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RESUMO

Apesar de alguns estudos em fisiologia vegetal resultarem em uma
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na tolerdncia a seca em
cafeeiro, ainda é escasso 0 conhecimento acerca das alteragdes metabodlicas e
moleculares envolvidos na resposta do cafeeiro as condicdes de estresse hidrico.
Neste sentido, estudos recentes j& resultaram na identificagdo de varios genes
candidatos apresentando expressado diferencial entre gen6tipos contrastantes para
essa caracteristica. Dentre esses, se encontram genes integrantes da via de
resposta ao estresse hidrico, previamente identificados em outras espécies
vegetais, tais como os fatores de transcricdo DREB. Resultados prévios obtidos,
analisando-se a expressdo relativa do gene DREB2A em gendtipos de C.
canephora, tolerante (Clone 14) e sensivel (Clone 22) demonstraram expressao
diferencial destes gendtipos, em plantas submetidas ao estresse hidrico. Desta
forma, o objetivo deste trabalho consistiu na identificacdo e analise de
polimorfismos na regido promotora do gene DREB2A destes gendtipos (Clone
14 e 22) de C. canephora, além de outros diferentes genotipos do género Coffea
(C. eugenioides, e C. arabica). Com os resultados obtidos foi possivel identificar
os elementos cis de regulacéo, e avaliar a ocorréncia de polimorfismos na regido
promotora do gene DREB de cafeeiro. Os polimorfismos encontrados também
permitiram a identificacdo de diferentes hapl6tipos nos genétipos estudados. A
distribuicdo dos alelos deste locus nos gendtipos sugere a segregacdo dos alelos
de C. canephora e C. eugeniédes nos genotipos de C. arabica, corroborando
com resultados obtidos em estudos geneal6gicos anteriores. A presenca de
elementos cis de regulacdo no promotor DREB2A para fatores de transcri¢do da
via dependente de ABA demonstram a possibilidade de atuagdo conjunta das
duas vias (dependente e independente de ABA), na regulacdo do gene DREB2A.
A engenharia de construcdes utilizando o vetor binario pBI1121, com diferentes
segmentos da regido promotora do gene DREB2A identificados, visa a uma
melhor caracterizagdo in vivo, da participagdo dos elementos cis e da influéncia
dos polimorfismos observados na funcionalidade deste promotor em relacdo as
respostas do cafeeiro ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Marcadores moleculares. SNPs. Tolerancia a seca. Promotor.
Engenharia genética.



ABSTRACT

Although some studies in plant physiology have resulted in a better
understanding of the mechanisms involved in drought tolerance in coffee, there
are still lack of information about the metabolic and molecular mechanisms
involved in the response of coffee to water stress conditions. In this regard,
recent studies have identified several candidate genes showing differential
expression between contrasting genotypes for this trait. Previous results obtained
by analyzing the relative expression of the gene DREB2A in genotypes of C.
canephora, tolerant (clone 14) and sensitive (clone 22) showed differential
expression of these genotypes in plants subjected to water stress. Thus, the aim
of this study was to identify and analyze the polymorphisms within the promoter
region of the gene DREB2A in those two clones of C. canephora, and other
genotypes of Coffea genus (C. eugenioides and C. arabica). With the results
achieved it was possible to identify the cis regulatory elements, and evaluate the
occurrence of polymorphisms in the promoter region of the coffee gene
DREB2A. The polymorphisms found have also allowed the identification of
different haplotypes among those genotypes and the allelic distribution of these
loci suggests the segregation of C. canephora and C. eugenioides alleles in the
C. arabica genotype. The presence of cis regulatory elements from TFs
belonging to ABA — dependent pathway in the promoter DREB2A suggest the
possibility of cross-talk between the two network (ABA — independent and —
dependent) response in the regulation process of DREB2A gene. The engineering
of gene cassettes using the binary vector pBI121 combined with different
segments of the gene promoter DREB2A, isolated from the clones 14 and 22 of
C. canephora aim at characterizing in vivo the involvement of cis elements and
the influence of the polymorphism found in the functionality of this promoter
upon the coffee response to water stress.

Keywords: Molecular markers. SNPs. Drought tolerance. Promoter. Genetic
engineering.
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1 INTRODUCAO

Entre os fatores ambientais, a demanda por &gua € a maior limitacdo
para a qualidade e produtividade vegetal, influenciando diretamente a producéo
econdmica e o suprimento alimentar. Eficientes tecnologias de irrigacdo tém
reduzido a disparidade entre o potencial e o rendimento na produgdo e
qualidade, entretanto, devido a escassez de agua em varias regides e paises, 0
melhoramento genético visando ao aumento da producdo em cultivares com
baixa disponibilidade de a4gua faz-se necessario como uma solucéo sustentavel e
economicamente viavel (Gentzbittel et al., 2009).

Historicamente, climas amenos e indices pluviométricos bem
distribuidos ao longo do ano sdo caracteristicos das regides de cultivo da cultura
cafeeira (Sylvain, 1955). Condic¢Bes climéticas desfavordveis e a crescente
expansdo da cafeicultura para regides marginais, onde tais condicGes
intensificam-se, contribuem significativamente para a reducéo da produtividade,
tornando a seca o principal estresse abidtico que afeta a producdo de café nos
paises cafeicultores. Em regides de cultivo de café sem irrigacdo, periodos de
seca intensa podem representar uma reducdo de até 80% da area de plantio
(DaMatta and Ramalho, 2006). A dificil reprodutibilidade das condigdes ideais
de cultivo requer algumas vezes o desenvolvimento de métodos biotecnoldgicos
para garantir a sustentabilidade da producéo cafeeira (Andrade, 1998).

Atualmente, muitas pesquisas tém objetivado a compreensdo dos
mecanismos de toleréncia dos vegetais ao estresse hidrico. Diferentemente da
resisténcia aos estresses bidticos, cuja maioria é dependente de caracteristicas
monogénicas, as repostas genéticas aos estresses abidticos sdo multigénicas, e
assim mais complexas e dificeis de controlar (Vinocur and Altman, 2005). O
déficit hidrico desencadeia respostas variadas nas plantas, tais como alteracdes

na expressdo génica, acimulo de compostos de baixo peso molecular
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(metabolitos ou componentes osmoticos) e a sintese de proteinas especificas
(proteinas hidrofilicas, chaperonas, etc.). A estratégia bésica de engenharia
genética para tolerancia a seca visa a introdugdo de genes funcionais envolvidos
diretamente nesses eventos (Umezawa et al., 2006). Dessa forma, a escolha de
promotores estresse induzidos, tém sido relevante para o0 sucesso da
transferéncia génica e expressao do transgene (Dale et al., 2002). Os efeitos
transcricionais quantitativos e qualitativos ocasionados por promotores podem
ser ajustados beneficamente com a selecdo do promotor mais apropriado
considerando-se as caracteristicas da planta e o tipo de transgene. Genes
induzidos por estresse tém contribuido para a caracterizacdo de promotores
valiosos. Tais promotores sdo potencialmente Gteis na engenharia genética para
a expressdo direcionada sob condi¢fes controladas (Cruces, 2004), evitando 0s
efeitos secundarios indesejaveis na auséncia do estresse e o silenciamento génico
as vezes resultante da utilizagdo de promotores constitutivos.

A transformacdo genética em plantas modelos, tais como tabaco e
Arabidopsis thaliana, demonstraram 0 envolvimento principalmente de
fosfatases, proteinas quinases e fatores de transcricdo na resposta a desidratacao
(Bray, 2004; Rizhsky et al., 2004; Chen and Zhu, 2004). Estudos recentes em
Coffea canephora sugeriram a participacdo de alguns genes no aumento da
tolerancia dessa espécie ao estresse abidtico (Marraccini et al., 2009). Contudo,
a manipulacdo desses genes em plantas perenes ainda é rara devido & grande
dificuldade de se estabelecer metodologias eficientes e répidas para
transformacao.

O objetivo deste trabalho foi (i) identificar e isolar a regido promotora
do gene DREB2A em diferentes gendtipos do género Coffea visando analisar as
caracteristicas deste promotor, e assim, tentar elucidar a influéncia da sua

regulacdo na adaptagdo ao déficit hidrico, e (i) engenheirar um cassete génico
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que auxiliard na avaliacdo da participacdo das regides deste promotor na
adaptacéo fenotipica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia Econdémica da Producgédo Cafeeira

A comercializagdo cafeeira mundial movimenta mais de 91 bilhGes de
reais por ano, sendo que a producdo cafeeira mundial foi de 120 milhGes de
sacas em 2009. No mercado ativo, o café ocupa o segundo lugar entre as
commodities comercializadas, gerando cerca de meio bilhdo de empregos. Maior
produtor mundial de café, o Brasil é responsavel por 32,88 % da produgdo de
grdos de café, com 48 milhdes de sacas, e por 31,7 % da exportacdo mundial,
movimentando aproximadamente 7 bilhdes de reais por ano (fonte: ABIC ano
2010) (Figura 1). As estimativas deste ano projetam uma colheita entre 41,89 e
44,73 milhGes de sacas de 60 quilos do produto beneficiado, 0 que representaria
a maior producdo dentre os anos da baixa bienalidade (Oliveira et al., 2011)
(Figura 2). Além de maior produtor mundial, o Brasil possui o segundo mercado
consumidor do mundo, apresentando um crescimento de 4,03% neste Ultimo ano

alcangando o maior consumo per capita ja registrado (fonte: ABIC ano 2010).
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CAFE - BENEFICIADO
EVOLUGAO DA PRODUGAO BRASILEIRA
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Figura 1. Média da produgdo cafeeira, no Brasil, em milhdes de sacas/ano durante os
altimos 10 anos. A estimativa da producdo de 2011 projeta este ano como a
maior producéo entre 0s anos de baixa bienalidade.

(Fonte: MAPA - SPAE/CONAB)

Apenas duas espécies cafeeiras, dentre as cultivadas, apresentam
importancia econdmica, Coffea arabica (Arabica) e Coffea canephora (Robusta)
e correspondem a 76% e 24% da producdo mundial, respectivamente
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2010). O
baixo teor de cafeina presente no grdo Arabica propicia uma bebida de qualidade
superior, mais apreciada no mercado mundial. O café Robusta ou Conilon,
amplamente distribuido na Africa e Asia, produz uma bebida de qualidade
inferior ao Arébica. Entretanto, sua extensa base genética contribui para melhor
adaptacdo as condicOes climaticas e maior resisténcia as doencgas, minimizando
as oscilagdes e diminuindo os custos da producdo. Os grdos desta espécie
apresentam maior teor de cafeina e &cidos, tendo como mercado principal as
industrias de café solvel e, sendo também utilizados na composicdo dos blends
(Leroy et al., 2006).
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CAFE BENEFICIADO

COMPARATIVO DE PRODUGAO
(Em milhoes de sacas)

SAFRA 2010 2011 VARIAGAO %
ARABICA 36,82 30,96 a 33,17 15,92 -9,9
ROBUSTA 11,27 10,93 a 11,56 -3,0a 2,6

TOTAL 48,09 41,89 a 44,73 12,9 a-7,0

Figura 2. Demonstrativo da participacdo das producdes de C. arabica e C. canephora na
produgdo total de café. A producdo do C. arabica corresponde a
aproximadamente 76% da producdo cafeeira no Brasil, enquanto a participacéo
do C. canephora é de aproximadamente 24%.

(Fonte: MAPA - SPAE/CONAB)

2.2 Origem da Cultura Cafeeira

Originario da Africa ou Asia, a tribo Coffeeae possui atualmente 11
géneros. Entre estes se inclui o género Coffea classificado em dois subgéneros,
Coffea subgénero Coffea e Coffea subgénero Baracoffea (Davis, 2003; Davis et
al., 2005; Bridson, 1994; Bridson, 2003). O subgénero Coffea abrange 95
espécies com diferentes variedades incluindo as de maior importancia
econdmica, C. arabica L. e C. canephora (Davis, 2003). Nativo das regides
montanhosas do sudoeste da Etidpia (Sylvain, 1955), do Platd Boma no Sudéo
(Thomas, 1942) e do Monte Marsabit no Quénia (Anthony et al., 1987), o C.
arabica vem sendo cultivado no Iémen pelos Gltimos cinco séculos e
disseminou-se para o sudeste asiatico e Europa, segundo registros que datam de
1700. No comeco do século XVIII, a primeira plantagdo cafeeira na América
Latina, em Suriname, foi introduzida pelos holandeses por progénies de uma
Unica planta da Indonésia cultivada em Amsterdam e Paris (Carvalho, 1946;

Chevalier and Dagron, 1928). Essa primeira populacdo cafeeira foi denominada
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Typica, e teve sua inser¢do no Brasil pelo Para. Outras plantas introduzidas
provenientes do Iémen, passando pela Ilha de Réunion (antiga Ilha de Bourbon),
originaram uma segunda populacdo, chamada Bourbon (Haarer, 1956). Essas
populagdes formaram a base para 0 surgimento de varios cultivares e foram
classificadas em duas variedades distintas, C. arabica variedade arabica,
conhecida como C. arabica variedade typica Cramer, e C. arabica variedade
bourbon Choussy (Figura 3B).

O C. arabica, hibrido natural do C. canephora e C. eugenioides, é a
Unica espécie cafeeira anfidipldide (2n=4x=44) e autdégama, com taxa de
autofecundacdo de aproximadamente 90% (Carvalho et al., 1991; Lashermes et
al., 1999) (Figura 3A). Originalmente, os eventos de autofecundacdo dessa
variedade promoveram a homogeneizagdo das estruturas genéticas (Charrier and
Berthaud, 1985), porém novos cultivares estdo sendo obtidos por programas de
melhoramento diversificando a base genética (Etienne et al., 2002). Em meados
da década de 30, no Brasil, um programa de melhoramento nas populacdes
“Bourbon” produziu cultivares altamente produtivos que, posteriormente,
substituiriam as plantac6es de Typica nas décadas de 50 e 60. Ainda na década
de 30, foi descoberta uma variedade and em uma plantacdo de Bourbon, cuja
caracteristica génica dominante, chamada Caturra, produzia plantas de pequeno
porte (Carvalho et al., 1991). Outras variedades foram obtidas ao longo dos
anos, como o Mundo Novo e Catuai, ambas obtidas do cruzamento entre as
linhagens Typica e Bourbon. No Brasil, cerca de 90% do parque cafeeiro é
formado pelos cultivares Mundo Novo (Bourbon x Typica) e Catuai (Caturra x
Mundo Novo) (Figura 5).
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A B Southwest Ethiopean wild coffee
Comman Ancestor |
5-25 mya ~5T5AD
Yemen
At
1680 1715-18
Species belonging C. eugenigides Java La Réunion
canepharoid group or related species |
2n=22 Zn=22 1706
1 mya Amsterdam

Polyploidization Event l

Typica Bourbon

~,

/

C. arabica |Caturra|
Amphidiploid \/
an = 44

Figura 3. (A) Heredograma genealdgico do Coffea arabica anfidipléide. O cruzamento
natural de duas espécies dipléides C. canephora e C. eugenidides originou o C.
arabica. Os genomas parentais apresentam 97,5 % de similaridade. (B) Origem
e diversificagcdo da espécie C. arabica.

