 20
minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo, ao qual foi adicionado 600 pl de
isopropanol gelado. Os tubos foram mantidos em freezer -20°C por 30 minutos. Apos este

periodo, os tubos foram novamente centrifugados a 14000 rpm durante 20 minutos, em
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centrifuga refrigerada a 4°C. O pellet formado foi lavado duas vezes com etanol 70% e uma
vez com etanol 95%. Apos a completa evaporacao do etanol, os pellets receberam 50 ul de TE
(Tris-EDTA,; 10:0,1) contendo 60 pg/ml de RNAse, e foram ressuspendidos em banho-maria a
37°C por 30 minutos. As amostras foram entdo armazenadas em freezer -20°C até o momento

da quantificacdo.

A qualidade e a concentracdo do DNA extraido foram verificadas em
espectrofotdmetro NanoDrop e/ou por analise comparativa em géis de agarose [1% (p/v) em
solucdo TBE 1X] corados com brometo de etideo (0,1 pg/ml). Nesse caso, comparou-se 0
tamanho e a intensidade da banda produzida com uma amostra de concentragdo conhecida

(DNA Lambda GibcoBRL, Life Technologies).

3.6. Amplificacdo da regido 3’ do cDNA que codifica uma IRL em

café pelo método 3’ RACE

A sequéncia completa do cDNA que codifica uma IRL de café foi obtida usando a
técnica 3’RACE (rapid amplification of cDNA ends). Para tal foi usada a sequéncia de
nucleotideos do EST (CA00-XX-LV5-084-A10-EZ.F) originalmente empregada para
clonagem do promotor em estudo (Brandalise, 2007), e que se encontrava disponivel no banco

de ESTs do café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/). Dois oligonucleotideos gene-
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especificos (GSP) foram entdo desenhados junto a porcdo 3’ de tal EST e a porcdo faltante foi
amplificada empregando o kit 3’RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends
(Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante e os oligonucleotideos IsofE, Isofl (Tabela

1) e 0 adaptador AP3.

3.7. Isolamento, purificacdo e clonagem da regido 3’ do cDNA da

IRL de café.

O fragmento resultante da amplificacdo por 3’'RACE foi isolado do gel de agarose
com o auxilio de uma lamina descartavel, e purificado utilizando-se o kit QIAEX Il Gel
Extraction (Qiagen) de acordo com as especificacbes fornecidas pelo fabricante. Porém, o
DNA foi eluido da coluna utilizando-se 4gua deionizada autoclavada a 70°C e ndo solucdo

TRIS-EDTA como sugerido.

O fragmento purificado foi ligado ao vetor de clonagem pGEM-T Easy (kit pGem-T
Vector Systems, Promega). A ligacdo do inserto ao vetor seguiu a proporcdo 3:1, sendo a
reacao de ligacdo composta de 1 ul da enzima T4 DNA ligase (3 U/ul), 50 ng do vetor pGEM-
T Easy, tampdo de reacdo 1X, 150 ng de fragmento purificado e dgua deionizada autoclavada

num volume total de 10 ul. A ligacéao foi incubada a 4°C por 16 horas.
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Células competentes da cepa DH50 de Escherichia coli preparadas conforme
protocolo descrito no manual do LBMP — CBMEG / Centro de Citricultura Silvio Moreira/
Cordeirépolis foram utilizadas. A transformacdo foi realizada empregando choque térmico
segundo protocolo descrito (Sambrook et al., 1989). Apo6s a transformacao, as bactérias foram
plaqueadas em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) sélido (0,1% p/v de triptona,
0,05% p/v de extrato de levedura, 0,1 % p/v de NaCl e 0,15% p/v de Select Agar em &gua
deionizada, com pH igual a 7,0) adicionado de 100 pg/ml de ampicilina; 24 mg/ml de IPTG
(Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) e 50 mg/ml de X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-

galactosideo). As placas de Petri foram deixadas em estufa a 37°C por 16 horas.

3.8. Minipreparacdo de DNA plasmidial por lise alcalina e

sequenciamento do inserto

Foram escolhidas trés provaveis coldnias recombinantes (brancas) para confirmagéo
da presenca do vetor e posterior sequenciamento do inserto. As coldnias isoladas foram
inoculadas em 4 ml de meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg/ml) e mantidas sob

agitacdo constante de 300 rpm a 37°C durante 16 horas.
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Ap0s incubacdo foram transferidos 1,4 ml da cultura para tubo de 1,5 ml. As células
foram coletadas por centrifugacdo por 1 minuto a 14.000 rpm, sendo o sobrenadante
descartado. As bactérias foram ressuspensas em 300 pl de solugéo A (Tris-HCI 50 mM, pH
8,0; EDTA 10 mM, pH 8,0 e RNAse 10 mg/ml). Adicionou-se em seguida 300 pl da solucdo
B [NaOH 200 mM e SDS 1% (v/v)], inverteu-se o tubo algumas vezes, sendo 0 mesmo
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Prosseguindo a extracdo, foi adicionado 300
pl de solucdo C contendo acetato de potassio 3 M, pH 5,5. O precipitado foi coletado por
centrifugacdo a 14.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante, aproximadamente 900 pl, foi
transferido para novo tubo contendo 400 ul de isopropanol gelado e centrifugado a 14.000 rpm
durante 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 500 pl de etanol 70% (v/v),
inverteu-se o tubo com cuidado e procedeu-se uma nova centrifugacéo a 14.000 rpm durante 5
minutos. O etanol foi descartado manualmente e o pellet foi seco completamente em estufa
37°C durante 20 minutos. O precipitado obtido foi posteriormente ressuspendido em 20 ul de

agua deionizada autoclavada.

Os plasmideos foram avaliados via padrdo de digestdio com a enzima EcoRI
(Fermentas) e os produtos resultantes visualizados em gel de agarose 1% (p/v) corado com
brometo de etideo (0,1 pg/ml). As digestbes foram realizadas a 37°C durante 16 horas na

presenca de tampao de reacdo 1X, 100 ng de DNA plasmidial e 4gua deionizada autoclavada.

O sequienciamento dos clones selecionados foi realizado utilizando o BigDye™

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). A reacdo foi preparada com
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agua deionizada autoclavada contendo 4 pl de plasmideo (500 ng), 0,5 puM dos oligos SP6 ou
T7 (Promega), 2 ul do mix de BigDye™ e 2 ul de tamp&o Save Money [preparado com 10 %

(v/v) de MgCl, 50 mM e 20 % (v/v) de Tris HCI pH 9,0 em &gua deionizada autoclavada].

As reacOes foram processadas em termociclador (PTC-100 MJ Research) e as
mesmas consistiram de um ciclo inicial de desnaturagdo a 96°C por 2 minutos, seguido de um
ciclo com desnaturacdo a 96°C por 45 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e
extensdo a 60°C por 4 minutos, o qual foi repetido 25 vezes. As amostras foram entéo

congeladas a -20°C.

Antes do sequenciamento foi realizada ainda uma etapa adicional de purificacdo. A
cada poco da placa foram adicionados 80 pl de 65% (v/v) de isopropanol. A placa foi deixada
em repouso, ao abrigo da luz, por 15 minutos, e entdo foi centrifugada a 4000 rpm por 45
minutos. O sobrenadante foi descartado e o excesso absorvido com papel toalha. Em seguida
foram adicionados 200 ul de etanol 70% (v/v) a cada poco. A placa foi centrifugada a 4000
rom por 5 minutos, e o sobrenadante descartado. A placa foi deixada em temperatura
ambiente, protegida da luz, por uma hora, para que os pocos ficassem totalmente secos. As
amostras foram entdo ressuspendidas em 10 pul de formamida deionizada (Hi-Di, Applied
Biosystems). Imediatamente antes do seqiienciamento, as amostras foram desnaturadas em
termociclador a 90°C por 3 minutos, e depois imediatamente incubadas em gelo por 5 minutos.

O seqliénciamento foi realizado em sequenciador automatico ABI PRISM 377 (Applied
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Biosystems), e uma sequéncia consenso foi obtida a partir da seqiiéncia de nucleotideos dos

trés clones usando o programa Chromas 2.30.

3.9. Analise das sequéncias, identificacdo de sitios regulatorios e

filogenia

A seqliéncia consenso resultante foi submetida a pesquisa junto ao banco de dados do
NCBI, website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) utilizando a ferramenta BLAST (Altschul
et al. 1990, 1997). A sequéncia deduzida de aminoacidos foi obtida usando as ferramentas
disponiveis no website The ExPASy (Expert Protein Analysis System) do Instituto Suico de

Bioinformatica (http://www.expasy.org/).

Para a busca de seqliéncias regulatorias presentes nas regides promotoras em estudo
foi utilizado o banco de dados do Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements (PLACE)

(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) (Higo et al., 1999).

