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RESUMO

PAIVA, Rita Mércia Cardoso de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2009. Isolamento e caracterizagcdo de genes da familia SnRK e sua
expressao em resposta ao déficit hidrico em Coffea canephora.
Orientador: Marcelo Ehlers Loureiro. Co-orientadores: Andréa Miyasaka de
Almeida e Fabio Murilo DaMatta.

A toleréncia a seca é o resultado de numerosas caracteristicas anatdémicas,
morfologicas e fisiologicas, de natureza constitutiva ou indutiva. Como um dos
principais horménios de plantas, o acido abscisico (ABA) tem sido extensivamente
estudado e varios destes estudos tém demonstrado que o ABA é responsavel por
diversas respostas adaptativas ao déficit hidrico. Desta forma, o isolamento e estudo
da expressédo de genes que participam de vias de sinalizacdo em resposta a ABA
podem fornecer dados importantes para a compreensdo de sua funcdo e de sua
importancia no mecanismo de tolerancia a seca em café. Este trabalho teve como
objetivos identificar, a partir do banco do café, genes pertencentes a familia SnRK
além de verificar a resposta dos mesmos em folhas e raizes de clones de Coffea
canephora, em condi¢ces de déficit hidrico severo e moderado. Mudas dos clones
120 (gendtipo tolerante ao déficit hidrico) e 109A (gendtipo sensivel) foram cultivadas
em vasos de 12 L e o déficit hidrico foi alcancado suspendendo a irrigacdo até que
as plantas atingissem um potencial hidrico de antemanha de -1,5 MPa e -3,0 MPa.
Andlises de homologia utilizando o programa Blast, permitiram a identificacdo de 24
contigs que podem representar possiveis genes da familia ShnRK em café, sendo 3
contigs da subfamilia SnRK1, 5 contigs pertencentes a subfamilia SnRK2 e 16
sequéncias da subfamilia ShnRK3. Dentre as sequéncias identificadas, destacam-se 2
contigs, 15120 e 12770, que nesta investigacdo, demonstrou-se que correspondem a
regides distintas de um mesmo gene, homélogo a SnRK2.6 de Arabidopsis e
denominado cnSnRK2.6. Desta forma, foi obtida a sequéncia completa deste gene
gue foi eficientemente colocado em vetor de transformacao de plantas. Neste estudo,

identificou-se também uma parte da regido promotora deste gene. Andlises de
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expressao, feitas por RT-PCR em Tempo Real, permitiu verificar que a expressao de
alguns genes desta familia sdo alteradas em condi¢bes de déficit hidrico, tanto em
folhas como em raizes. Em folhas, os genes SnRK2.4, CIPK6 e CIPK9 séo
induzidos, enquanto os genes SnRK2.3, CIPK3, CIPK8, CIPK10 e CIPK1l séao
reprimidos pela condicdo de seca. JA em raizes, observou-se que 0S genes
SnRK2.3, SnRK2.8, CIPK6, CIPK8 e CIPK9 sao induzidos, o que demonstra que
alguns genes apresentaram comportamento diferenciado nesses dois 6rgdos. Em
adicdo, foi também verificado a expressdo destes genes em resposta a ABA,
estresse osmotico e estresse salino. Para isso, foi testado um novo sistema
experimental, com uso de folhas destacadas de cafeeiro, que se mostrou uma forma
rapida e eficiente para estudos em plantas de café. Os resultados obtidos mostraram
uma reducdo da condutancia estomatica (gs) que foi acompanhada de redu¢des nas
taxas de assimilagéo liquida do carbono (A) para os tratamentos com ABA e manitol,
enquanto no tratamento controle nenhuma alteracdo foi observada. A analise de
expressao génica, demonstrou que muitos desses genes respondem a ABA, estresse
osmoético e estresse salino. SnRK2.6 é induzido por ABA e manitol, mas ndo por
salinidade. Coletivamente, estes resultados sugerem que 0s genes SnRKs
caracterizados constituem proteinas quinases envolvidas na resposta a estresses

abidticos.
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ABSTRACT

PAIVA, Rita Mércia Cardoso de, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, September
of 2009. Isolation and characterization of genes SnRK family and his
expression in response to the water deficit in Coffea canephora. Adviser:
Marcelo Ehlers Loureiro. Co-advisers: Andréa Myasaka de Almeida and Fabio
Murilo da Matta.

Drought tolerance can result from numerous anatomical, morphological and
physiological characteristics that can be from constituent or inductive nature. As one
of the most important phytohormones known, abscisic acid (ABA) have been studied
extensively and several of these studies it has been demonstrating that ABA is
responsible for several responses adaptatives in the water deficit. This way, the
isolation, caracterization and expression studies of genes that participate in signalling
pathway in response to ABA, can supply important data for understanding its role and
importance in the mechanism of drought tolerance in coffee. The aims of this work
was identifies, in the bank of the coffee, genes belonging to the SnRK family besides
verifying the responses in leaves and roots of clones of Coffea canephora, in
conditions of severe and moderate water deficit. Plants of the clones 120 (drought
tolerant genotype) and 109A (drought sensitive genotype) were cultivated in vases of
12 L and the water deficit was reached by suspending the irrigation until the plants
reached -1,5 MPa and -3,0 MPa predawn hydric potential. Homology analyses,
allowed the identification of 24 contigs that can represent possible genes of SnRK
family in coffee, being 3 contigs of the subfamily SnRK1, 5 contigs in the subfamily
SnRK2 and 16 sequences in the subgroup SnRK3. Among the identified sequences,
2 contigs, 15120 and 12770, in this investigation, we found that the ESTs of 15120
and 12770 correspond to different regions of the same gene, homologous to
Arabidopsis SnRK2.6 and named cnSnRK2.6. A complete sequence of this gene that
was put efficiently in vector of transformation of plants. The promoter sequence of this
gene was also identified. Expression analyses, by Real Time quantitative PCR,

showed that the expression patterns of some genes of this family are altered in
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conditions of water deficit, in leaves and roots of coffee. In leaves, the genes
SnRK2.4, CIPK6 and CIPK9 were induced, while the genes SnRK2.3, CIPK3, CIPKS,
CIPK10 and CIPK11 were repressed by the water deficit. However, in roots, the
genes SnRK2.3, SnRK2.8, CIPK6, CIPK8 and CIPK9 were induced, what
demonstrates that some genes presented a different behavior in those two organs.
Furthermore, SnRK genes are also involved in the response to other abiotic stresses.
In this study, we also verified the expression of these genes in response to the ABA,
osmotic stress and saline stress. For that, a new experimental approach was tested,
with use of outstanding leaves of coffee, that a fast and efficient form to studies in
coffee. The obtained results indicated a reduction in estomatical aperture (gs) that
was accompanied of reductions in liquid carbon assimilation (A) for the treatments
with ABA and mannitol, while in the controls treatment any alteration was observed.
Gene expression analyses demonstrated that many SnRKs genes are responsive to
ABA, osmotic stress and saline stress. SnRK2.6 was induced by ABA and mannitol,
but not by salinity. Collectively, these results indicate that the SnRKs characterized

genes consist of kinases proteins involved in response to different abiotic stresses.



1-INTRODUCAO

O café é um dos principais produtos agricolas do mundo, sendo produzido
por mais de 80 paises, dos quais o Brasil € o maior produtor. Nos paises
produtores de café ocorrem frequentes oscilagdes na produtividade desta cultura,
ocasionadas por limitagdes climaticas, como ocorréncia de periodos de seca. O
desenvolvimento de cultivares mais tolerantes ao déficit hidrico e tecnologias que
auxiliem o cultivo das plantas em periodos prolongados de estiagem, sao
alternativas para a manutengao da produgao agricola brasileira e mundial. Nesse
contexto, a identificacdo e a compreensao de mecanismos de tolerdncia a seca
passam a ser de suma importancia, na medida em que podem fornecer subsidios
uteis ao melhoramento visando a tolerancia a seca.

A tolerancia a seca é o resultado de numerosas caracteristicas anatdomicas,
morfoldgicas e fisioldgicas, de natureza constitutiva ou indutiva, que interagem,
permitindo assim, a manutengdo dos processos de crescimento e de
desenvolvimento, sob condi¢des edaficas e climaticas que levam a deficiéncia
hidrica (DaMatta e Rena, 2001). Existe grande variagéo inter e intra-especifica
para esta caracteristica em café, havendo maior susceptibilidade a esse estresse
em Coffea arabica, e maior variabilidade em Coffea canephora. O germoplasma
tolerante dessa ultima espécie tem sido identificado em um extensivo programa
de melhoramento realizado pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
Técnica e Extensdao Rural (INCAPER) e também por varios anos estudado
detalhadamente, em nivel fisiolégico, por pesquisadores da UFV. Estes trabalhos
fazem com que C. canephora seja um alvo privilegiado para os estudos
moleculares dos mecanismos de tolerancia a seca.

Estudos realizados por DaMatta e colaboradores, em 2000, selecionaram
clones com respostas contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico, dentre
eles, o clone 120 (gendtipo tolerante) e o clone 109A (sensivel), com o objetivo de
identificar e compreender os mecanismos fisiologicos de tolerancia a seca em
café. As avaliagbes fenotipicas desses gendtipos tém sugerido que a maior
tolerancia a seca do clone 120 pode estar associada a uma maior tolerancia ao

estresse oxidativo, a habilidade para manutencao da exportagcéo de assimilados e
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a capacidade de manutencdo do status hidrico adequado, obtida mediante a
combinacdo de sistema radicular mais profundo e controle estomatico eficiente
da transpiracao (Da Matta e Ramalho, 2006).

Dentre os mecanismos fisioldgicos caracterizados em diversas culturas, ha
muitas evidéncias que mostram que o acido abscisico (ABA) participa no
mecanismo de tolerancia a seca. A funcao do ABA na tolerancia ao déficit hidrico
tem sido evidenciada pela identificagao e caracterizagao de mutantes deficientes
em ABA, que apresentam falhas em etapas especificas da via de sintese desse
hormonio. Os mutantes deficientes em ABA apresentam maior susceptibilidade ao
murchamento, em decorréncia do aumento da conduténcia estomatica sob
condicdes de deficiéncia hidrica.

A fosforilagdo reversivel de proteinas tem sido identificada como um
regulador chave na sinalizagdo de ABA e de diversos estresses em plantas.
Evidéncias genéticas claramente demonstram que fosfatases tipo 2C e 2A
participam em vias de sinalizacido de ABA. Em contrapartida, diversas familias de
proteinas quinases como MAPKs e CDPKs sao ativadas por ABA em condicoes
ambientais adversas. Recentemente, uma outra familia de quinases, proteinas
quinases relacionadas a Snf1 de leveduras (SnRKs), tem sido implicada na
resposta das plantas a estresses abidticos e a ABA.

O isolamento e estudo da expressdo de genes que participam de vias de
sinalizagcdo em resposta a ABA, podem fornecer dados importantes para a
compreensao da fungédo e importancia do ABA no mecanismo de toleréncia a
seca nessa importante cultura agricola. Existem ainda, relativamente, poucos
estudos sobre 0 mecanismo de tolerancia a seca em café. A identificacao desses
mecanismos possibilitaria a geragdo de marcadores moleculares para auxiliar o
melhoramento para essa caracteristica, bem como a identificacdo de genes

candidatos para obtencao de plantas transgénicas mais tolerantes a seca.



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1 Déficit hidrico

Estresses abidticos estdo entre as principais causas da baixa produtividade
agricola a nivel mundial, reduzindo-a na maior parte das plantas cultivadas em
mais de 50% (Bray et al.,, 2000). Acarretam numa série de mudancas
morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e moleculares que afetam o crescimento e
a produtividade das plantas (Wang et al., 2001). Dentre os diversos estresses
abioticos, destaca-se o estresse hidrico, que pode ser resultado de duas
condigdes contrastantes: excesso ou falta de agua. O mais comum €& o déficit
hidrico. A seca também é um dos principais fatores que afetam a produtividade do
cafeeiro (Anon et al., 1986; Begazo et al., 1979), e embora a irrigagao seja uma
solugédo potencial, ela ndo é financeiramente e, frequentemente, também néo é
tecnicamente viavel para resolver este problema (DaMatta e Ramalho, 2006).

O déficit hidrico pode causar decréscimo na fotossintese por meio de uma
limitagdo de CO,, resultante do fechamento dos estématos ou através de um
efeito direto sobre a capacidade fotossintética nos cloroplastos (Chaves, 1991;
Lawor e Cornic, 2002). O controle estomatico da transpiragdo € considerado o
principal processo determinando a resposta a curto prazo de uma planta a
condicbes de seca, e afeta diretamente a taxa de deplecédo de agua no solo, o
potencial hidrico da planta e o transporte de solutos no fluxo xilematico (Tardieu e
Simonneau, 1998).

A selecdo de materiais visando o aumento da produtividade, sem a
preocupacao de selecionar plantas tolerantes ao déficit hidrico, tem sido o
enfoque tradicional do melhoramento genético do cafeeiro (DaMatta e Ramalho,
2006). Contudo, estudos que visem melhorar o desempenho das plantas em
ambientes sujeitos a deficiéncia hidrica devem envolver também a identificacéo e
a selecao de atributos que contribuam para uma maior tolerancia a seca (Mullet e
Whitsitt, 1997).

Estudos moleculares e fisiolégicos tém mostrado que varios mecanismos
contribuem para a tolerancia ao estresse hidrico (Bohnert et al., 1995; Blum, 1996;

Ingram e Bartel, 1996; Bray, 1997; Schroeder et al., 2001; Luan et al., 2002). Em
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particular, a seca pode favorecer o fechamento dos estdmatos e o aumento da
biossintese do hormdnio acido abscisico (ABA), bem como na indug¢ao de genes
responsivos a seca e ao ABA. Na ultima década, estudos moleculares e
bioquimicos identificaram muitos desses genes e alguns fatores de transcrigao
responsaveis pela indugcdo dos mesmos (Ingram e Bartel, 1996; Hasegawa et al.,
2000; Thomashow, 2001; Finkelstein et al., 2002; Oztur et al., 2002; Shinozaki et
al., 2003; Buchanan et al., 2005; Poroyko et al., 2005).

As plantas desenvolveram mecanismos regulatérios para perceber,
transduzir e responder a sinais de estresse em nivel fisiolégico, celular e
molecular (Xiong et al., 2002). Vias de transducédo genéricas comegam com a
percepcdo do sinal, por receptores presentes nas membranas das células,
seguido da producdo de mensageiros secundarios que podem modular a
concentragcdo intracelular de calcio, frequentemente iniciando cascatas de
fosforilagdo que terminam com ativagéo de proteinas alvo, diretamente envolvidas
no processo, ou fatores de transcricdo que controlam genes especificos. Os
produtos desses genes, levam a produg¢ao de moléculas regulatérias como o ABA,
que pode iniciar um segundo ciclo de sinalizagao (Xiong et al., 2002; Yamaguchi-
Shinosaki e Shinosaki, 2006).

No caso especifico do estresse hidrico, uma resposta complexa se inicia
com a percepgao do estresse, ativando vias de transducdo de sinal que
manifestam mudancgas celulares, fisiolégicas e de niveis de desenvolvimento.
Além disso, a resposta depende da severidade e duragcédo do estresse, gendtipo
da planta, estagio de desenvolvimento e fatores ambientais que acarretam o
estresse (Bray, 1997).

A funcdo do ABA na tolerancia ao déficit hidrico tem sido evidenciada pela
identificacdo e caracterizacao de mutantes deficientes em ABA, que apresentam
falhas em etapas especificas da via de sintese desse hormbnio. Os mutantes
deficientes em ABA apresentam maior sensibilidade ao murchamento e aumento
da condutancia estomatica sob condi¢gdes de deficiéncia hidrica. A rapida
translocagcado de ABA via fluxo do xilema e o aumento da concentracdo de ABA
nos o6rgaos das plantas, sdo relatados como uma das principais mudangas

fisiolégicas que ocorrem durante a resposta de plantas a seca (Zeevaart e



Creelman, 1988). Assim, € amplamente aceito que o ABA é responsavel por

varias respostas adaptativas ao déficit hidrico.

2.2 Acido abscisico (ABA)

O crescimento e desenvolvimento de plantas é regulado por sinais
internos e por condigdes ambientais externas. O ABA é um horménio envolvido
em varios processos fisiolégicos das plantas. No desenvolvimento de sementes, o
ABA é necessario para a sintese de proteinas e lipidios de reserva, bem como
para quebra da dorméncia de sementes. ABA também desempenha um
importante papel no desenvolvimento vegetativo em resposta a varios estresses
ambientais como condi¢cdes de seca e alta salinidade (Xiong e Zhu, 2003). Em
tecidos vegetativos, os niveis de ABA aumentam quando as plantas se encontram
em condi¢gdes ambientais adversas como seca, salinidade, e em menor extensao,
baixas temperaturas. Embora um alto nivel de ABA exdgeno iniba o crescimento
de plantas em condicbes nao estressadas, um aumento em seu conteudo é
benéfico para plantas estressadas, visto que as mudancas induzidas por ABA a
nivel celular e na planta como um todo, aclimatiza ou aumenta a tolerancia da
planta a estas situagbes adversas.