Estima-se que 80% das variedades cultivadas mundialmente derivam das
bases genéticas tradicionais (Etienne et al., 2002). A introgressdo de
caracteristicas genéticas pelo cruzamento entre espécies motivou a busca de
hibridos naturais necessarios para o retrocruzamento. O Hibrido de Timor
(HdT), hibrido natural entre C. arabica (2n=4x=44) e C. canephora (2n=2x=22),
¢ a principal fonte de variabilidade genética usada em programas de
melhoramento genético visando a resisténcia as doengas (Carvalho, 2008). Ao
contrario do Arabica, o C. canephora possui uma base genética mais
diversificada decorrente da propria incompatibilidade de autofecundacéo.
Estudos de diversidade genética em populagGes de C. canephora (Montagnon et
al., 1992) demonstraram a ocorréncia em dois grupos distintos classificados em

funcdo de suas origens geograficas: Congolés e Guineano.
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O primeiro grupo, Congolés, é dividido em varios subgrupos dentre os
quais dois de maior importancia, um tolerante e outro sensivel a seca: o
subgrupo 1 (SG1) tolerante a seca, e o subgrupo 2 (SG2) sensivel a seca.
Origindrio de uma regido com indices pluviométricos elevados e bem
distribuidos ao longo do ano, os integrantes do grupo Congolés possuem
susceptibilidade a seca (Figura 4). Outras caracteristicas compdem este grupo,
tais como resisténcia a ferrugem e menor teor de cafeina nos gréos, elevando a
qualidade da sua bebida (Montagnon et al., 1992; Fazuoli, 2007; Dussert, 1999).

Limite das areas de estacéo
seca curta ou longa

..... Limite das areas sem
estacdo secas

Figura 4. Grupos de distribuicdo da diversidade de Coffea canephora. As linhas
tracejadas, azul e verde, delimitam regides com distribuicdo pluviométrica
diferente. O subgrupo SG1 originou-se em uma regido de clima mais arido, j&
0 subgrupo SG2 teve origem em uma regido de clima tropical.

(Fonte: Montagnon 2000)

As populagdes Guineanas estdo localizadas na Costa do Marfim, regido
de baixo indice pluviométrico com ocorréncia de estiagem, e apresentam como
principais caracteristicas a suscetibilidade a ferrugem, tolerancia ao déficit
hidrico e elevado teor de cafeina nos grdos produzindo uma bebida inferior ao

do grupo Congolés (Montagnon et al., 1992; Fazuoli, 2007; Dussert, 1999).
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Figura 5. Fluxograma genealdgico das variedades e cultivares de C. arabica mais
conhecidas e/ou comercializadas.

2.3. Estresse Hidrico (aspectos gerais)

O cultivo agricola sob condicdes climaticas adversas resulta em baixa
produtividade, elevado custo de producdo e praticas agricolas indesejaveis. A
utilizacdo de técnicas agricolas eficientes, como a irrigacdo, para minimizar o0s
efeitos da seca implica em custos ambientais e econémicos.

Em meio aos novos desafios climéaticos, uma das formas mais efetivas
para se aumentar ou estabilizar a produgdo € o desenvolvimento de novas
variedades pelo melhoramento genético. A diversidade genética das plantas
cultivadas € a base do desenvolvimento sustentavel de novas variedades para a

superacédo dos desafios atuais e futuros (Andrade, 2008).
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Estresses bioticos e abidticos representam o maior desafio para a
producdo agricola sustentavel podendo reduzir em até 70% a producdo. Dentre
0s estresses abidticos, o estresse hidrico decorrente de secas prolongadas e
elevadas temperaturas é o maior responsavel pela reducdo da producdo agricola
(Agarwal et al., 2006). Regides aridas, atualmente inadequadas para plantio,
correspondem a 28% da superficie do planeta (Bray, 2004).

O déficit hidrico tem grande impacto no desenvolvimento e crescimento
vegetal. As respostas das plantas a esse estresse podem ser percebidas em
diferentes niveis, compreendendo mudancas fisiologicas até alteragcbes em nivel
molecular. Considerando-se que as respostas sao controladas pelo genoma, uma
melhor compreensdo dos genes expressos em resposta ao déficit hidrico é
necessaria para uma caracterizacdo completa do mecanismo adaptativo a
condicdo limitada de &gua.

Pesquisas cientificas tém objetivado a elucidacdo dos mecanismos de
sinalizacdo nas células ativados pelo estresse hidrico (Shinozaki et al., 2003;
Xiong et al., 2002). De fato, o estresse abidtico é um estimulo complexo que
altera diferentes, porém correlacionados atributos, tais como o balango iénico e
0 estresse osmético, dando as células informagfes indispensaveis a sua

sobrevivéncia.

2.3.1 Respostas ao estresse abidtico em plantas

As reacOes desencadeadas pelo estresse hidrico nas plantas séo
inimeras, dentre as quais estdo: alteracdo da expressdo génica; acumulo de
metabdlitos como o fitohormdmio &cido abscisico (ABA) ou compostos
osmdticos ativos; e a sintese de proteinas especificas (grandes proteinas
hidrofilicas, proteinas antioxidantes, chaperonas, etc.) (Ramachandra-Reddy et
al., 2004).
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As respostas moleculares e celulares ao estresse abitico obedecem a

uma cascata de eventos que incluem a percepcdo do estimulo, transmissdo do

sinal ao citoplasma e nucleo, expressao génica e por fim alteracBes metabdlicas

gue resultam na manifestacdo da tolerancia (Figura 6).

- — Temperatura

v

Controle datranscricéo

Mecanismo de respostaao
estresse

v Estresse oxidativo.

Percepcéo e transferéncia do sinal

4 \'»‘\/\’17
LY TAN Sdlino. = Estresses secundarios: Quebra do balanco osmoético,
- - - g Hay
B RPN A v Estresse osmotico; e==) Destruicdode membranase

proteinas estruturais.

Sensores osmoticos (ex: ATHK1
Fosfolipases (ex: PLD)
Mensageiros secundarios (ex Ca*?)
MAP kinases

Sensores de Ca*?

¥

[ Fatores de transcricao

(ex: CBF/DREB, ABF, MYCIMYB]

| Ativacao génical

Chaperones
Aquaporinas

Detoxificacdo celular (SOD, PX)
Protecdo osmotica (ex: prolina)

Reestabelecimento dahomeostase celular, protecao
estrutural e funcional de proteinas e membranas celulares

[ Tolerancia ao estresse ]

Figura 6. Cadeia de eventos moleculares na resposta das plantas aos estresses abidticos:
Percepcéo e transferéncia de sinal, controle da transcricdo e mecanismos de
respostas aos estresses abidticos, adaptado de Wang, Vinocur e Altman (2003).

Anélises de transcriptomas por microarranjo (Bohnert et al., 2001; Seki

et al., 2001; Zhu et al., 2001) demonstraram que genes induzidos por estresse

abidtico podem ser agrupados conforme a funcdo dos seus produtos. Fazem

parte do primeiro grupo as proteinas funcionais, como as proteinas de membrana

que permitem o fluxo de &gua (proteinas de canais de agua e transportadores de

membrana); as enzimas fundamentais para biossintese dos compostos osmaticos

(prolina, betaina e agUcares); enzimas detoxificantes, que auxiliam no equilibrio



29

do metabolismo bioquimico, fisiolégico e celular (glutationa S-tranferase,
hidrolase, catalase, superoxidesmutase, ascorbato peroxidase, etc.); e outras
proteinas de protecdo a macromoléculas (proteinas LEA, osmotina, proteinas
anticongelantes, chaperonas e proteinas de ligagdo ao mRNA, etc.). J& no
segundo grupo estdo incluidas as proteinas regulatérias ou fatores de transcri¢éo
(bZIP, MYC, MYB e DREB, etc.), as proteinas gquinases (MAP quinase, CDP
quinase, e proteinas quinases receptoras, ribossomais e reguladoras da
transcricdo, etc.) e proteinases (phospotransferases e fosfolipases C, etc.)
envolvidas na regulagdo da transmisséo de sinais e expresséo génica.

O elevado nimero de genes regulatérios somados a expressdo
independente ou em alguns casos integrada ilustra a complexidade da regulagdo
do processo de transcricdo na resposta aos estresses abidticos. Entre tantas
proteinas, os fatores de transcricdo (FTs) compdem uma classe importante para a
compreensdo dos mecanismos de resposta ao estresse abiotico. 1sso se deve ao
fato dos FTs interagirem com elementos cis-regulatérios integrantes das regifes
promotoras dos varios genes induzidos por esse estresse, e por consequéncia,
corregularem os genes envolvidos na manifestacdo da tolerancia.

Na resposta ao estresse abi6tico, os FTs podem ser classificados em vias
de regulacdo, ABA — independente e ABA — dependente (Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Xiong et al., 2002; Thomashow, 1999) (Figura 7).

Estudos em Arabdopsis (Fowler and Thomashow, 2002) demonstraram
a existéncia de algumas vias ABA — independente, e entres estas, uma de grande
importancia envolve o complexo de regulagdo DREB/CBF.

Os fatores de transcricdo estdo classificados em familias de proteinas
que compartilham um mesmo dominio de ligacdo ao DNA. Atualmente, os FTs
associados a tolerancia por desidratacdo séo classificados em seis familias: bZIP
(proteinas regido bésica/ziper de leucina); AP2/EREBP/ERF (proteinas com
dominios AP2/EREBP/ERF); HD-Zip (proteinas homeodominio-ziper de
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leucina); MYB (proteinas com dominio do oncogene Myb); bHLH (proteinas
béasicas de hélice-volta-hélice); e ABI3/VVP1(proteinas com dominios ABI3/VP1)
(Kirch et al., 2003).

Estresse hidrico e salino

Estresse abidtico * ‘ ‘ Frio

elesao Percepgdo do sinal

Transdugao de
sinal ] \‘ \

Via independente de ABA

JA Biossitese de ABA l ‘

/_L NAC |

Fatores de | MYB2, MYC2 |[ NAC || AREB/ABF || HO-ZIP
transcrigdo | (MYB, MYC) || (RD26)}|  (b2IP) l

R

-

’

DREB2 || DREB1/CBF
(AP2ERF) || (AP2ERF)

|
-

Elemento  MYBRS, MYCRS ABRE ERDY
“cis-ative" (YAACR, CANNTG) (ACGTGGC)
Expresséo do gene D22 Gly RD296, RD20A

Lol

Expressao dos genes envolvidos na resposta ao estresse e
tolerancia

Figura 7. Redes transcricionais reguladoras de sinais de estresse abiotico e da
expressao génica, adaptado de Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki
(2007). Pelo menos seis vias de transdugdo de sinal existem e estdo
relacionadas ao estresse hidrico, alta salinidade e ao frio, fornecendo
respostas ao estresse: trés sdo dependentes de ABA (importantes na
adaptacdo a desidrataco) e trés sdo independentes de ABA. MYB2 e MYC2
sdo fatores de transcricdo (FT) que agem na via de ABA-dependente e possuem
a funcdo de ativar a expressdo do gene RD22. O fator de transcricio NAC
RD26 esta envolvido na via dependente de ABA. A sequéncia DRE ¢
importante para a regulacdo da expressdo do gene RD29A induzido na resposta
ABA-independente ao frio e a desidratagéo.

Fungao do gene

Em condi¢bes de desidratacdo, ocorre um aumento da biossintese do

ABA, ativando a expressdo de dois genes regulatérios ABA — dependentes, 0s
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sistemas bZIP/ABRE e MYC/MYB (Abe et al., 1997; Uno et al., 2000). Os
elementos de regulacdo cis do DNA, ABRE, apresentam motivos de ligagdo ao
dominio basico/ziper de leucina, estrutura presente nos FTs da familia bZIP. As
proteinas bZIP fazem parte da sinalizacdo das vias de defesa a luz UV,
salinidade, seca (Choi et al.; Jakoby et al., 2002; Uno et al., 2000) e ao acido
salicilico (Zhang et al., 1999).

As proteinas MYB desempenham fungdes importantes no metabolismo
de fenilpropanoides, no controle da estrutura celular, nas vias de sinaliza¢do dos
reguladores de crescimento e na resposta ao estresse abidtico (Martin and Paz-
Ares, 1997; Abe et al., 2003).

A classe dos fatores de ligacdo aos elementos de resposta ao etileno
(ERF), exclusiva em plantas, desempenha um papel fundamental na resposta aos
estresses ambientais. As ERFs apresentam um dominio conservado de 58-59
residuos de aminoacido (dominio ERF) capaz de se ligar a dois elementos cis,
GCC Box e ao motivo de repeticdo C CRT/elemento de resposta a desidratacdo
(DRE). O primeiro geralmente é encontrado em promotores de genes induzidos
por patdgenos e apresenta estimulagdo por etileno, o segundo participa da
expressao de genes de resposta a desidratacdo e ao frio.

Incluem-se nessa familia de FTs, os DREB (proteina de ligacdo ao
elemento de resposta a desidratacdo) que integram a via de traducdo dos sinais
ABA-independente. Os fatores de transcricio DREB se dividem em duas
classes: DREBL1 participa da resposta ao frio; e DREB2, envolvido na resposta a
desidratagdo. Entretanto, relatos de interagdes entre as vias j& foram descritos
(Chini et al., 2004).

Os primeiros cDNAs codificantes para proteinas de ligacdo ao DRE
foram isolados de arabidopsis, CBF1, DREB1A e DREB2A . A partir de entéo,

a expressdo dos genes DREB vem sendo investigada em vérias espécies vegetais.
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2.3.2 Respostas ao estresse hidrico em Coffea

A desidratacdo desencadeia uma série de alteracbes fisiologicas e
metabolicas no cafeeiro. A fim de evitar perdas adicionais de agua, a planta
promove o fechamento dos estbmatos resultando no bloqueio de didxido de
carbono (CO2) e consequente alteragdo na taxa fotossintética. Nas espécies mais
susceptiveis, o estresse oxidativo ocasiona a desintegracdo das membranas e
promove a reducdo do contetdo de clorofila (DaMatta, 2003). A reducgdo do
fluxo de vapor e da absor¢do de agua e nutrientes pelo sistema radicular resulta
na diminuicdo da producdo (Matiello and Dantas, 1987; Kumar, 1999). A
escassez de dgua no ambiente leva a perda do turgor celular, a0 aumento da
concentragdo do citossol e a consequente desidratagdo do protoplasma (Pinheiro,
2005).