A arvore filogenética foi construida através do programa MrBayes 3.1
(http://mrbayes.csit.fsu.edu/index.php) e visualizada através do programa Mesquite 2.01

(Maddison & Maddison, 2007) utilizando para tal sequéncias conhecidas de IFR e IRL.
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3.10. Construcéo do cassete de expressdo em pCAMBIA-1381z

Para montagem do cassete de expressdo contendo a versdo deletada do promotor da
IRL de café em fusdo ao gene repdrter uidA (B-glucuronidase) foi utilizado o vetor
pCAMBIA-1381z (Cambia, Australia). Esse vetor contém o gene uidA interrompido por
intron de catalase e carrega um gene de resisténcia a higromicina.. A versdo deletada do
referido promotor encontrava-se inserida no vetor pRT-103GUS (construido previamente por
Brandalise, 2007), sendo necesséria a sua transferéncia para pCAMBIA-1381z (Figura 3).
Para tal, ambos vetores foram digeridos com as enzimas de restricdo Hindlll e Ncol. Apos a
digestdo foi realizada a purificacdo de banda de gel para extrair o fragmento de interesse
(promotor) e o vetor pPCAMBIA-1381z digerido. Ambos foram ligados e transformados em E.
coli DH5a (Sambrook et al., 1989). Para verificar a correta inser¢do do promotor no vetor foi
realizada a digestao do vetor recombinanete com enzima de restricdo e eletroforese do produto
de digestdo em gel de agarose 1%, bem como uma reacdo de PCR utilizando um

oligonucleotideo fragmento-especifico e um oligonucleotideo vetor-especifico.
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Figura 3 — Representacdo esquemaética do plasmideo pCAMBIA-1381z (Cambia, Australia)
utilizado na construcdo dos cassetes de expressao para agroinfiltracdo e transformacéo estavel
de tabaco empregando Agrobacterium tumefaciens. O promotor utilizado nesse trabalho foi
clonado entre os sitios Hindlll e Ncol fusionado com o gene reporter uidA

(http://www.cambia.org/daisy/cambia/home.htm).
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3.11. Transformagdo de Agrobacterium tumefaciens LBA 4044 por

choque térmico

Uma colonia isolada da linhagem LBA 4044 de Agrobacterium tumefaciens foi
transferida para um tubo contendo 3 ml de meio liquido LB e os antibidticos apropriados, no
caso, rifampicina 100 pg/ml e estreptomicina 300ug/ml, e o0 mesmo foi incubado a 28°C com
agitacdo de 150 rpm durante 16 horas. Transferiu-se 2 ml da cultura para novo tubo contendo
50 ml de meio liquido LB, o qual foi incubado a 28°C com agitacdo de 150 rpm durante 16
horas ou até que se atingisse uma absorbancia (Asoonm) €ntre 0,5 e 1,0. Posteriormente, as
bactérias foram mantidas no gelo, por aproximadamente 15 minutos. Seguiu-se uma
centrifugacdo a 5.000 g por 5 minutos a 4°C. Em seguida o sobrenadante foi descartado, e as

células ressuspensas em 1 ml de solucéo gelada de CaCl, 20 mM (mantido a 4°C).

Distribuiu-se 1 pg de DNA plasmidial contendo o cassete de expressao descrito no
item anterior em 100 ul de células competentes, misturou-se delicadamente e incubou-se em
gelo por 30 minutos. Logo apés, a mistura foi incubada em nitrogénio liquido por
aproximadamente 2 minutos e transferida imediatamente para 37°C por 5 minutos. Foi
adicionado entdo 1 ml de meio liquido LB, e a mistura foi incubada por 2 horas a 28°C sob

agitacdo. Aproximadamente 300 pl da suspensdo de células foram plagueados em meio LB



37

solido contendo canamicina 100 pg/ml, estreptomicina 300 pg/ml e rifampicina 100 pg/ml. As

placas foram mantidas em estufa 28°C entre 2 a 3 dias.

Ap0s esse periodo, seis clones foram repicados em 3 ml de meio LB liquido seletivo
contendo canamicina 100 pg/ml, estreptomicina 300 pg/ml e rifampicina 100 pg/ml. Os tubos
foram mantidos em estufa 28°C durante 48 horas sob agitacdo constante de 200 rpm.
Minipreparacbes de DNA plamidial (item 3.8) e analises de PCR com oligonucleotideos

especificos foram realizadas a fim de confirmar a transformacéo das agrobacteérias.

3.12. Obtencéo de plantas transgénicas de tabaco

As agrobactérias transformadas com o cassete de expressao foram incubadas em 5 ml
de meio LB liquido seletivo com agitacdo de 150 rpm a 28°C, até atingirem uma Agsoo nm entre
0,5 e 1,0. Logo apos, 1 ml do inoculo foi transferido para um tubo de 50 ml, ao qual foi

adicionado 4 ml de meio LB liquido, e mantido a temperatura ambiente até a utilizacao.

Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum SR1) cultivadas in vitro foram usadas para
transformagdo. Aproximadamente 30 discos foliares de 1 cm? foram retirados das folhas e
mantidos em placa de Petri. Os discos foram imersos por 15 minutos em meio LB contendo as

agrobactérias sendo posteriormente secos em papel filtro estéril e transferidos para placas
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contendo meio MS sdélido (Murashige & Skoog, 1962). As placas foram mantidas em
ambiente controlado (28°C) no escuro, durante 48 horas. Posteriormente, os discos foram
transferidos para placas de Petri contendo MS so6lido adicionado de 100 pg/ml de higromicina,
500 pg/ml de cefotaxima, 1 pg/ml de 6-benzilaminopurina (BAP) e 100 pg/ml de &cido
naftalenoacético (ANA). As placas foram mantidas por aproximadamente 30 dias em sala de
crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de luz até o surgimento de calos. Como controle
positivo foram utilizados discos foliares ndo transformados mantidos no meio seletivo acima
descrito. Depois, as plantulas formadas a partir desses calos foram individualizadas em potes
de vidro contendo meio de enraizamento (meio MS descrito acima, com auséncia de BAP),

mantidos em camara controlada, para formacéo das raizes.

3.13. Andalise dos transformantes via PCR e ensaio enzimatico de

GUS

Foram regeneradas sete plantas contendo a construcdo de interesse, as quais foram
mantidas em camara climatizada até as analises posteriores. A confirmacdo da insercdo do
cassete de expressao foi feita empregando PCR e DNA gendmico extraido a partir de tecido
foliar das linhagens transgénicas (protocolo descrito no item 3.5). As reacdes de PCR foram

conduzidas do seguinte modo: tampéo de PCR (1X), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada
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nucleotideo (ANTP mix), 0,2 uM de cada oligonucleotideo gene-especifico Hindl11400F e
GusR (Tabela 1) e 2,5 unidades da enzima Tag DNA Polimerase (5U/ul, Invitrogen). Foram

usados 35 ciclos de amplificag&o.

Adicionalmente, a atividade GUS foi localizada histoquimicamente através de
protocolo padrdo descrito por Jefferson et al. (1987). De uma maneira geral, os discos foliares
de tais linhagens foram incubados por 16 h a 37 °C em 100 mM de tampéo fosfato de sddio,
pH 7,5 contendo 1 mM de X-gluc em 10% de dimetilformamida, EDTA 10 mM, ferrocianeto
de potéssio 1 mM, ferrocianato de potassio 1 mM e Triton X-100 0,1 %, sendo mantidos no
escuro. Para finalizar a reacdo e remover a clorofila, os discos foram imersos em etanol 70%

(v/V) por 24 horas.

3.14. Ensaios de Agroinfiltracdo

Para os ensaios de agroinfiltracdo foram usadas plantas de tabaco selvagem com
mais de seis semanas de idade aclimatadas em sala climatizada (23 °C, 70 % de umidade e 16
horas de luz). As agrobactérias contendo o cassete de expressdo descrito no item 3.11 foram
cultivadas em meio LB liquido (aprox. 20 ml), contendo antibioticos seletivos, sendo as
mesmas mantidas sob agitacdo (150 rpm) por 48 horas a 28°C, até alcancarem uma Agoonm

entre 0,6 e 0,8. A seguir, as bactérias foram coletadas por centrifugacdo a 3.000g por 15
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minutos e o sobrenadante descartado. As bactérias foram entdo ressuspensas em 20 ml de
tampdo (MES 10 mM, pH 5,6 contendo MgCl, 10mM e Acetoseringona 200 M) e incubadas
a temperatura ambiente por trés horas. A solucdo foi injetada com seringa de plastico de 1 ml
na face abaxial das folhas (as quais permaneceram presas a planta), entre as nervuras
secundarias, usando-se de quatro a seis pontos de inoculacdo por folha. As plantas foram
vedadas em sacos plésticos transparentes e mantidas em sala climatizada nas condigdes
descritas acima. As analises histoquimicas de GUS foram conduzidas apds 72 horas de

infeccdo, conforme descrito no item 3.13.

3.15. Andlise da expressdao do gene reporter uidA em plantas
transgénicas transformadas com os cassetes de expressdo para as duas
versdes do promotor especifico de folha em resposta a estresse abiotico

(dano mecanico)

As plantas transformadas com o cassete de expressdo contendo a verséo integral do
promotor especifico de folhas obtidas por Brandalise (2007), bem como as plantas contendo a

versdo deletada do promotor obtidas no presente trabalho, foram mantidas em sala de cultura
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climatizada, com temperatura de 23°C, 70% de umidade relativa do ar e 16 horas de luz, por

no minimo sete dias.

Neste experimento foram utilizadas cinco plantas de tabaco da geracdo T, com
aproximadamente trés meses. Cabe ressaltar que tais plantas correspondem a eventos de
transformacdo independentes e testaram positivas para a insercdo do cassete de expressao.
Para a realizacdo do estresse foram usadas folhas ndo destacadas, quatro por planta, as quais
foram cortadas com uma tesoura, paralelamente as suas nervuras secundarias. Uma folha
intacta de cada planta foi utilizada como controle, sendo coletada ao inicio do ensaio. As
folhas estressadas foram coletadas nos tempos de 4, 8, 12 e 24 horas, maceradas
imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até o momento da extragdo do

RNA total para analise quantitativa da expressdo génica por PCR em Tempo Real.