O ABA é um sesquiterpendide (composto de 15 carbonos) sintetizado
parcialmente nos cloroplastidios ou outros plastidios (Taiz e Zeiger, 1998). Foi
descoberto em meados de 1960, e desde entdo, varios esforgos bioquimicos,
citologicos e de genética direta e reversa tem sido feitos para a elucidagéo de seu
processo de sintese, vias de sinalizagdo e degradagdo. Recentemente, trés
receptores de ABA foram reportados (Zhang et al., 2002; Razem et al., 2006; Liu
et al., 2007). Em adigao, avangos tém sido feitos na identificacédo e entendimento
do modo de acdo de proteinas quinases/fosfatases, producdo de mensageiros
secundarios, processamento de RNA e mecanismos regulatérios da expressao
génica na reposta a ABA.

O horménio favorece o fechamento estomatico, bem como ativa um grande
numero de genes que, presumivelmente, servem para proteger as células de
danos oxidativos que ocorrem em condigdes de estresses prolongados. A rede de
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sinalizacdo dessas varias respostas €, entretanto, altamente complexa. Estudos
relacionados a sinalizagdo de ABA em células-guarda tem permitido a
identificacdo de proteinas de sinalizagdo, como proteinas quinases, fosfatases,
proteinas-G e pequenas moléculas mensageiras secundarias (Ca2+, cADP-ribose,
H,O, e fosfoinositois) (Munnik et al., 2000; DeWald et al., 2001; Xiong et al.,
2002). Tem sido demonstrado que estes componentes ndo podem ser colocados
em uma simples cascata linear de sinalizac&o, e que ao contrario, a sinalizagao
de ABA constitui uma complexa rede que inclui vias paralelas e feedbacks
positivos e negativos (Leonhardt et al., 2004), onde um componente pode afetar
direta ou indiretamente o outro (Figura 1). Estas caracteristicas contrastam com a
acao de outros hormdnios conhecidos de plantas. Por exemplo, os hormdnios
vegetais etileno e citocininas s&o transduzidos através de uma via linear de
sinalizagdo para modificar a expressdo génica (Kakimoto, 2003; Alonso e
Stepanova, 2004). Presumivelmente, essa intricada rede do sistema de
sinalizacdo de ABA é altamente complexa para que as plantas respondam e se
adaptem eficientemente a condi¢cao de estresse.

Andlises genéticas utilizando uma série de mutantes com sensibilidade
alterada a ABA, tem ajudado a elucidar as principais moléculas envolvidas na sua
sinalizagao e como estas se relacionam na via (Merlot e Giraudat, 1997; Bonetta e
McCourt, 1998). O mutante de Arabidopsis insensivel a ABA (abil), apresenta
varias respostas alteradas a ABA, tanto em nivel fisiolégico quanto no nivel de
expressao génica, e tem sido usado em estudos de sinalizacdo de ABA (Bray,
1997; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki,1997; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki,
2000; Merlot e Giraudat, 1997; Finkelstein et al., 2002). O gene ABI1 codifica uma
proteina fosfatase do tipo 2C (PP2C), que parece estar envolvida upstream da via
de sinalizacdo a ABA (Meyer et al., 1994; Leung et al., 1998). Estes resultados,
sugerem que a fosforilagdo de proteinas esta envolvida na sinalizagdo de ABA.
Outras investigagdes reforcam esses resultados (Armstrong et al., 1995; Hey et
al., 1997).
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Figura 1: Esquema mostrando a complexa rede de transducdo de sinal de
acido abscisico (ABA), em células de plantas. GCR2, ABAR e FCA
representam receptores de ABA. Na via de sinalizacdo a ABA,
mensageiros secundarios, proteinas quinases (MAPK, CDPK, SnRK2 e
SnRKa3), proteinas fosfatases (PP2Cs) e fatores de transcrigdo formam
uma complexa rede de sinalizagdo. A ligagdo com outras vias de
sinalizagdo, aumenta a complexidade da rede (Hirayama e Shinosaki,
2007).

2.3 Proteinas quinases como compone ntes essenciais na sinalizacdo de
ABA

Em eucariotos, proteinas quinases estdo envolvidas na regulacédo de
aspectos chaves de diversas fungdes celulares, incluindo divisdo -celular,
metabolismo e respostas a sinais externos. A fosforilagdo/desfosforilacdo de
proteinas tem sido reconhecida como um dos principais mecanismos da
regulagdo pos-traducional da atividade de proteinas e da transdugédo de sinais

intracelulares em organismos eucarioticos.
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O sequenciamento completo do genoma de Arabidoposis, permitiu a
identificacdo de todas as proteinas quinases presentes em uma planta modelo. O
genoma desta planta codifica para 1085 proteinas quinases tipicas (M. Gribskov,
dados n&o publicados), o que representa 4% dos 25500 genes preditos
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000). N&o apenas a propor¢cao de genes que
codificam proteinas quinases, € cerca de 2 vezes o encontrado em leveduras
(Hunter e Plowman, 1997) ou em Caenorhabditis elegans (Plowman et al., 1999),
mas também existem muitas diferengas nas quinases identificadas em plantas.
Por exemplo, receptores quinases em plantas fosforilam residuos de serina (Ser)
e treonina (Thr), enquanto em animais, o tipo predominante de receptor quinase
fosforila residuos de tirosina (Tyr). Em adicéo, os dois principais tipos de quinases
que participam da sinalizagdo de calcio em animais (proteinas quinases
dependentes de calmodulina, CaMKs e proteinas quinases C) parecem faltar ou
estarem sub-representados em plantas. Da mesma forma, plantas apresentam um
numero de familias de proteinas quinases que nao sdo encontradas em animais e
leveduras ou sao altamente divergentes (Hraback et al., 2003).

A fosforilagcdo reversivel de proteinas tem sido implicada como um
regulador chave na sinalizacdo de ABA. Em plantas superiores (Li e Assmann,
1996; Hoyos e Zhang, 2000) e algas verdes (Yuasa e Muto, 1996), varias
proteinas quinases com relativas massas moleculares de 35 a 50 KDa tem sido
identificadas, através de ensaios de quinases in-gel como proteinas quinases
envolvidas na sinalizagdo a estresses que sdo especificamente estimuladas por
estresse salino, seca e ABA. MAP quinases (MAPK) sado ativadas por varios
estresses abidticos em plantas (Droillard et al., 200). Em Arabidopsis, AtIMAPKG6
mostrou ser ativada por hiperosmolaridade, sal, frio e seca (Ichimura et al., 2000;
Droillard et al., 2002), enquanto, uma AMPK de tabaco (SIPK) foi induzida por
estresse hiperosmaético e ABA (Droillard et al., 2000; Hoyos e Zhang, 2000).

Dado a importancia do Ca** como mensageiro secundario em resposta ao
ABA, a fungdo de CDPKs (proteinas quinases dependentes de Ca*") tem sido
extensivamente estudada em resposta a ABA (Cheng et al., 2002; Harper et al.,
2004). AtCPK32 regula fatores de transcricdo AREB (Choi et al., 2005) e os genes
CPK3 e CPK6 apresentam um importante papel na resposta a ABA em células-
guarda (Mori et al., 2006).



Em adicdo a MAPKs e CDPKs, recentes estudos bioquimicos e genéticos
de proteinas quinases ativadas por estresses, tem revelado que proteinas
quinases relacionadas a Snf1 de leveduras (SnRKs), apresentam um papel
essencial na sinalizagdo a estresses em plantas (Bousdsocq et al., 2005). Assim,
estas proteinas quinases podem estar envolvidas na ativacido de fatores de
transcricdo e na expressao génica responsiva a ABA.

Conexdes importantes entre fosfatases (PP2C) e SnRKs, particularmente,
SnRK2 e SnRK3, tem sido reportadas nos ultimos anos. Estudos genéticos e
bioquimicos tem demonstrado o importante papel funcional de SnRK2 em
movimentos estomaticos, expressdo génica induzida por ABA e respostas a
estresses durante a germinagdo. Em Arabidospsis e arroz foi demonstrado que
algumas proteinas da familia SnRK2 s&o ativadas por ABA (Boudsocq et al.,
2004).

Como descrito acima, muitas proteinas quinases participam na resposta a
ABA. Mas embora estas proteinas tenham sido isoladas, a relevancia fisiolégica
destas proteinas ainda nao esta clara. Os resultados de extensivos estudos de
muitos fatores de transcricdo envolvidos na resposta a ABA e a estresses
sugerem que a fosforilagdo de residuos especificos apresentam um papel crucial
na fungdo dos mesmos (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006). Recentemente,
varios estudos tem reportado a conexao entre proteinas de ligagao a elementos
responsivos a ABA (AREBs/ABFs) e SnRK2s, como SnRK2 interage diretamente
com AREB e as fosforilam in vitro (Johnson et al., 2002; Fuijii et al., 2007).

2.3.1 SnRK (Proteinas quinases re lacionadas a Snfl de leveduras)

Proteinas quinases sao classificadas de acordo com suas sequéncias
primarias e o tipo de residuo envolvido na atividade de fosforilacio:
serina/treonina (ser/thr), histidina (his) ou tirosina (tyr). A superfamilia CDPK-
SnRK consiste de sete tipos de proteinas quinases: proteinas quinases
dependentes de calcio (CDPKs), proteinas quinases relacionadas a CDPKs
(CRKs), proteinas quinases fosfoenolpiruvato carboxilases (PPCKs), proteinas
quinases relacionadas a PEP carboxilase (PEPRKSs), proteinas quinases
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dependentes de calmodulina (CaMKs), proteinas quinases dependentes de
calmodulina e célcio (CCaMKs) e proteinas quinases relacionadas a Snf1 de
leveduras (SnRKs) (Hrabak et al., 2003).

SnRKs formam um grupo distinto de quinases de plantas que apresentam
uma alta similaridade de sequéncia de aminoacidos com uma classica proteina de
leveduras, Snf1. A primeira proteina Snf1 foi caracterizada em Saccharomyces
cerevisiae (Carlson et al., 1981; Celenza e Carlson, 1984). Nesse organismo, Snf1
€ requerida para respostas a estresses, principalmente relacionados ao carbono.
Também regula a transcricdo de muitos genes em resposta a limitagdo de glicose
e € requerida para a utilizagdo de fontes alternativas de carbono (Hong et al.,
2003).

O genoma de Arabidopsis codifica para 38 proteinas SnRKs. Essa familia,
segundo Hraback e colaboradores (2000), é dividida em trés subgrupos baseado
na similaridade de sequéncias e dominio estrutural: SnRK1, SnRK2 e SnRKS3.
Embora relacionadas a Snf1 de leveduras, genes dos subgrupos SnRK2 e SnRK3

parecem pertencer a uma classe de proteinas quinases especificas de plantas.

2.3.2 SnRK1 (Proteinas quinases relacionadas a Snfl 1)

O subgrupo SnRK1 é o que apresenta maior similaridade com Snf1 de
leveduras e proteinas quinases ativadas por AMP (AMPK) de animais. Apenas
trés membros dessa familia foram identificados no genoma de Arabidopsis e, em
meédia, estas proteinas apresentam massa molecular variando de 56,6 KDa a 58,7
KDa. Estudos bioquimicos e do papel fisiologico de SnRK1 de plantas sugerem
que estas quinases, assim como Snf1 e AMPK, podem regular o metabolismo em
resposta a estresse nutricional ou ambiental (Halford e Hardie, 1998; Halford et
al., 2003; Hardie, 2000). Diferentemente das AMPK, SnRK1 ndo séao
alostericamente reguladas por AMP, entretanto, AMP indiretamente regula a
atividade de uma SnNK1 de espinafre, via um mecanismo que envolve regulagéo
da fosforilagao/desfosforilacdo de um residuo na alga de ativacdo da enzima
(Sugden et al.,, 1999). Em ensaios de fosforilagdo in vitro, com enzimas
purificadas e peptideos sintéticos, foi demonstrado que SnRK1 apresenta alguns
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substratos em comum com CDPKs (Bachmann et al., 1996; Huang e Huber,
2001), sugerindo que alguns substratos como as enzimas envolvidas no
metabolismo do carbono, podem ser independentemente regulados por vias de
fosforilagdes distintas (Hardie, 2000).

O primeiro cDNA pertencente a familia SnRK1 foi isolado de uma biblioteca
de cDNA de centeio, codificando uma proteina de 57,7 KDa com 502 residuos de
aminoacidos (Alderson et al., 1991). Estas proteinas apresentam cerca de 48% de
identidade com SnF1 de leveduras e AMPK de mamiferos. Estas quinases
regulam o metabolismo de energia (Barker et al., 1996; Halford et al., 2003),
similar aos papéis sugeridos de AMPK de mamiferos e Snf1 de leveduras (Hardie
et al., 1998, Hardie, 2007). Em cevada, SnRK1 é requerida para a formagao
funcional do pdlen (Zhang et al., 2001), ja em batata, foi comprovado que SNRK1
€ requerida para aumento da expressao da sacarose sintase (Purcell et al., 1998).
Em folhas de espinafre, foi demonstrado que SnRK1 regula a atividade de
enzimas metabdlicas limitantes, como nitrato redutase e sacarose sintase
(Sugden et al., 1999). Homdlogos de SnRK1 de varias espécies de plantas podem
complementar mutantes snfl de leveduras, sugerindo uma conservagao

evolucionaria na funcéo destas proteinas (Rolland et al., 2006).

2.3.3 SnRK2 ( Proteinas quin ases relacionadas a Snfl 2)

Proteinas quinases do subgrupo SnRK2 sido cerca de 140 a 160
aminoacidos menores que SnRK1, codificando proteinas com aproximadamente
40 KDa e que apresentam aminoacidos acidicos, como poli-aspartato ou poli-
glutamato, na regido C-terminal (Hardie, 1999; Halford et al., 2000). O dominio
catalitico destas quinases, apresenta 42-46% de identidade com SnRK1, Snf1 e
AMPK. Entretanto, SnRK1 e SnRK2 sdo completamente divergentes no dominio
regulatorio C-terminal (Hrabak et al., 2003).

Os genomas de Arabidopsis e arroz codificam para 10 proteinas do
subgrupo SnRK2. O primeiro clone de cDNA dessa familia foi isolado de uma
biblioteca de embrides de trigo tratados com ABA (Anderberg e Walker-Simmons,
1992). Subsequentemente, outro membro desta familia, AAPK (proteina quinase
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ativada por ABA), foi identificada como um regulador central do fechamento
estomatico dependente de ABA em Fava bean (Li e Assmann, 1996). SnRK2.6,
um ortélogo de AAPK em Arabidopsis, € expresso em células-guarda e no
sistema vascular e mutantes snrk2.6 s&o afetados no fechamento estomatico em
resposta a ABA. A atividade de SnRK2.6 é estimulada por ABA mas n&o a
expressao génica (Mustilli et al., 2002; Yoshida et al., 2002).

Em soja, a expressao de 2 clones de cDNA, SPK3 e SPK4, aumentaram
em resposta a desidratacdo e a alta salinidade, mas com cinéticas de indugao
diferentes (Yoon et al., 1997). Kobayashi e colaboradores, em 2004, analisaram
as dez proteinas pertencentes a subfamilia SnRK2 identificadas em arroz. Com
expressao em protoplastos, eles demonstraram que todos os membros foram
ativados por estresse hiperosmotico e apenas 3 foram ativados por ABA (SAPKS,
SAPK9 e SAPK10). Em outro estudo, os dez genes codificados pelo genoma de
Arabidopsis foram analisados, dos quais SnRK2.2, SnRK2.3, SnRK2.6, SnRK2.7
e SnRK2.8 foram ativados por ABA (Boudsocq et al.,, 2004). Em trigo (Triticum
aestivum), foi observado que a expressdo de PKABA é induzida por ABA
(Anderberg e Walker-Simmons, 1992). PKABA1 também tem sido implicada como
componente da via pela qual tratamento com ABA antagoniza os efeitos de acido
giberélico (GAs) via supressao de genes induzidos por GAs (Gomez-Cadenas et
al., 1999, 2001; Shen et al., 2001).

Um estudo feito com plantas mutantes de Arabidopsis que nao
apresentavam expressao dos genes SnRK2.2 e SnRK2.3, demonstrou que esses
genes sao requeridos para mudangas na expressao de genes induzidos por ABA
e que controlam respostas a ABA na germinagao de sementes. Nesses duplos-
mutantes, ao contrario de mutantes ostl (snrk2.6), a supressdo desses dois
genes, ndo afetou o fechamento estomatico (Fuijii et al., 2007).

Pelo menos trés vias de sinalizacdo e diferentes mecanismos de
fosforilagao estao envolvidos na ativagao de proteinas SnRK2 sob condi¢cbes de
estresse (Boudsocq et al., 2007). Parece que proteinas quinases SnRK2 iniciam
vias de transducdo de sinais variaveis e complexas em resposta a estresses
ambientais e que o papel dessas proteinas pode ser diferente. Entretanto, os
principais estudos desta familia se concentram na sinalizagdo em resposta a
estresse hidrico e estresse hiperosmotico (Li et al., 2000; Mikofajczyk et al., 2000;
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Boudsocq et al., 2004; Kelner et al., 2004; Kobayashi et al., 2004; Umezawa et al.,
2004; Chae et al., 2007).

Estudos recentes, feitos com plantas de Arabidopsis, mostraram que as
proteinas quinases do subgrupo 2, sdo parcialmente redutantes, mas juntas, sdo
essenciais durante respostas a ABA, e sugerem que a fosforilagdo de proteinas
mediadas por essas quinases sao requeridos durante todos os aspectos da

sinalizagao a ABA.