Estudos prévios, no género Coffea, sugerem que 0s mecanismos
fisioldgicos responsaveis pela manifestacdo da tolerdncia em cafeeiro estdo
diretamente relacionados a sensibilidade dos estdmatos ao déficit hidrico no solo
ou na atmosfera (Pinheiro, 2005). A sensibilidade da condutancia estomatica em
C. arabica, apresentando oscilagdes a variacdo de 1/3 do aporte de dgua no solo,
faz dessa propriedade fisiologica um 6timo indicador do nivel de agua acessivel
a planta. Plantas de C. canephora, por sua vez, apresentam controle estomatico
menos responsivo as variagdes no nivel de agua do solo (Fahl, 2001). Tais
diferencas podem ser explicadas considerando-se a origem das espécies. A
Etiopia, regido nativa do C. arabica, esta situada entre 1600 a 2800 m de altura,
possui umidade atmosférica baixa e com um periodo de estiagem de 4 a 5 meses
por ano. J& o C. canephora ¢é proveniente da bacia do Rio Congo, regido de
baixa altitude, umidade perto da saturacdo, clima tropical equatorial e elevado
indice pluviométrico com distribuicdo homogénea das chuvas ao longo de 9-10

meses.
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A tolerancia a disseca¢do pode também estar relacionada ao controle do
mecanismo de ajuste osmotico e estudos recentes tém investigado a participagdo
do sistema antioxidante em cafeeiros. Segundo Lima (2002) a tolerancia a seca
em C. canephora poderia estar parcialmente associada ao aumento da atividade

de enzimas antioxidantes.

2.3.3 Estudos moleculares da tolerancia a seca em cafeeiro

Devido a caracteristica perene da cultura cafeeira (Bouharmont and
Awemo, 1979), os programas de melhoramento convencional demandam
aproximadamente 30 anos para desenvolvimento de novos cultivares (Fazuoli,
2000).

Com o objetivo de se estudar a variabilidade genética e fornecer
informagdes para programas de melhoramento genético, o Projeto Genoma Café
(Vieira et al., 2006) viabilizou a criagdo de um banco de dados genémicos
formado por sequéncias expressas (ESTSs). Utilizando materiais genéticos
provenientes de folhas, raizes, sementes e frutos, foram construidas varias
bibliotecas, incluindo as representativas de condi¢des especificas como estresse
hidrico, embriogénese somatica e outras. Acessos de Varios genes expressos —
mais de 200 mil sequéncias — foram submetidos ao banco de dados cafEST
(Andrade, 2007; Vieira et al., 2006).

Ao todo, o Projeto Genoma Café EST, gerou 214.964 sequéncias
provenientes de 37 bibliotecas de cDNA das espécies C. arabica, C. canephora,
C. racemosa. Ap0s processadas e analisadas, as sequéncias foram agrupadas em
17,982 clusters e 32,155 sequéncias Unicas. Dessas, 22% nao apresentaram
similaridade significativa apds o alinhamento com banco de dados do NCBI.
Posteriores analises comparativas entre os bancos de dados de ESTs disponiveis

para café, o banco NCBI e o cafEST demonstraram haver apenasl3% de
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redundancia nos unigenes das diferentes bases de dados (Lashermes et al.,
2008).

Atualmente, o banco de ESTs vem sendo utilizado em varios projetos de
pesquisa que visam: desenvolver novos e eficientes marcadores moleculares, que
auxiliem na analise da diversidade genética disponivel nos programas de
melhoramento; identificar e caracterizar genes de interesse agronémico;
compreender a regulacdo génica e influéncia dos genes nas vias metabdlicas;
estudar os mecanismos de resposta a diferentes estresses; e finalmente acelera o
melhoramento genético do cafeeiro (Caixeta, 2008; Lashermes et al., 2008).

Estudos, em andamento, tém objetivado a identificagdo e validagdo de
genes candidatos (GC) selecionados a partir das informacdes extraidas do banco
de dados cafEST. Andlises de macroarranjos (Vinecky, 2009) identificaram 28
clusters diferencialmente expressos, nas bibliotecas representativas de estresse
hidrico (SH2 e SH3) do banco de dados cafEST. Anélises por PCR quantitativo
demonstraram diferencas no perfil de expressdo génica, em café, de genes

candidatos a resposta ao déficit hidrico (Alves, 2009).

2.4 Marcadores moleculares e SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms,
INDELSs — Insertion/Deletions)

Todos os DNAs genbmicos apresentam padrbes para fragmentos
especificos que conferem aos mesmos, identidades exclusivas. A combinacédo de
varios sistemas de deteccdo de locus singulares para atribuir identidade
exclusiva ao genoma chama-se “DNA fingerprinting”. Os marcadores
moleculares, um desses sistemas de detecgdo, podem ser constituintes
bioguimicos (metabdlitos secundarios em plantas) e macromoléculas, proteinas,

e &cido desoxirribonucléico (DNA).
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As aplicagdes dos marcadores moleculares de DNA sdo inUmeras:
conservacdo de bancos de germoplasma; caracterizagdo de germopalasmas
(genotipagem); determinacdo da variabilidade genética, mapeamento e
identificacdo de genes; estudos filogenéticos e evolutivos; entre outros. Os
marcadores moleculares diferenciam-se pelo principio da tecnologia aplicada
para se determinar a variabilidade, por sua capacidade de indicar regifes
polimorficas, reprodutibilidade, praticidade e custo.

Existem diferentes tipos de marcadores moleculares, tais como RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RLGS (Restriction Landmark
Genomic Scanning), STS (Sequence-tagged sites), ASAPs (Allele-specific
associated primers), EST (Expressed sequence tag markers), SSCP (Single
strand conformation polymorphism), STMS (Sequence-tagged microsatellite site
markers), DAMD-PCR (Direct amplification of minisatellite DNA markers),
ISSR (Inter simple sequence repeat markers), RAPD (Randomly-amplified
polymorphic DNA markers), SCAR (Sequence characterized amplified regions
for amplification of specific band), CAPS (Cleaved amplified polymorphic
sequences), RAMPO (Randomly amplified microsatellite polymorphisms),
AFLP (Amplified fragment length polymorphism), e etc. Atualmente, os
marcadores moleculares mais empregados em estudos de polimorfismo sdo os
SNPs (polimorfismo de base Unica) e os SSRs (microssatélite ou sequéncia de
repeticdo simples). A preferéncia pelos polimorfismos de modificacdes
nucleotidicas é atribuida a alta frequéncia destes no genoma.

Os polimorfismos de base Unica sdo as variagdes genbmicas mais
ocorrentes. A andlise de SNPs pode ser divida em trés etapas. A primeira etapa
compreende na identificacdo e mapeamento dos polimorfismos em sequéncias
génicas ou genomas conhecidos. O segundo passo consiste na verificacdo de
SNPs conhecidos na sequéncia de interesse. Na terceira etapa, procura-se

estabelecer correlagbes entre os polimorfismos do genoma e manifestaces
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fenotipicas embasadas por diferentes estudos experimentais e analises
computacionais (Liao and Lee, 2010). Os polimorfismos podem ser decorrentes
de alteracdes, insercdes ou dele¢bes nucleotidicas. Nas alteracdes nucleotidicas
por transi¢do, ocorre substituicdo de uma base por outra de mesma natureza, ou
seja, purina por purina (A — G ) ou pirimidina por pirimidina (C — T). Ja as
alteragfes por transversdao ocorrem quando ha substituicdo de uma base por
outra de natureza diferente, purina por pirimidina ou vice-versa (A—-C/A-T/ G
— C/ G — T). Os polimorfismos por inser¢cdo ou delecdo sdo denominados
INDELS (“Inser¢ao/Dele¢do”). A quantidade e distribuicdo dos polimorfismos
de base unica variam conforme a pressao de selecdo. As mutagdes ocorrem tanto
na regido génica codante, podendo alterar o produto da sua expressao, como na
regido promotora, tendo o potencial de afetar a regulacdo da expressdo génica
(Liao and Lee, 2010).

Os polimorfismos regulatérios séo classificados como cis-atuantes,
sendo aqueles que afetam genes dentro ou préximo do loco polimérfico e trans-
atuantes, aqueles polimorfismos que ocorrem em um gene, mas influencia na
expressdo de outro gene em um loco distante. Esses polimorfismos na regido
regulatéria podem alterar a afinidade pelas sequéncias regulatérias ocasionando,
assim, diferencas na expressdo génica.

Quando bem caracterizados e mapeados, 0s SNPs auxiliam na avaliacdo
da diversidade genotipica das culturas. Nos Gltimos anos, a grande quantidade de
informacdo genética obtida com as novas tecnologias de sequenciamento aliada
as ferramentas bioinforméticas vem facilitando a identificagdo de SNPs e novos
microssatélites (SSRs).

Em café, um estudo pioneiro de marcadores moleculares, realizado com
a técnica RAPD no DNA de cloroplastos e mitocondrias das espécies C.
arabica, C. canephora, C. congensis, C. liberica, C. eugenioides, C. excelsa, C.

arabusta, Paracoffea ebracteolata, consolidou as relagcdes filogenéticas
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atribuidas pelos critérios convencionais (Berthou et al., 1983). Desde entdo,
vérias técnicas vém sendo utilizadas para a detecgdo de polimorfismos em nivel
de DNA. Recentes trabalhos demonstraram a importancia das informacGes
contidas em bancos de dados ESTs na identificacdo dos SNPs e na elucidacédo
dos mecanismos de regulacdo génica (Yanagui, 2009; Freire, 2010; Vidal et al.,
2010). Freire (2010) descreveu a ocorréncia de polimorfismos em genes
envolvidos na resposta ao estresse hidrico em C. arabica, e também evidenciou
diferencas no padréo de expressdo de alguns genes integrantes da via de resposta

a desidratacdo, quando expostos a diferentes niveis de estresse hidrico.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Material vegetal

Os clones tolerantes (14, 73 e 120) e sensivel (22) a seca da variedade
Conilon de C. canephora foram selecionados pelo INCAPER (Ferrdo et al.,
2000) e cultivados em casa de vegetagdo, com irrigagéo (1) ou sem irrigacao (NI:
condigéo de estresse hidrico nas folhas com pd = -3.0 MPa). Os cultivares Rubi
e lapar59, cultivados em condi¢fes de campo (Embrapa Cerrados, Planaltina-
DF) com irrigacdo (I: pd = -0.5 MPa) ou sem irrigacdo(NI: H,O - 1.7 MPa) no
sistema de pivo central. Em todos os casos, o potencial de base (pd: “pre-dawn
water potential”’) foi medido usando uma bomba de Scholander. Para todas as
plantas, as folhas foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e
conservadas na temperatura de -80°C até a extracdo dos RNA totais.

O material vegetal utilizado para isolar a regido promotora do gene
DREB?2A foi obtido a partir de uma selecdo de genétipos do género Coffea. Os
gendtipos foram escolhidos com o intuito de obter-se a maior cobertura possivel
da variabilidade genotipica existente entre as variedades e cultivares de café. A
escolha dos genotipos baseou-se em alguns critérios como: a resisténcia e
susceptibilidade ao estresse hidrico; a genealogia das variedades e cultivares; e a
importancia econdmica. O IAPAR (Instituto Agrondmico do Parand) juntamente
com o CIRAD (Centre de coopération Internationale en Recherche
Agronomique pour le Développement) cederam a Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia — Cenargen, os DNAs gendmicos (DNAg) isolados de folhas de
C. arabica cv. Mundo Novo e das variedades Bourbon e Typica (colecdo Etidpia
do IAPAR), além de outras espécies como C. eugenioides, e C.racemosa. Os
materiais bioldgicos vegetais, folhas, dos gendtipos C. canephora, clones 14 e

22, e C. arabica, Catuai 144, lapar 59, Obatd, Rubi e Tupi, foram coletados no
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banco de germoplasma localizado no campo experimental da Embrapa Cerrados.
Desta forma, foram incluidos exemplares de cultivares de C. arabica sem
introgressdo recente de C. canephora (Bourbon, Catuai, Mundo Novo, Rubi),
acessos de C. canephora tolerante (clone 14) e sensivel (clone 22) que
apresentaram diferenca no perfil de expressdo para 0 gene DREB2A, cultivares
comerciais de C. arabica com introgressdo genética de C. canephora (Tupi e

Obatd), e espécies distantes geneticamente, C. eugenidides e C. racemosa.

3.2 PCR quantitativo em tempo real (qQPCR):

As amostras de RNA total extraido de folhas foram submetidos a um
tratamento enziméatico com DNasel RNase “free” (Promega), e lug de cada
amostra foi utilizado para a transcricdo reversa, com a enzima ImPromll
(Promega), conforme recomendactes do fabricante. O cDNA fita-simples
sintetizado, foi diluido (1/50) e testado por qPCR usando pares de primers
especificos do gene DREB2A. Esses primers foram desenhados usando as
sequéncias consenso de contigs disponiveis, na Base de Dados do Genoma Café
(https://alanine.cenargen.embrapa.br/cafEST). As reagdes de amplificagdo foram
realizadas com 1ul de cDNA fita-simples em um volume final de 10ul. O
fluoréforo de deteccdo da amplificacdo em tempo real utilizado foi o SYBR-
green (SYBRGreen gPCR Mix-UDG/ROX, Invitrogen) de acordo com as
instrucbes do fabricante e a plataforma de deteccdo e analise das reacdes foi o
aparelho ABI 7500-FAST (Applied Biosystems). Para cada amostra, 0s niveis
da expressdo foram normalizados com a expresséo do gene UBQ10
(www.sgn.cornell.edu SGN-U347154), o qual codifica para a ubiquitina, como
controle endégeno. Os resultados obtidos foram analisados com o auxilio do
programa SDS v. 2.0.5 (Applied Biosystems). Os niveis da expressdo génica

foram apresentados na forma de quantificacéo relativa.
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3.3 Analises in silico

As sequéncias de DNA genbmico de um genétipo duplo hapléide de
Coffea canephora obtidas por shotgun e sequenciadas pelo sistema de
pirosequenciamento 454 foram organizadas em um banco de dados. Os
primeiros 150 pares de bases da regido codante do gene DREB2A serviram como
sequéncia referéncia para as andlises de BlastN no banco de dados 454. Foram
realizados varios BLASTSs objetivando a obtengédo de contigs que cobrissem até
aproximadamente 1500 pares de bases upstream a regido codante do gene
DREB2A. Andlises in silico da sequéncia consenso dos contigs da regido
promotora, nos bancos de dados de elementos regulatérios Plant CARE (Plant
cis-acting regulatory element) (Rombauts et al., 1999) e PLACE (Plant cis-
acting regulatory DNA elements) (Higo et al., 1999), permitiu a identificacdo de
motivos cis-regulatérios no DNA. A partir da sequéncia consenso de 1451 pares
de base foram arquitetados primers para o isolamento dos promotores por
amplificagdo do DNA gendmico nos diferentes genotipos da tabela (1).

Tabela 1. Lista dos diferentes genotipos usados para obtencdo do material genético visando a
identificacdo da regido promotora do gene DREB2A.