3.16. Analise da expressdo do gene IRL de café em resposta a

estresse bidtico (infeccdo por fungo) e a estresse abiotico (dano mecanico)

As plantas de café (C. arabica, var. Mundo Novo) utilizadas, trés exemplares para
cada ensaio, foram aclimatizadas em sala de cultura climatizada, com temperatura de 23 °C, 70

% de umidade relativa do ar e 16 horas de luz, por no minimo sete dias.



42

Cem miligramas de esporos do fungo Hemileia vastatrix (ferrugem alaranjada do
cafeeiro) raca Il, foram coletados em campo de C. arabica, e diluidos, na auséncia de luz, em
10 ml de agua deionizada autoclavada. Essa solugdo foi utilizada como inoculo do fungo,
sendo borrifada na porgdo abaxial das folhas. Foram inoculadas seis folhas jovens/planta,
sendo as mesmas pertencentes ao segundo par dos ramos plagiotropicos, tendo
aproximadamente 10 cm de comprimento (~35 cm?). As folhas inoculadas permaneceram
presas a planta, as quais foram recobertas com um filme pléstico preto umedecido com agua
estéril, permanecendo nessa fase durante 24 horas (incidéncia de luz causa abortamento dos
esporos). A coleta foi realizada da seguinte forma: uma folha aleatéria de cada exemplar
inoculado foi coletada em tempos regulares de quatro horas, ou seja, nos tempos 0 (controle)
4, 8, 12 e 24 horas poés-inoculacdo, maceradas imediatamente em nitrogénio liquido e
condicionada a -80 °C. Folhas testemunhas foram mantidas nas plantas visando a confirmacéo

da infecgéo pelo fungo.

Para 0 ensaio de estresse abidtico, plantas de café mantidas nas mesmas condigdes e
pardmetros acima descritos foram utilizadas. Trés exemplares distintos tiveram suas folhas
(quatro por planta) cortadas com uma tesoura, paralelamente as suas nervuras secundarias,
sendo efetuados aproximadamente seis cortes por folha. Uma folha intacta de cada planta foi
utilizada como controle, sendo coletada ao inicio do ensaio. As folhas estressadas foram

coletadas nos tempos de 4, 8, 16 e 24 horas, maceradas imediatamente em nitrogénio liquido e
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armazenadas a -80°C até o momento da extracdo do RNA total para analise quantitativa da

expressao génica por PCR em Tempo Real.

Tabela 1. Descricdo dos oligonucleotideos usados no trabalho.

Nome Sequéncia (5’-3’)
HindI11400F CCCAAGCTTTCTCGACCATACAT
GusR GTGTGCCAGTTCAGTTCGTTGTTC
AP3 GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT
IsofE GAAGTGATGTGGATCGTTTGCATGGCGT
Isofl GTTGAGCCTGCCTCAAGCTTATACAGAT
IsogPCR F - CGGCACCGGATACATTGG
R-TTGGGTGCCCTGCTTTTG
UbiCa F - AACATTGAGGGTGGTTCTGTTC
R - GCAGAAAACCAACTAAGACCTAACAA
RTGus F - TTGCCAACGAACCGGATAC
R - GCCAGTGGCGCGAAATATT
a-tubulina F - GCATATCGATCCACATTGGTCAG
R - GAGCTGCCTGTATGTTCCAGTCC
18S F - AGGAATTGACGGAAGGGCA
R - GTGCGGCCCAGAACATCTAAG
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4. Resultados
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4.1. Caracterizacdo do cDNA que codifica uma Isoflavona Redutase-

Like especifica de folha em café

Em andlises no Banco de Seqiiéncias Expressas (EST) do Projeto Genoma Café foi
identificado por Brandalise (2007), em uma biblioteca de folha, um EST codificando
parcialmente uma proteina semelhante a uma isoflavona redutase (IRL). Esse EST

apresentava-se incompleto em sua porgéo 3’.

A fim de obter a sequéncia completa do cDNA correspondente, a extremidade 3’
faltante foi amplificada por 3’RACE-PCR e o0 produto obtido seqlienciado. Na Figura 4 esté
representada a seqiiéncia completa de nucleotideos desse cDNA (945 pb) bem como a
sequéncia deduzida de aminodcidos a partir da mesma. Quando submetida a analise de
BLASTN no banco de dados do NCBI, essa seqiiéncia apresentou 67% de identidade com o
cDNA que codifica uma IRL 6 de uva (Vitis vinifera) e 67% de identidade com o cDNA que
codifica uma proteina homologa 1 de IFR de soja (Glycine max). Por outro lado, a seqiiéncia
deduzida de aminoacidos (314 aa) apresentou alinhamentos significativos com a proteina IRL
6 de Vitis vinifera (62 % de identidade) e com outra IRL de péra (Pyrus communis) (63 % de
identidade) depositadas no banco de proteinas do NCBI. O cDNA obtido foi denominado

CalRL.
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atggctgtgaaaagcaagattttgatcattggcggcaccggatacattggcaaatacgta
M AV K S K 1 L 1 I 666G T GY I G K Y V
gtggaggcaagtgcaaaagcagggcacccaacttttgcattggtcggagaaaacacaatt
V E A S A K AGHUPTUFALV G ENTI
tcagatcctgaaagggcagccaacctagagagcttcaagagtttgggagtceggatttett
S DP ERAANWLESFK SL GV G F L
tatgcagatctacacgatcatcagcggttggtagatgcaatcaaacaagttgatacagtg
Y A DL HDHOQRLV DAI K Q VDTV
atctcgacagtcgggggagatttggtggctcatcaagttaagataattgcagcaattaaa
Il S T v 6G 6 DLV A HOQVIK 1T 1 A A 1K
gaagctggtaacatcaaaagatttctaccttctgagtttggaagtgatgtggatcgtttyg
E AGN1T KRFULP S EF G S DV D R L
catggcgttgttgagcctgcctcaagcttatacagatccaaagctgagatccgcagaget
H GV V EPAS S LYR S KAETTRRA
gttgaagctgaagggataccttacacttatttagtatgtaatgtttttgctggatatttg
V E A E G I P Y TY LV CNVFAGY L
aattatttccttaacccctttggaggctctgtctctgcaagtcctcccagagacaaaatt
NY FLNWPIFGS G SV S A S P PRD K I
gtcattcttggtgatggaaatccaaaagtttttttctcggtggaagaaaatgtagctgca
v 1 L G D GNUPIKVFF SV EENWVAA
tacaccattaaagcagcagatgatccaaggaccctgaacaagattgtgtaccttagatca
Y T I K AADDWPWRTIULNIKTIT V Y L R S
cctgccaaccgtctgtcectgcaacgaaatagtatcattgtgggaaaggaaaattggccag
P AN RUL SCNZEI VS L WERIK 1 G Q
accctcgaaaagatttaccttccagagaaggaagtccttgagaaaatccgagaggcttca
T L E K 1 Y L P EKE V L E K 1 R E A S
atgtcatcaaaatccatcctgtctctgttatacgctctttctgtgaagggacaaatggcc
M S S K S 1 L S L LY AL SV KGQ MA
aactttgagatcgacgcttcttttggcgtggaggcaacggagctctatcccgatgtgaaa
NF E I DASF GV EATETLY P D V K
tgcaccgcactcgatgagtatctcgatcagtttgtatcagagtag

c T AL DEY L DQ F V S E -

Figura 4 - Seqléncia completa do cDNA que codifica uma IRL de Coffea arabica

(denominado CalRL) e os respectivos aminoacidos deduzidos.
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4.2. Andlise filogenética da CalRL

A arvore filogenética representada na Figura 5 foi construida empregando as
sequéncias de aminoacidos de diferentes IFR e IRL, as quais se encontravam depositadas no
banco de dados do NCBI. O método empregado foi o de inferéncia bayesiana para filogenias.
Podemos ver que a CalRL (Coffee) ndo se agrupou especificamente em nenhum outro clado,

assim como aconteceu com a proteina A622 de tabaco (Tobacl).
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Figura 5 — Relacgdes filogenéticas da proteina IRL de Coffea arabica e outras redutases de
varias plantas. A IRL de C. arabica esta anotada como Coffee (seta) e a lista completa com as

abreviaturas e numeros de acesso, encontram-se no Apéndice A.
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4.3. Analise da expressao relativa do gene CalRL em folhas de café em

resposta a estresse biotico (infec¢éo por fungo)

Este experimento foi conduzido com plantas previamente aclimatizadas em sala de
cultura, com mais de trés meses de idade. As folhas infectadas com fungo foram coletadas (um
pool de duas plantas para cada tempo) apds 4, 8, 12 e 24 horas. Cabe ressaltar que um pool de
folhas de duas plantas foi coletado imediatamente apés a aspersdo dos ureddsporos para ser

utilizado como amostra de referéncia no calculo da expressao relativa pelo método do 224,

Um aumento significativo de 50 vezes nos niveis de transcri¢do do gene CalRL pode
ser constatado apds oito horas de contato da folha com os uredésporos do fungo (Figura 6),
atingindo um méaximo ap6s 12 horas (160x), e decrescendo nas doze horas seguintes. Esses

resultados confirmam que o gene CalRL é altamente induzido por estresse bidtico em café.
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Figura 6 — Expressao relativa do gene CalRL em folhas de café inoculadas com o fungo H.
vastatrix por um periodo de 24 horas. O gene que codifica uma ubiquitina de café foi utilizado
como normalizador. As barras representam as medias e o desvio padrdo para duplicata

bioldgica.