2.3.4 SnRK3 ( Proteinas qui nases relacionadas a Snfl 3)

Proteinas SnRK3, também denominadas proteinas quinases que interagem
com CBL (CIPKs), sdo uma familia de proteinas serina-treonina quinases
especificas de plantas, que sédo alvos de CBLs (proteinas like-calcinerina B)
especificas (Shi et al., 1999; Liu et al., 2000). Recentemente 25 e 30 membros
foram identificados em Arabidopsis e em arroz, respectivamente. Em ambas as
espécies, os genes pertencentes a familia CIPK divergem em 2 subgrupos
filogenéticos, de genes com e sem introns (Kolukisaoglu et al., 2004).

Proteinas dessa familia apresentam um dominio quinase N-terminal
catalitico altamente conservado e similar a quinase Snf1 de leveduras e proteinas
quinases ativadas por AMP (AMPK) de animais. Em Arabidopsis e arroz, o
dominio catalitico apresenta 51-90% de aminoacidos idénticos. Em comparagao,
existe um dominio regulatério altamente variavel (24-58%) no dominio C-terminal.

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos de todas as CIPKs de
Arabidopsis demonstrou que o dominio quinase N-terminal contém uma possivel
alca de ativacdo, a qual esta localizada entre os motivos conservados DEF e APE
(Figura 2). Dentro de alca de ativacao existem residuos de aminoacidos altamente
conservados de treonina, serina e tirosina. A troca de um desses residuos para
aspartato converte a proteina quinase para uma forma hiperativa que dispensa a
ligacdo de CBL para a atividade quinase (Guo et al., 2001). Esta descoberta
aponta para um importante papel de sitios de fosforilagdo adicionais localizados
na alca de ativacdo de CIPKs. Entretanto, estes 3 residuos sdo também os alvos
de fosforilagao na regulagao da atividade de CIPKs in vivo.
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O dominio regulatério C-terminal de todas CIPKs apresenta um motivo
FISL altamente conservado (Halfter et al.,, 2000; Guo et al., 2001), também
denominado motivo NAF (Albrecht et al., 2001). Este motivo consiste de 21
residuos de aminoacidos, onde os residuos A, F e L sdo altamente conservados
em todas as 25 SnRK3 de Arabidopsis. O motivo FISL é responsavel pela ligagao
a CBLs. Em adigao, a interacao intramolecular entre o motivo FISL e o dominio
regulatério exibem uma funcgao inibitéria da atividade quinase. A ligagao de CBL
ao motivo FISL, por sua vez, pode liberar esta auto-inibicao (Gong et al., 2002).

Um motivo adjacente ao motivo FISL, denominado motivo de interacdo com
fosfatases (PPI) é responsavel pela interagdo de CIPKs com proteinas fosfatases
do tipo 2C (Ohta, 2003). Este motivo, consiste de 37 residuos de aminoacidos.
Sugere-se que, proteinas CIPKs e proteinas fosfatases do tipo 2C possam
interagir fisicamente com proteinas alvo levando a modificagdo de suas atividades
por fosforilagdo e desfosforilagdo (Lee et al., 2007). A complexa regulagéo de
SnRK3, a interacdo com CBLs e com fosfatases 2C representam um importante
passo na sinalizagdo da via de transducédo de sinais dependentes de Ca**. Um

esquema dos motivos estruturais de proteinas CIPK é mostrado na figura 2.

Kinase Activation loop | Domain FISL PPl | X

Figura 2: Esquema dos motivos estrutur ais de proteinas CIPKs de
Arabidopsis. AtCIPKs apresentam um conservado dominio catalitico N-
terminal e um dominio regulatério C-terminal, entre os quais existe uma
juncao representada pelo quadro branco. Um tipico loop de ativagao
esta localizado no dominio catalitico N-terminal; o dominio regulatério C-
terminal contém motivo FISL ou NAF (responsavel pela interagdo com
CBLs), um motivo PPI (responsavel pela interagcdo com fosfatases do
tipo 2C) e um motivo desconhecido presente na extremidade C-terminal,
indicado por X (Li et al., 2009).

CBLs podem perceber um sinal de Ca** em reposta a estresses abidticos
e, de maneira especifica, se ligam com CIPKs, depois de se ligarem ao Ca**. O
complexo CBL-CIPK pode, pos-traducionalmente, fosforilar proteinas alvo para
regular tolerédncia a estresses abidticos em células ou tecidos de maneira

especifica. Em alguns casos, fatores de transcricdo séo induzidos para ativar
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genes de resposta a estresses que controlam reagdes adaptativas. A sinalizagao
CBL-CIPK exibe alta especificidade, diversidade e complexidade. Recentes
progressos tém sido feitos para compreender a rede CBL-CIPK em resposta a
diversas condicbes de estresses, como seca, salinidade e baixa concentragdo de
potassio, o que sera util para aumentar a tolerancia de plantas a estresse
abidticos (Li et al., 2009).

Muitas fungdes de CIPKs tém sido caracterizadas nos ultimos anos.
Estudos de perda de fungdo com CIPK3 mostraram o envolvimento desse gene
na resposta a acido abscisico e na expressdao génica induzida por estresse
durante a germinagéo de sementes. CIPK3 regula a sensibilidade a ABA durante
a germinacao de sementes, mas nao em células-guarda (Kim et al., 2003),
enquanto CIPK23 regula sensibilidade a ABA em células-guarda mas n&o durante
a germinagcdo de sementes. Assim, sugere-se que CIPKs participam na
sinalizacdo de ABA em diferentes tecidos, mas que a forma de participagao nas
vias sao distintas (Cheong et al., 2007).

CIPK1 de Arabidopsis regula distintas vias de reposta a estresses e
representa um ponto central da rede que integra vias independentes e
dependentes de ABA da sinalizacdo a estresses abiodticos. Foi também
demonstrado que CIPK1 forma um complexo alternativo com CBL1 ou CBLY,
controlando respostas a estresse dependentes de ABA em Arabidopsis (D’Angelo
et al., 20006).

Em um estudo feito em plantas de Arabidopsis, demonstrou-se que o gene
CIPK9 ¢é induzido por diferentes condicbes de estresse, como seca, estresse
osmotico e estresse salino. Interessantemente, CIPK9 também foi induzido em
condi¢cbes de crescimento deficientes em potassio. Plantas mutantes cipk9 se
mostraram hipersensiveis em baixas concentra¢des de potassio, 0 que demonstra
que este gene apresenta papel critico no crescimento de plantas sujeitas a
ambientes com baixas concentragdes de potassio (Pandey et al., 2007).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo identificar e
caracterizar genes da familia SnRK envolvidos no mecanismo de toleréncia a
seca em café. Sendo assim, os objetivos especificos dessa dissertagdo foram

identificar genes pertencentes a familia SnRK, no banco do café e quantificar
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precisamente a alteragdo da expresséo destes genes por RT-PCR em tempo real,

em folhas e raizes de café, em experimentos controlados de estresse hidrico.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1 Busca por genes SnRK no banco do Genoma do Café

Para identificar possiveis sequéncias de genes de café pertencentes a
familia SnRK, foi feita uma busca detalhada por sequéncias no Banco “Genoma
Café” do Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café (CBPDC)
e no banco de genes “Sol Genomics Networks”
(Cornell,USA;http://www.sgn.cornell.edu  /search/library_search.pl?term=).  Os
possiveis contigs representantes dessa familia génica foram selecionados através
de buscas por similaridade e analises de homologia com sequéncias de genes da
familia SnRK de outras espécies, ja caracterizados, como Arabidopsis e arroz,
com auxilio do programa BLAST (Altschul et al., 1990).

Os contigs identificados como possiveis genes da familia SnRK de café,
foram utilizados na construgdo de um agrupamento hierarquico de sequéncias. O
alinhamento multiplo foi realizado pelo programa ClustalW
(http://clustalw.genome.ad.jp/) e o agrupamento foi construido utilizando o
programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007), que construiu a arvore pelo método
UPGMA.

As sequéncias de proteinas foram analisadas utilizando o programa MEGA
4 (Tamura et al., 2007), ferramentas contidas no Expasy ( www.expasy.ch/tools) e
no Vector NTI 9.0.

3.2 Material vegetal e tratamentos

As mudas de Coffea canephora Pierre var. Conillon, representadas por um
clone tolerante (120) e um clone sensivel (109) ao déficit hidrico, foram obtidas no
Instituto Capixaba de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural — Incaper. Ao
completarem 4 meses, as mudas foram transplantadas para vasos de 12 L
preenchidos com uma mistura composta por solo, areia e esterco bovino na

proporgao de 3:1:1 (v/v/v). A adubagao foi feita de acordo com a analise do solo,
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segundo recomendagdes de Ribeiro et al (1999). Ao atingirem 10 meses, as
plantas foram transferidas para casa de vegetacdo com laterais que permitiam
livre acesso de ar entre o seu interior e exterior. Estas plantas foram avaliadas em
condicbes de plena irrigagdo (controle) e sob déficit hidrico, imposto pela
suspensao da irrigagdo, até que as plantas atingissem um potencial hidrico as
05:00h da manha (Yam) de -1,5 £ 0,20 MPa, e -3,0 + 0,20 MPa, valores que
caracterizam uma condigdo de estresse moderado e severo, respectivamente,
para plantas de café (Lima et al., 2002).

O experimento foi montado em delineamento inteiramente ao acaso,
formando um esquema em fatorial 2 x 3. A parcela foi constituida de uma planta
por vaso dentro de cada bloco que constituiu o experimento. O potencial hidrico
foi determinado por meio de uma bomba de pressao do tipo Scholander, conforme
descrito por Da Matta et al (1997). As determinagdes foram feitas em folhas
individualizadas e completamente expandidas do terceiro e quarto ramos
plagiotrépicos medianos das plantas. Folhas completamente expandidas e raizes
foram coletadas de trés plantas de café distintas, e imediatamente, congeladas

em nitrogénio liquido e estocadas a -80°C até a utilizagdo das amostras.

3.3 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total foi feita seguindo as recomendagdes do reagente
Plant RNA Reagent (Invitrogen), com algumas modificacbes feitas pelo
Laboratério de Fisiologia Molecular de Plantas, da UFV. O material utilizado para
a extracdo foi cuidadosamente preparado a fim de se evitar contaminagao e
consequente degradacao do RNA por RNases.

Um grama de tecido vegetal foi triturado em nitrogénio liquido, com auxilio
de almofariz e pistilo e, em seguida, o p6 fino, foi colocado em tubo Falcon (50
mL) e ressuspendido em 5 mL do Plant RNA Reagente (Kit Concert) ou “Concert
caseiro” (SDS 2%, EDTA 0,1 mM, mercaptoetanol 38%, Triton 100 1% e azida
sédica 0,5%), resfriado a 4° C. Depois de 5 minutos incubadas a temperatura

ambiente, as amostras foram centrifugadas a 2,600xg. O sobrenadante foi
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transferido para microtubos de 2 mL, adicionando-se 0,16 mL de NaCl 5M e 0,48
mL de cloroférmio, sendo a mistura agitada brevemente por inverséo.

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 12000xg por 10 min, a 4°C,
e a fase aquosa obtida foi adicionado um volume igual de isopropanol gelado.
Apos breve inversdo, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 10
min. Em seguida, os microtubos foram centrifugados a 4°C por 10 min a 12000xg,
e ao sedimento restante, foi adicionado etanol 70% seguido de nova centrifugagao
a 12000xg, por 5 min. O pellet obtido, foi ressuspendido em 30 pL de agua livre de
RNase (tratada com DEPC e autoclavada). As amostras de RNA foram
quantificadas por espectrofotdmetro, medindo-se a absorvancia a 260 nm. A
concentracao de RNA foi calculada pela formula:

[RNA]=A 260 XFc X Fy4
1000

Onde Az € a absorbancia a 260 nm, Fc é o fator de conversdo, no qual 1

unidade de absorbéancia a 260 nm corresponde a 40 ug RNA/mL, e Fd é o fator de
diluicdo da amostra de leitura. O resultado é dividido por 1000 para se obter o
valor da concentragdo em ug/pL.

A qualidade do RNA foi verificada pelo quociente Ageso/ Azg0, em que valores
entre 1,8 e 2,0 indicam boa qualidade do material. A integridade do RNA foi
verificada em gel de agarose 1% em tampao TBE 1X, livre de RNase. Para evitar
qualgquer contaminagdo com DNA, as amostras foram tratadas com 4 unidades de
DNase | (RQ1 RNase-Free DNase; Promega) a 37°C por 40 minutos.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se 4 ug de RNA total, utilizando
oligo-dT (18) e Transcriptase reversa SuperScript Ill (Invitrogen), segundo
especificagdes do fabricante. A inativacdo da Transcriptase reversa foi feita por

incubacao a 70°C por 15 min.
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3.4 Clonagem molecular do cDNA completo do gene SnRK2.6

3.4.1 Obtencéo dos primers para amplificacdo e clonagem do gene

Para a clonagem do cDNA completo do gene SnRK2.6 de cafeeiro, primers
especificos foram desenhados a partir do alinhamento entre as sequéncias dos
contigs 12770 e 15120 com o gene completo SnRK2.6 de Arabidopsis (Figura 7),
obtido no programa ClustalW. A partir do cDNA obtido de folha em condi¢des de
plena irrigacado, foi realizada uma amplificagdo utilizando um primer que ancora
em uma parte da sequéncia do contig 12770, que a partir do alinhamento
mostrado na figura 7, foi considerado sitio +1 da regiao codificadora do gene, e
um segundo primer desenhado na sequéncia do contig 15120, delimitando o final
do gene SnRk2.6 de café. As sequéncias dos primers especificos utilizados na
reacdo de amplificacdo foram: CACCATGGATCGAGCGGCGTTG (senso) e
GCCTCATGCACCCTGATAAATTAC ACTGC (anti-senso). Os nucleotideos em
negrito correspondem a sequéncia necessaria para a clonagem direcional de
fragmentos de PCR por recombinacéo, utilizando o sistema Gateway (Invitrogen).

A reagao de amplificagdo foi composta de dNTP (0,2 mM), iniciador senso
(0,2 pM), iniciador anti-senso (0,2 uM), 1uL de cDNA, tampéao da enzima (1X),
MgSO4 ( 2,5 mM ) e 1 U de Taq Polimerase Platinum®PfxDNA (Invitrogen). O
programa utilizado no termociclador (Mastercycler® Personal- Eppendorf AG,
Hamburgo-Alemanha) para a reagdo de amplificagao foi 94°C por 3 min, seguido
de 35 ciclos de 94° C por 1 min e 30 segundos, 65°C por 1 min e 30 segundos e a
72°C por 2 min, seguido por uma extensao final a 72° C, por 7 min.

O produto obtido foi analisado em gel de agarose 1%, em tampéo TAE 1X
(Tris base 4,45 mM pH 6,0, acido acético glacial e EDTA 0,1 mM pH 8,0), a uma
corrente de 80 mV por 40 min (Sambrook et al., 1989), sendo utilizado um
marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen) para obter evidéncias
do tamanho do fragmento amplificado. As bandas foram visualizadas por meio de
coloragédo com brometo de etidio (0,01 ng/mL) sobre luz ultravioleta.

O produto obtido por PCR foi purificado do gel de agarose 1% em tampao
TAE utilizando o KIT PureLink™ Quick Gel Extraction (Invitrogen) e, em seguida,
o fragmento foi inserido, por eletroporagdo, em vetor de entrada pENTR™/
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TEV/Directional TOPO® Cloning (Invitrogen), que possui os sitios attL1 e attL2,
necessarios para permitir a recombinacao pelo sistema Gateway de clonagem
(Invitrogen). Posteriormente, colbnias contendo o inserto foram selecionadas por
PCR e o DNA plasmidial foi extraido com uso do KIT Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega). O clone resultante foi utilizado para a
transferéncia do respectivo cDNA para vetor de expressdao em plantas. A
transferéncia do cDNA do vetor de entrada para o vetor pK7WG2 foi feita por meio
de recombinagcdo mediada por LR Clonase (Invitrogen), segundo especificagcoes

do fabricante.

3.4.2 Sequenciamento do DNA Plasmidial

O sequenciamento foi realizado pelo Laboratério de Sequenciamento do
BIOAGRO/UFV utilizando “ABI PRISM 3100 Genetic Analyser’. As amostras de
DNA foram desnaturadas a 95°C, por 5 min em termociclador GeneAmp 9700 e
mantidas em gelo por 2 min. As amostras foram sequenciadas com o ABI PRISM
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems).
Foram utilizados 2 yl de TRRMix, 3,2 pmoles de primer e 200 ng de DNA, em um
volume final de 20 pl. A reacdo de sequienciamento consistiu de 40 ciclos, cada
um com os passos de 96°C, por 10 seg, 52°C, por 20 seg e 60°C por 4 min.

As sequéncias de DNA obtidas foram comparadas com sequéncias
depositadas no GenBank por meio do programa BlastX
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) (Altschul et al., 1997) e alinhadas pelo programa
ClustalWw.