Genétipos Espécie Descricdo

1. Bourbon C. arabica ACesso

2. Catuai 144 C. arabica Melhoramento

3. Clone 14 C. canephora Melhoramento

4. Clone 22 C. canephora Melhoramento

5. Eugenioides C. eugenioides Acesso

6. IAPAR59 C. arabica Melhoramento

7. Mundo novo C. arabica Melhoramento

8. Obatd C. arabica Cruzamento Natural
9. Racemosa C. racemosa Acesso

10. Rubi C. arabica Melhoramento

11. Tupi C. arabica Cruzamento Natural
12. Typica C. arabica Acesso
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3.3.1 Extracéo de DNA

Folhas de cafeeiros dos cultivares de C. arabica cv. Catuai 144, lapar
59, Obatd, Rubi e Tupi foram coletadas, acondicionadas em tubos falcon,
congeladas em N, liquido e armazenadas a -80 °C, para posterior extracdo de
DNA gendmico (DNAg). Os materiais utilizados para extragdo (cadinhos e
pistilos de porcelana, microtubos, ponteiras e agua destilada) foram
esterilizados. As folhas de cafeeiro foram pulverizadas com N, liquido e 20 mg
do material pulverizado foi transferido para um microtubo (1,5 ml).

A extracdo de DNAg foi realizada pelo método CTAB (SAGHAI-
MAROOEF et al., 1984) modificado de acordo com o protocolo do Laboratério
Central de Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Para a extracdo, foi adicionado 1 ml do tampdo de extracdo CTAB pré
aquecido a 65 °C [CTAB 2% (p/v); NaCl 2 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0;
EDTA 25 mM; b-mercaptoetanol 0,2% (v/v)] ao microtubo contendo o tecido
pulverizado e, em seguida, a mistura foi homogeneizada em vortex e incubados
por 30 min. a 65 °C. Entdo, os microtubos foram centrifugados por 10 min. a
11000 rpm. Ap6s a transferéncia da fase liquida para novos microtubos foi
adicionado um volume igual de cloroférmio: &lcool isoamilico 24:1 (p/v) para
permitir a desnaturacao e insolubilizacdo protéica. A solucdo foi homogeneizada
e centrifugada por 5 min. a 11000 rpm. A fase liquida foi novamente transferida
para novos microtubos e 4 pL de RNAse (100 pg/mL) foram adicionados. As
amostras foram incubadas a 37 °C por 30 min. para permitir a digestdo completa
dos RNAs presentes. Em seguida, o DNA foi precipitado com a adigdo de 300
pL de éalcool isopropilico e centrifugacdo a 13000 rpm durante 15 minutos. Apos
descartar o sobrenadante, o excesso de sais foi removido com a adicdo de 400
UL de etanol absoluto e centrifugacdo dos microtubos em rotagdo maxima por 3

minutos. As amostras foram secadas durante 3 min. e ressuspendidas em 30 pL
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de agua Milli-Q autoclavada. A extracdo de DNA e as analises, quantitativa e
qualitativa, foram realizadas no LCBM — UFLA.

3.3.2 Analise quantitativa e qualitativa das aliquotas de DNA

A integridade das amostras de DNA extraidas foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com 1 pL de Brometo de Etideo
(0,5 pg.mL™). O gel de agarose foi visualizado sob luz ultravioleta e a imagem
foi captada pelo fotodocumentador da Loccus Biotecnologia. As amostras foram
quantificadas em espectrofotdmetro (Nanodrop® Spectrophotometer ND-1000).

A qualidade foi avaliada pelo espectro (220-600nm) com a razdo DO,go/DO,g0.

3.4 Identificacdo da Regido Promotora do gene DREB2A.

3.4.1 Arquitetura dos primers para amplificacdo da regido promotora do

gene DREB2A nos diferentes geno6tipos.

Com base na sequéncia consenso das andlises in silico, dois pares de
primers foram desenhados com o auxilio do programa PrimerQuest™M®
(Integrated DNA Technologies - IDT) para a amplificacdo da sequéncia

promotora do gene DREB2A. Os primers arquitetados para a amplificagdo da

regido promotora foram: DrebSI1F forward 5—
ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTT-3, DrebS1R reverse 5—
CCTTTCGTGGTTGTCTCTTGACCT-3", DrebS2F forward 5—
TCGTGCATTCAACAGCACCGTCA-3’, DrebS2R reverse 5—

TGGCTTTGCAGGCATTGACTACG-3".
Os primers foram utilizados na reacdo de PCR objetivando a

amplificacdo de trés fragmentos distintos da regido promotora, da seguinte
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forma: amplicon S1 (837pb), DrebS1F e DrebS1R, amplicon S2 (952pb),
DrebS2F e DrebS2R, e amplicon S1/S2 (1560pb), DrebS1F e DrebS2R (Tabela
2).

Tabela 2. Primers utilizados para as amplificacbes dos DNAg dos 12 gendtipos
estudados. Onde @, ® e © correspondem aos pares de primers utilizados para
amplificacdo do promotor DREB2A.

Primer Sequéncias dos Primers Am%l;;;)n
DrebS1IF®  5-ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTT-3’ 837
DrebSIR®  5°-CCTTTCGTGGTTGTCTCTTGACCT-3’

DrebS2F® 5 TCGTGCATTCAACAGCACCGTCA-3’ 952
DrebS2R® 5 TGGCTTTGCAGGCATTGACTACG-3’
DrebS1F® 5~ ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTT-3’ 1560

DrebS2R® 5 -TGGCTTTGCAGGCATTGACTACG-3’

O amplicon S1 abrange os pares de base -1438 ao - 601 da regido
promotora. J& o amplicon S2 amplifica a regido — 843 a + 109, abrangendo,
assim, 843pb upstream a regido codante e mais 109pb downstream ao c6don
inicial. O amplicon S1/S2 corresponde a amplificacdo da regido — 1438 a + 109
do gene DREB2A (Figura 8).

, 837 pb 952 pb
, 1560 pb :
| - Promotof’ DREA | DREB2A |
| |
- 1451 +1
S1 S2 s1/s2

Figura 8. Esquema representativo da estratégia utilizada para isolar e amplificar a regido
promotora do gene DREB2A. Os amplicons obtidos S1, S2 e S1S2 e o
tamanho dos fragmentos 837, 952 e 1547 pb séo indicados.
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A formacdo de potenciais estruturas secundérias e a especificidade dos
primers foram avaliadas pelos programas OligoAnalyzer 3.1 (IDT
Technologies) e FastPCR Professional 6.1 (Primer Digital Ltda) (Kalendar et al.,
2009).

3.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e amplificacdo do DNAg

Para a amplificacdo dos fragmentos foi utilizado 6.25 ng de DNAg de
cada gendtipo. As reacGes de PCR foram realizadas com um volume final de 50
uL de solucdo usando a enzima Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen),
segundo as especificacdes do fabricante. Essa enzima, assim como as demais
Taq Polimerases, possui atividade transferasica terminal independente de fita
molde que adiciona uma deoxiadenosina na extremidade 3’dos produtos de
PCR, auxiliando no processo de clonagem em vetores. As reagdes foram
incubadas no termociclador modelo Mastercycler® (Eppendorf) com o
programa de termociclagem descrito a seguir: desnaturacdo inicial de 94 °C por
2 min., seguido de 35 ciclos de amplificacdo: 94 °C (desnaturacdo), por 30 seg.;
68 °C (anelamento), por 30 seg.; 72 °C (extensdo), por 2 min. e de uma etapa
final de polimerizagdo por 10 min. a 72 °C. A temperatura de anelamento foi
ajustada conforme a necessidade dos pares de primers. A analise qualitativa dos
amplicons foi realizada por eletroforese em gel de agarose, como descrito
anteriormente, e o tamanho dos fragmentos foi verificado com o marcador 1 kb
DNA Ladder (Amresco). Em seguida, todos os produtos de PCR foram

clonados.
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3.4.3 Ligagéo dos produtos de PCR e clonagem no vetor

Os produtos de PCR foram clonados no vetor pCR®2.1 - TOPO
pertencente a0 TOPO TA Cloning® Kit Dual Promoter (Invitrogen) (Figura 9).
As reaces de ligagdo foram preparadas adicionando-se 0,5 pL de solugédo salina
(salt solution 1.2M NaCl e 0.06M MgCl,) e 0,5 uL de vetor a 2 pL do produto
da PCR. As misturas foram incubadas a temperatura ambiente (22-23 °C) por 30

minutos e, em seguida, acondicionadas no gelo até a transfec¢do bacteriana.

lacZa ATG Sac| BamHI  Spel

Hind Il Kpn |
M13 Reverse Primer
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG|GTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGG TCG AGC CTA GGT GAT

BstX1 EcoR | EcoR |
GTA ACG GCC GCC AGT GTIG CTG GAA TTC GGC TT] PCR Product YA GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG ccG ALY TT CGG CTT AAG ACG
Ava |
PaeRT 1
EcoRV BstX1 Notf 1 Xhol Nsi | Xba | Ap‘al

| ! | ()
AGA TAT CCA TGCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|GGC TAT

TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGG GAG CTC GTA CGT AGA TGT CCC GGG TTA AGC |GGG _ATA
4

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TA CAAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA C|AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GITT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1
3929 nucleotides

LacZo gene: bases 1-545

M13 Reverse priming site: bases 205-221

T7 promoter: bases 362-381

M13 (-20) Forward priming site: bases 389-404
f1 origin: bases 546-983

Kanamyecin resistance ORF: bases 1317-2111
Ampicillin resistance ORF: bases 2129-2989
pUC origin: bases 3134-3807

Figura 9. Mapa do vetor pCR®II TOPO TA Cloning (Invitrogen).
(Fonte: Manual Invitrogen)
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3.4.4 Transfeccéo bacteriana

Células quimiocompetentes de E. coli DH5a foram preparadas e
utilizadas para transfec¢do bacteriana. Foram adicionados 1,5 pL de ligacdo a
uma aliquota de 100 uL da preparacdo de célula competente, pré-descongeladas
em gelo. A seguir, as células foram resfriadas em gelo por 30 min. e expostas a
um choque térmico a 42 °C por 1 min. em banho seco seguido de um
resfriamento a 4 °C por 2 minutos. A mistura DNA/célula foi ressuspendida em
250 pL de meio SOC, e incubada durante 1 hora a 37 °C com agitacdo constante
(300 rpm, modelo do agitador horizontal). A selecdo dos clones transformados
foi realizada em placas de petri (J.Prolab) com meio LB s6lido (acrescido de
Agar), contendo ampicilina (100 pg.mL™), X-Gal (40 pgmL™ e IPTG (24
ng.mL™). As placas de petri contendo 100 pL da solugdo de cultura bacteriana
foram incubadas por 16 horas em estufa a 37 °C. Para cada transfeccdo, 16
colonias brancas selecionadas foram estriadas em uma nova placa de meio LB
solido, contendo ampicilina, X-Gal e IPTG nas concentracBes indicadas
previamente e, em seguida, foram inoculadas em placas de 96 pogos de cultura
tipo “deep well” (Axygen) contendo meio LB liquido acrescido de ampicilina
(100 pg.mL™). As placas estriadas foram incubadas em estufa a 37 °C por 16
horas e, posteriormente, armazenadas a 4 °C. As placas deep well foram

incubadas a 37 °C com agitacdo constante a 300 rpm.
3.4.5 Extracéo de DNA plasmidial

As extracbes do DNA plasmidial das col6nias selecionadas foram
realizadas em placas de 96 pocos “Deep well” (Axygen). A placa “Deep well”
foi centrifugadas a 4000 rpm por 6 min. para precipitar as células bacterianas. O

sobrenadante foi descartado, € uma lise inicial das células foi realizada
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adicionando-se 240 pL de solucdo | (GET) em cada poco da placa e
homogeneizando em vortex até que as células fossem ressuspendidas. A placa
foi centrifugada a 4000 rpm durante 6 minutos. O sobrenadante foi novamente
descartado, e adicionou-se mais 80 pL de solugdo | em cada pogo da placa para
garantir o rompimento completo das células. A solucdo foi homogeneizada e 60
pL da suspensdo de células foram transferidos para uma placa com fundo U
(Axygen). Em cada pogo, foram adicionados 1 pL de RNAse (10 mg.mL™) e 60
uL de solucéo I1. A placa foi selada e homogeneizada por inverséo (20 vezes).
Apo6s um rapido “spin” realizou-se a adi¢cdo de 60 pL de solucdo Il em cada
pogo, a mistura foi homogeneizada por inversao (10 vezes) e centrifugada como
indicado acima. A placa foi incubada na estufa (90 °C por 30 min.), depois
colocada no gelo por 10 min. e centrifugada novamente. O lisado foi, entéo,
filtrado por centrifugacdo com auxilio de uma placa de filtro (PALL) para uma
placa fundo V. Em seguida, adicionou-se 90 uL de isopropanol absoluto no
filtrado em cada poco da placa de fundo V. A placa foi selada e homogeneizada
por inversdo (10 vezes). Ap6s homogeneizacao, a placa foi centrifugada por 45
minutos a 4000 rpm para a precipitacdo do DNA plasmideal, e 0 sobrenadante
foi descartado. O excesso de sais presente na extracdo foi removido pela adicdo
de 200 pL de etanol 70% (4 °C) seguido de centrifugacdo a 4000 rpm durante 5
minutos. Apos o descarte do sobrenadante, a placa foi incubada em estufa a 37
°C por 15min. para evaporacdo completa etanol e o DNA foi ressuspendido em
20 uL de agua Milli-Q.

Para a avaliagdo da integridade do DNA obtido, amostras dos
plasmideos extraidos foram analisados qualitativamente por eletroforese em gel
de agarose e quantificados em  espectrofotdmetro  (Nanodrop®

Spectrophotometer ND-1000) como descrito previamente.
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3.4.6 Sequenciamento

Foram sequenciados os clones contendo os diferentes amplicons da
regido promotora dos diferentes gendtipos de café. Todos os 16 clones,
previamente selecionados, foram sequenciados em ambas as dire¢fes. Assim
sendo, foram utilizados os primers universais M13 F (forward) e M13 R
(reverse). Nas reagBes de sequenciamento foi utilizado o kit “Big Dye
Terminator” (Applied Biosystems) de acordo com as especificacbes do
fabricante. As reagbes de sequenciamento foram realizadas no termociclador
modelo PTC-100 (MJ Research), com o seguinte programa: temperatura de
desnaturacéo inicial de 96 °C, por 1min. seguidos de 35 ciclos de amplificagdo
compostos de 3 etapas: 96 °C (desnaturacdo), por 10 seg.; 55 °C (anelamento),
por 5 seg.; 60 °C (extensdo), por 4 min. e 4 °C etapa final. Os produtos
amplificados da reacdo de sequenciamento foram precipitados com a adigéo de
40 pL de isopropanol 75% em cada amostra. As placas contendo as amostras
foram seladas com adesivos e centrifugadas a 3400 rpm por 45 min. a 20 °C. A
remogdo do isopropanol foi realizada por inversao seguido de um rapido “spin”
(até 1.000 rpm). Entdo, foram adicionados 200 pL de etanol 70% em cada
amostra, a placa foi novamente selada e centrifugada por 10 min. a 20 °C. A
remocdo do etanol foi realizada por inversdo e um rapido “spin” (1000 rpm).
Para garantir a remocao completa do etanol, as placas foram secadas por 30 min.
a 37 °C, em estufa.