4.4. Anélise da expressédo relativa do gene CalRL em folhas de café em

resposta a estresse abidtico (dano mecanico)

Os experimentos foram conduzidos nas mesmas condi¢des descritas previamente,
porém o estresse foi causado efetuando-se cortes laterais em uma folha, totalizando cerca de
seis cortes/folha. As folhas estressadas foram coletadas (um pool de folhas das trés plantas

para cada tempo) apos 4, 8 e 12 horas. Um pool de folhas de trés plantas ndo submetidas ao
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estresse foi previamente coletado para ser utilizado como amostra de referéncia no calculo da

expressdo relativa pelo método do 274",

Pelos resultados obtidos é possivel observar que a transcricdo do gene CalRL é ativada
de forma mais répida em reposta ao estresse abiotico (Figura 7) do que em reposta ao estresse
bidtico causado pelo fungo (Figura 6). Em média, é possivel notar uma elevacdo de 75 vezes
no namero de transcritos do gene CalRL nas primeiras quatro horas, seguida de uma queda de
aproximadamente 50% nas quatro horas seguintes (Figura 7). Seguindo tal tendéncia, uma
reducdo ainda maior € observada no tempo de 12 h. Esses resultados confirmam que o gene

CalRL é rapidamente induzido em reposta ao estresse abidtico em café.
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Figura 7 — Expressao relativa do gene CalRL em folhas de café submetidas a dano mecénico

por periodo de 12 horas. O gene que codifica uma ubiquitina de café foi utilizado como
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normalizador. As barras representam as médias e o desvio padrdo para trés repeticOes

bioldgicas.

4.5. Anélise funcional da verséo reduzida do promotor do gene CalRL

em folhas de tabaco transformadas por agroinfiltracao

Uma andlise funcional da versdo reduzida (400 pb) do promotor do gene CalRL
(Figura 11), clonado inicialmente por Brandalise (2007), foi empreendida. Para tal um cassete
de expressdao contendo o referido promotor em fusdo transcricional com o gene uidA foi
construido e inicialmente testado em ensaios de expressdo transiente empregando

agroinfiltracdo.

Nos ensaios de agroinfiltracdo foram utilizadas 12 diferentes plantas de tabaco
selvagem (SR1) de aproximadamente seis semanas de idade. Através da deteccdo da atividade
da B-glucuronidase, 72 horas apés a infiltracdo, foi possivel constatar que o cassete de
expressdo contendo a versdo menor do promotor do gene CalRL se mantém funcional (Figura
8A e B). Adicionalmente, doze diferentes plantas foram agroinfiltradas nas mesmas condicoes,
com o0 mesmo cassete de expressao, porém desprovido do promotor em estudo. Em nenhuma

de tais plantas controle foi detectada a atividade da enzima -glucuronidase (Figura 8C).
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Figura 8 — Ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase nos discos foliares de tabaco,
agroinfiltrados com o cassete de expressdao contendo o gene uidA sob controle da versédo

menor do promotor do gene CalRL (A e B) e respectivo controle (C), ap6s 72 horas.

4.6. Analise das plantas de tabaco transgénicas transformadas com o

cassete contendo a versao reduzida do promotor CalRL especifico de folha

Uma vez confirmada a funcionalidade da verséo reduzida do promotor do gene CalRL
nos ensaios de expressdo transiente (Figura 8), o0 mesmo foi testado in planta utilizando tabaco
transgénico. Para tal, plantas de tabaco transformadas com o cassete de expressdo descrito

anteriormente foram obtidas.

Apos a transformagéo dos discos foliares, sete plantas foram regeneradas e testadas por
PCR, usando oligonucleotideos especificos, para a insercdo do promotor em seus genomas
(Figura 9A). Dessas, seis eram positivas e apresentaram o cassete de expressdo contendo o

gene reporter uidA sob controle da versdo menor do promotor do gene CalRL. A expressao do
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gene reporter em trés desses transformantes (eventos independentes) foi confirmada utilizando
ensaio histoquimico de GUS, e as mesmas foram usadas nos ensaios biolégicos posteriores.

Todas as plantas positivas foram mantidas em camara de vegetagdo para coleta de sementes.

Apesar das provaveis diferencas existentes quanto ao controle do sistema
transcricional em café e tabaco, a versao reduzida do promotor CalRL manteve a capacidade
de dirigir a expressdo do gene repdrter GUS nas folhas de tabaco transgénico, especialmente

junto as nervuras (Figura 9B e D; setas).
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Figura 9 — Analise de PCR gendmico e ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase
em folhas de tabaco transformadas com o cassete de expressdo contendo o gene uidA sob o
controle da versdao menor do promotor do gene CalRL. A) Amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 700 pb correspondente ao tamanho do promotor inserido de 400 pb,
acrescido de 280 pb do gene uidA; M — marcador de peso molecular; T(1..7) plantas
regeneradas através de eventos independentes. B) Plantula onde ha detec¢do da atividade do
gene repdrter, principalmente nas nervuras. C) Plantula selvagem usada como controle. D)
Disco foliar de uma planta transgénica com trés meses de desenvolvimento. E) Disco foliar de

uma planta selvagem usada como controle. Setas indicam presenca de atividade GUS.
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4.7. Analise da expressdo relativa do gene reporter uidA em folhas de
tabaco transgénico transformadas com o cassete contendo a versado maior do

promotor CalRL em resposta a estresse abidtico (dano mecéanico)

A fim de correlacionar a alta inducdo do gene CalRL observada em folhas de café
submetidas a dano mecénico com a atividade do seu promotor, testes foram realizados usando
plantas transgénicas de tabaco transformadas com o gene reporter uidA sob controle da versao

completa do referido promotor (Brandalise, 2007).

Trés plantas de geracdo T2 (de um mesmo evento transformante), com
aproximadamente dois meses de idade, foram aclimatizadas em sala climatizada por sete dias,
e utilizadas nos ensaios de dano mecénico. O estresse foi efetuado em uma folha de cada
transformante como descrito no item Material e Métodos, e em seguida as folhas danificadas
foram coletadas (um pool de folhas das trés plantas para cada tempo) nos tempos de 4, 8, 12 e
24 horas. Um pool de folhas provenientes de trés plantas, sem dano, foi previamente coletado

para ser utilizado como amostra de referéncia no célculo da expressao relativa.

Analisando-se o grafico da Figura 10 é possivel notar um aumento de quatro vezes no
nivel de transcritos do gene reporter uidA nas primeiras quatro horas do ensaio. Nos tempos
amostrais subsequentes, entretanto, observa-se um decréscimo e um retorno ao nivel basal de

expressdo. Do ponto de vista quantitativo, embora o perfil de indugdo do gene repdrter nas
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referidas plantas transgénicas seja diferente daquele observado para os transcritos do gene
CalRL em café (Figura 7), o promotor do referido gene mantém a capacidade de responder
positivamente ao estresse, ja que um aumento no numero de transcritos do gene reporter, em

resposta ao dano mecanico, foi observado.
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Figura 10 — Expresséo relativa do gene uidA em folhas de tabaco transformado com a versao
maior do promotor CalRL, submetidas a dano mecanico por um periodo de 24 horas. O gene
que codifica 0 RNA ribossomal 18S de tabaco foi utilizado como normalizador. As barras

representam as médias e 0 desvio padrao para trés repeticdes bioldgicas.
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4.8. Analise da expressdo relativa do gene reporter uidA em folhas de
tabaco transgénico transformadas com o cassete contendo a versdo menor

do promotor CalRL em resposta a estresse abiotico (dano mecanico)

O ensaio descrito no item anterior foi repetido empregando, dessa vez, as plantas de

tabaco transformadas com a versao reduzida do promotor CalRL obtidas nesse estudo.

As andlises de quantificacdo da expressdo relativa ndo revelaram variacdes
significativas no nivel de transcritos do gene reporter nos diferentes tempos amostrais, usando-
se folhas intactas como referéncia. Em comparacdo com a versdo estendida do promotor
CalRL, nédo foi constatada uma inducédo significativa na transcricdo do gene repdrter como
observado na Figura 10, indicando que essa versdo do promotor, embora funcional, perdeu a
capacidade de resposta ao estresse mecanico. Esse dado sugere que alguma regido essencial

para a inducéo foi perdida na versdo deletada do promotor.
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4.9. Comparacdo da expressdo relativa do gene reporter uidA em
folhas de tabaco transgénico entre as duas versdes do promotor CalRL e 0

promotor CaMV 35S

Para a realizacdo desses experimentos, devido a algumas dificuldades técnicas
encontradas com o gene normalizador (18S) utilizado nas anélises anteriores, foi utilizado um
novo gene normalizador (a-tubulina de tabaco; oligosnucleotideos descritos na Tabela 1).
Para efeito de comparacdo foram utilizadas plantas de tabaco transformadas com um cassete
de expressdo contendo o promotor CaMV 35S controlando o gene reporter uidA. Nesse caso,
um pool de trés plantas independentes de tabaco, com aproximadamente seis semanas de

idade, foi empregado.