3.4.3 Obtencéao de células eletrocompetentes de  Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens, estirpe LBA-4404, foi plaqueada em meio
Rhizo [(extrato de levedura 0,5% (p/v), caseina 0,05% (p/v), manitol 0,8% (p/v),
sulfato de aménio 0,2% (p/v), cloreto de sodio 0,5% (p/v), pH 6,6)] (Tepfer e

Casse-Delbart, 1987), contendo 100ug/L de estreptomicina e colocada em camera
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incubadora de crescimento a 28°C. Apds 16 horas de crescimento, uma col6nia
isolada foi utilizada como in6culo em 50 mL de meio Rhizo seletivo e incubado a
28°C por 12 horas, sob agitacdo. Em seguida, a solugdo foi centrifugada a
14.000xg por 10 minutos a 4°C. As células precipitadas foram lavadas quatro
vezes em igual volume de agua ultra-pura autoclavada e ressuspendidas em 2,0
mL de meio GYT (glicerol 10% (v/v), extrato de levedura 0,125% (p/v), triptona
0,25% (p/v)] e estocadas a -80°C.

3.4.4 Eletroporacdo de Agrobacterium tumefaciens

A construcdo de DNA, contendo o fragmento do gene completo SnRK2.6
no vetor pK7WG2, foi utilizada para eletroporacdo de Agrobacterium, para
posterior transformacao de plantas, mediada por A. tumefaciens. Para isso, 1uL
da diluicdo 1:5 do DNA mini-prep (com aproximadamente 100 ng de DNA) foi
adicionado a 40 pL de células eletrocompetentes de A. Tumefaciens estirpe LBA-
4404 e eletroporados em cuvetas de 2 mm a 2500 volts, por cerca de quatro a
cinco mili-segundos, utilizando o eletroporador “Gene Pulser II” (BIORAD). Em
seguida, 1 mL de meio Rhizo, sem antibidtico, foi cuidadosamente adicionado a
cuveta. A mistura foi entdo transferida para tubo de 1,5 mL e incubada por duas
horas a 28°C e, posteriormente, concentrada em 100 yL e plagueada em meio
Rhizo seletivo contendo estreptomicina (100 mg/mL) e espectinomicina (gene de
resisténcia presente no vetor de clonagem). As placas foram mantidas a 28°C
durante 3 dias. A confirmacgao do inserto nas col6nias crescidas na placa, foi feita
por PCR.
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3.5 Isolamento e caracterizacéo da regido promotora de SnRK2.6

3.5.1 Extracdo de DNA de folhas de café

O DNA foi extraido de folhas de café nao tratadas, pelo método CTAB,
segundo Murray et al (1980), com algumas modificagdes feitas pelo Laboratério
de Fisiologia Molecular de Plantas da UFV.

Assim, 200 mg de tecido fresco foram macerados em cadinho com
nitrogénio liquido e em seguida foi adicionado tamp&o A (Sorbitol 0,35M, tris-base
0,10M, EDTA 5mM, pH 8,0), Tampao B (NaCl 2M, CTAB 2%, tris-base 0,2 M e
EDTA 0,05 M e B- mercaptoetanol (1%), 0,1g de carvéo ativo, Sarcosyl 5% e
metabissulfito de sodio).

As amostras, colocadas em tubos de 2 mL, foram submetidas a 65°C por
quarenta minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados por oito minutos a
17000xg, e ao sobrenadante coletado, foi acrescentado 1 mL de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1) sob agitagao, seguido de centrifugagado a 17000xg por oito
minutos.

Ao sobrenadante foi adicionado igual volume de isopropanol. Apos trés
horas a -20°C, as amostras foram centrifugadas a 17000xg por oito minutos, os
pellets obtidos foram lavados com etanol 75% e em seguida foram
ressuspendidos em 200 pL de agua ultra-pura autoclavada. Apds adi¢cédo de 40 pL
de NaCl 5M, as amostras foram incubadas dez minutos a temperatura ambiente,
seguido de adicao de 1 mL de etanol absoluto. Os pellets formados na interface,
foram recolhidos com a pipeta, colocados em novos tubos de 1,5 mL e
centrifugados 2 minutos a 13000xg. Em seguida, foram ressuspendidos em 50 uL
de TE sendo em seguida, tratados com RNase A (80 pg/mL), a 37°C por 30
minutos, para eliminagdo do RNA.

A integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 1% em tampao TAE
e as amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotdmetro, medindo-se a

absorvancia a 260 nm.

23



3.5.2 Clonagem molecular da regido promotora do Gene SnRK2.6

O DNA extraido, foi purificado e utilizado para a obtengcdo da sequéncia
correspondente a regido promotora do gene SnRK2.6 com o uso do kit BD
GenomeWalker™ (BD Biosciences Clontech), de acordo com Siebert et al., 1995.
Os oligonucleotideos utilizados na primeira e segunda reagdo de PCR estédo
listados na Tabela 2. O primer da primeira reacdo de PCR foi desenhado na
regido codificadora do gene (contig 15120), enquanto o primer da segunda reagao
de PCR foi desenhado na extremidade 5’ do contig 12770, considerada a regiao 5’
UTR do gene SnRK2.6 de café. As sequéncias dos primers utilizados para
amplificacao das quatro bibliotecas “Genome Walker” foram:
ATCGCTGTCGTGCATAATCGGCATATC (GW1) e
CTCGTTCTGACGAAGGGGAAATAGGCT (GW2).

Os diversos fragmentos obtidos na segunda reacédo de PCR, foram
clonados em vetor pGEM-T, segundo instru¢des do pGEM®-T Vector Systems
(Promega). Em seguida, os clones obtidos foram utilizados na transformacéao de
células One Shot® TOP10 de E. coli (Invitrogen) quimicamente competentes, com
alta eficiéncia, pelo método de choque térmico (Sambroock et al.,1989). As
células, armazenadas a -80°C, foram colocadas em gelo por 5 min, e em seguida
foi adicionado 10 uL do vetor recombinante, sendo misturados e deixados em gelo
por 30 min. Foi feito entdo, o tratamento por choque térmico colocando os tubos
em banho-maria a 42°C, por 50 seg e retornando ao gelo por 2 min. As células
foram incubadas a 37°C durante 1 hora a 150 rpm, com 800 yL de meio SOC e
em seguida foram inoculadas em placas contendo meio LB seletivo, acrescido de
100 pyg/ml de ampicilina, 100 uM de IPTG e 50 mg/mL de X-Gal. As colbnias que
possuiam o inserto (brancas) foram visualizadas apdés 16 horas de incubacédo a
37° C e confirmadas por PCR, utilizando primers especificos. Apds extragao do
DNA plasmidial, as amostras foram submetidas a reagao de seqlenciamento. A
identificacdo de provaveis cis-elementos foi conduzida utilizando o software
PLACE- Plant Cis-acting Regulatory DNA elements (http:/dna.affrc.go.jp/PLACE/).
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3.6 PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

Todo o procedimento de PCR em Tempo Real, incluindo testes, validagées
e experimentos, foram conduzidos seguindo manuais da Applied Biosystems. As
reacdes de PCR em Tempo Real foram conduzidas no aparelho Step One Plus
(Applied Biosystems), com primers especificos (Tabela 1), cDNAs dos
tratamentos, e um mix de reagdes preparado separadamente, utilizando SYBR
Green. De acordo com o protocolo de reacao do Real Time, cada mix de reacao €
composto de 0,2uM de iniciador (senso e anti senso, 10 yM cada), 50 uM de
dNTPs 5mM, 1X Tampéao (Invitrogen), 3mM de MgCl,, de SYBR green diluido em
agua (1:10000), 0,25 unidades de Platinum Taq DNA polimerase, 0,6 uL de cDNA
(1:5), em um volume total de 20uL. As reagdes foram incubadas a 95°C por cinco
minutos, seguidos de 40 ciclos a 94°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e
72°C durante 30 segundos. A especificidade das reagbes de amplificagao, foi
determinada pela curva de dissociacado apods a reagao de amplificacao.

Para a quantificacdo da expressao génica, foi utilizado o método

comparativo Ct (274"

. A escolha do controle enddégeno, para a normalizagdo dos
dados de qRT-PCR foi feita utilizando o programa geNorm (Vandesompele et al.,
2002). Para isso, trés controles enddégenos para raiz e 2 controles endégenos
para folhas foram testados, baseados em um estudo recente feito em folhas e
raizes de Coffea arabica, em condi¢cdes de seca (Cruz et al., 2009). AP47
(clathrin-associated protein), UBI 9 (ubiquitin-like protein) e o gene S24 (proteina
ribossomal) foram testados para raiz e o gene GAPDH (glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) e S24, testados para folhas. S24 foi escolhido, para
raizes e folhas, pois apresentou baixa variagado de expressao entre os tratamentos
realizados e um nivel similar de expressao com os genes de interesse e desta
forma, foi utilizado para as analises em experimento de com folhas e raizes de

café submetidas ao déficit hidrico.
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Tabela 1: Lista dos primers especificos utilizados para qRT-PCR.

Primer Sequéncia (5'- 3’) Gene alvo Posicao de

anelamento

7715 FW | GTCTCGTCTTTTGGACACCAATC 7715(CIPK11)* | 1017 a 1039

7715 VER | GGTCTCGCTTGATCTCCTCAA 1058 a 1078

6278 FW | TGCAGATCTGATGGACGAAAAT 6278 (SnRK2.3) | 1508 a 1079

6278 VER | TTGGCTGGTCAGGCTCTACA 1097 a 1116
15120 FW | GCAAGTGTGCCACCGTGAT 15120(SnRK2.6) | 233 a 251
15120REV | CTGGGAGCAGGGCTACCAT 277 a 295
15442 FW | AGGGCTCAAGATCGATGAGAAC 15442(SnRK2.4) | 821 a 842
15442REV | TTTGGATGCCTAAGAGATCTGTGA 863 a 886
7417 FW | CACCCTTGGTTCTTGCAAAAC 7417 (SnRK2.8) | 501 a 521
7417 VER | CATTGCTTTGCAAGCTTCCA 545 a 564
13763 FW | TGATGGTGCTGTAGCAGATGTCT 13763 (CIPK10) | 335a 357
13763 VER | AACCCGCCATCAGGACATAA 377 a 396

9045 FW | TCGTTGGTTTAGCTGGCAAA 9045 (CIPK®6) 30 a49
9045 VER | GCAGTAGAGGAAGGCAAAGAAACA 66 a 89

18578 FW | AAGGATCTCCCTGGCAAGAAG 18578 (CIPK8) 459 a 479
18578 VER | GACTTGGTTGCTTTCGGGATAC 502 a 523
5567 FW | TGGATGACGTTGAAGCTGTTTT 5567 (CIPK3) 307 a 329
5567 VER | GCTCTTCCGTTTTTCTCGTGACA 351 a 373
15146 FW | GCAGTAGCAACAGAGGTTTTTGAG | 15146 (CIPK9) 810 a 833
15146 VER | TTTGCGGAGCTCCACCATA 851 a 869

*Os genes alvos entre parénteses representam os genes homologos em
Arabidopsis.
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Os primers foram desenhados utilizando o programa Primer Express 3.0

(Applied Biosystems).

3.7 Analise do padrao de expressao de genes SnRK em experimento de

folhas destacadas de café

A expressao de alguns genes da familia SnRK foi analisada em folhas de
café sob diferentes tratamentos, através de RT-PCR em tempo real, utilizando
primers especificos (Tabela 1). Para isso, foi realizado um experimento em casa
de vegetacado, com folhas destacadas de café. As folhas de Coffea canephora
foram cortadas dentro de béquer contendo agua e logo apds, foram colocadas em
béquer de 50 mL, contendo 25 mL das solug¢des de interesse. Assim, foram feitos
os seguintes tratamentos, em um arranjo fatorial, a saber:

1-  Tampao MES-KOH 2mM (controle)
2- ABA 50 uM

3- Manitol 300 mM

4- NaCl 150 mM

Os parametros fisiolégicos, como conduténcia estomatica, fotossintese e
transpiracao foram avaliados em 3 réplicas bioldgicas, em intervalos de 1 hora,
com o Analisador de Gases no Infravermelho, IRGA (Modelo LCPro+, ADC
Bioscientific, Herts, UK), durante quatro horas. A extragdo de RNA, sintese de
cDNA e RT-PCR em tempo real, foram realizados como descrito nos itens 3.3 e
3.6, apenas em folhas do clone 120, para todos os tratamentos realizados. Foram
testados 4 controles enddgenos para normalizar os dados de expressao génica:
Ubiquitina 9, Ubiquitina 10, AP47 e S24 e os resultados foram avaliados pelo
programa geNorm (Vandesompele et al., 2002). Para todos os tratamentos
realizados, o melhor controle endégeno observado foi Ubiquitina 9, que
apresentou nivel de expressao proximo aos genes de interesse e baixa variagao
de expressao entre os tratamentos realizados. Os resultados foram normalizados

com o tratamento controle.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prospeccdo de sequéncias do café e caracterizacdo dos Contigs
pertencentes a familia SnRK

Para identificar genes pertencentes a familia SnRK em café, foi feita uma
minuciosa busca de sequéncias no Banco “Genoma Café” do Consércio Brasileiro
de Pesquisa e Desenvolvimento do Café (CBPDC), onde mais de 200 mil
sequéncias ja foram depositadas e uma busca nas aproximadamente 60 mil
sequéncias de Coffea canephora pertencentes ao banco de genes “Sol Genomics
Networks”(Cornell,USA; http://www.sgn.cornell.edu/search/library _search.pl?
term=). A busca foi feita através do programa BLAST utilizando como “iscas”,
sequéncias de genes ja carcterizados pertencentes a familia SnRK de outras
espécies, como Arabidopsis e arroz. Desta forma, contigs que apresentaram alta
identidade com estas sequéncias, foram selecionados como possiveis membros
desta familia em café.

Com intuito de separar os contigs identificados e classifica-los dentro de
um dos trés subgrupos da familia SnRK, foi feita uma comparagédo entre as
sequéncias de aminoacidos dos contigs de café identificados no banco e
sequéncias de genes SnRK de outras espécies ja caracterizados e, em seguida,
foi realizado um agrupamento hierarquico entre estas sequéncias (Figura 3).
Desta forma, foram identificados 24 contigs que podem representar possiveis
genes pertencentes a familia ShnRK em café.

Observa-se na relacéo filogenética das sequéncias de aminoacidos, que
dos 24 contigs identificados, 3 (contigs 14513,7089 e 4716) destacados pela cor
cinza, alinharam-se proximos com o gene SnRK1 de milho e com a proteina AKIN
10 (SnRK1.1) de Arabidopsis thaliana (Figura 3). Estdo mais proximos também da
proteina Snf1 de leveduras e AMPK de mamiferos, que segundo Halford e Hardie
(1998), s&do homologos funcionais e estruturais de SnRK1. Desta forma, estes 3
contigs foram classificados na familia SnRK1. No genoma de Arabidopsis
thaliana, apenas trés membros dessa familia foram identificados (Hraback et al.,
2003).
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Os 5 contigs, 15120, 12770, 6278, 15442 e 7417, mostraram alta
identidade e similaridade com os genes pertencentes a familia ShnRK2 de outras
espécies, como, por exemplo, o gene NtOSAK (proteina quinase ativada por ABA)
de tabaco, pertencente a familia SnRK2, que esta envolvida em vias de
sinalizagdo em resposta a estresses (Kelner et al., 2004), o gene AAPK de Vicia
faba e 0 gene SnRK2.6 de Arabidopsis.

Os 16 contigs restantes, foram incluidos na familia SnRK3. Ao contrario do
esperado, e observado em outras espécies, alguns genes da familia SnRK3
apresentaram maior homologia com genes da familia SnRK1 enquanto outros
apresentaram maior similaridade com genes da familia SnRK2. Uma possivel
explicacao, seria o fato da maior parte das sequéncias dos genes incluidos na
familia SnRK3 ndo estarem com suas sequéncias completas. Assim, o dominio
quinase, altamente conservado e presente em todas as subfamilias, e os
dominios divergentes presentes ou ausentes nessas sequéncias devido a falta de
sequéncia completa, poderiam contribuir para este posicionamento na arvore
filogenética.

De acordo com as analises feitas, pode-se inferir que a partir da
comparagao de similaridade entre as sequéncias, foram identificados 3 contigs
pertencentes a subfamilia 1, 5 possiveis genes pertencentes a subfamilia SnRK2
e 16 genes da subfamilia SnRK3. Estudos anteriores, revelaram que o genoma de
Arabidopsis codifica para 3 membros da familia SnRK1, 10 da familia ShnRK2 e 25
membros da familia SnRK3 (Hraback et al., 2003). De forma similar, em arroz,
foram identificados 10 genes da familia SnRK2 e 30 genes da familia SnRK3
(Kolukisaoglu et al. 2004). Desta forma, de acordo com a arvore filogenética
obtida (Figura 3), observa-se que os 3 genes da familia SnRK1 foram
identificados e, aproximadamente, metade dos genes da familia SnRK2 e 3 foram

identificados.
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Figura 3: Agrupamento hierarquico da familia SnRK. Dendograma resultante
do alinhamento entre as sequéncias de proteinas dos contigs
identificados no banco de dados do café, como pertencentes a familia
SnRK e genes SnRK de outras espécies ja caracterizados. O
alinhamento multiplo foi realizado pelo programa ClustalW e o
agrupamento foi construido utilizando-se o programa MEGA4, que
construiu a arvore pelo método UPGMA. Os valores nos nés da arvore
indicam os valores de bootstrap. Os genes em parénteses indicam os
genes correspondentes em Arabidopsis, que apresentaram maior
similaridade com as respectivas sequéncias de café. Numero de acesso
das sequéncias utilizadas no agrupamento: NtOSAK: AAL89456
(Nicotiniana tabacum), AAPK: AAF27340 (Vicia faba), SnRK1:
AAS59400 (Zea mays), AKIN10: CAA56146 (Arabidopsis thaliana),
SnRK2.6: NP_001119111 (Arabidopsis thaliana), CIPK6: AAF86505
(Arabidopsis thaliana), CIPK23: NP_564353 (Arabidopsis thaliana),
SnF1: AAB64904.1 (Saccharomyces cerevisiae) e AMPK: AAB32732
(Homo sapiens).