As amostras foram ressuspendidas em 10 pl. de Formamida Hi-Di
(Applied Biosystems) e as cadeias de DNA foram desnaturadas em
termociclador por 5 min. a 95 °C. Em seguida, as amostras foram sequenciadas

na plataforma ABI 3130xI Genetic Analyser (Applied Biosystems).
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3.4.7 Analise das sequéncias

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas a partir do uso do
programa “Sequencing analysis” versdao 5.2 da Applied Biosystems. Apos a
analise das sequéncias, as mesmas foram alinhadas com o auxilio do programa
Segman (DNASTAR). A partir dos alinhamentos obtidos e analises dos

eletroferogramas, foi possivel a detecgdo dos polimorfismos.

3.5 Caracterizagdes da Regido Promotora do gene DREB2A

3.5.1 Arquitetura dos primers para amplificacdo da regido promotora do
gene DREB2A nos gendtipos de C. canephora clone 14 e clone 22,

visando a construgdo do vetor binario.

Primers foram arquitetados visando amplificar a regido promotora para
clonagem no vetor binario para transformacdo de citrus. O objetivo das
construgbes é caracterizar funcionalmente o ndcleo promotor e avaliar a
influéncia dos motivos cis de regulacdo na manifestacdo da tolerdncia a
desidratagdo. Com base na sequéncia consenso das andlises in silico, quatro
primers foram desenhados no programa PrimerQuest™® (Integrated DNA
Technologies - IDT) para a amplificacdo de trés sub-regides, de extensGes
diferentes, da sequéncia promotora do gene DREB2A de dois gendtipos de C.
canephora contrastantes para a tolerancia a seca. Os primers arquitetados para a
amplificacdo das sub-regides do promotor foram: DrebPProxF forward 5’—
TAATTCCAAGCTTTGTCTGAAGT-3’, DrebPMedF forward 5—
AAGAGAACAACAAGCTTCTTGT-3’, DrebPDistF forward 5—
TCCTAGTAAGCTTCACGTTGT-3", DrebPR reverse 5—
TGTTGAGAAATGGTTAGATCTTGAA-3".
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As sequéncias oligonucleotidicas dos primers foram alteradas para a
insercdo de sitios de restricdo das enzimas Hind Il (vermelho), nos primers
forward, e Bgl Il (verde), no primer reverse. Essas alteracdes foram concebidas
por uma estratégia de clonagem para possibilitar a ligacdo dos amplicons ao
vetor binério.

Os primers foram utilizados na PCR objetivando a amplificagdo de trés
fragmentos distintos da regido promotora, da seguinte forma: Amplicon Dreb
Proximal (765bp), DrebPProxF e DrebPR, amplicon Dreb Mediano (1.118bp),
DrebPMedF e DrebPR, e amplicon Dreb Distal (1.469bp), DrebPDistF e
DrebPR (Tabela 3).

Tabela 3. Primers utilizados para as amplificacbes dos DNAg dos genotipos Clone 14 e
22. Onde @, ® ¢ © correspondem aos pares de primers utilizados para
amplificacdo do promotor DREB2A.

. A . Adaptadores
Primers Sequéncias dos Primers (Sitios de Restrigio)
DrebPProx ® 5~ TAATTCCAAGCTTTGTCTGAAGT-3’ Hind 111
DrebPMed ® 5~ AAGAGAACAACAAGCTTCTTGT-3’ Hind 111
DrebPDist® 5~ TCCTAGTAAGCTTCACGTTGT-3’ Hind 111
DrebPRES gf TGTTGAGAAATGGTTAGATCTTGAA- Bgl I

O amplicon Dreb Proximal abrange os pares de base + 1 ao - 765 da
regido promotora. Ja o amplicon Dreb Mediano amplifica a regido + 1 a— 1.118.
O amplicon Dreb Distal corresponde a amplificacdo da regido + 1 a - 1469 do
gene DREB2A (Figura 10).
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Figura 10. Amplificagdo da regido promotora do gene DREB2A dos clones 14 e 22 de C.
canephora var. Conilon com os primers DPProx, DPMed, DPDist e DPR.
Esquema ilustrativo das regides do promotor do gene DREB2A amplificadas
visando a construcdo do cassete génico

A formacdo de potenciais estruturas secundarias, a especificidade dos
primers, e a diminuicdo da temperatura de anelamento pelo pareamento
inadequado (mismatch) foram avaliadas pelos programas OligoAnalyzer 3.1
(IDT Technologies) e FastPCR Professional 6.1 (Primer Digital Ltda) (Kalendar
et al., 2009).

3.5.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e amplificacdo do DNAg

Para a amplificacdo dos fragmentos foi utilizado 6.25 ng de DNAg de
cada gendtipo. As reacGes de PCR foram realizadas com um volume final de 50
pL de solugdo usando a enzima Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen),
segundo as especificacbes do fabricante. As reagdes foram incubadas no
termociclador modelo Mastercycler® (Eppendorf) com o programa de
termociclagem descrito a seguir: desnaturacdo inicial de 94 °C por 2 min.,,
seguido de 35 ciclos de amplificacdo: 94 °C (desnaturacdo), por 30 seg.; 68 °C
(anelamento), por 30 seg.; 72 °C (extensdo), por 2 min. e de uma etapa final de

polimerizagdo por 10 min. a 72 °C. A temperatura de anelamento foi ajustada



52

conforme a necessidade dos pares de primers. Em todas as reagdes de
amplificacdo foram inseridos 10 ciclos iniciais com valores mais baixos de
temperatura de anelamento para garantir 0 pareamento dos primers na
sequéncia-alvo. O reajuste na temperatura de anelamento foi calculado pelo
valor de temperatura, em graus, perdido com a presenca dos mismatchs. A
analise qualitativa dos amplicons foi realizada por eletroforese em gel de
agarose, como descrito anteriormente, e o tamanho dos fragmentos foi verificado
com o marcador 1 kb DNA Ladder (Amresco). Em seguida, todos os produtos

de PCR foram clonados.

3.5.3 Subclonagem dos produtos de PCR e digestdo

Os produtos de PCR, com adaptadores de sitio de restricdo, foram
ligados ao vetor de transicio pGEM-T Easy Vector (Promega), conforme as
especificagdes do fabricante, para estabilizar as extremidades 5e 3'dos
amplicons e facilitar a digestdo endonucleésica das enzimas de restricdo. Os
plasmideos foram transfectados em células bacterianas e extraidos,
posteriormente, como descrito nos subitens anteriores.

Os insertos, com adaptadores de sitio de restricdo, foram digeridos com
as enzimas Hind 111 e Bgl Il. A reacdo de digestdo foi realizada em um volume
final de 20 puL, sendo 1 uL de DNA plasmidial, 2 pL. de tampao, 0,5 uL de cada
enzima, 0,2 uL de BSA e 15,8 uL de agua-milig. A reacdo foi incubada a 37 °C
por 2 horas. O produto da digestéo foi purificado utilizando-se o kit “Wizard SV

Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), segundo as normas do fabricante.
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3.5.4 Digestao do vetor binério

O vetor binario utilizado para a construcdo foi o pBI121. Este vetor
possui um cassete génico para expressao da enzima B-glucuronidase. O cassete é
composto por um promotor constitutivo, 35S, regulando a regido codante do
gene GUS e a regido terminadora NOS. Formas circularizadas do vetor foram
digeridas, com as enzimas de restricdo Hind Il e BamH |, para excisdo do
promotor 35S e posterior ligagdo com os amplicons do gene DREB2A
amplificados. Na reagdo de digestdo foram utilizados 40 pL do vetor pBI121, 20
pL do tampao de digestdo, e 5 pL das enzimas Hind Il e BamH I, o volume
final foi completado com agua para 100 pL. A reacéo foi incubada a 37 °C por 2
horas. O produto de digestdo foi analisado em gel de agarose 0,7%, o fragmento
do vetor linearizado (9kb), sem o promotor 35S, foi isolado e purificado
utilizando-se o kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega),

segundo as recomendaces do fabricante.

3.5.5 Ligacgdo dos produtos de PCR ao vetor binario

Os fragmentos digeridos do vetor pGEM-T Easy Vector foram ligados a
formas linearizadas do vetor pBI121. As reacOes de ligagdo foram preparadas
adicionando-se 6 uL do DNA digerido, 1 puL do vetor pBl 121, 1 uL do tampao,
1 puL da enzima T4 DNA ligase ¢ 1 uL de &gua. As misturas foram incubadas a
temperatura ambiente (22-23 °C) por 1 hora e, em seguida, acondicionadas no
gelo até a transfeccdo bacteriana. A transfeccdo foi realizada conforme descrito
no item 3.4.4.
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3.5.6 Sequenciamento

Os clones positivos confirmados por digestdo foram sequenciados para a
confirmacdo da sequéncia promotora. Assim sendo, foram utilizados os primers
universal M13 R (reverse), DrebS1R (reverse) e DrebS2F (forward). Nas
reacOes de sequenciamento das constru¢des Dreb Proximal foi utilizado somente
o primer M13R, nas construcfes Dreb Mediano, os primers M13 R e DrebS1R,
e nas construcdes Dreb Distal, os primers M13 R, DrebS1R e DrebS2F. A

reacdo de sequenciamento foi realizada conforme descrito no item 3.4.6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressdes do gene DREB2A por PCR quantitativo em tempo real
q(PCR)

Os resultados da expressdo do gene DREB2A (Contig 14421) nos
gendtipos de C. canephora clone 14, 22, 73 e 120 mostraram uma expressao
diferencial entre os gendtipos tolerantes (14, 73 e 120) e o gendtipo sensivel
(22), corroborando com os resultados obtidos por Marraccini et al. (, 2009)
(Figura 11). Todos os clones foram submetidos a dois regimes hidricos, irrigado
() e ndo-irrigado (NI). Ambos os gendtipos, tolerante e sensivel, apresentaram
aumento da expressdo do gene DREB2A em condi¢Bes de déficit hidrico.
Também, foi possivel observar que o nivel de expressao foi maior (3 a 10x) no
grupo tolerante em comparagdo ao genoétipo sensivel. Esses resultados
confirmam a influéncia do estresse hidrico na expressdo do gene DREB2A e
permitem inferir que a participacdo desse gene no mecanismo de resposta a seca
pode contribuir para o desenvolvimento da tolerdncia ao estresse hidrico,
consistente com os resultados de Dubouzet et al. (2003), Kasuga et al.(2001) e
Liu et al.(1998).
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Figura 11. Perfis de expressdo do gene DREB2A em folhas dos clones 14,73,120 e 22 de
C. canephora var. Conilon com Irrigagdo (I) e sem Irrigacdo (NI), obtidos
por meio da técnica de gPCR. O gene DREB2A apresentou aumento de
expressdo sob limitagdo de &gua e diferenca significativa no perfil de
expressao entre 0s gendtipos tolerantes 14, 73, 120 e o gendtipo sensivel 22.

4.2 Isolamento e identificacéo da regido promotora

A determinacéo da sequéncia promotora do gene DREB2A foi realizada
com a analise das sequéncias do banco de dados de shotgun do DNA genémico
de C. canephora. O banco de dados foi obtido com o pirosequenciamento por
454 (Roche) de fragmentos produzidos pela técnica shotgun do DNA gendmico
de um C. canephora duplo hapléide. Anélises por BlastN da sequéncia de EST
do gene DREB2A neste banco de dados permitiram a identificagdo de sequéncias
similares (Hits). Os hits foram montados em uma sequéncia consenso
objetivando a identificacdo dos motivos cis de regulacdo na regido promotora. A
sequéncia consenso de 1588 pares de bases abrange a regido da posicao -1451 a
+137 do gene DREB2A, incluindo os primeiros 45 residuos de amino&cidos da

proteina.
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Figura 12. Representacdo da estratégia de alinhamento dos hits obtidos por Blast da
sequéncia EST do gene DREB2A no banco de dados de Shotgun do DNAg de
C. canephora. Foi obitda uma sequéncia consenso de 1558 pb.

As andlises da sequéncia consenso nos banco de dados de motivos cis de
regulacdo PLACE (Plant Cis-acting Regulatory DNA elements) e PlantCARE
(Plant Cis-Acting Regulatory Elements) possibilitou a identificagdo dos
elementos de regulagdo caracteristicos da resposta ao estresse hidrico, como
ERF/DRE (Dehydration Responsive Element), ERE (Ethylene Responsive
Element), ABRE (ABA Responsive Element), MYCRS (MYC Responsive
Binding Site), MYBRS (MYB Responsive Binding Site), ATHB (HD-ZIP
Responsive Element), ERD1 (Early Responsive to Dehydration 1), entre outros
(anexo). A base dos bancos PLACE e PlantCARE é constituida apenas de
referéncias comprovadas experimentalmente da participacdo desses elementos
de regulacdo no controle da expresséo génica.

Com base na sequéncia consenso obtida de C. canephora, foram
arquitetados primers visando a amplificacdo dos diferentes genotipos do género
Coffea (APENDICE - Tabela 4). Como caracteristico das regides promotoras, a
sequéncia consenso apresentou elevado numero de sequéncias repetitivas

diminuindo as opcdes de regides adequadas para o anelamento dos primers.
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Entretanto, os primers demonstraram-se eficientes na amplificacdo dos
diferentes genotipos demonstrando certa conservagdo na sequéncia
complementar aos oligonucletideos. Os pares de primers S1F/R, S2F/R e
S1F/S2R amplificaram sequéncias de aproximadamente 800, 900 e 1500 bp,
respectivamente, condizentes com os amplicons esperados para as sequéncias—
alvo, S1 (837bp), S2 (952bp), e S1/S2 (1560bp).

Figura 13. Amplificacdo da regido promotora nos diferentes gendtipos da tabela 4
(Apéndice C). Estdo representados, de cima para baixo, os amplicons S1, S2
e S1S2 usados para identificacdo da regido promotora por sequenciamento. O
marcador molecular de 1KB permite a confirmacéo do tamanho esperado dos
fragmentos 837, 952 e 1547 bp, respectivamente.