Como base nos resultados de quantificagdo é possivel concluir que quando colocado
sob controle da versdo maior do promotor CalRL, com 900 pb, o gene repdrter apresenta uma
expressdo cerca de 27 vezes (dp + 1,34) menor que aquela observada quando o mesmo se
encontra sob controle do promotor CaMV 35S. Quando estimulado por dano mecanico (quatro
horas pos-estresse), o nivel de transcritos aumenta, e essa diferenca cai para 14 vezes (dp *
0,95). J& para a versao de 400 pb, uma reducao consideravelmente grande, algo em torno de 55
vezes (dp = 1,20), pode ser constatada na quantidade de transcritos do gene reporter sob

controle desse promotor em relagdo ao observado para o promotor 35S.
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4.10. Elementos cis-regulatorios ausentes na versdo reduzida do

promotor CalRL de café

A versdo estendida da regido promotora original compreendia, incluindo a regido 5’
ndo traduzida (UTR), aproximadamente 900 nucleotideos (Brandalise, 2007). Essa regido é
composta de diversos elementos cis-regulatorios (TATA-box, CCAAT-box, GC-box, etc.),
sendo os elementos do tipo W-box, os mais importantes para o estudo da resposta fisioldgica a
situacOes de estresse. Na Figura 11 encontra-se uma representacdo diagramatica da referida
regido promotora, sendo possivel notar um grande nimero desses elementos, em praticamente
todo o seu comprimento. Do ponto a partir do qual ocorreu a dele¢do para a construcdo da
versdo reduzida do referido promotor, constata-se ainda a presenca de quatro desses

elementos.
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Figura 11 — Esquema de localizagdo do TATA-box e dos elementos W-Box ao longo da
regido promotora do gene CalRL obtida por analise comparativa com o banco de dados do

PLACE. A regido correspondente a versao reduzida do promotor esta indicada.

A regido que foi deletada para a construcdo da verséo reduzida do promotor CalRL
encontra-se representada em detalhes na Figura 12. Esta contém grande parte dos elementos
W-box (sete no total), bem como outros elementos importantes como os GT1-box e MYC-
box. Todos esses elementos regulatorios ja foram relacionados anteriormente na literatura
como sendo responsivos a algum tipo de estresse ambiental, participando ativamente na

expressdo dos genes associados a essas regides regulatorias.
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Figura 12 — Localizagdo dos principais elementos regulatérios encontrados na regido deletada
(470 pb) na construcdo da versdo reduzida do promotor do gene CalRL. Dados obtidos por

analise comparativa com o banco PLACE.
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5. Discussao
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5.1. O gene CalRL com expressao especifica em folhas de café ¢

induzido por estresse biotico e a abidtico

De acordo com os dados obtidos nos experimentos de expressao relativa foi possivel
constatar que o gene CalRL é fortemente induzido pelo fungo da ferrugem (H. vastatrix),
apresentando um aumento relativo de 160 vezes em sua expressdo ap6s 12 horas da inoculacéo
dos uredosporos nas folhas. A inducdo observada é compativel com a presenca de diversos
elementos do tipo W-box presentes ao longo da sequéncia promotora do gene CalRL. Esses
elementos sdo reconhecidos pelos fatores de transcricdo do tipo WRKY envolvidos na
regulacdo da expressdo de diversos genes de defesa em plantas. Utilizando PCR em tempo
real, Ganesh e colaboradores (2006) quantificaram, em folhas de café, a expressdo de um gene
que codifica um fator de transcri¢cdo do tipo WRKY induzido pela mesma espécie de fungo
usada no presente estudo. Os pesquisadores constataram, em reacdes de incompatibilidade
(resisténcia), um aumento relativo de 15 vezes na expressdo do gene WRKY1 de café no
intervalo de 12 a 16 horas pods-inoculacdo, e de 25 vezes para reacGes de compatibilidade

(susceptibilidade) apos 24 horas.

Assim como outros genes que codificam IFRs e IRLs em plantas, o gene CalRL teve
sua expressdo ativada rapidamente, logo nas primeiras horas da interagdo, atingindo um pico

maximo e decaindo rapidamente em seguida. Esse perfil de expressdo também é observado
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em outras plantas. Em uma cultura de células em suspenséo de alfafa (Medicago sativa), ap6s
exposicdo a um indutor fangico, observou-se um aumento da expressdo de um gene que
codifica uma IFR nessa espécie nas primeiras trés horas, atingindo um maximo entre trés e
seis horas, e cessando totalmente apds 12 horas da inducdo (Oommen et al., 1994). J& em
células em suspensdo de arroz (Oriza sativa), a expressao do gene OsIRL foi induzida por
tratamento com o fungo Magnaporthe grisea. Nesse caso, um aumento na quantidade de
transcritos foi observado no intervalo de duas a quatro horas apéds a aplicacdo do fungo,
atingindo seu ponto maximo em 12 horas, vindo a diminuir logo em seguida (Kim et al.,
2003a). Um concomitante aumento na quantidade da proteina OsIRL nessas plantas foi

também observado em uma analise de protedmica (Kim et al., 2003b).

E bem estabelecido atualmente que danos mecénicos ativam a expressdo de uma
grande diversidade de genes, alguns deles relacionados com a regeneracdo do tecido injuriado,
e outros com a protecdo do orgdo/tecido danificado da herbivoria e/ou invasdo por agentes
patogénicos. Estudos recentes mostram que a expressao desses genes € ativada rapidamente
logo ap6s o dano (Stankovic et al., 2000; Cheong et al., 2002; Nishiuchi et al., 2004). Os
dados obtidos nos ensaios de estresse abidtico em folhas de café (C. arabica) demonstrando a
ativacdo do gene CalRL, corroboram essa assercdo, ja que imediatamente apds o dano
provocado no limbo foliar, mais precisamente no tempo de quatro horas, houve um aumento
de 75 vezes no nimero de transcritos. De maneira muito similar, um gene que codifica uma

isoflavona sintetase (IFS) em cotilédones de soja (G. max), enzima inicial da cadeia de
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biossintese dos isoflavondides, teve sua expressdo aumentada em mais de 200 vezes em
apenas oito horas quando o tecido foi lesionado (Subramanian et al., 2005). Por outro lado,
Lers e colaboradores (1998) demonstraram que 0 aumento na expressdo de um outro gene que
codifica uma IRL em frutos maduros de toranja (Citrus paradisi), ocorre tanto em reposta ao
dano mecéanico como também a infeccdo pelo fungo Penicillium digitatum. Esses resultados
indicam que as IRLs devem atuar na reposta de defesa das plantas aos estresses ambientais,

sendo rapidamente ativadas pelos mesmos.

Correlacionando os dados da literatura com os dados de expressdo obtidos no presente
trabalho, € possivel sugerir que a CalRL, assim como outras proteinas da mesma classe
presentes em diversas plantas ndo-leguminosas, desempenha um papel importante na resposta
de defesa contra microorganismos patogénicos e herbivoria. Como sua expressao é induzida
tanto pela invasdo biodtica, como pelo estresse abidtico, € bastante provéavel que a CalRL
participe de uma etapa comum aos diferentes mecanismos de defesa da planta. A cinética de
ativacdo observada sugere uma inducédo rapida e efetiva nas primeiras horas apds o estresse,

indicando uma participacdo na reposta primaria de defesa contra agressoes.
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5.2. Relacionamento filogenético da CalRL especifica de folhas de café

com outras redutases

Nos ultimos anos, um numero relativamente grande de redutases com significante
homologia com as isoflavonas redutases (IFRs), pinoresinol-lariciresinol redutases (PLRs) e
fenilcumarana benzilica éter redutases (PCBERs) (Gang et al., 1999), tem sido descoberto,
principalmente devido a busca e selecdo de genes induzidos por fungos (Hibi et al., 1994) ou
relacionados com outras respostas de defesa a estresse em plantas (Petrucco et al., 1996).
Essas proteinas, denominadas isoflavona redutase-like (IRLs), ndo tém uma funcéo totalmente
estabelecida especialmente porque as suas atividades bioquimicas e respectivos substratos
ainda ndo foram elucidados. E interessante salientar que dentre as IRLs descritas cuja
atividade enzimatica foi examinada, nenhuma foi capaz de reduzir isoflavonéides (Hibi et al.,
1994), fato que inviabiliza a correta assercdo das reacBes enzimaticas com as quais estas

proteinas estdo envolvidas e o consequiente esclarecimento de suas funcdes fisiologicas.

Membros dessa familia, embora sem func¢do conhecida, sdo descritos como homologos
das IFRs de leguminosas desde que apresentem uma similaridade de aminoacidos entre 60-
70%. E importante destacar que todas essas proteinas possuem sitios de ligacido ao NADPH e

possivelmente sdo enzimas citosélicas, uma vez que sequéncias sinalizadoras estdo ausentes.
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Muitos genes de IRL foram isolados em varias espécies de plantas com base
principalmente em seus perfis de expressdo caracteristicos (Hibi et al., 1994; Babiychuk et al.,
1995; Petrucco et al., 1996; van Eldik et al., 1997; Lers et al., 1998). Mais recentemente,
genes codificando IRLs foram identificados nos genomas de Arabidopsis (A. thaliana) e arroz
(O. sativa). Em Arabidopsis, por exemplo, pelo menos oito genes codificando IRLs foram
identificados in silico. Pelo fato dos isoflavondides ocorrerem quase que exclusivamente em
leguminosas (Fabaceae), estas IRLs ndo-leguminosas provavelmente ndo sdo verdadeiras
IFRs. Recentemente, algumas PLRs e PCBERs, as quais catalisam redugdes anélogas éter
benzilicas na biossintese de ligninas 8-8” ou 8-5’, foram classificadas coletivamente como

IRLs (Dinkova-Kostova et al., 1996; Gang et al., 1999).