A nomenclatura adotada para os genes da familia SnRK varia amplamente
entre as espécies e autores. Para permitir uma melhor identificagdo destes genes
em café, foi adotada a nomenclatura utilizada em genes de Arabidopsis (espécie
que apresenta esta familia génica melhor caracterizada), segundo Hraback et al.,
2003. Assim, os contigs identificados em café, neste trabalho, foram chamados
pelo mesmo nome dos genes correspondentes de Arabidopsis com o qual

apresentaram maior identidade.

4.2 |solamento e analises in silico de um novo membro da familia SnRK de
café

Analises feitas no programa BLAST, mostraram que o contig 12770
apresenta 89% de identidade com SnRK2.6 de Arabidopsis e que o contig 15120
também apresenta alta identidade com este mesmo gene (88%). O alinhamento
feito entre esses dois contigs e o gene SnRK2.6 de Arabidopsis mostrou que o
contig 12770 alinha na regido 5’, enquanto o contig 15120 se alinha na regido 3’ e
que existe uma extensa regido de sobreposigéo, altamente similar, entre os dois
contigs (com apenas 23 nucleotideos divergentes) e o gene atSnRK2.6 (Figura 4).
Desta forma, estes dois contigs, ambos incompletos, e caracterizados como

sequéncias diferentes no banco do café, podem se referir ao mesmo gene.
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12770
15120
QOST1 ath
Consensus

(433) 433 440 450 480 470 488
(433) TTTGATTTTTATTGIGCTTAGGGITCTTGTTTGGATGAAGTITGAGGCACGTTT

Section 10

12770
15120
QOSTH ath
Consensus

(487) 487 500 510 520 530 540
(487) AGCTGCTTGETGTCCRTIGATCANTRTEAACHTATEATAATNCETGTIEBCCGTT

(1) ————————- TTGTTCATTTCCTCTGATGTC TTGGTIGTCGTTAGATATTGTCTCC
(487) TIGT ATT T ATG T TG T G TTG
Section 11

12770
15120
QOST1 ath
Consensus

(541) 541 550 560 570 580 594
(541) TGRATTTGGGAT - TGAAGRAATCAGGGTICGGGCITTTTGGGTTTGAGTTGGETT

(1) —m e
(46) CREAR A RGRAARTCTTCTIGACACAGAGATTGARGT CGCARAGAGACAGA-GGAL

)
(541) AR G AT T A CAG G T & T [ AG GG
Section 12

12770
15120
OSTH1 ath
Consensus

(595) 595 600 510 620 B30 648
(594) TTCTTTGGGGCARATCGATCGAGCGGEGTTGACTGTGGGGCCGGGRAATGGATAT

1) ———— e
(99) AGAGGGGGAGAEAATGGATCGACCAGCAGTGAGTIGGTCC—————— LRATGGATTT
(595) GG & AAATGGATCGA C GC TGA TG BATGGAT T
Section 13

12770
15120
OSTH1 ath
Consensus

(649) 649 660 670 680 690 702
(648) GCCGATTATGCACGACAGCGATCGC TACGAGCTGGTGCGEGACATCGETICCGE

)
)
(1) = ——m m e
)
)

(147) GCCGATTATGCACGATAGTGATAGGTATGAACTCGT CAAGGATATTIGECTICCGE
(649) GCCGATTATGCACGA AG GAT G TR GA CT GT GGA AT GG TCCGG
Section 14

12770
15120
QST1 ath
Caonsensus

720

(702) CRRTTTIGGAGTIGGCTAGGCICAIGARAGATAGGCAGACGAACGAGCTITGTGGE

) 730
)

(1) cmmm e
)
)

740 756

(703) 703 710

(201) TARTTTTGGAGT TGCGAGAT TGATIGAGAGACARGCALAERGTARATGAGCTTGTTGE
(703) RAATTTTGGAGT GC AG T ATGA AGA A GCA B AL GAGCTTGT GC
Section 15

12770
15120
QST1 ath
Caonsensus

780 800 810

(756) CGGTAAGTATATITGAGAGAGGCGATALGATTIGATGRAGAATGTGCARAGAGRRRT

) 790
)

(1) cm e AGATMGATGAGAATGTECARAGHGARAT
)
)

(757) 757 770

(255) TETTAAATATATCGAGACACG T GAGCRAACATAGATGARAATGTARARAGGGAGAT
(757) G TAR TATAT GAGAGAGG GA RAGATTGATGAGRAATGTGCARAGAGAAAT

Section 16

12770
15120
QST ath
Consensus

820 830 840 850 864
CAACCACACHTCEBTHACECATCCCAABATHCTIEECATTHAAACGAGCTEAT
CAACCACAGETCRBTGACECATCCCAABATHCTEECATTHAAACGAGCTEAT
CAACCACAGGTCCTTHAGACATCCCAATATCGTTAGATTCAAAGAGGTTAT

CARCCACAGATCACTAAGGCATCCCAACATTIGTCCGATTITAARGAGGTCAT
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(865) 865 870 880 890 900 918
12770 (864) ATTBACHCCAACCCABETECCHATTGIBATGCARTATGCETCAGCAGGAGABCT
15120 (83) ATTGACICCAACCCACETEGCIATTGTEGATGGARTATGCETCGGGAGGAGAGCT
)
)

OST1ath (363) ATTAACACCAACCCATTTAGCCATTGTITATGGAATATGCATCTIGGAGGAGRAACT
Consensus (865) ATTGACTCCRAACCCACCTGGCTATTGTIGATGGRAATATGCCTC GGAGGAGAGCT
Section 18

(919) 919 930 940 950 960 972
12770 (918) CTTIGRAGCGRAATCTGCARTGCTIGGCCGATTCAGCGAGGATGAGGCACGATTTTT
15120 (137) CTTIGRAGCGAATC TGCARTGCTIGGCCGATTCAGCGABGATGAGGCACGATTITTT
)
)

OST1 ath (417) TTTCGAGCGAATCTGCARATGCAGGCCGCTTICAGCGRAAGACGAGGCGAGETTITTT
Consensus (919) CTTTGAGCGRATC TGCAATGCTGGCCGATTCAGCGAGGATGAGSGCACGATTTTT
Section 19

(973) 973 980 990 1000 1010 1026
12770 (972) CTTCCRRACAGCTTATATCAGGAGTCAGTTACTGTCATGCTATGCRAAGTGTGCCA
15120 (191) CTTCCANCABCTHATATCAGCACTBAGTTACTCGICATGCAATGCAAGTRTIGECA
)
)

O8T1 ath (471) CTTCCAGCAACTCATTTCAGGAGTTAGTTACTGTICATGCTATGCRAGTATGTCR
Consensus (973) CTTCCRACAGCTTATATCAGGAGTCAGTTACTGTCATGCTATGCRAGTGTGCCR
Section 20

(1027) 1027 1040 1050 1060 1070 1080

12770 (1026) CCGIGATTTGALGT TAGAGRAACACATTATTGGATGGTAGTCCIGCTCCCAGGCT
15120 (245) CCGIGRATTIGAAGT TAGAGAACACATTATIGGATGGTAGCCCTIGCTCCCAGGCT
OST1 ath (525) CCGAGACTTARLAGCTCGAGRAATACGTTATTAGATGGTAGECCGGCCCCTCGTCT
Consensus (1027) CCGTGATTTGAAGTTAGAGRACACATTATTGGATGGTAGCCCTGCTCCCAGGCT

Section 21

(1081) 1081 10390 1100 1110 1120 1134

12770 (1080 VARTTITGTGATTITGGE TP.TICCP.P.GTCTTCG'”T"“CIGCI‘-.ITCACAPCCA“ I
VAA T TGTGATTTEGCGGETATTCEAAGTCHTCIGTGETEGCATTCRCAARCCAR

OST1 ath (579

)
)
15120 (299)
)
Consensus (1081)

ARR
ARR
ARAGATATGTGATTITCGGATATTICTAAGTCATCAGTGTTACATTCGCAAC C'Ar.r.
ARRRARTTTCGTGATTTITGGCTATTCCAAGTCTTC GTGCTGCATTCACARCCARR

Section 22
(1135 1140 1150 1160 1170 1188
12770 (1134 TL ARCTGTTGGTACACCAGCATATATTIGCGCCCGRAGTTTIGC TCAAGARAGE

OST1ath (833) ATCARCTGTTGGAACTCCTIGCTTACATCGCTCCIGAGGITTTACTARAGRARGA

) 113
VB
15120 (353) @TCAACTGTTCCHACECCHGCHTARATECcCACCHCARGTTTTBC TBAAGARAGA
) A
Consensus (1135) GTCRACTGTIGGTACACCAGCATATATTGC CCIGRAGTTTIGCTCAAGARARAGR

Section 23
(1189) 1189 1200 1210 1220 1230 1242
12770 (1188 ATGRAT GGARAGATTGC I GATG TG TGGTCITGTGGAGTTACTTTGTATGT CAT

OST1 ath (687
Consensus (1189

ATGAGGARAGGTTGCAGATGTTTGGTCTTGTGGGGTTACTCTGTATGTCAT
ATGATGGARAGATTGCTGATGTGTGGTCTTGTGGAGTTACTTTGTATGTCAT
Section 24

)
) AT

15120 {407) ATATGACGGARAGATTGCIGATGTEGTGGETICTTGTIGGAGTTACTETGTATGTCAT
) AT
) AT

(1243) 1243 1250 1260 1270 1280 1296
12770 (1242) GCTIGTGGGEGGCATATCCCTITGAGGACCCAGAGGAGCCCARRARCTTCAGGR

)

)
1&20{4&}GLTTGTGGGGGCATACCLTTTTGAGGACLLAGAJJAGCCCAHAAPCTTCAGG

)

)

OSTl1ath (741) GCTGGTTGGAGCATATCCTITTCGARAGATCCCGAGGRARACCARRGAATTTCAGGA
Consensus (1243 GCTTGTGGGGGCATF&TCCTTTTGAGGACCCAGAGGAGCCCAAAAACTTCAGGAA
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(1297) 1297 1310 1320 1330 1340 1350

)
12770 (1296) GRCAATACAGCGAATTC TGARTGTCCAATACTCAAT TCCCGATTATGTTCATAT
15120 (515) GACRATACAGCGAATICTGAACGTICCAATACTCAATTCCCGATTATGTTCATAT
OST1ath (795) AACTATACATAGRAATCCTGRAAT GITCAGTATGCTATTCCGGATTATGTTCACAT
Consensus (1297) GACRAATACAGC GAATTCTGRAATGTCCAATRACTCAATTCCCGATTATGTTCATAT
Section 26
(1351) 1351 1360 1370 1380 13380 1404

)
12770 (1350) ATTTCCRAGAATGCCGTICATCTGATC TCAAGGATTITITTGTAGC TGRACCTGCRARR
15120 (560) ATCTCCAGAATGECGICATCTGATCTCARGGATITTTIGTAGCTGAACCTGCARA

OST1ath (849) ATCTCCTGARTGTCGCCATTTGATC TCCAGAATATTTGTTGCTGACCCTGCARR

)

Consensus (1351) ATCTCCAGRAATGCCGTCATCTGATC TCAAGGATTTTTGTAGC TGAACCTGCARL

Section 27

(1405) 1405 1410 1420 1430 1440 1458

12770 (1404) GRAGATACCCATTCCTGAGATCAGALACCATGAGTGGTTTTTCARGRARCCTTTC
15120 (B23) GAGGATAACCATTCCTIGAGATCAGARLCCATGAGTGGTTTCTCARGARCCTTCC
0OST1 ath (903) GAGGATATCAATTCCTGAAATARGGRAACCATGRAATGGTTTCTAARGARTCTACT
Consensus (1405) CAGGATA CCATTCCTGAGATCAGARACCATGAGTGGTTTCTCAAGAACCTTCC
Section 28

(1459) 1459 1470 1480 1490 1500 1512

12770 (1458) TGCGGATCT-ATGGACGRACARCATGGCANATEAACCATTTTTGAGAGCCATRACCR
15120 (677) TGCEBGATCTTATCEGACGACALCATGIECARATAACCATTTTIGAGGAGCCAGRACCE
OST1 ath (957) GGCAGATCTAATGARACGATRAACACGATGACCACTCAGTTTGATGAATCGGATCA
Consensus (1459) TGCGGATCT ATGGACGACALACATGGCALATARCCATTTITGA GAGCCAGACCH

Section 29
(1513 13 1520 1530 1540 1550 1568
12770 (1511 CCITATGCAGACCGATGATCAARATCATGCCCGATAARTTACCGAGGCGCCACCATTTC

) 15
) C
15120 (V1) GCCTIATGCAGAGU GATGAT GARATCATGCAGATAATTACCGAGGCCACCATTCC
0OST1 ath (1011) ACCGEGCCARAGC ATAGAAGARARTTATGCAGATCATTGCAGRAAGCAACTGTITCEC
Consensus (1513) CCTATGCAGAGCGATGATGCARATCATGCAGATAATTACCGAGGCCACCATTCC
Section 30

(1567
12770 (1565) CGCTG TG CBANCAABABT CTRA- ——— ———— ———— ————————C—————————

) 1567 1580 1590 1600 1610 1620
)

15120 (785) AACTGEICCEATEAACAGT c TR AR TEH cTREET 1HE TEE cCREE cH ~ER T cETER
)
)

OST1 ath (1085) TCCTGCAGGCACTCAGRAATC TGRACCATTACCTCACAGGARAGCTTIGGACATAGRE

Consensus (1567 CTGCTGGGATGAACAGTCTAARR CA TACCT AC GG AGC T GA T GA

Section 31

(1621) 1621 1630 1640 1650 1660 1674
12770 (1588

)
)
15120 (830) GEARAGACATGGAAGAAGATATGCGAGAGTGATCCIGAT-——-CTTIGATATTGATAG
)
)

0OST1 ath(1119) TEACGATATGGAGGARAGAC TTAGAGAGCGACCTIGATCGATCTITGACATCGACAG
Consensus (1621 GA GA ATGGA GRAGA T GAGAG GA CT TGAT CTTGA AT GA AG
Section 32

(1675) 1675 1630 1690 1700 1710 1728
12770 (1588)
15120 (890) cHECEEREH ~ T » EF A Fi T EERET A AT c NETATEACccABAGCGAAATGGGE
)
)

OST1 ath (1173) TAGCGGAGAGATTGTIGTACGCRAATGTIGAT-ACTATATATCTATT - ———-————~

Consensus (1675) AGCGGAGA AT GT TA GCRAT TGAT ACTATA A
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(1729) 1729 1740 1750 1760 1770 1782

)
12770(1588) - -\ - - - - —— -
15120 (944) TGCCTGATTATGTTRAAGCTTAATGGCTGACACARRARCTCTGTGCAGTGTRATTT
OST1 ath (1216) TGCATGGTTTICTGC TACARARATGTCAARCALRARATGT TGAAGRAATARGATTR
Consensus (1729) TGC TG TT A AATG C ACRA RRARA TG AT ATT
Section 34
{(1783) 1783 1790 1800 1810 1820 1836
12770(1588) --- - - - - - - - - - - - - - " - - ~" -~ -~ —~\ -\~ —————
16120 (998) ATCAGGGTCCATCGAGGCTTICTEGTIAATGCGAACTTCGTGEATGTICTETGCAC AL
OST1 ath (1270) AGATETIITGCTITGCTATTGAGTTCGCCCRAACTTTGT-CTCARTGAGTACACTT
Consensus (1783} & c T T TT GT C BRCTT GT C T &T CAC
Section 35
(1837) 1837 1850 1880 1870 1880 1890
12770(1588) - - - -\ - ——— ———
15120 (1052) TGTAGACTITTIGTGICCTGTITCITTGIGC I TTITGTATICTGGACCTGGGACTA
OST1 ath (1323) TGAATCTITTGATATGCARAAGACTARATTTC-———————— === — = ——————— ———
Consensus (1837) TG & T C CT T

Figura 4: Alinhamento entre sequéncias de nucleotideos dos contigs 12770 e
15120 identificados no banco do genoma do café e o gene
correspondente a SRK2.6 (OST1) de Arabidopsis. O alinhamento foi feito
no programa Vector NTI 9.0.