Foi realizada a clonagem dos produtos de amplificacdo apenas dos
genotipos de C. canephora (Clone 14 e 22), C. arabica (Catuai 144, lapar 59,
Mundo Novo, Obatd, Rubi, Tupi e Typica), C. eugenidides e C. racemosa. Os
amplicons, S1, S2 e S1S2 foram clonados no vetor pCR 2.1 TOPO com o
objetivo de individualizar os alelos para posterior sequenciamento. A clonagem
foi igualmente eficiente, produzindo vérias colbnias de coloragdo branca e com
eficiéncia calculada em 107. Excecdo para a espécie C. racemosa que

apresentou um numero inferior de coldnias na clonagem dos amplicons S1 e S2
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devido & menor eficiéncia de amplificacdo destes fragmentos. Essa diferenca de
eficiéncia na amplificagdo pode ser explicada por sua maior distancia
geneal6gica dentro do grupo de genotipos. Entretanto, o amplicon S1S2
apresentou eficiéncia de amplificacdo semelhante a dos demais genotipos, 0 que
sugere diferencas apenas nas sequéncias-alvo dos primers DrebS1R e DrebS2F.
Para o sequenciamento, foram selecionados 16 clones por genétipo para a (i)
clonagem S1, (ii) clonagem S2, e (iii) clonagem S1S2, além de um clone
controle (col6nia azul). A presenca das formas multiméricas do vetor nos clones

selecionados foi confirmada por extracéo plasmideal (Figura 14).
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Figura 14. Extraco plasmideal dos clones selecionados para 0 sequenciamento.
Confirmac&o da presenga das formas multiméricas do vetor clonado.

Os 48 clones de cada gendtipo (16 clones x 3 clonagens) foram
sequenciados na plataforma de sequenciamento 3730 x| da Applied Biosystem.
As sequéncias foram analisadas no programa Sequencing Analises (Applied
Biosystem) e apresentaram boa qualidade gerando fragmentos de
aproximadamente 600 pb com Phred superior ou igual a 20. Com o auxilio do
programa Segman (DNASTAR), as estruturas do vetor foram removidas e as
sequéncias alinhadas. Primeiramente foi realizado um alinhamento completo por
genotipo com todas as 48 sequéncias obtidas. O resultado do alinhamento

permitiu visualizar as estratégias de sequenciamento e a orientagdo dos
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fragmentos clonados. Pode ser observado que a distribuicdo e orientacdo dos
fragmentos sdo proporcionais, confirmando a eficiéncia do sequenciamento e da

estratégia de clonagem.
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Figura 15. A estratégia de sequenciamento adotada para identificacdo das diferentes
regifes que integram o promotor DREB2A. Foram sequenciados 16 clones
para cada gendtipo e regido amplificada. Representagdo grafica das 48
sequéncias obtidas para o gen6tipo Obata.
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Posteriormente, visando facilitar a montagem dos contigs e a
identificacdo dos polimorfismos, o alinhamento por genétipo foi iniciado pelo
amplicon S1. A escolha baseou-se no maior nimero de sequéncias obtidas para

este fragmento nos diferentes gendtipos.

4.3 Analises dos polimorfismos na regido promotora do gene DREB2A

As sequéncias geradas para a regido promotora do gene DREB2A
permitiram a avaliacdo de polimorfismos em todos os 12 gendtipos. A analise
dos polimorfismos permitiu a identificacdo dos diferentes hapldtipos nos
diferentes genétipos analisados. Dois alelos de cada gen6tipo foram
selecionados e suas sequéncias alinhadas no programa de alinhamento mdaltiplo
de sequéncias ClustalW2 (EMBL-EBI), para ilustracdo. Os genoétipos de C.
canephora, clone 14 e 22 apresentaram distribuigdo alélica diferente para o locus
do gene DREB2A (Figura 16). Ambos os clones 14 e22 apresentaram
heterozigose para o locus analisado. As alteragBes encontradas nos genes alelos
adquiridos na domesticacdo s@o mais comuns em regides promotoras do que em
regides codantes (Zhu, 2003, Borevitz, 2004). Desta forma, o estudo dessa
diferenga observada podera contribuir para identificar as causas da variacdo na
adaptacdo ao estresse hidrico entre os genotipos clones 14 e 22. A espécie C.
eugenioides também demonstrou hetrozigose para o locus, assim como a maioria
dos demais gendtipos de C. arabica, tais como Bourbon, Catuai, lapar 59,
Mundo Novo, Rubi e Typica. A diferenca de hapl6tipos observada nos gendtipos
heterozig6ticos de C. arabica corrobora com estudos anteriores da diversidade
genética no género Coffea. (Lashermes et al., 1996; Lashermes, 1999).
Lashermes et al. descreve a origem do C. arabica como resultado de uma

hibridizagdo natural entre o C. canephora e o C. eugenioides. As analises da
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distribuicdo dos haplétipos permitem a identificagdo de dois grupos de alelos
homozigéticos diferentes, um pertencente ao genétipo C. canephora e outro ao
C. eugenioides. Os gendtipos de C. arabica heterozigotos apresentam um
haplétipo de cada grupo alélico, indicando um comportamento de segregacao

dos alelos parentais na progénie.

4.4 Analise dos elementos cis-reguladores do DNA

As sequéncias obtidas pela amplificacdo da regido promotora nos
diferentes gendtipos foram analisadas quanto a ocorréncia dos motivos cis de
regulacdo do DNA. Vérias regides consenso caracteristicas de promotores foram
encontradas como CATA-, TATA-, CGCG-BOX (Figura 16). Essas regides sdo
receptoras do complexo de transcricdo da RNA polimerase 1l (TATA- e CATA-
BOX) ou de fatores ativadores da transcri¢cdo (CGCG-BOX).
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Figura 16. Alinhamento da regido S1 do promotor DREB2A. Regides polimorficas entre
0s genotipos estdo enquadrados em vermelho. Motivos de regulacdo cis do
DNA, regido consenso promotora (GATA-BOX e CATA-BOX), elemento
inicial de reposta a desidratagdo (ERD1) e elemento de resposta ao etileno
(ERE). (Can=Canephora duplo dipldide; Eug=Eugenitides; Clo_14=Clone
14; Clo_22=Clone 22; Bou=Bourbon;
Mun=Mundo Novo; Rub=Rubi; Typ=Typica; Oba=0Obatd; H_1= Haplotipo
1; H_2=Haplétipo 2)

Cat=Catuai;

lap_59=lapar 59;

A presenca dos CATA e TATA-BOX ao longo de toda a regido

promotora permite uma maior combinacdo dos motivos reguladores ativos

durante o processo transcricional. Varios motivos conservados atuantes no

mecanismo de resposta a seca, previamente encontrados na sequéncia consenso

do C. canephora duplo dipléide, foram confirmados no promotor dos demais

genotipos. Entre os quais os motivos ABRE, MYBRS e MYCRS, regulados
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pelos fatores de transcricdo pertencentes as familias b-ZIP, MYB e MYC,
respectivamente (Figuras 17 e 18).

-ATCCTAGTAAGCGGCACGTITGTITGGGTGCTACCCATTITTACCCGTTICAGCACGIGGTIT
-CICATAG-AAGCTACTAGTAGTTGGGTGCTACCCATITTACCCGTTICAGCACATGETT

ok kK . koK he ok ckkhk kkhkhhhhhkk khhkhkhkhhkk hhkkhhkkk kkkkk

ABRE MYCRS ABRE
F"l__W F"‘L__W
Can_H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTIGTITGAGTIGCTACCCATTTTACCCATIICAGCACGIGGTIT
Can H 2 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTITGAGTIGCTACCCATTITTACCCATIICAGCACGTIGGTIT
Eug_H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGITGAGTGCTACCCATTITTACCCATIICAGCACGTGGTT
Eug_H-2 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITIGTITGAGTGCTACCCATTTITACCCATTICAGCACGTIGGTT
Clo_14_H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITIGTTGGGTGCTACCCATTITTACCCGTTICAGCACGIGETT
Clo_14_H-2 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITIGTTGGGTGCTACCCATTITITACCCGTTICAGCACGTIGGTT
Clo_22 H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITGTIGGGTGCTACCCGTITTACCCGTTICAGCACGTGGIT
Clo_22_H-2 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITGTTGGGTGCTACCCATTITTACCCGTTICAGCACGTIGGTT
Bou_H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGITGGGTGCTACCCATTTTACCCGTIICAGCACGTGGTT
Bou_H-2 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTIIGTTGAGTGCTACCCATTITTACCCATTICAGCACGIGGTT
Cat_H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGITGTTGGGTGCTACCCATTTTACCCGTTICAGCACGTIGGTT
Cat_H-2 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITGITGAGTGCTACCCATTTTACCCATIICAGCACGTGGTT
Iap 59 _H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITGTTGGGTGCTACCCATTITTACCCGTTICAGCACGTIGGTT
Iap_ 59 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITIGTTGAGTIGCTACCCATTITACCCATTICAGCACGTIGETT
Mun H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITIGTITGGGTGCTACCCATTTITACCCGTTICAGCACGTIGGTT
Mun_H-2 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITGTTGAGTGCTACCCATITTACCCATIICAGCACGTGGTT
Rub_H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITGTTGGGTGCTACCCATTTTACCCGTTICAGCACGTGGTT
Rub_H-2 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTITGAGTGCTACCCATTITTACCCATIICAGCACGTGGTT
Typ_H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTITGGGTIGCTACCCATTITTACCCGTICAGCACGTGGTIT
Typ_H-2 ACTCCTATTTAGCGGCACGGIGTTGAGTGCTACCCATTITTACCCATIICAGCACGTIGETT
Tup_H-1 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTITGTITGGGTGCTACCCATTITTACCCGTTICAGCACGTGGTT
Tup_H-2 ACTCCTAGTAAGCGGCACGTIGTTGGGTGCTACCCATTITTACCCGTTICAGCACGTIGETT
1
2

Figura 17. Alinhamento da regido S1 do promotor DREB2A. Regides polimorficas entre
0s gendtipos estdo enquadrados em vermelho. Motivos de regulacdo cis do
DNA, elemento de resposta ao &cido abscisico (ABRE) e elemento de
resposta a0 TF MYC (MYCRS). (Can=Canephora duplo dipldide;
Eug=Eugenidides; Clo_14=Clone 14; Clo_22=Clone 22; Bou=Bourbon;
Cat=Catuai; lap_59=lapar 59; Mun=Mundo Novo; Rub=Rubi; Typ=Typica;
Oba=0baté; H_1= Hapl6tipo 1; H_2=Haplétipo 2).
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CGCG-BOX MYBRS
F—J——q r—J——j F__L_W

Can_H-1 CACGCGTITTICCGCGGGAARACCACC--GITATTAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGE
Can _H 2 CACGCGTITTCCGCGGGAAAACCACC--GITATTAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCEE
Eug_H-1 CACGCGTTTICCGCGGGARAACCACC--GITATTAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGE
Eug_H-2 CACGCGTITTICCGCGGGARAACCACC--GITATTAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGE
Clo_14_H-1 CACGCGTTTICCGCGGG-ARACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTACTGAGEACCGE
Clo_14_H-2 CACGCGTTICCGCGGG-AARACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGG
Clo_22_H-1 CACGCGTTTICCGCGGG-AAACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTICIGAGH-~--~
Clo_22_H-2 CACGCGTTTICCGCGGG-AAACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGE
Bou_H-1 CACGCGTTTCCGCGGG-ARACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTTCTIGAG—----
Bou_H-2 CACGCGTTTICCGCGGGARAACCACC--GETATTAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGE
Cat_H-1 CACGCGTTTCCGCGGG-AAACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTTICTIGAGH---~-~
Cat_H-2 CACGCGTTTICCGCGGGARRACCACC--GETATTARCIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGE
Iap_59_H-1 CACGCGTTTCCGCGGG-AAACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTTCIGAGH—---~
Iap:59- CACGCGTTTCCGCGGGAAAACCACC--GTATTAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGG
Mun_H-1 CACGCGTTTCCGCGGG-ARACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTTICIGAGH----~
Mun H-2 CACGCGTTTCCGCGGGARAACCACC--GTATTAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGE
Rub_H-1 CACGCGTTICCGCGGG-AAACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTIGTIICIGAGH-—--~
Rub_H-2 CACGCGTTTCCGCGGGARAACCACC--GETATTAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGE
Typ_H-1 CACGCGTTICCGCGGG-AARACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTIICIGAGH--~~~
Typ_H-2 CACGCGTITTICCGCGGGARAACCACCTCGLTTATAACIGTCAACCGTGTACTGAGRACCGE
Tup_H-1 CACGCGTTICCGCGGG-AAACCACCGTTLTICTAACIGTCAACCGTGTITICTIGAGH-—--~~
Tup_H-2 CACGCGTTTCCGCGGG-ARACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTTCIGAGH—---~
Oba_H-1 CACGCGTTTCCGCGGG-AAACCACCG-GIAG-TAACIGTCAACCGTGTTCIGAGH—---~
Oba_H-2 CACGCGTTTCCGCGGG-AAACCACCTIGLAG-TAAGIGACAACCGTGTTCIGAG——--~
s sk o e e e ek Jekkk dkdkok ok kok R IIE T I

Responsivo
a Aux.

Figura 18. Alinhamento da regido S1 do promotor DREB2A. Regides polimorficas entre
0s genotipos estdo enquadrados em vermelho. Motivos de regulacdo cis do
DNA, regido consenso promotora (CGCG-BOX) e elemento de resposta ao
TF MYB (MYBRS). (Can=Canephora duplo dipldide; Eug=Eugenidides;
Clo_14=Clone 14; Clo_22=Clone 22; Bou=Bourbon; Cat=Catuai;
lap_59=lapar 59; Mun=Mundo Novo; Rub=Rubi; Typ=Typica; Oba=0Obats;
H_1= Hapl6tipo 1; H_2=Haplétipo 2).

Essas proteinas FTs participam da via de resposta a desidratacdo
dependente de ABA. Entretanto, a familia ERF, na qual esta incluido o fator de
transcricdo DREB, participa da via independente de ABA (Liu et al., 1998). Essa
aparente contradicdo pode ser explicada por estudos que sugerem a interagdo e
corregulacdo das vias dependente e independente de ABA (Agarwal et al.,
2006). Dubouzet et al.(2003) e Shen et al.(2003) comprovaram que 0S genes,
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isolados de arroz (OsDREB2A) e trigo (TaDREBL1), codificantes de FTs tipo
DREB?2 sofrem uma fraca inducéo ao acido abscisico.

Foi possivel a identificacdo de motivos de regulacdo responsivos ao
estresse abidtico, como o GT-1. A presenca de elementos cis de regulacdo a
estresse bidtico corroboram com os resultados anteriores que demonstram haver
uma corregulagdo do gene adrl (activated disease resistence 1) pelo FTs
DREB2A (Chini et al., 2004).