Uma outra IRL, encontrada em tabaco (N. tabacum), a proteina A622, ndo apresentou
atividade de IFR ou PCBER e tem uma baixa homologia, considerada insignificante, com as
enzimas da classe das PLRs (Shoji et al., 2002). Em uma andlise filogenética, esses autores
verificaram que a A622 ndo pertence ao clado das redutases pertencentes as familias das IFRs
ou mesmo das IRLs identificadas até o presente momento. Com base nesses dados concluiram
que a A622 ¢é provavelmente uma nova redutase. Na arvore filogenética publicada por esses
autores é possivel notar muitas outras IRLs Orfds que ndo pertencem a nenhuma das trés
subfamilias de redutase conhecidas. Essa situacdo também foi constatada na arvore
filogenética apresentada no presente trabalho, ja que a CalRL ndo agrupa com nenhuma das

trés subfamilias ja descritas. Embora classificada inicialmente como uma enzima homdloga as
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isoflavonas redutases (Brandalise, 2007), a CalRL parece representar, como no caso anterior,
uma nova redutase especifica de cafe. A alta similaridade existente entre a sequéncia de
nucleotideos do gene CalRL e as seqiiéncias dos genes IFR de leguminosas indica que esses
genes divergiram ha relativamente pouco tempo. Cabe ressaltar que o gene CalRL codifica
uma oxidoredutase que utiliza NADP(H) ou NAD(H) como aceptor e cujo substrato deva ser
estruturalmente relacionado aos isoflavondides. Entretanto, diversas analises bioquimicas

seriam necessarias para elucidar suas propriedades e confirmar seu mecanismo de acéo.

5.3. Analise funcional das regides promotoras do gene CalRL em

plantas transgénicas de tabaco e caracterizacdo dos elementos regulatorios

Quando a versao integral da regido promotora (900 pb) do gene CalRL foi analisada
em plantas transgénicas de tabaco (N. tabacum) submetidas ao estresse abidtico, observou-se
um pequeno aumento (cerca de quatro vezes) no numero de transcritos do gene repérter nas
primeiras quatro horas. Esse aumento foi bem inferior ao aumento de 75 vezes observado nos
ensaios de estresse abiotico realizados em cafeeiro. 1sso pode ser explicado, em parte, pelo
fato de se tratarem de espécies vegetais diferentes que podem ndo apresentar fatores de
transcricdo e outras proteinas regulatérias em comum. Adicionalmente, a sequéncia inserida

em tabaco corresponde a apenas a regido central do promotor (900 pb) situada a montante do
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ponto inicial de transcricdo, ndo incluindo portanto, outros elementos de regulacdo situados

em regides distais (repressores ou estimuladores) ou intragene.

Oommen e colaboradores (1994) obtiveram um resultado similar quando
transformaram plantas de tabaco (N. tabacum) com diferentes versdes do promotor do gene
IFR de alfafa (Medicago sativa). No tabaco transformado, em linhagens independentes, o gene
reporter uidA foi induzido por indutor flngico, a um maximo de quatro vezes a sua expressao
basal, enquanto que em plantas de alfafa transformadas com 0s mesmos cassetes de expressao,

0 aumento observado foi de 13 vezes.

Quando os dados de agroinfiltracdo sdo consorciados aos resultados de expressao
relativa e os mesmos comparados entre as duas versdes estudadas do promotor, pode-se
concluir que embora ambas sejam funcionais, a versdo menor (400 pb) perde a capacidade de
responder a estimulo externo, ou seja, s6 consegue manter um nivel basal de expressao, o qual
é aproximadamente a metade da versdo alongada, levando-se em conta apenas o nivel de

transcritos do gene uidA.

Uma possivel explicacdo para tais resultados reside na auséncia de determinadas
sequéncias regulatorias que foram deletadas durante a construcdo da versdo menor do
promotor. De acordo com a Figura 12, dentre os muitos elementos regulatorios deletados estdo
pelo menos sete sitios W-box para ligacdo a fatores de transcricdo do tipo WRKY, 0s quais,

sem sombra de divida, sdo essenciais para que tal promotor permaneca responsivo a estresses,
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seja ele fisico (Hong et al., 2005) ou biol6gico (Rushton & Somssich, 1998). As proteinas
WRKY sdo exclusivas de plantas e pertencem a uma superfamilia de fatores de transcricéo
com mais de 100 representantes em Arabidopsis (Eulgem et al., 2000). Os elementos W-box,
com uma sequéncia central TGAC, estdo presentes em promotores de muitos genes
relacionados a defesa e reconhecidos por WRKY. Por exemplo, a proteina WRKY1 de salsa
(Petroselinum crispum) se liga a promotores contendo sitios W-box [(T)TGAC(C)] associados
aos genes PR-10 e ao préprio WRKY1 (Eulgem et al., 1999). Nas regiGes promotoras de dois
genes que codificam distintas isoflavona sintetases em soja, cuja expressdo é regulada por
hormonios sabidamente envolvidos na resposta de defesa em plantas (metil jasmonato e acido

salicilico), também foram encontrados elementos do tipo W-box (Subramanian et al., 2004).

Nesse contexto, Rushton e colaboradores (2002) mostraram em seu trabalho que
aumentando o numero de elementos W-box em um promotor sintético, aumenta-se
progressivamente a sua forga, na presenca de um indutor. Esse dado poderia explicar tanto a
perda de poténcia como de indutibilidade apresentada pela versdo reduzida do promotor em
estudo, ja que de acordo com tais autores, quanto maior o nimero de sitios W-box maior seria

a forca de um promotor.

Em um outro trabalho, Nishiuchi e colaboradores (2004) removeram um segmento de
1000 pb da regido 5’ promotora do gene ERF3 de tabaco (N. tabacum), onde se localizavam

quatro elementos W-box, e reinseriram a versdo reduzida em tabaco. Uma sensivel diminuigdo
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tanto no nivel basal de expressdo do gene reporter, como na sua inducgdo por dano mecanico,

foi observada nas linhagens transgénicas geradas.

Um outro possivel elemento de regulacdo essencial para manter altos niveis de
expressao seria representado pelo elemento GT1-box (GAAAAA). Fatores de transcricdo do
tipo GT-1, induzidos por patdégenos e NaCl, se ligam a promotores que possuem tais
elementos, como é o caso do gene SCaM-4 que codifica uma isoforma de calmodulina em soja
(Glycine max). MutacBes nessa sequéncia levaram a perda de até 30% na atividade da f-
glucuronidase em plantas trangénicas de Arabidopsis, quando tratadas por um dos dois

indutores (Park et al., 2004).

Finalmente, cabe salientar que nos experimentos em que a expressdo do gene reporter
sob controle das versdes longa e deletada do promotor CalRL foi comparada com aquela
obtida quando o gene reporter foi colocado sob controle do promotor 35S, ndo foi considerado
um possivel efeito do nimero de cdpias do transgene presente em cada linhagem analisada. O
efeito do nimero de cdpias na expressdao do transgene é bastante controverso ja que existem
algumas citagdes na literatura que indicam um efeito positivo nos niveis de expressao, e outras
que em que tal efeito ndo é detectado (Linn et al., 1990; Hobbs et al., 1993; Beaujean et al.,
1998). Beaujean e colaboradores (1998), por exemplo, verificaram que a expressdo de GUS
em diferentes linhagens de tabaco ndo foi proporcional ao nimero de copias inseridas, ja que
eventos com duas clpias apresentaram niveis de expressdao do reporter similares aqueles

observados em eventos de cdpia Unica. Os autores atribuem possiveis variacbes na expressao
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do transgene, a diversos outros fatores que ndo especificamente o nimero de copias. No caso
do presente estudo, embora o nimero de copias do cassete de expressdo inserido nas linhagens
submetidas & comparacdo ndo tenha sido determinado, nds acreditamos, amparados na
literatura, que os dados obtidos refletem diferencas na atividade dos promotores analisados em

relacéo ao 35S.
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6. Conclusao
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Embora a funcéo da CalRL seja ainda desconhecida € possivel afirmar com seguranca,
que a sua expressdo é fortemente induzida por estresses ambientais de origem variada. Tanto a
infeccdo pelo fungo da ferrugem (H. vastatrix), como as lesdes foliares, foram capazes de
estimular a atividade transcricional do gene. Aliado a isto, os dados de filogenia indicam que a

CalRL é uma enzima nova que apresenta uma funcdo diferente das IFRs e IRLs ja descritas.

Quanto a versdo reduzida do promotor estudada aqui em maiores detalhes, esta nao foi
mais capaz de responder aos estresses testados nos ensaios empregando plantas transgénicas.
Diante disso, embora esta versdo mantenha ainda um nivel basal de transcri¢do, o uso da
versdo completa na construcdo dos cassetes de expressdo que visam um nivel significativo de

expressdo, induzida por fatores ambientais, é aconselhavel.