Para comprovar essa hipotese, primers especificos foram desenhados,
baseados no alinhamento mostrado na figura 4, e o produto de amplificagdo
obtido por PCR e posteriormente sequenciado, confirmou que esses 2 contigs se
referem ao mesmo gene, que foi denominado cnSnRK2.6 (Figura 5). O gene
apresenta 1089 pares de bases, codificando uma proteina de 363 aminoacidos,
com um peso molecular estimado de 41,25 KDa e um pl 4,81. Na figura 6, sdo
mostrados os dominios identificados nesta proteina. Analises em banco de dados
utilizando o programa BLASTP, demonstrou que esta proteina apresenta alta
identidade (E_ value = 0) com a proteina SAPK10 de Ricinus communis, com
SnRK2.6 de Arabidopsis (E-value= 1e-180) e com SAPK3 (E-value = 7e-173) de
arroz. O produto de amplificacdo obtido, foi eficientemente clonado em vetor de
expressao de plantas (pK7WG2) e inserido em Agrobacterium tumefaciens. Desta
forma, sera feita uma expresséo heteréloga em plantas de Arabidopsis mutantes
ostl (que ndo apresentam expressao de SnRK2.6), com a finalidade de

caracterizar funcionalmente o gene cnSnRK2.6 de café.
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atggatcgagcggcgttgactgtggggcoccgggaatggatatgecgattatgecacgacage

M b R A A L T V ¢& P & M DM P I M H D S5
gatcgctacgagcectggtgogggacateggttecgggaattttggagtggetaggetcatyg
r R Y E L ¥V R Db I G &8 & N F G W A E L M
aaagataggcagacgaacgagcttgtggccggtaagtatattgagagaggecgataagatt
K DR @ T N E L VvV A & K ¥ I E E & D K I
gatgagaatgtgcaaagagaaataatcaaccacagatcactgaggecatcccaacattgte
r E N VvV g R E I I N H R & L R H P N I W
cgatttaaagaggtcatattgactccaacccacctggetattgtgatggaatatgecteg
R F K E v I L T P T H L &2 I ¥V M E Y A 5
ggaggagagctctttgagcgaatctgcaatgectggecgattcagegaggatgaggcacga
& & E L F E R I ¢ N A & R F 8 E D E A R
tttttcttccaacagecttatatcaggagtcagttactgtcatgcaatgcaagtgtgeocac
F F F ¢ g L I 8 & W 5 ¥ C H &2 M Q VvV C H

cgtgatttgaagttagagaacacattattggatggtagccectgectecccaggeoctaaaaatt
R D L K L E N T L L D & & P A P R L EK I
tgtgattttggctatteocaagtettctgtgetgecattcacaaccaaagtcaactgttggt
¢c b F & ¥Y 5 K 8§ &5 v L H & @ P K S5 T V G
acaccagcatatattgcacctgaagttttgctcaagaaagaatatgacggaaagattget
T P A Y I A~ P E ¥V L L K K E ¥ D G K I &
gatgtgtggtcttgtggagttactttgtatgtcatgeocttgtgggggeocatacccttttgag
oD v w & ¢ & ¥V T L ¥ v M L VvV G A Y P F E
gacccagaggagcoccaaaaacttcaggaagacaatacagegaattetgaacgtcoccaatac

O P E E P KEN F E E T I @ RE I L N VvV Qg ¥
tcaattccoccgattatgttcatatatctecagaatgecgtecatetgatetcaaggattttt
s I P D ¥ ¥W H I § P E C BER H L I 5 R I F
gtagctgaacctgcaaagaggataaccattccoctgagatcagaaaccatgagtggtttcte
¥ A E P A K R I T I P E I E N H E W F L

aagaaccttcctgcggatcttatggacgacaacatggcaaataaccattttgaggagcca
K N L. P A D L M D D N M A2 N N H F E E P

Figura 5. Sequéncia de nucleotideos e sequéncia deduzida de aminoacidos

correspondentes ao gene SnRK2.6 de café, obtida por sequenciamento.
A sequéncia se encontra no sentido 5’- 3’, frame +1.
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ruler:

hits by profiles: [1 hit (by 1 profile) on 1 sequence]

Hits by PS50011 PROTEIN_KINASE_DOM Protein kinase domain profile -
-4 .

USERSEQ1 W (363 aa)

hits by patterns: [2 hits (by 2 distinct patterns) on 1 sequence]
LSERSEQ - n {363 aa)

PS00107 PROTEIN_KINASE_ATP Protein kinases ATP-binding region signature
29 - 52: IGSGNFGVARIMEdrgtnel. . ..o uu. . VAGE
P500108 PROTEIN_KINASE_ST Serne/Threonine profein kinases aclive-site signafure
138 - 150: VeHrDLE1eNTLL
Figura 6: Dominios encontrados na proteina  referente a SnRK2.6 de café. Os
dominios em destaque foram identificados por meio de analises da

sequéncia de aminoacidos realizada com PROSITE retirando filtros de
baixa complexidade.

A partir do agrupamento hierarquico (Figura 3), observa-se também que
dois contigs (11698 e 14038) apresentam alta homologia com o gene CIPK1 de
Arabidopsis. Uma hipotese sugerida seria a de que estes contigs possam
representar um mesmo gene em café e ndo genes diferentes como mostrado no
banco, de forma semelhante ao demonstrado para o gene cnSnRK2.6. Um
alinhamento feito entre esses 2 contigs e o gene CIPK1 de Arabidopsis (dados
nao mostrados) indicou que o contig 11698 se alinha na regido 5, enquanto o
contig 14038 se alinha na regido 3’ do gene de Arabidopsis. Ambos apresentam
uma regido de sobreposi¢cdo a sequéncia de CIPK1 de Arabidopsis, altamente
similiar. Desta forma, pode-se agora desenhar primers especificos para amplificar
o gene CIPK1 completo em café, e comprovar se referem ou ndo ao mesmo gene,

contribuindo assim para uma melhor anotagado do banco do café.
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Para verificar se os contigs identificados no banco do café, apresentavam
sequéncias completas, foi feito um alinhamento entre os contigs e os genes de
Arabidopsis, espécie que possui a familia de genes SnRK melhor caracterizada,
de maior homologia. Todos os 3 contigs classificados na familia SnRK1
provavelmente apresentam sequéncia completa, uma vez que a parte inicial e
final dos genes se alinharam com as sequéncias correspondentes em Arabidopsis
(dados ndo mostrados).

De acordo com o alinhamento feito entre as sequéncias de proteinas
identificadas da familia ShnRK2 em café e sequéncias dos genes homologos em
Arabidopsis (Figura 7), observa-se que os genes correspondentes a SnRK2.3 e
SnRK2.4, provavelmente, apresentam sequéncia completa, uma vez que a parte
inicial e final do gene se alinham com os respectivos genes de Arabidopsis. Por
outro lado, o gene SnRK2.8 parecer estar incompleto, faltando uma parte da
regido correspondente a extremidade 5. Como observado por Halford e Hardie
(1998), a sequéncia de aminoacidos de proteinas da familia SnRK2 pode ser
dividida em duas partes: um dominio catalitico N-terminal altamente conservado e
mais proximo a Snf1/MAPK e um dominio C-terminal divergente contendo regides

ricas em aminoacidos acidicos, como visto no alinhamento mostrado na figura 7.

ONSNRK2. 4 cemcmmmmcc e MDKYELVKDI GSGNFGVARLMRNKETKELVAMKY! ERG
At SNRK2. 4 memmmee oo MDKYEL VKDl GAGNFGVARL MKVKNSKEL VAMKY! ERG
CnSNRK2. 6 - - - MDRAAL TVGPGVDVPI MHDSDRYELVRDI GSGNFGVARLMKDRQTNEL VAGKY! ERG
at SnRK2. 6 - - - MDRPAVS- GP- MDLPI MHDSDRYEL VKDl GSGNFGVARL MRDKQSNEL VAVKY! ERG
OnSnRK2. 3 VSKVDRAAVTVGPAVDVP! MHDSDRYDLVRDI GSGNFGI ARLMRDKQTKELVAVKY! ERG
at SnRK2. 3 - - - MDRAPVTTGP- LDVPI MHDSDRYDFVKDI GSGNFGVARLVRDKL TKELVAVKY! ERG
At SNRK2. 8 ceemeeecmeeio oo MERYEI VKDI GSGNFGVAKL VRDKFSKEL FAVKFI ERG
ONSNRK2. 8 mm oo mmm oo mm oo e m e e e e
CnSnRK2. 4 LKI DENVAREI | NHRSLRHPNI | RFKEVWWLTPTHLAI VMKYAAGGEL FERI CNAGRFSED
at SnRK2. 4 PKI DENVAREI | NHRSLRHPNI | RFKEVWWL TPTHLAI AVEYAAGGEL FERI CSAGRFSED
CnSNRK2. 6 DKI DENVQRE! | NHRSLRHPNI VRFKEVI LTPTHLAI VMEYASGGEL FERI CNAGRFSED
at SnRK2. 6 EKI DENVKREI | NHRSLRHPNI VRFKEVI LTPTHLAI VMEYASGGEL FERI CNAGRFSED
CnSnRK2. 3 DKI DENVKRE! | NHRSLKHPNI VRFKEVI LTPTHLAI VMEYASGGEL FERI CNAGRFSED
at SnRK2. 3 DKI DENVQREI | NHRSLRHPNI VRFKEVI LTPTHLAI | MEYASGGEL YERI CNAGRFSED
at SnRK2. 8 QKI DEHVQREI MNHRSLI HPNI | RFKEVL L TATHLAL VVEYAAGGEL FGRI CSAGRFSED
ONSNRK2. 8 mmm o mmmm o mmm o e e oo NAGRFNED

. * k% % . * %
CnSNnRK2. 4 EARYFFQQLI SGVNYCHFMQ CHRDLKLENTLLDGSPAPRLKI CDFGYSKSSLLHSRPKS
at SnRK2. 4 EARYFFQQLI SGVSYCHAMY CHRDLKLENTLLDGSPAPRLKI CDFGYSKSSLLHSRPKS
CnSNRK2. 6 EARFFFQQLI SGVSYCHAMQVCHRDL KL ENTLLDGSPAPRLKI CDFGYSKSSVLHSQPKS
at SnRK2. 6 EARFFFQQLI SGVSYCHAMQVCHRDL KL ENTLLDGSPAPRLKI CDFGYSKSSVLHSQPKS
OnSnRK2. 3 EARFFFQQLI SGVSYCHSMQVCHRDL KL ENTLLDGSPAPRLKI CDFGYSKSSLLHSQPKS
at SnRK2. 3 EARFFFQQLL SGVSYCHSMQ CHRDLKLENTLLDGSPAPRLKI CDFGYSKSSVLHSQPKS
at SnRK2. 8 EARFFFQQLI SGVNYCHSLQ CHRDLKLENTLLDGSEAPRVKI CDFGYSKSGVLHSQPKT
CnSNRK2. 8 EARFFFQQLI SRVSYCHSMQ CHI DLKLENTLLDGSLAPRVKI CDFGYSKSAVFHSQPKS

*kkkkhkkkhk-k Kk Kkhk%x sk hkk kkkhkkhkkhkhkhkkhk kkk khkkkhkkhkhkk ek ke kk .
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TVGIPAYI APEVLSTKEYDGKI ADVWSCGVTL YVMLVGAYPFEDPSDPKDFRKTI GRI LK
TVGTPAYI APEVL SKKEYDGKLADVWSCGVTLYVM.VGAYPFEDPTDPKNFRKTI MRI LT
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VQYKVPDYVHI SQECRHLLSRI FVANPARRI T1 KDI KTHPWFL KNL PREL TDAAQAAYYR
VQYKI PDYVHI SQDCKNLLSRI FVANSLKRI Tl AEI KKHSWFLKNLPREL TETAQAAYFK
VQYSI PDYVHI SPECRHLI SRI FVAEPAKRI Tl PEI RNHEWFL KNL PADL MDDNVANNHF
VQYAI PDYVHI SPECRHLI SRI FVADPAKRI S| PEI RNHEWFL KNL PADL MNDNTMT TQF
VOQYTI PDHVQ SEDCRHLI SRI FVADPAQRI Tl PEI KNHVWFL KNL PADL MDENT MGNQF
VKYSI PDDI RI SPECCHLI SRI FVADPATRI SI PEI KTHSWFL KNL PADL MNESNTGSQF
AQYAI PDYVRVSDECRHLLSRI FVANPEKRI TI EEI KNHSWFLKNL PVEMYEGSLMWN- -
VHYSI PDYVRI SVECRHLLSRI FVANPEKRI NI' AEI KRHPWFL ONL PVEVVEAGSL QSND
* . .

-k sk k -k ks kkkkk k. **x % L * kk k- kkk
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Figura 7: Alinhamento entre as sequéncias de genes SnRK2 de café e as

sequéncias similares em Arabidopsis. Numero de acesso das
sequéncias utilizadas no alinhamento: atSnRK2.4: NP_172563,
atSnRK2.3: NP_201489, atSnRK2.6: NP_001119111. As letras iniciais at
e Cn significam Arabidopsis thaliana e Coffea canephora,
respectivamente. A area em verde indica regides ricas em aminoacidos
acidicos (D- aspartato e E- Glutamato)

Como previamente reportado por Halford e colaboradores (1998), a

subfamilia SnRK2 pode ainda ser dividida em 2 subgrupos. O grupo SnRK2a

apresenta, na regiao C-terminal, regides ricas em aspartato (D) enquanto o grupo

SnRK2b, apresenta regides ricas em glutamato (E). De acordo com a figura 7,

observa-se que os genes cnSnRK2.3, cnSnRK2.6 e chSnRK2.8 pertencem ao

subgrupo SnRK2a, enquanto cnSnRK2.4 pertence ao subgrupo SnRK2b. Em
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Arabidopsis, SnRK2.2, SnRK2.3, SnRK2.6, SnRK2.7 e SnRK2.8 pertencem ao
subgrupo SnRK2a (Yoshida et al., 2006).

A partir de um alinhamento feito entre os contigs de café pertencentes a
familia SnRK3 e genes dessa familia de Arabidopsis (dados ndo mostrados), foi
possivel verificar que de todos os contigs identificados e classificados na familia
SnRK3, apenas o gene correspondente a CIPK11 (contig 7715) apresenta
sequéncia completa. O alinhamento entre CIPK11 de Arabidopsis e o contig 7715,

com os dominios caracteristicos dessa familia & mostrado na figura 8.

7715 VPEI EEVPPASAVSEPPLFGKYEI GRLL GCGAFAKVYHARDVRNGQSVAI KVI NKKKVSS 60

at Cl PK11 MPEI EI AAGSGDNND— ALFGKYEL GKL L GCGAFAKVFHARDRRTGQSVAVKI LNKKKLLT 59
kkkkk . L kkkkkk ok kkkkkkkkkk s kkkk ok kkkkko ok kkkok:

7715 - TTLMSNI TREI SI MRRLRHPNI VRLHEVLATKTKI YFVMEFVKGGELFCGKI SK- GRFSE 118

at Cl PK11 NPALANNI KREI SI MRRLSHPNI VKLHEVVATKSKI FFAMEFVKGGELFNKI SKHGRLSE 119

Tk kk kkkkkkkkk kkkkkekkkke kkk kke ok kkkkkkkkkk kkkk kk o okok

7715 NLARKYFQQLI SAVGYCHL YGVFHRDLKPENL L L DENGDLKVSDFGLSAVTDQVREDGFL 178

at Cl PK11 DLSRRYFQQLI SAVGYCHARGVYHRDLKPENLLI DENGNLKVSDFGLSALTDQ RPDGLL 179
sk ks kkkkkkkokkok ok koK hok o kkkkkkkkokk s kkokk s kkkkkkkkkoks kkoke ok k. ok

7715 HTLCGTPAYVAPEI L SKKGYDGAKVDVWSCGVI LYVLTVGYLPFNDPNLMAMYRKI YQGE 238

at Cl PK11 HTLCGTPAYVAPEI LSKKGYEGAKVDWW\SCG VLFVLVAGYLPFNDPNVMNMYKKI YKGE 239
Kk kkkkkkkkkkhkkkkhhkk - kkkkkkkhhdke ke kk  kkkkkkkkko ok kke kkko okk

7715 YRCPKWVSSELKRFLSRLLDTNPATRI Tl EEI KRDPWFKKG- YKERKFYEEDFVEFNDDK 297

at Cl PK11 YRFPRWVSPDLKRFVSRLLDI NPETRI Tl DEI LKDPWFVRGGFKQ KFHDD- -- EI EDQ( 296
kok kekkk s kkkkskkkkk kk kkkkk:okk - kkkk .k -k s .

7715 VI KDDQVI |QGSTSENAFDL| SLSSG_DLSGLFD- - - - ESYSSARLAVEDSPEKI | ERVSE 353

at Cl PK11 VESS- - - L EAVKSL NAFDL| SYSSG. DL SG-FAGCSNSSGESERFLSEKSPEMLAEEVEG 353
* K kk kK kKK KAKKKKEKKKK Lk K ke * okkk -k ko

7715 VAKGVENARL KRKKE- - WGVEL QGHRDSCKFVI GLEVFRLTDSMVWVNAKKRAGDAGFFH 411

at Cl PK11 FAR- EENLRMKKKKEEEYGFEMEGQ - NGKFG G CI SRLNDL LVWEARRRGGDGDCYK 410

. *k o kokokkok Sk ke ke Ckkk kke - kk ks okkkeke sk kk ..

7715 ELVEKRI KPAI LGOHQQGLELQASTSGSSCC- 442

at Cl PK11 EMANGKLRVQLI RVCDQ- - - - TSSTNAAI - - - 435
*oooke e .. -k Ckok .