Os elementos cis de ligagdo do fator de transcricgdo DREB (ERF),
também foram identificados na sequéncia promotora. A presenca dos motivos
ERF na regido mais proxima ao inicio do cédon de transcricdo sugere uma
participacdo mais direta do TF DREB2A na regulacdo da expressdo do gene
DREB2A, sem muita interferéncia dos demais elementos de regulagdo cis
(Figuras 19, 20, 21 e 22).
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MYCRS ERF/AP2
F__L__W F_l_W
Can_H-1 GITT-CTI-AGITTAGCCCCAAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTIT-AAGGCAGGAA-GAA
Can_H-2 GITT-CTI-AGTITTAGCCCCAAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTT-AAGGCAGGAA-GAA
Eug_H-1 GITT-CT-AGTT-AGCCC--AAGTG--GG-ACC-AGTCAACTTTT-AAGGCAGGAAAG--
Eug_H-2 GITT-CI-AGIT-AGCCC--AAGTIG--GG-ACC-AGTCAACTTTT-AAGGCAGGAAAG--
Clo_14_H-1 GITT-CTI-AGIT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTIT-AAGGCAGGAAAGAA
Clo_14_H-2 GITT-CT-AGTT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTIT-AAGGCAGGAAAGAA
Clo_22 H-1 GITT-CT-AGIT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTITAA-GGCAGG-ARAGA
Clo_22_H-2 GITT-CTI-AGTIT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTT-AAGGCAGGAAAGAA
Bou_H-1 GITT-CTI-AGIT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTIT-AAGGCAGGAAAGAA
Bou_H-2 GITTTICT-AGTIT-AGCCC--AAGTG--GG-AGC-AGTCAACTTTITAAGGCAGGAAAG--
Cat_H-1 GITT-CT-AGIT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTITTAAGGCAGGAAAGAA
Cat_H-2 GITT-CI-AGIT-AGCCC--AAGTIG--GG-AGC-AGTCAATTTTT-AAGGCAGGAAAG--
Iap_S59_H-1 GITT-CTI-AGIT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTTAAAGGCAGGAAA-GA
Iap_ 59 GITTICI-AGIT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTITAA-GGCAGG-ARAGA
Mun H-1 GITT-CT-AGIT-AGCCC-ARG-TGGGGG-AGC-AGTCAACTTTTAA-GGCAGGGARAGA
Mun_ H-2 GITT-CI-AGIT-AGCCCCAAGGTG--GGGAGC-AGTCAACTTTT-AAGGCAGGAARAGA
Rub_H-1 GITT-CTI-AGTT-AGCCC-AAG-TG--GGGAGC-AGTCAACTTTTAA-GGCAGGAAA-GA
Rub_H-2 GITT-CT-AGIT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGACAACTTITTAA-GGCAGGAAAGAR
Typ_H-1 GITT-TT-AGTT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTTAA-GGCAGGAAR-GA
Typ_H-2 GGITICT-AGIT-AGCCCCAAGGTG--GGGAGCCAGTCAACTTTTTAAGGCAGGAAAAGA
Tup_H-1 GITITCT-AGIT-AGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTTA--GGCAGGAAAAGA
Tup_ H-2 GITT-CT-AGIC-AGCC--AAG-TG--GG-AGC-AGTCA-CTTTTAA-GGCAGG-AAGGA
Oba_H-1 GITT-CTITAGTTTAGCCC-AAG-TG--GG-AGC-AGTCAACTTTT-AAGGCAGGAAAGAR
Oba_H-2 GTAT-CT-AGCT-AGCCCGAAG-TGC-GG-AGCTAGTCAACTTTTAATAGCAGC-ARATA

* * * k% ko * * *h xR kk kR LR B4 ok *

Figura 19. Alinhamento da regido S2 do promotor DREB2A. Motivos de regulacdo cis
do DNA, elemento de resposta ao TF MYC (MYCRS) e elemento de
resposta aos FTs ERF (familia de fatores de transcricdo do DREB).
(Can=Canephora duplo diploide; Eug=Eugeniodides; Clo_14=Clone 14;
Clo_22=Clone 22; Bou=Bourbon; Cat=Catuai; lap_59=lapar 59;
Mun=Mundo Novo; Rub=Rubi; Typ=Typica; Oba=0Obatd; H_1= Haplotipo
1; H_2=Haplétipo 2).
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ERF
Can_H-1 TTTGAIGATGATGATGATGA------—-=—====-~ GCTAGTTTIGTATATARACTIGGCG
Can_H-2 TTTGATGATGATGATGATGA-—-———========== GCTAGTTTGTATATAARACTIGGCG
Eug_H-1 TTIGA ATGATGATGATGA--—-~-======~ GCTAGTTTGTATAGAARACTIGGCG
Eug H-2 TTIGATGACGATGATGATGATGA-----~--====-~ GCTAGTTTGTATAGARACTIGGCG
Clo_14_H-1 TTIGA TGATGATGA--————————————— GCTAGTTTGTATATARACTTIGGCG
Clo_14_H-2 TTTGATGATGATGATGATGA-----——========~ GCTAGTTTGTATATARACTIGGCG
Clo_22 _H-1 TTIGA TGATGATGATGATGATGATGA----GCTAGTTTGTATATARACTTIGGCG
Clo_22_H-2 TTTGATGATGATGATGATGA---———=========— GCTAGTTTGTATATAARACTIGGCG
Bou H-1 TTIGA TGATGATGATGATGATGATGATG-AGCTAGTITIGTATATAAACTTIGGCG
Bou_H-2 TTTGATGACGATGATGATGATGA----——-——=——~ GCTAGTITTGTATAGARACTTIGGCG
Cat_H-1 TTIGA ATGATGATGATGATGATGATGATG-AGCTAGITTGTATATARACTIGGCG
Cat_H-2 TTIGA ATGATGATGATGA-------—=———~ GCTAGTTTGTATAGARACTIGGCG
Iap 59_H-1 TTIGA RTGATGATGATGATGATGATGATG-AGCTAGITIGTATATARACTIGGECG
Iap_59 TTIGA TGATGATGATGATGATGATGA----GCTAGTTTGTATATAARACTIGGCG
Mun H-1 TTIGA ATGATGATGATGATGATGATGA----GCTAGTTTIGTATATARACTTIGGCG
Mun H-2 TTIGATGACGATGATGATGATGA---————====—~ GCTAGTTTGTATAGAAACTIGGCG
Rub_H-1 TTIGA ATGATGATGATGATGATGATGATG-AGCTAGTITTGTATATARACTIGGCG
Rub_H-2 TTIGA TGATGATGATGATGATITITGITITAGCTAGITTGTATATAAACTIGGCG

Typ_H-1 TTIGAIGATGRTGATGATGATGATGATGATGATG-AGCTAGTTTGTATATARACTTIGGCG

Typ_H-2 TTIGA ATGATGATGATGATGATGATGA----GCTAGTTTIGTATATARACTTIGGCG
Tup_H-1 TTIGA TGATGATGATGATGATGATGATG-AGCTAGTITTGTATATARACTTIGGCG
Tup_H-2 TTIGA TGATGATGATGATGATGATGA----GCTAGTITTGTATATAAACTTIGGCG
Oba_H-1 TTIGA TGATGATGATGATGATGATGATG-AGCTAGTITTGTATATARACTIGGCG

Oba_H-2 TTIGA TGATGATGATGATGATGATGA----GCTAGTTIGTATATAAACTTIGGCG

Rk kdk ok Ak kkkk kN Rk Rk k ko

Figura 20. Alinhamento da regido S2 do promotor DREB2A. Regides polimérficas entre
0s genotipos estdo enquadrados em vermelho. Motivos de regulacdo cis do
DNA dos fatores de transcricdo da familia ERF, a qual esté incluido o DREB
(ERF). (Can=Canephora duplo dipléide; Eug=Eugenidides; Clo_14=Clone
14; Clo_22=Clone 22; Bou=Bourbon; Cat=Catuai; lap_59=lapar 59;
Mun=Mundo Novo; Rub=Rubi; Typ=Typica; Oba=0Obatd; H_1= Haplotipo
1; H_2=Haplétipo 2).
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ATGATGGATTAGGAATTGGGTCGGAGTAGCATGT --TGAGAAATGGTICAT]

ATGATGGATTAGGAATTIGGGTCGGAGTAGCATGT --TGAGARAATGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATTGGGTCGGAGTAGCATAT --TGAGRAATGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATTGGGTICGGAGTAGCATAT--TGAGARATGGTTICAT
ATGATGGATTAGGAATTGGGTCGGAGTAGCATGT --TGAGAAATGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATTGGGTCGGAGTAGCATGT --TGAGRAATGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATTGGGTCGGAGTAGCATAT --TGAGRAATGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATTGGGTCGGAGTAGCATGT -~-TGAGARATGGTTIICAT
ATGATGGATTAGGAATTIGGGTICGGAGTAGCATGT --TGAGAAATGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATTGGGTCGGAGTAGCATAT --TGAGRAATGGTT|CAT
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ATGATGGATTAGGAATTIGGGTCGGAGTAGCATAT--TGAGARAGTGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATTGGGTCGGAGTAGCATGT --TGAGARATGGTIICAT
ATGATGGATTAGGAATTIGGGTCTICTACTACAARRAATGAGAAATGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATTIGGGTCGGAGTAGCATGT --TGAGAAATGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATIGGGTICCGTCTAGCATGT--TGAGAAATGGTI|CAT
ATGATGGATTAGGAATTIGGGTCGGAGCCGCATGT--TGAGAAATGGTT|CAT
ATGATGGATTAGGAATTIGGGTCGGAGTAGCATGT --TGAGARAATGGTI|CAT
ATGATGGATTAGGAATTIGGGTCGGAGTAGCATGT --TGAGAAATGGTI|CAT
ATGATGGATTAGGAATTGGGTCGGAGTAGCATGT --TGAGAAATGGTTICAT
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Figura 21. Alinhamento da regido S2 do promotor DREB2A. Inicio da regido codante +1
da proteina DREB. (Can=Canephora duplo diploide; Eug=Eugenidides;
Clo_14=Clone 14; Clo _22=Clone 22; Bou=Bourbon; Cat=Catuai;
lap_59=lapar 59; Mun=Mundo Novo; Rub=Rubi; Typ=Typica; Oba=0bat§;
H_1= Haplotipo 1; H_2=Haplétipo 2).
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TGGCTTTIGCAGGCATIGACTACGTTGTCCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGAAAATCAGGGE
TGGCTTTIGCAGGCATTGACTACGTTGICCGAAGTTGATGAAGAGT CTGGAARATCAGGGE
TGGCTITIGTAGGCATTGACTACGTITGTICCGAAGTIGATGAAGAATCTGGARAATCAGGEEE
TGGCTTTIGCAGGCATTGACTACGTTGTICCGAAGTTGATGAAGAATCTGGARRATCAGGGE
TGGCTTTIGCAGGCATTIGACTACGTITGTICCGAAGTTIGATGAAGAGTCTGGARRATCAGGEE
TGGCTTIGCAGGCATTGACTACGTTIGTCCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGAAAATCAGGGG
TGGCTTTGCAGGCATIGACTACGTTIGTICCGAAGTTIGA ”nnGAGTCTGGAAAATCAGGGS
TGGCTITIGCAGGCATTIGACTACGTTGTCCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGAARATCAGGGE
TGGCTTTGCAGGCATTGACTACGTTGTCCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGAAAATCAGGGG
TGGCTTTIGCAGGCATTGACTACGTTIGTICCGAAGTTGATGAAGAATCTGGARRATCAGGEE
TGGCTTITGCAGGCATTGACTACGTTGTICCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGARAATCAGGGG
TGGCTTITIGCAGGCATTGACTACGTIIGTICCGAAGTTGATGAAGAATCTGGARRATCAGGEE
TGGCTTTIGCAGGCATIGACTACGTTGTCCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGARAATCAGGGE
TGGCTTTIGCAGGCATIGACTACGTIGTICCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGARRATCAGGEE
TGGCTTTIGCAGGCATTGACTACGTTIGTICCGAAGTIGATGAAGAGT CTGGARRATCAGGEE
TGGCTTTIGCAGGCATTGACTACGTITGICCGAAGTTGATGAAGAATCTGGARAATCAGGEE
IGGCTITTGCAGGCATTIGACTACGTIGTICCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGARRAATCAGGEE
TGGCTTIGGAGGCATTGACTACGTTGTCCGAAGTTGA uAAGAGTCIGSAAAAICAGGGG
TGGCTTITIGCAGGCATTGACTACCGTITGICCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGARRATCAGGEE
TGGCTTTGCAGGCATIGACTACGTTIGTCCCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGARRATCAGGEE
TGGCTITTIGCAGGCATTGACTACGTITGTICCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGARAATCAGGGG
TGGCTTTGCAGGCATTIGACTACGTTIGICCGAAGTTGATGAAGAGTCTGGARAATCAGGGE
TGGCTTTIGCAGGCATIGACTACGTTGTCCGAAGTTGATGAAGAGT CTGGAAAATCAGGGG
TGGCTTTIGCAGGCATTGACTACGTITGICCGAAGTIGATGAAGAGT CTGGARAATCAGGGE
dedededdededok ek ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ek ek ko ok ok Fhhhhhhh Rk kkhk kR kR R h Rk

Figura 22. Alinhamento da regido S2 do promotor DREB2A. Regido codante da proteina
DREB. (Can=Canephora duplo dipldide; Eug=Eugenidides; Clo_14=Clone

14; Clo_22=Clone 22; Bou=Bourbon;

Cat=Catuai; lap_59=lapar 59;

Mun=Mundo Novo; Rub=Rubi; Typ=Typica; Oba=0Obatd; H_1= Haplotipo
1; H_2=Haplétipo 2).

4.5 Caracterizacgdes da regido promotora.

Objetivando a caracterizacdo da regido promotora do gene DREBZ2A,

considerando a expressao diferencial da proteina DREB2A observada nos

genodtipos de C. canephora, clones 14 e 22, foram construidos 8 cassetes para

expressdo heteréloga objetivando avaliar (i) o nucleo promotor necessario para o

controle da expressdo génica, e (ii) a influéncia dos polimorfismos no promotor

para o controle da expressdo génica. Para amplificagdo dos alelos selecionados —

clones 14A06, 14C06 e 22A08 — foram desenhados primers com adaptadores

contendo sitio de restricdo. O sitio de restricdo foi adicionado no interior dos
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primers para garantir uma melhor eficiéncia da atividade endonucledsica das
enzimas de restricdo. Apesar da instabilidade no pareamento devido &
modificacdo de algumas bases nucleotidicas para a criacdo do sitio de restricao,
os pares de primer foram eficientes na amplificacdo da sequéncia-alvo dos
clones selecionados. Os amplicons obtidos apresentaram tamanhos
correspondentes ao esperado, Dreb Proximal (765bp), Dreb Mediano (1.118bp),
e Dreb Distal (1.469bp) (Figura 23).