Muito embora diversos estudos adicionais se fagam necessarios, como identificacdo de
substrato e produto final, para que uma conclusdo definitiva sobre a funcdo do gene CalRL
seja estabelecida, esse apresenta grande potencial para uso futuro em programas de

melhoramento genético que objetivam o aumento de resisténcia a patdgenos.
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8.1. Apéndice A - Lista com as abreviaturas das proteinas € namero
de acessos ao banco de dados do NCBI usados na arvore filogenética das
IRLS

Athal /gi|15234993|ref|[NP_195634.1]| isoflavone reductase, putative [Arabidopsis thaliana]

Atha?2 /gi|19310585|gb|AAL85023.1| putative NAD(P)H oxidoreductase, isoflavone reductase
[Arabidopsis thaliana]

Atha3 /gi|18410820|ref|[NP_565107.1| isoflavone reductase, putative [Arabidopsis thaliana]

Atha4 /gi|10092264|gb|AAG12677.1|AC025814 1 NADPH oxidoreductase, putative; 14094-
12769 [Arabidopsis thaliana]

Athab /gi|15222190|ref|[NP_177664.1| isoflavone reductase, putative [Arabidopsis thaliana]
Athab /gi|15222191|ref|[NP_177665.1| isoflavone reductase, putative [Arabidopsis thaliana]
Atha7 /gi|15223574|ref|[NP_173385.1| isoflavone reductase, putative [Arabidopsis thaliana]
Atha8 /gi|8778426|gb|AAF79434.1]AC025808_16 F18014.30 [Arabidopsis thaliana]

Atha9 /gi|15236146|ref|[NP_195180.1| isoflavone reductase family protein [Arabidopsis
thaliana]

Athal0 /gi|15236330|ref|[NP_193102.1| pinoresinol-lariciresinol reductase, putative
[Arabidopsis thaliana]

Athall /gi|21592830|gb|AAM64780.1| pinoresinol-lariciresinol reductase, putative
[Arabidopsis thaliana]

Athal? /gi|15222571|ref[NP_174490.1| pinoresinol-lariciresinol reductase, putative
[Arabidopsis thaliana]

Bpenl /gi|10764491|gb|AAG22740.1|AF282850_1 allergenic isoflavone reductase-like
protein Bet v 6.0102 [Betula pendula]

Bpen2 /gi|4731376|gb|AAC05116.2] isoflavone reductase homolog Bet v 6.0101 [Betula
pendula]

ChainAl /gi|38492949|pdb|1QYCJA Chain A, Crystal Structures Of Pinoresinol-Lariciresinol
And Phenylcoumaran Benzylic Ether Reductases, And Their Relationship To Isoflavone
Reductases

ChainA2 /gi|99032442|pdb|2GAS|A Chain A, Crystal Structure Of Isoflavone Reductase
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ChainA3 /gi|38492951|pdb|1QYDIA Chain A, Crystal Structures Of Pinoresinol-Lariciresinol
And Phenylcoumaran Benzylic Ether Reductases, And Their Relationship To Isoflavone
Reductases

Cicarl /gi|1708425|sp|Q00016|IFR_CICAR Isoflavone reductase (IFR) (2'-hydroxyisoflavone
reductase) (NADPH:isoflavone oxidoreductase)

Cjapl /gi|19847822|gb|AAK27264.1| isoflavone reductase-like protein CJP-6 [Cryptomeria
japonica]

Cparl /gi|2706515|emb|CAA73220.1| isoflavone reductase-like protein [Citrus x paradisi]
Crei /gi|159484903|ref|XP_001700491.1| predicted protein [Chlamydomonas reinhardtii]
Csinl /gi|124020561|gb|ABM88784.1| leucoanthocyanidin reductase [Camellia sinensis]
Fanal /gi|116292589|gb|ABHO07785.2| leucoanthocyanidin reductase [Fragaria x ananassa]

Fana2 /gi|73623479|gb|AAZ78662.1| putative leucoanthocyanidin reductase [Fragaria x
ananassa]

Fcym1 /gi|157043076|gb|ABV02071.1| Isoflavone reductase [Fagopyrum cymosum]

Fintl /gi|7578895|gb|AAF64174.1|AF242491_1 phenylcoumaran benzylic ether reductase
homolog Fil [Forsythia x intermedia]

Fint2 /gi|7578897|gb|AAF64175.1|AF242492_1 phenylcoumaran benzylic ether reductase
homolog Fi2 [Forsythia x intermedia]

Fint3 /gi|1769556|gb|AAC49608.1| Forsythia x intermedia (+)-pinoresinol/(+)-lariciresinol
reductase (PLR) protein, complete sequence

Garbl /gi|76559864|tpe| CAI56319.1| TPA: leucoanthocyanidin reductase 1 [Gossypium
arboreum]

Garb?2 /gi|76559872|tpe| CAI56323.1| TPA: leucoanthocyanidin reductase 2 [Gossypium
arboreum]

Ghirl /gi|124488476|gb|ABN12322.1| phenylcoumaran benzylic ether reductase-like protein
[Gossypium hirsutum]

Gmax1 /gi|6573171|gb|AAF17578.1|/AF202184 1 isoflavone reductase homolog 2 [Glycine
max]

Gmax2 /gi|6573169|gb|AAF17577.1|/AF202183_1 isoflavone reductase homolog 1 [Glycine
max]

Gmax3 /gi|2687724|emb|CAA06027.1| NADPH:isoflavone reductase [Glycine max]
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Grail /gi|76559874|tpe|CAI56324.1| TPA: leucoanthocyanidin reductase 1 [Gossypium
raimondii]
Grai2 /gi|76559876|tpe| CAI56325.1| TPA: leucoanthocyanidin reductase 2 [Gossypium
raimondii]

Hvull /gi|76559866|tpe|CA156320.1| TPA: leucoanthocyanidin reductase [Hordeum vulgare
subsp. vulgare]

Lalbl /gi|68146501|emb|CAH60857.1| pinoresinol-lariciresinol reductase [Linum album]

Lcorl /gi|85542826|gb|ABC71329.1| leucoanthocyanidin reductase LAR2-2 [Lotus
corniculatus]

Lcor2 /gi|85542824|gb|ABC71328.1| leucoanthocyanidin reductase LAR2-1 [Lotus
corniculatus]

Lcor3 /gi|85542828|gb|ABC71330.1| leucoanthocyanidin reductase LAR2-1 [Lotus
corniculatus]

Lcor4 /gi|85542830|gb|ABC71331.1| leucoanthocyanidin reductase LAR2-2 [Lotus
corniculatus]

Lcor5 /gi|85542816|ghJABC71324.1| leucoanthocyanidin reductase LAR1-1 [Lotus
corniculatus]

Lcor6 /gi|85542818|gbJABC71325.1| leucoanthocyanidin reductase LAR1-2 [Lotus
corniculatus]

Lcor7 /gi|85542822|gb|ABC71327.1| leucoanthocyanidin reductase LAR1-2 [Lotus
corniculatus]

Lcor8 /gi|85542820|gb|ABC71326.1| leucoanthocyanidin reductase LAR1-1 [Lotus
corniculatus]

Ljapl /gi|116077984|dbj|BAF34843.1| pterocarpan reductase [Lotus japonicus]
Ljap2 /gi|116077986|dbj|BAF34844.1| pterocarpan reductase [Lotus japonicus]
Ljap3 /gi|116077982|dbj|BAF34842.1| pterocarpan reductase [Lotus japonicus]
Ljap4 /gi|116077980|dbj|BAF34841.1| pterocarpan reductase [Lotus japonicus]
Ljap5 /gi|116077992|dbj|BAF34847.1| isoflavone reductase homolog [Lotus japonicus]

Ljap6 /gi|116077990|dbj|BAF34846.1| pinoresinol-lariciresinol reductase homolog [Lotus
japonicus]

Ljap7 /gi|116077988|dbj|BAF34845.1| pinoresinol-lariciresinol reductase homolog [Lotus
japonicus]
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Lperl /gi|122937803|gb|ABM68630.1| pinoresinol-lariciresinol reductase [Linum perenne]

Lredl /gi|41017255|sp|Q84V83|LAR_DESUN Leucoanthocyanidin reductase (Leucocyanidin
reductase)

Lulil /gi|52421798|gb|AAU45392.1| leucoanthocyanidin reductase [Lotus uliginosus]
Lupall /gi|1708424|sp|P52581|IFRH_LUPAL Isoflavone reductase homolog

Lusil /gi|68146503|emb|CAH60858.1| pinoresinol-lariciresinol reductase [Linum
usitatissimum]

Lusi2 /gi|62734975|gb|AAX96881.1| putative phenylcoumaran benzylic ether reductase
[Linum usitatissimum]

Macul /gi|49616935|gb|AAT67247.1| isoflavone reductase [Musa acuminata]
Maizel /gi|1708421|sp|P52580|IFRH_MAIZE lsoflavone reductase homolog IRL

Mdom1 /gi|59938851|ghb|AAX12185.1| putative leucoanthocyanidin reductase [Malus x
domestica]

Mdom?2 /gi|59938853|ghb|AAX12186.1| putative leucoanthocyanidin reductase [Malus x
domestica]

Mdom3 /gi|73655861|gb|AAZ79365.1| leucoanthocyanidin reductase 2 [Malus x domestica]

Medsal /gi|1708426|sp|P52575|IFR_MEDSA Isoflavone reductase (IFR) (2'-
hydroxyisoflavone reductase) (NADPH:isoflavone oxidoreductase)

Msatl /gi|6525021|gb|AAF15291.1|AF201458 1 isoflavone reductase-like NAD(P)H-
dependent oxidoreductase [Medicago sativa]

Msat?2 /gi|19620/emb|CAA41106.1| isoflavone reductase [Medicago sativa]
Mtrul /gi|9255858|gb|AAF86332.1|AF277052_1 isoflavone reductase [Medicago truncatula]

Mtru2 /gi|76559880|tpe|CAI56327.1| TPA: leucanthocyanidin reductase [Medicago
truncatula]

Obasl /gi|87044868|gb|ABD17321.1| eugenol synthase 1 [Ocimum basilicum]

Osatl /gi|125549044|gb|[EAY94866.1| hypothetical protein Osl_016099 [Oryza sativa (indica
cultivar-group)]

Osat2 /gi|115468044|ref|[NP_001057621.1| Os06g0472200 [Oryza sativa (japonica cultivar-
group)]