Figura 8: Alinhamento da sequéncia de am inoacidos deduzida a partir do
contig 7715 com a sequéncia da proteina de CIPK11 de  Arabidopsis.
A regiao indicada em verde indica o loop de ativagdo do dominio quinase
e em laranja € mostrado o dominio NAF presente em proteinas da
familia SnRK3. Numero de acesso da sequéncia utilizada no
alinhamento: atCIPK11: AAK16686 (Arabidopsis thaliana).
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4.3 Isolamento e analises in silico da regido promotora do gene SnRK2.6

Informacdes sobre cis-elementos sdo importantes para o entendimento de
mecanismos regulatorios da expressao génica. Em café, ainda nenhuma regiao
promotora de genes SnRKs foi identificada. Neste trabalho, foram identificados
700 pb da regido promotora do gene SnRK2.6 (Figura 9). A analise desta regido
foi realizada com auxilio do programa computacional PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/).
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> Promotor SnRK 2.6

AGTGAAAAGAGGGECACCGEEGT TGTAATACGAAT CACTATAGGGCGAATTGGTCAC
GAGT CGCATGCTCCCGECGECATGECGEATACTAT AGGECACGCGT GGTCGACGGAC
CGCEECTGGTCATAAAGCATTGCATTCAAAATTGGT TTCATAATCATTGGAATTGAG
TCTGAACGAGCTTTAATCAAAGT TAGACTTAACTTAAATGCATGTAAATTTATTAT
TTTTAAATCAGGAATAAAGAGT AAGGGT CAACCAAAAAAATAATTATTCTCNAGT T
ATAATAGAGTGAGATTTGGAAATGT TATTCAANACCATNGATTTACCGA TTTT
TTTCCCCGTCCCCTTCATCCCCCGCCT AACTAGT TGGCCAAATATGTACCTC
CATATTTTGGGANGATACACAACTACCGGATTCAACATACAACACCAACCAGGGAT
ACCACAAAGAAATTTTCTCCACAGGCTTACCAAAGTTTTCTTGTAAAAACATAAGC
TTGATTGGGACTTATTAAATTTTATAACTAAAATTAGACT TGT GAGAAACCCATTN
TGGTAGGGAGT TCCAACGT TGGTCCAAAAAAATATATNATACAAACACAGAAGAAG
TAAAGTAAGGTAGCACATTGGTATATGATAAACCGATATACTTGCTAATTTTTTTA
CACCCCCCTTATAAT TCGCAAACGCCCAT TTGAAGCAGCAACT CGAGTAATTTACC
CAAAAAGCCTATTTCCCCT TCGT CAGAACGAGT TAACGAACCTCCTACCAAACACA
CAGAAAAT GCAGAATAAGCTACAGCTAAAAGGT GAACAGCAAAAAAGCACTAAACT
TCACGAGCTTACACTCTCTATATAGATGTACACATGTATATATAGCTATACAGCTT
CGTGTGAATTGATGATGACGACGACGATCATGAAATTGATGTACTAAAAGAACCTA
GAAACAAGAAAAAGT GAAACT CGGTAGTAGAGT TGTGGTGGTAAGTAAAACCTTCA
CGGGCTTGCGGCCTTGCTTTGAGCTCATCAACCATCCTTTTTAAGGTCTCTATCTT
CGAACAACATACAAACAATTATTTACTTGGATTCTGTGATCGACAGCTTGCCAGIT
GCCACTTTGGCTTGCGEGGTTTTTGATTTTTATTGTGCTTAGGGT TCTTGTTTGGA
TGAAGTTTGAGGCACGT TTAGCTGCTTGT TGTGGATTGATGATTATGAACTTATGA
TAATGGTGT TTGGGGT TTGAATTTGCGATTGAAGAAATCAGGGTTCGEECTTTTTG
GGITTGAGTTGGTTTTCTTTGGECCAAATGGATCGAGCGECGT TG

Figura 9: Sequéncia de nucleotideos do promotor de SnRK2.6. A regiao
promotora de SnRK2.6 esta representada com varios cis-elementos em
destaque: DOF (vermelho), GATA Box (azul), TATA Box (negrito
sublinhado), MYB1AT (verde), CAAT Box (amarelo). A base G (em
negrito e sublinhado), indica o provavel sitio de inicio da transcri¢ao.
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Observa-se que a regido promotora identificada contém sequéncias
conservadas caracteristicas de promotores gerais de plantas como as sequéncias
dos elementos “TATA Box” e “CAAT Box”, além de outras sequéncias mais
especificas (Figura 9). O elemento TATA Box esta localizado a 22 pb do sitio de
inicio da transcricdo. Observa-se também que o gene SnRK2.6 apresenta uma
extensa regido 5’ nao traduzida.

Diversos sitios, possivelmente envolvidos na regulagao tecido-especifica,
foram identificados na sequéncia. Dentre eles, destaca-se o elemento GATA Box,
envolvido no controle de expresséao tecido-especifica e a regulagao por luz, que
foi localizado em diversas posi¢cdes no promotor (Figura 9).

Foram identificados varios sitios relacionados com a proteina regulatéria
DOF. As proteinas DOF s&o uma familia de fatores de transcricédo, identificadas
em associagdo com diversos promotores de genes especificos de plantas,
envolvidas em diferentes fungdes no controle da expressao génica (Yanagisawa e
Schmidt, 1999). Adicionalmente, foram identificados no promotor quatro motivos
TAAAGSTKST1, os quais podem ser sitios de ligagao de proteinas DOF, tendo
sido identificadas como responsaveis pela expressdo tecido-especifica em
células-guarda (Plesch et al., 2001). Em Arabidopsis, o gene SnRK2.6 apresenta
um importante papel na regulagdo estomatica dependente de ABA e é expresso
especificamente em células-guarda (Mustilli et al., 2002; Yoshida et al., 2002).

Uma sequéncia também identificada no promotor consiste no elemento do
tipo MYB1AT. Em Arabidopsis, foi demonstrado que este cis-elemento funciona
como ativador transcricional na sinalizagdo de ABA (Abe et al., 2003).
Adicionalmente, foi identificado o cis-elemento PYRIMIDINEBOXHVEPB1,
relacionado com a expressao génica regulada por ABA e GA3z simultaneamente
(Cercos et al., 1999).

Desta forma, o padréao de expressao do gene SnRK2.6 parece ser regulado
por um grande numero de fatores de transcricdo acessorios, indicando um

sistema complexo e cooperativo no controle da expresséo génica.
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4.4 Genes da familia SnRK sao diferencialmente expressos, em folhas e
raizes de café, em resposta a seca

Para elucidar a regulagcéo dos genes da familia SnRK em resposta a seca,
a expressao relativa de alguns genes pertencentes a familia ShnRK2 e SnRK3 foi
investigada através da técnica de RT-PCR em Tempo Real, com iniciadores
especificos para cada um dos genes de interesse. Todos os tratamentos foram
feitos em um pool 3 de réplicas biolégicas e com trés réplicas manuais. O controle
endogeno utilizado foi o gene constitutivo S24 e os dados normalizados com o
tratamento controle do clone 120.

Os quatro genes identificados no banco de dados do café e classificados
na familia SnRK2 (SnRK2.3, SnRK2.4, SnRK2.6 e SnRK2.8) foram avaliados.
Observou-se que o gene SnRK2.4 foi induzido por seca, nos clones 120 e 109,
mas em potenciais hidricos distintos (Figura 10). No clone 120, o gene SnRK2.4
foi induzido no potencial de -1,5 MPa, com uma redugcdo de expressdo no
potencial de -3,0MPa, enquanto no clone 109, o pico de expressao foi observado
no potencial hidrico mais severo (-3,0 MPa). Desta forma, observou-se que o
gene SnRK2.4 apresentou uma resposta mais rapida no clone 120 quando
comparado ao clone 109. Yoon et al (1997), mostraram que em soja, 0 gene
SPK3 (similar a SnRK2.4 de Arabidopsis) também foi induzido por seca.
Resultados similares, também foram encontrados em arroz. Em um experimento
de Northern blot, Chae e colaboradores (2007) detectaram um aumento
significativo na expressdo de SAPKG6 (similar a SnRK2.4) em condi¢cbes de
desidratacéo.

O gene SnRK2.3 apresentou uma diminuicdo dos niveis de transcritos a
medida em que o estresse aumentava, tanto no clone 120 quanto no clone 109.
Observou-se também uma maior expressao deste gene no clone 109 do que no
clone 120, em condigdes de plena irrigacdo. Por outro lado, ndo observou-se
alteragao nos niveis de transcritos dos genes SnRK2.6 e SnRK2.8, em nenhum
dos clones analisados (Figura 10).

Em 2004, Umezawa e colaboradores, demonstraram que a super-
expressao de SnRK2.8 aumentou a tolerancia a seca de plantas de Arabidopsis e

que apenas a expressao de proteinas SnRK2.8 foi alterada em resposta a seca,
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sendo a expressdo do gene inalterada por esta condigdo de estresse. De forma
semelhante, analises semi-quantitativas da expressao do gene SISnRK2C de
tomate (gene homodlogo a SnRK2.8 de Arabidopsis) em condicbes de seca,
mostraram que a expressao deste gene nao foi alterada (Yuasa et al., 2007).
Alguns estudos feitos com genes homologos a cnSnRK2.6 em diversas
espécies, mostraram que o comportamento deste gene, em condi¢cdes de seca,
varia dependendo da espécie. Em plantas de Arabidopsis submetidas a déficit
hidrico, ndo houve alteragdo dos niveis de expressao do gene SnRK2.6. Por outro
lado, W55a, uma proteina homologa a SnRK2.6 de Arabidopsis, mostrou ser
transcricionalmente induzida em plantas de trigo (Triticum aestivum L.)
submetidas a déficit hidrico e sua super-expressdo aumentou a tolerancia a seca
em plantas transgénicas de Arabidopsis (Xu et al., 2009). O gene PKABA, de
cevada (Gomez-Cadenas., 1999) também foi induzido em resposta a seca,
enquanto seu homoélogo, TaPK3 (Triticum aestivum), ndo foi induzido (Holappa et
al., 1997). Estes contrastes em genes semelhantes podem indicar que, apesar de
possuirem alta identididade na sequéncia, podem ser regulados, dependendo da

espécie de planta, de forma diferente, possuindo entao diferente funcao.
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Relative Quantification

SnRK2.3 SnRK2.4 SnRK2.6 SnRK2.8

‘ 01201 B120-1,5 =120-3 m1091 O109-1,5 IZI109-3‘

Figura 10: Padrdao de expressao dos genes pertencentes a familia SnRK2,
em folhas de café, em condicdes de seca. O valor de expressao foi
calculado usando o método 2*4“, utilizando como controle endégeno o
gene S24, e normalizado com o tratamento controle do clone 120 (sem
déficit hidrico). Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um pool de
3 réplicas bioldgicas devidamente validadas individualmente e 3 réplicas
manuais.

Seis genes da familia SnRK3 também foram avaliados. Os genes CIPKS3,
CIPK8, CIPK10 e CIPK11 apresentaram uma pequena reducao de expressao com
o aumento dos niveis de estresse (Figura 11). Por outro lado, um significativo
aumento nos niveis de transcritos foi observado no gene CIPK6 (valor de Fold
variation de quase 10), no clone 120 (potencial de -1,5MPa) enquanto no
potencial de -3,0 MPa a expressdao voltou a niveis basais. No clone 109,
entretanto, essa diminuicdo n&o foi observada, e o nivel de expressado de CIPK6
aumentou, nos dois potenciais. Um estudo recente em plantas de gréao-de-bico,
demonstrou que transcritos de CIPK6 sao induzidos 3 horas apds desidratacao e
que esta indugao foi mantida 24 horas apds o tratamento (Tripathi et al., 2009).

Um comportamento semelhante a CIPK8 de café foi encontrado em outras

espécies. Um estudo feito com CIPK8 de Arabidopsis, demonstrou que o mesmo
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nao sofreu indugcdo nem repressdo em resposta a seca (Gong et al., 2002). Um
gene da familia CIPK de ervilha (Pisum sativum), homdélogo a CIPK8 de
Arabidopsis, nao sofreu alteracdo de expressao em resposta a desidratagcao
(Mahajan e Tuteja., 2006). Entretanto, ao contrario do resultado obtido para o
gene CIPK3 em folhas de café, Kim e colaboradores (2003), demonstraram que
os niveis de transcritos de CIPK3, em plantas de Arabidopsis, foram fortemente
induzidos em resposta a seca.

Interessantemente, o gene CIPK9 mostrou um comportamento diferente
entre os clones. Este gene apresentou uma indugdo no potencial -1,5 MPa no
clone 120 (valor de Fold variation de 2), enquanto no clone 109, nenhuma
alteragao foi observada. Desta forma, o gene CIPK9 pode contribuir para uma
maior tolerancia a seca observada em plantas do clone 120 quando comparadas
ao 109. Um estudo feito com CIPK9 de Arabidopsis, demonstrou que a expressao
génica de CIPK9, apesar de afetada por outros estresses abioticos, nao foi
afetada quando plantas de Arabidopsis foram submetidas ao déficit hidrico
(Pandey et al., 2007).
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Figura 11: Ativacdo de genes da familia SnRK3, em folhas de café, em
resposta a seca. A expressao dos genes foi avaliada por RT-PCR em
tempo real em folhas, de plantas de café submetidas a diferentes
potencias hidricos, indicados na figura. O valor de expressao foi
calculado usando o método 22!, utilizando como controle endégeno o
gene S24, e normalizado com o tratamento controle (sem déficit hidrico).
Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um pool de 3 réplicas
bioldgicas e 3 réplicas manuais.

A influéncia do sistema radicular em retardar o estabelecimento de déficits
hidricos internos, pode ocorrer em fungdo das caracteristicas morfolégicas do
sistema radicular ou por meio de sinais bioquimicos (Wikinson e Davis, 1997).
Muito pouco se sabe a respeito do comportamento de genes da familia SnRK em
raizes. Grande parte dos estudos feitos até o momento apenas avalia se estes
genes sao ou ndo expressos nesse orgdo. De maneira geral, o comportamento
dos genes SnRK observado em raizes (Figuras 12 e 13) em condigbes de
deficiéncia hidrica, foi diferente daquele observado em folhas.

Diferentemente do resultado encontrado em folhas, a expressao do gene
SnRK2.4 em raizes, apresentou uma diminuicdo de expressio no potencial de 1,5
MPa, nos 2 clones, voltando aos niveis iniciais no potencial de -3,0 MPa. O gene
SnRK2.3, que teve sua expressao reduzida em folhas, apresentou um aumento
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de expressdao em raizes submetidas a seca. O mesmo comportamento foi
observado para o gene SnRK2.8. O gene SnRK2.6 mostrou uma diminui¢cao de
expressao em raizes. O comportamento diferente entre genes da familia SnRK2
em folhas e raizes de café, sugere que estes genes apresentam funcdes

diferentes nesses dois érgéos.

25 4

Relative Quantification

SnRK2.3 SnRK2 .4 SnRK2.6 SnRK2.8
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Figura 12: Regulacao da expressao de genes da familia SnRK2 por estresse
hidrico em raizes. A expressado dos genes foi medida por RT-PCR em
tempo real, pelo método 2% utilizando como controle endégeno o
gene S24, e normalizado com o tratamento controle (sem déficit hidrico).
Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um pool de 3 réplicas
biolégicas e 3 réplicas manuais.

O gene CIPK6 também foi induzido em raizes (Fold variation de 6), com
uma indugdo um pouco inferior ao observado em folhas (Figura 13). Observou-se
também uma diferenga entre os dois clones. No clone 109, em condi¢cdes de
plena irrigagdo, quase nao houve deteccao de transcritos de CIPK6, sendo estes

niveis aumentados em condi¢cdes de déficit hidrico severo, da mesma forma que
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observada em folhas. Estes dados podem indicar um potencial do gene CIPK9 no
mecanismo de tolerancia a seca apresentado somente no clone 120. Em plantas
de grao-de-bico, a expressdao de CIPK6 quase nao foi detectada em raizes em
condigdes normais. Entretanto, um significativo aumento foi observado em
condigdes de estresse hidrico, indicando uma fungdo especifica desse gene em
raizes durante o estresse (Tripathi et al., 2009).

Os genes CIPK10 e CIPK8 nao apresentaram alteragdes significativas em
resposta a seca. O gene CIPK9 apresentou um aumento de express&o no clone
120 (potencial -1,5MPa). Por outro lado, a expressao quase nao foi detectada em
plantas submetidas a seca no clone 109. Desta forma, o gene CIPK9 pode
também estar envolvido em alguma resposta de tolerancia a seca em clones 120,
ausente em clones 109. O gene CIPK11, também apresentou um menor nivel de
expressao em raizes de plantas do clone 109, embora ndo tenham respondido ao
tratamento no clone 120. O gene CIPK3 apresentou em raizes, um
comportamento semelhante ao observado em folhas.

E importante ressaltar que todos os genes SnRKs analisados neste estudo,
apresentaram niveis basais de expressao sob condi¢des normais de crescimento,
em folhas e raizes, o que demonstra que estes genes s&o requeridos em

processos normais de desenvolvimento das plantas de café.
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Figura 13: Expressdo de genes SnRK3, em raizes de café submetidas a
déficit hidrico. A expressdo dos genes foi medida por RT-PCR em
tempo real, pelo método 22*“!, utilizando como controle endégeno o
gene S24, e normalizado com o tratamento controle (sem déficit hidrico)
do clone 120. Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um pool de
3 réplicas bioldgicas devidamente validadas individualmente e 3 réplicas
manuais.

Em geral, pode-se concluir que genes de maior identidade entre espécies
diferentes podem ser regulados diferentemente, possuindo diferentes fung¢des. Da
mesma forma podemos observar que a maior parte dos genes apresentou um
padrao de expressao diferente entre raizes e folhas. Entretanto, os genes CIPK6
e CIPK9 se destacaram, pois apresentaram aumento significativo tanto em folhas
como em raizes, e de forma especial no clone tolerante, indicando seu potencial

envolvimento no papel de tolerancia a seca neste estresse.

4.5 Expressdo de genes da familia SnRK2 e SnRK3 em resposta a ABA,
estresse osmotico e estresse salino

Para avaliar o efeito de ABA, estresse osmoético e estresse salino na
inducéo de genes da familia ShnRK2 e SnRK3, foi realizado um experimento com
folnas destacadas de plantas do clone 120 e 109, e a expressdao dos genes
avaliadas por RT-PCR em tempo real. Os parametros fisiolégicos como
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fotossintese (A), transpiracédo (E) e condutancia estomatica (gs), foram medidos
em intervalos de 1 hora, durante quatro horas, para avaliar o efeito dos
tratamentos nesses parametros e a eficacia do experimento.

Analisando-se gs foi possivel observar uma reducgao significativa em folhas
tratadas com ABA e manitol (Tabela 2). A resposta ao tratamento com ABA,
porém, foi mais rapida em relagdo ao tratamento com manitol. Em folhas
destacadas colocadas em solugao salina, entretanto, ndo observou-se alteragao
de gs. O tratamento controle, como esperado, manteve a condutancia inalterada
apos 4 horas.

As taxas transpiratérias (E) seguiram padrao semelhante aos observados
para gs (Tabela 3). Visto que o fechamento estomatico acarreta decréscimos
proporcionalmente maiores a transpiracdo que a fotossintese, a redu¢do na taxa
fotossintética observada foi um pouco menor do que a observada para a
transpiracdo (Tabela 4). Como se tratou de um experimento rapido, a inibicao
fotossintética deve ter sido ocasionada principalmente devido ao fechamento dos
estbmatos, mais do que por uma inibicdo nao-estomatica da fotossintese,
determinada possivelmente pelo comprometimento da regeneracao da ribulose-
1,5-bisfosfato e também por um decréscimo na atividade de carboxilagdo dessa
enzima (Da Matta et al., 2002), uma vez que estas respostas sdo observadas e
se intensificam com um periodo maior de estresse.

Desta forma, o experimento feito com folhas destacadas se mostrou um

sistema experimental rapido e eficiente para estudos em plantas de café.
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Tabela 2: Determinagdo da Condutancia estomatica (mol m? s™) em folhas
destacadas de café ao longo do tempo, tratadas com ABA, NaCl e manitol, em

triplicata biologica.

Tratamentos 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas

Controle 120 0,074+0,0150° 0,087+0,0305"° 0,090+0,0233" 0,082+0,0051°

Controle 109 0,101+0,0150" 0,091+0,0462° 0,077+0,0057° 0,076+0,0189°
Manitol 120 0,076+0,02142 0,098+0,0287" 0,070+0,0264° 0,0130,0152°
Manitol 109 0,1010,0145" 0,087+0,0497° 0,071+0,0529° 0,020+0,0173°
NaCl 120 0,101+0,0394° 0,116+0,0252* 0,107+0,0145"®  0,088+0,0203"°
NaCl109 0,078+0,0353° 0,108+0,0327"®  0,120+0,0233" 0,1030,0100"®
ABA 120 0,099+0,0164° 0,114+0,0050" 0,0080,0069° 0,010+0,0100°
ABA 109 0,072+0,0077° 0,101+0,0342" 0,010+0,0121¢ 0,001+0,0019°

Valores representam média + desvio padrao. Letras maiusculas distintas indicam
diferengas estatisticas significativas ao longo do tempo ao longo do tempo, de
acordo com ANOVA simples com separagdo de médias pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 3: Determinagdo da taxa transpiratéria (mmol m? s”') em folhas
destacadas de café ao longo do tempo, tratadas com ABA, NaCl e manitol. As

medicoes foram feitas em 3 folhas de 3 plantas distintas.

Tratamentos 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
Controle 120 0,893+0.1854° 0,981+0,1560° 1,056+0,2262°  1,199+0,1335"
Controle 109 1,102+0,0356" 0,908+0,3920° 0,904+0,0667° 0,808+0,41505C
Manitol 120 0,951+0,1650"8 1,111+0,0365" 0,888+0,1783° 0,280+0,2469°
Manitol 109 0,862+0,1253"8 1,151+0,0442" 0,800+0,2357° 0,354+0,0047°
NaCl 120 1,004+0,2902° 1,250+0,0173" 1,217+0,1357" 1,048+0,4104°
NaCl109 1,030+0,4330° 1,001£0,2234° 1,257+0,2043" 1,314+0,0474"
ABA 120 1,086+0,1494" 1,092+0,0397 *  0,140+0,0568° 0,202+0,1266°
ABA 109 0,893+0,1186"° 0,963+0,2861"  0,152+0,0832° 0,044+0,0625°

Valores representam média + desvio padrao. Letras maiusculas distintas indicam
diferengas estatisticas significativas ao longo do tempo ao longo do tempo, de
acordo com ANOVA simples com separagdo de médias pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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Tabela 4: Determinagdo da Fotossintese liquida (umol m? s') em folhas

destacadas de café ao longo do tempo, tratadas com ABA, NaCl e manitol (M), do
clone 120 e 109.

Tratamentos 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas

Controle 120 6,036+2,4160° 8,316+0,8976°" 9,107+0,4932" 8,417+0,3748°

Controle 109 7,612+0,9273 * 6,929+3,7186° 6,609+2,3473°  6,704+3,32915%¢
Manitol 120 5,483+1,6508° 6,356+1,9466° 7,493+1,5820"  2,742+2,3164°
Manitol 109 3,936+0,8698° 5,921+3,4537° 6,900+3,6304"  3,370+2,1544°
NaCl 120 7,011+1,57425C 7,856+1,7248"8 8,406+2,2533"  6,674+2,7873°
NaCl109 5,397+2,3367 ° 6,647+1,9403° 10,004+0,8498"  8,046+1,4030°
ABA 120 8,682+0,6511" 7,264+0,8461° 1,951+0,6104°  1,720+1,0974°
ABA 109 6,179+1,9737" 6,523+1,7819" 1,404+0,6565°  1,006+0,5267°¢

Valores representam média + desvio padrao. Letras maiusculas distintas indicam
diferengas estatisticas significativas ao longo do tempo ao longo do tempo, de
acordo com ANOVA simples com separagdo de médias pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Estresses ambientais como seca, frio e salinidade acabam gerando
estresse osmotico nas plantas, levando a uma alteracdo da homeostase ibnica,
promovendo danos oxidativos e inibicdo do crescimento. O entendimento de como
as plantas respondem a esses estresses é critico para aumentar a resisténcia das
mesmas. Recentes estudos bioquimicos e genéticos demonstraram que genes da
familia SnRK apresentam um importante papel na sinalizacéo a estresse osmoético
em plantas superiores (Boudsocq e Lauriere., 2005). Assim, com a finalidade de
avaliar se os genes da familia SnRK sao induzidos por estresse osmético em
café, folhas destacadas de plantas do clone 120 foram colocadas em solugao de
manitol, por quatro horas e a expressdo dos genes avaliadas por RT-PCR em
Tempo Real (Figuras 14 e 15). O tratamento com manitol induziu fortemente a
expressao dos genes SnRK2.3, SnRK2.4, SnRK2.6 e SnRK2.8 (valores de Fold
Variation de 13, 24, 10 e 6, respectivamente). Como observado na figura 15,
alguns genes da familia SnRK3 também responderam ao tratamento com manitol.
Os genes CIPK3, CIPK11 e CIPK6 foram fortemente induzidos (valores de Fold
variation de 7, 50 e 6, respectivamente). Em contraste, alguns genes da familia

SnRK3, como CIPK8, CIPK9 e CIPK10, foram fracamente ou nao foram
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induzidos, mostrando que estes genes, provavelmente, ndo estdo envolvidos na
resposta a estresse osmoético. Observa-se que alguns genes analisados nao sao
induzidos por estresse hidrico e sdo induzidos por estresse osmotico. Talvez, em
condicbes de seca, 0s genes apresentem uma expressdo transitoria que seria
visualizada apenas nos periodos inicias do estresse.

Uma vez que alguns genes da familia SnRK sao induzidos por estresse
osmotico e hidrico, foi de interesse avaliar se essa regulagdo € dependente de
vias de sinalizagdo dependentes do horménio acido abscisico (ABA), que esta
envolvido na resposta das plantas a diversos estresses abidticos. O tratamento
em folhas destacadas com ABA, assim como o tratamento com manitol, induziu
os quatro genes da familia SnRK2 analisados neste estudo, sugerindo que a
resposta desses genes a estresse osmotico, € dependente de ABA (Figura 14).
Uma resposta a ABA também foi verificada em genes da familia SnRK3 (Figura
15). O gene CIPK11 que apresentou uma forte indugéo na presenga de manitol,
também apresentou uma resposta de mesma magnitude em resposta a ABA, o
que demonstra que, possivelmente, a reposta a estresse osmoético deste gene
também é dependente de ABA. O mesmo pode ser verificado para o gene CIPKS3.
O gene CIPK®6, que foi fortemente induzido por estresse hidrico e manitol, também
foi induzido por ABA, o que sugere que sua resposta a estresses abioticos
também é dependente de ABA. Por outro lado, o gene CIPK10 n&o sofreu
alteragao a nenhum dos tratamentos aplicados.

Também foi verificada a indugdo de alguns genes dessa familia por
estresse salino, onde as folhas destacadas foram colocadas por 4 horas em
solugcdo de NaCl 150 mM. A analise de expressao por RT-PCR em Tempo Real
revelou que os genes SnRK2.3, SnRK2.4 e SnRK2.8 foram fortemente induzidos
por estresse salino (Figura 14). O gene SnRK2.6, por outro lado, n&o foi induzido
por este tratamento. Observou-se que dos genes avaliados pertencentes a familia
SnRK3, o gene CIPK6 e CIPK10 n&o responderam ao tratamento com NaCl, e o
gene CIPK8 e CIPK9 foram levemente induzidos por esta condicdo. Os genes
CIPK3 e CIPK11, por outro lado, sofreram uma forte inducdo em resposta ao
estresse salino aplicado em folhas de café (Figura 15).

Kobayashi e colaboradores (2004), avaliaram, em arroz, o efeito de todos
os genes da familia SnRK2 em resposta a ABA, NaCl e manitol. O gene SAPK1
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(homologo a SnRK2.8) mostrou ser induzido por todos os tratamentos, sendo que
dos 3 tratamentos o ABA foi o menos eficiente. O gene SAPK3 (homdlogo a
SnRK2.6) foi induzido apenas por ABA e nao pelos outros tratamentos. SAPK4,
homologo a SnRK2.4, foi induzido por ABA e NaCl, enquanto SAPK8, homdlogo a
SnRK2.3, sofreu uma diminui¢do dos niveis de transcritos em resposta a manitol.

Em 2002, foi demonstrado que a atividade de SnRK2.6 de Arabidopsis é
estimulada por ABA mas sua expressao génica nao € regulada por este horménio
(Mustilli et al., 2002; Yoshida et al., 2002). Outras SnRK2s, homodlogas a
SnRK2.6, como PKABA de trigo (Triticum aestivum; Anderberg e Walker-
Simmons, 1992) e REK de arroz (Hotta et al., 1998), ao contrario de SnRK2.6 de
Arabidopsis, foram transcricionalmente induzidas por ABA. Assim, foi
demonstrado neste trabalho, que SnRK2.6 de café, ndo apresenta indugao, nos
momentos em que foram avaliados,em condigbes de seca, mas ¢é
transcricionalmente induzida por ABA e manitol. Este contraste pode sugerir que
este gene possa também ser importante na resposta, e que as alteragbes sejam
precoces e transitérias.

Efeitos de varios estresses ambientais nos niveis dos transcritos de
SISnRK2C de tomate (homdlogo a cnSnRK2.8) foram analisados. Nenhuma, ou
pouca alteracao foi observada quando as plantas foram submetidas a tratamento
com ABA, NaCl e seca. Assim, parece que o gene SISSnRK2C ¢
constitutivamente expresso sob estes tratamentos (Yuasa et al., 2007). Em soja,
SPK3 e SPK4 foram transcricionalmente induzidas por seca e estresse salino,
enquanto apenas SPK1 e SPK2 foram ativadas por estresse salino em leveduras.
De forma semelhante ao encontrado em café, a expressdao do gene ZmSPK1,
homologo ao gene SnRK2.4 de Arabidopsis, foi induzida por ABA, NaCl e manitol
(Zou et al., 2006).
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Figura 14: Ativacdo de genes SnRK2 em res posta a ABA, estresse osmatico

e estresse salino . Foi medida a expressao de genes SnRK2 por RT-
PCR em tempo real, em folhas destacadas tratadas com ABA, Manitol e
NaCl, por 4 horas. O valor de expressao foi calculado usando o método
224Ct ytilizando como controle endégeno a Ubiquitina 9, e os dados
foram normalizados com o tratamento controle (Tamp&ao MES-KOH). Os
cDNAs foram obtidos a partir de um pool de 6 réplicas biolégicas
devidamente validadas individualmente e 3 réplicas manuais.

A inducao do gene CIPKG, em plantas de grao-de-bico foi detectada dentro
de 30 min apdés o tratamento com NaCl e ABA, alcangando um nivel maximo em 1
hora e declinando a niveis basais depois de 24h. Experimentos feitos de super-
expressao deste gene e de mutantes que ndo expressavam este gene, sugerem
que o gene CIPK6 apresenta um importante papel na tolerancia a estresses
abidticos, e em adicao, CIPK6 tem participagdo no transporte de auxinas € no
desenvolvimento de raizes (Tripathi et al., 2009).

Em 2002, um estudo feito com o gene CIPK8 (também chamado de
PKS11) de Arabidopsis, demonstrou que o nivel de expressao desse gene nao foi
afetado quando plantas de Arabidopsis foram tratadas com ABA, sal e seca. Em
contrapartida, plantas transgénicas super-expressando CIPK8 foram mais
resistentes a altos niveis de glicose sugerindo o papel dessas proteinas quinases

na sinalizagdo de acucares em plantas (Gong et al.,2002). De forma similar ao
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observado neste trabalho, o gene CIPK3 foi fortemente induzido por ABA e NaCl
em plantas de Arabidopsis ( Kim et al., 2003).

Pandey e colaboradores (2007), demonstraram que o gene CIPK9 foi
transientemente expresso em resposta a NaCl e manitol, em plantas de
Arabidopsis. No tratamento com NaCl, os niveis de mRNA de CIPK9 aumentaram
rapidamente apos 1h, alcancando um pico maximo de expressao em 3h e
declinando apds este periodo. Desta forma, uma expressao maior de CIPK9 de
cafeeiro poderia ser encontrada em folhas tratadas por um periodo menor de
tempo com NaCl. Sob estresse osmotico, os niveis de transcritos de CIPK9
aumentaram rapidamente (cerca de 1h), sendo reduzidos apés 24h.

A inducao de alguns genes da familia SnRK por estresse osmoético, ABA e
estresse salino sugere que eles estejam envolvidos em respostas gerais a
estresses abidticos, sendo potenciais alvos em estratégias de resisténcia
engenheirada em plantas. Interessantemente, os genes CIPK6 e SnRK2.6 séo
induzidos por estresse osmético e nao por estresse salino (Figuras 14 e 15).

Quinases sao importantes elementos da sinalizagdo controlando a
respostas das plantas a estressses. Genes SnRKs induzidos por estresses
identificados nesse trabalho podem conferir maior tolerancia a estresses em
plantas de café. Estas descobertas sdo importantes e podem ajudar a dissecar
mecanismos de resposta a estresses e as fungdes de genes SnRKs em cafeeiro.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para dissecar estes mecanismos
regulatérios. O estudo da regulacdo de genes da familia SnRK auxiliara a
compreender as fungdes desses genes em respostas a condicbes adversas e
podera auxiliar na compreensdao dos mecanismos que podem aumentar a

tolerancia a estresses em cafeeiro.
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Figura 15: Ativagcdo de ge nes SnRK3 em resposta a ABA, estresse osmotico

e estresse salino. Foi medida a expressdo de genes SnRK3 por RT-
PCR em tempo real, em folhas destacadas tratadas com ABA, Manitol e
NaCl, por 4 horas. O valor de expressao foi calculado usando o método
274% utilizando como controle endégeno a Ubiquitina 9, e os dados
foram normalizados com o tratamento controle (Tampdo MES-KOH,
2mM ). Os cDNAs foram obtidos a partir de um pool de 6 réplicas
bioldgicas e 3 réplicas manuais.
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5. CONCLUSOES

- Foram identificadas sequéncias de genes da familia SnRK no banco do
café, as quais foram classificadas nas respectivas subfamilias. A partir dessas
analises foi identificado o cDNA completo do gene SnRK2.6 e uma parte de sua
regiao promotora.

- Foi possivel observar uma maior expressao dos genes CIPK6 e CIPKO9,
no clone 120, colocando-os como candidatos a mediarem a sinalizacdo da
tolerancia sobre niveis mais intensos de estresse hidrico.

- Os experimentos utilizando folhas destacadas na presenca de estresse
salino, osmaético e ABA, demonstrou que varios genes da familia SnRK2 e SnRK3
respondem a um ou mais destes estresses. Estes resultados sugerem que varios
genes da familia SnRK2 e 3 do café possuem importante fungéo na sinalizagéo ao

estresse abidtico.
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