Osat3 /gi|115434034|ref|[NP_001041775.1| Os01g0106300 [Oryza sativa (japonica cultivar-
group)]
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Osat4 /gi|125524088|gb|[EAY72202.1| hypothetical protein Osl_000049 [Oryza sativa (indica
cultivar-group)]

Osat5 /gi|115434036|ref|[NP_001041776.1| Os01g0106400 [Oryza sativa (japonica cultivar-
group)]

Osat6 /gi|18250364|gb|AAL61542.1| isoflavone reductase-like protein [Oryza sativa]

Osat7 /gi|115488076|ref|[NP_001066525.1| Os12g0263200 [Oryza sativa (japonica cultivar-
group)]

Osat8 /gi|108862443|gb|ABA96985.2| Isoflavone reductase, putative, expressed [Oryza sativa
(Japonica cultivar-group)]

Osat9 /gi|115488088|ref|[NP_001066531.1| Os12g0265100 [Oryza sativa (japonica cultivar-
group)]

Osat10 /gi|125551354|gb|EAY97063.1| hypothetical protein Osl_018296 [Oryza sativa
(indica cultivar-group)]

Osatl1 /gi|108862445|gb|ABA96984.2| Isoflavone reductase, putative, expressed [Oryza
sativa (japonica cultivar-group)]

Osat12 /gi|125568708|gh|EAZ10223.1| hypothetical protein OsJ_000048 [Oryza sativa
(japonica cultivar-group)]

Osat13 /gi|115448169|ref[NP_001047864.1| Os02g0705000 [Oryza sativa (japonica cultivar-
group)]

Osat14 /gi|108862444|gb|ABG21947.1] Isoflavone reductase, putative, expressed [Oryza
sativa (japonica cultivar-group)]

Osat15 /gi|125543178|gb|EAY89317.1| hypothetical protein Osl_010550 [Oryza sativa
(indica cultivar-group)]

Osat16 /gi|76559882|tpe| CAI56328.1| TPA: leucanthocyanidin reductase [Oryza sativa
(Japonica cultivar-group)]

Osatl17 /gi|115468098|ref|[NP_001057648.1| Os06g0479400 [Oryza sativa (japonica cultivar-
group)]

Osat18 /gi|125597238|gh|EAZ37018.1| hypothetical protein OsJ_020501 [Oryza sativa
(japonica cultivar-group)]

Osat19 /gi|125555346|gh|EAZ00952.1| hypothetical protein Osl_022184 [Oryza sativa (indica
cultivar-group)]



95

Pcocl /gi|76559870|tpe|CAIS6322.1| TPA: leucoanthocyanidin reductase [Phaseolus
coccineus]

Pcoml /gi|3243234|gb|AAC24001.1| isoflavone reductase related protein [Pyrus communis]
Pcom2 /qi|82471272|gb|ABB77697.1| leucoanthocyanidin reductase 2 [Pyrus communis]
Pcom3 /gi|82471270|gh|ABB77696.1| leucoanthocyanidin reductase 1 [Pyrus communis]

Peal /gi|1708427|sp|P52576|IFR_PEA Isoflavone reductase (IFR) (2'-hydroxyisoflavone
reductase) (NADPH:isoflavone oxidoreductase)

Phyb1 /gi|87044870|gb|ABD17322.1| isoeugenol synthase 1 [Petunia x hybrida]

Pstrl /gi|94549038|gb|ABF39004.1| phenylcoumaran benzylic ether reductase [Pinus strobus]
Ptael /gi|3415126|gb|AAC32591.1| phenylcoumaran benzylic ether reductase [Pinus taeda]
Ptae2 /gi|76559868|tpe|CAI156321.1| TPA: leucoanthocyanidin reductase [Pinus taeda]

Ptril /gi|3114901|emb|CAA06707.1| phenylcoumaran benzylic ether reductase [Populus
trichocarpa]

Ptri2 /gi|3114903|emb|CAA06708.1| phenylcoumaran benzylic ether reductase [Populus
trichocarpa]

Ptri3 /gi|3114899|emb|CAA06706.1| phenylcoumaran benzylic ether reductase [Populus
trichocarpa]

Sasil /gi|90811671|gb|ABD98033.1| phenylcoumaran benzylic ether reductase-like protein
Fil [Striga asiatica]

Soltul /gi|1708422|sp|P52578|IFRH_SOLTU Isoflavone reductase homolog (CP100)
Stub1l /gi|24745893|dbj|BAC23038.1| NAD(P)H oxidoreductase [Solanum tuberosum]

Thetl /gi|7578909|gb|AAF64181.1|AF242498_1 phenylcoumaran benzylic ether reductase
homolog TH6 [Tsuga heterophylla]

Thet2 /gi|7578907|gb|AAF64180.1|AF242497 1 phenylcoumaran benzylic ether reductase
homolog TP5 [Tsuga heterophylla]

Thet3 /gi|7578899|gb|AAF64176.1|AF242493 1 phenylcoumaran benzylic ether reductase
homolog TH1 [Tsuga heterophylla]

Thet4 /gi|7578905|gb|AAF64179.1|AF242496 1 phenylcoumaran benzylic ether reductase
homolog TH4 [Tsuga heterophylla]

Thet5 /gi|7578901|gb|AAF64177.1|AF242494 1 phenylcoumaran benzylic ether reductase
homolog TH2 [Tsuga heterophylla]
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Thet6 /gi|7578911|gb|AAF64182.1|AF242499 1 phenylcoumaran benzylic ether reductase
homolog TH7 [Tsuga heterophylla]

Thet7 /gi|7578917|gb|AAF64185.1|AF242502_1 pinoresinol-lariciresinol reductase TH2
[Tsuga heterophylla]

Thet8 /gi|7578915|gb|AAF64184.1|AF242501 1 pinoresinol-lariciresinol reductase TH1
[Tsuga heterophylla]

Tobacl /gi|1708423|sp|P52579|IFRH_TOBAC lIsoflavone reductase homolog A622

Tplil /gi|7542588|gb|AAF63510.1|AF242506_1 pinoresinol-lariciresinol reductase [Thuja
plicata]

Tpli2 /gi|7542583|gb|AAF63508.1|AF242504 1 pinoresinol-lariciresinol reductase [Thuja
plicata]

Tpli3 /gi|7542585|gb|AAF63509.1|AF242505 1 pinoresinol-lariciresinol reductase [Thuja
plicata]

Vshul /gi|76559878|tpe|CAI56326.1| TPA: leucoanthocyanidin reductase 1 [Vitis
shuttleworthii]

Vvinl /gi|76559896|tpe| CAI56335.1| TPA: isoflavone reductase-like protein 6 [Vitis vinifera]
Vvin2 /gi|157340804|emb|CAO47609.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

Vvin3 /gi|157340801|emb|CAO47606.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

Vvin4 /gi|76559894|tpe| CAI56334.1| TPA: isoflavone reductase-like protein 5 [Vitis vinifera]
Vvinb5 /gi|157340799|emb|CAO47604.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

Vvin6 /gi|157335310/emb|CA061140.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

\Vvin7 /gi|157340797|emb|CAO47602.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

Vvin8 /gi|157340802|emb|CAO47607.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

\Vvin9 /gi|147772274|emb|CAN76260.1| hypothetical protein [Vitis vinifera]

Vvinl10 /gi|157340805|emb|CA047610.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

Vvinll /gi|157347634|emb|CAO18271.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

Vvinl2 /gi|147818481|emb|CANG69630.1| hypothetical protein [Vitis vinifera]

Vvinl3 /gi|76559886|tpe| CAI56330.1| TPA: isoflavone reductase-like protein 1 [Vitis vinifera]
Vvinl4 /gi|147809704|emb|CAN62384.1| hypothetical protein [Vitis vinifera]

Vvinl5 /gi|157355089|emb|CA048462.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]
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Vvinl6 /gi|147823188|emb|CAN73024.1| hypothetical protein [Vitis vinifera]

Vvinl7 /gi|157356104|emb|CAO50002.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

Vvinl8 /gi|147842981|emb|CANB80538.1| hypothetical protein [Vitis vinifera]

Vvinl9 /gi|147843453|emb|CAN82074.1| hypothetical protein [Vitis vinifera]

Vvin20 /gi|147768978|emb|CAN60228.1| hypothetical protein [Vitis vinifera]

Vvin21 /gi|157356010|emb|CAO049880.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

Vvin22 /gi|76559890|tpe|CAI56332.1| TPA: isoflavone reductase-like protein 3 [Vitis vinifera]
Vvin23 /gi|157343509|emb|CAO68015.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]

\Vvin24 [gi|73746996|gb|AAZ82411.1]| leucoanthocyanidin reductase 2 [Vitis vinifera]

Vvin25 /gi|66570966|emb|CAI126308.1| putative leucoanthocyanidin reductase 2 [Vitis
vinifera]

Vvin26 /gi|76559888|tpe|CAI56331.1| TPA: isoflavone reductase-like protein 2 [Vitis vinifera]
VVvin27 /gi|147767744|emb|CAN76230.1| hypothetical protein [Vitis vinifera]

Vvin28 /gi|66570970|emb|CAI26310.1| putative leucoanthocyanidin reductase 1 [Vitis
vinifera]

Vvin29 /gi|66570968|emb|CAI126309.1| leucoanthocyanidin reductase 1 [Vitis vinifera]
Vvin30 /gi|157328973|emb|CA023705.1| unnamed protein product [Vitis vinifera]
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