14A06 14C06 22A08
kb P M D P M D P M D

Figura 23. Amplificacdo da regido promotora nos genotipos clone 14 e 22 com 0s
primers DPProx, DPMed, DPDist e DPR. Estdo representados os amplicons
Dreb Proximal, Dreb Mediano, Dreb Distal de cada um dos clones escolhidos
(14A06, 14C06 e 22A08). O marcador molecular de 1KB permite a
confirmagdo do tamanho esperado dos fragmentos 765, 1118 e 1469 bp,
respectivamente

O vetor binario escolhido para a transformacdo por Agrobacterium
tumenfaciens foi o pBI121. Esse vetor binério foi escolhido por possuir uma
construcdo com o gene GUS controlado por um promotor constitutivo 35S
flanqueado por sitios de restricio que permitem a excisdo do promotor
constitutivo e a inser¢do do promotor de interesse. A atividade regulatéria do
promotor pode ser determinada por andlise da expressdo do gene repérter GUS
(Figura 24).
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Figura 24. Esquema ilustrativo da estratégia adotada para construgdo dos cassetes
génicos utilizando o vetor binério pBl121. O promotor constitutivo indicado
pela seta é excisado pela digestdo com as enzimas de restricdo Hind 11l e
BamH | e novos promotores séo incorporados ao vetor. Os novos promotores
passam a mediar a expressao da proteina GUS.

Foram escolhidas enzimas de restricdo que possuissem sitios Unicos de
no vetor prevenindo a inversdo da sequéncia promotora durante ligagdo ao vetor.
Apesar de terem sido utilizados dois pares diferentes de enzimas para a digestdo
do vetor binario — Hind 111/BamH | — e dos produtos de PCR — Hind 111/Bgl 11,
as extremidades 3’resultantes da digestdo por Bgl II ou BamH I produzem
extremidades adesivas. As construgdes geradas foram pD14-1 (pDREB2A
14A06 + pBI121), pD14-2 (pDREB2A 14C06 + pBI121) e pD22 (pDREB2A
22A08 + pBI121). Nas construgbes pD14-1 e pD14-2 foram utilizadas trés
regides do promotor pDREB2A 14A06 e 14C06, a regido proximal, mediana e
distal, sendo as construc6es geradas por estes fragmentos pD14-1 P, pD14-1 M,
pD14-1 D e pD14-2 P, pD14-2 M, pD14-2 D, respectivamente. Apenas duas
construgdes foram obtidas para o clone 22A08, uma da regido proximal, pD22 P
e outra com a regido distal, pD22 D. A clonagem foi eficiente e os clones foram

confirmados por sequenciamento.
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5. CONCLUSOES

Os resultados do gPCR obtidos, avaliando-se os genotipos de C.
canephora, dos Clones 14, 73, 120 e 22 demonstraram realmente a participacao
do gene DREB2A no mecanismo de resposta ao estresse hidrico em cafeeiro. A
presenca de polimorfismos na regido promotora do gene DREB2A entre 0s
genotipos tolerante (clone 14) e sensivel (clone 22) pode ser a causa da diferenca
significativa na expressdo génica observada nas analises quantitativas de PCR
em tempo real. No entanto, para confirmar essa hipétese estudos experimentais
adicionais necessitam ser realizados. A transformacdo genética com cassetes
génicos contendo um gene repoérter sob a regulacdo da regido promotora do gene
DREB2A isolada de ambos os genotipos auxiliara na elucidagdo da influéncia
dos polimorfismos no mecanismo de resposta ao déficit hidrico. As analises dos
elementos cis de regulagdo da regido promotora permitem inferir a existéncia de
uma regulacdo interligada das vias dependente e independente de ABA na
resposta ao estresse hidrico. Além disso, as anélises demonstram a ocorréncia de
elementos de regulacdo caracteristicos de genes responsivos ao estresse bidtico.
A presenca desses diversos elementos regulatérios na regido promotora do gene
DREB2A confirma a grande complexidade da cascata de resposta aos estresses
bidticos e abidticos. E notavel também, a diferenca no padréo alélico entre os
genotipos analisados. A distribuicdo alélica evidencia a presenca de pelo menos
dois alelos diferentes para o locus DREB. A presenca dos alelos de C.
canephora e C. eugeniodides em heterozigose no C. arabica confirma os dados ja
observados de que C. arabica é um hibrido de C. canephora e C. eugenidides. A
maioria dos cultivares de C. arabica apresenta um padrdo alélico heterozigético

para 0 locus DREB.
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APENDICE

APENDICE A — Sequéncia utilizada para a arquitetura dos primers

>Sequéncia Promotora DREB2A Coffea

GGACAACCATACCACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTfEGGTGCTACCCATTTTT
ACCCGTTCAGCACGTGGTTCACGCGTTTCCGCGGGAAACCACCGGTAGTAACTG
TCAACCGTGTTCTGAGAACATGACGTCATTTCAAAAAGGCCATTTTGTTTCTTG
CGTTGTGTCTCCCAAAGGCCAGAACGAAAAATAGGAAATACAAGGACACCTCTA
GGCTCTGGCTTGTTGCCTTGTAGCTTTTGTTGAATACTAGTTCGTAATCAATTA
TTGCCTTTTCCACCAACAAAAAAAAAAAAAANAGAGCAACCGCTGGTAAAAAGCC
ATAAGAATCATTAGTAGTAGTACTATAAAGAGAACAACTTGGTTCTTGTTTTTT
TTCATATTTTAAAGATAAATAAATTATCGGAGTTATTTTACCAAGTTGTTTGTC
CCCCAAATAATGTCACAATACAATTAAGTTTTTTATTTCAAATGAGCTTCCGAT
CCAAGAATATTTCATATTAATTATGAATTAATATCTATACACTGACAGTGTATA
TAGTTTTATTATTTGATGCATGACACATAATTTAAAETTGAATTTGAAATTCAA
ATTTTATATATGAA CTCACTGTATATAAGAT
TTATTTATTAATTATTTAGCTAAGATAGAGTGCTCCTCAAGATTGTCACTTTCT
ATTAATTCCAGGCTTTGTCTGAAGTTAAAAGTGATCAGTTGGCTCAATTTTCTG
ACACGTCAAACAGACGAGGAAACAAAAAAGAGTGAGGCAACAAGGAATTTGACG
TCCTCACAGAAAGAAA?GGTCAAGAGACAACCACGAAAGGATCAAAGATTATAA
AACTAGCGAAATGAGGGGGCCCCTAATCCTTCCAGCTCAGAAGAGTCAAAATCC
CCTCCTCCACCTGGCTCCAGCAGCCAAGTTGCTGCGTTACATCAGAGCACGTGT
CAAATGCACCATGCCTCGAACCTCAGTACTACTGTGAAACAAAGTACAACTTGG
GGCCCGAAGACAGCTTCGAGTCGGAAGAAATCCACTTTCTTCCTGCCTTAAAAG
TTGACTGCTCCCACTTGGGGCTAAACTAGAAACTATCAAAATCCCCGCTCCCCG
GCCCCCAGCCTGGCTGGCTGCTTATCACCGTTCCGCGTTCGCGTCTCTTGAGCG
TTCAATCATTCACCCCACCCCCTCGAAAACCCGCCAAGTTTATATACAAACTAG
CTCATCATCATCATCATCAAAACGCTCATCAAATATTTCATATCACATCATACA
TTCCAGTCAATTCAACCATCATTTCAATTAATCTGCATTATATATATACCCNCT
TTTGAGTTTCACAACACCAAGTCGTACGATTCCTCGCTTCAGCCTTTAACTTTC
AGTTGAATTAACTCCGCACTGTCCACTACTACTACATTTTTTCAAGAATGAACC
ATTTCTCAACATGCTACTCCGACCC%%TTCCTAATCCATCATCCCCTGATTTTC




CAGACTCTTCATCAACTTCGGACAACGTAGTCAATGCCTGCAAAGCCAATTACT

CGGACGAAGAAGTGCTCTTAGC

Primers para o isolamento da regido promotora visando o

seguenciamento

1° PAR

e Forward Primer

Primer Sequence: ACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTT
Primer Start Position: 14 Primer Length:

Primer Tw: 60.1°C Primer Self Any:
Primer GC %: 50.0 % Primer Self End:
Primer End Stability: 4.89 Primer Penalty:

e Reverse Primer

Primer Sequence: CCTTTCGTGGTTGTCTCTTGACCT
Primer Start Position: 850 Primer Length:
Primer Tw: 58.6 °C Primer Self Any:
Primer GC %: 50.0 % Primer Self End:
Primer End Stability: 5.86 Primer Penalty:

Primer Pair/Product

Primer Pair Penalty: 1.45 Primer Pair Comp Any:

Primer Product Size: 837 Primer Pair Comp End:

24

4.0

0.0

0.09

24

3.0

0.0

1.36

4.0

0.0



2° PAR

e Forward Primer

Primer Sequence:
Primer Start Position:
Primer Tw:

Primer GC %:

Primer End Stability:

e Reverse Primer

Primer Sequence:
Primer Start Position:
Primer Tw:

Primer GC %:

Primer End Stability:

Primer Pair/Product

Primer Pair Penalty:

Primer Product Size:

609

61.3°C

52.2%

6.36

Primer Length:
Primer Self Any:
Primer Self End:

Primer Penalty:

TGGCTTTGCAGGCATTGACTACG

1560

59.9°C

52.2%

5.47

7.67

952

Primer Length:
Primer Self Any:
Primer Self End:

Primer Penalty:

Primer Pair Comp Any:

Primer Pair Comp End:

23

5.0

1.0

4.44

23

5.0

3.0

3.23

6.0

2.0



APENDICE B — Arquitetura dos primers para a construcio génica

>Sequéncia Promotora DREB2A Coffea

GGACAACCATACCACTCCTAGTARGCOOCACGT TGN TGGGTGCTACCCATTTTT
ACCCGTTCAGCACGTGGTTCACGCGTTTCCGCGGGARACCACCGGTAGTAACTG
TCAACCGTGTTCTGAGAACATGACGTCATTTCAAAAAGGCCATTTTGTTTCTTG
CGTTGTGTCTCCCAAAGGCCAGAACGAAAAATAGGAAATACAAGGACACCTCTA
GGCTCTGGCTTGTTGCCTTGTAGCTTTTGTTGAATACTAGTTCGTAATCAATTA
TTGCCTTTTCCACCAACAAAAAAAAAAAAAAAGAGCAACCGCTGGTAAAAAGCC
ATAAGAATCATTAGTAGTAGTACTATAAAGAGAACAACTTIGGTTCTTGTTTTTT
TTCATATTTTAAAGATAAATAAATTATCGGAGTTATTTTACCAAGTTGTTTGTC
CCCCAAATAATGTCACAATACAATTAAGTTTTTTATTTCAAATGAGCTTCCGAT
CCAAGAATATTTCATATTAATTATGAATTAATATCTATACACTGACAGTGTATA
TAGTTTTATTATTTGATGCATGACACATAATTTAAATTTGAATTTGAAATTCAA
ATTTTATATATGAATCGTGCATTCAACAGCACCGTCACTCACTGTATATAAGAT
TTATTTATTAATTATTTAGCTAAGATAGAGTGCTCCTCAAGATTGTCACTTTCT
ATTAATTCCAGGCTT TG TCTCAAGT TAAAAGTGATCAGTTGGCTCAATTTTCTG
ACACGTCAAACAGACGAGGAAACAAAAAAGAGTGAGGCAACAAGGAATTTGACG
TCCTCACAGAAAGAAAAGGTCAAGAGACAACCACGAAAGGATCAAAGATTATAA
AACTAGCGAAATGAGGGGGCCCCTAATCCTTCCAGCTCAGAAGAGTCAAAATCC
CCTCCTCCACCTGGCTCCAGCAGCCAAGTTGCTGCGTTACATCAGAGCACGTGT
CAAATGCACCATGCCTCGAACCTCAGTACTACTGTGAAACAAAGTACAACTTGG
GGCCCGAAGACAGCTTCGAGTCGGAAGAAATCCACTTTCTTCCTGCCTTARAAG
TTGACTGCTCCCACTTGGGGCTAAACTAGAAACTATCAAAATCCCCGCTCCCCG
GCCCCCAGCCTGGCTGGCTGCTTATCACCGTTCCGCGTTCGCGTCTCTTGAGCG
TTCAATCATTCACCCCACCCCCTCGAAAACCCGCCAAGTTTATATACAAACTAG
CTCATCATCATCATCATCAAAACGCTCATCAAATATTTCATATCACATCATACA
TTCCAGTCAATTCAACCATCATTTCAATTAATCTGCATTATATATATACCCNCT
TTTGAGTTTCACAACACCAAGTCGTACGATTCCTCGCTTCAGCCTTTAACTTTC
AGTTGAATTAACTCCGCACTGTCCACTACTACTACATTTT
ATTTCTCAACATGCTACTCCGACCCAATTCCTAATCCATCATCCCCTGATTTTC
CAGACTCTTCATCAACTTCGGACAACGTAGTCAATGCCTGCAAAGCCAATTACT
CGGACGAAGAAGTGCTCTTAGC




Primers para isolar a sequéncia promotora do gene DREB2A visando a
clonagem no vetor pBI121

Oligo F

e Proximal

Hind III: 5> TAATTCCAAGCTTTGTCTGAAGT 3’
Normal: 5 TAATTCCAGGCTTTGTCTGAAGT 3’

LENGTH: 23
GC CONTENT: 34.8 %
MELT TEMP: 52.5°C

MELTING TEMPERATURES
EXACT MATCH TM: 52.5°C
MISMATCH TM: 47.8°C
DELTA TM: 4.7°C

PERCENT BOUND AT 52.5°C
EXACT MATCH: 50.0%
MISMATCH: 2.8%

e Mediano

Hind III: 5> AAGAGAACAACAAGCTTCTTGT 3’
Normal: 5 AAGAGAACAACTTGGTTCTTGT 3’

LENGTH: 22 MISMATCH TM: 35.8°C
GC CONTENT: 36.4 %
MELT TEMP: 52.7 °C



e Distal

Hind III; 5° TCCTAGTAAGCTTCACGTTGT 3’
Normal: 5> TCCTAGTAAGCGGCACGTTGT 3’

LENGTH: 21 MISMATCH TM: 47.4°C
GC CONTENT: 42.9 % DELTA TM: 4.7°C
MELT TEMP: 53.4°C

Oligo R

e Comum a todos

Bgl II: 5 3
Normal: 5° 3’
LENGTH: 25 MISMATCH TM: 48.5°C

GC CONTENT: 32.0 %
MELT TEMP: 52.5°C



> Sequéncia promotora DREB2A Coffea alterada com o Sitio de Restri¢ao
Proximal. Utilizada para verificar a similaridade dos primers.

GGACAACCATACCACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTTGGGTGCTACCCATTTTT
ACCCGTTCAGCACGTGGTTCACGCGTTTCCGCGGGAAACCACCGGTAGTAACTG
TCAACCGTGTTCTGAGAACATGACGTCATTTCAAAAAGGCCATTTTGTTTCTTG
CGTTGTGTCTCCCAAAGGCCAGAACGAAAAATAGGAAATACAAGGACACCTCTA
GGCTCTGGCTTGTTGCCTTGTAGCTTTTGTTGAATACTAGTTCGTAATCAATTA
TTGCCTTTTCCACCAACAAAAAAAAAAAAAAAGAGCAACCGCTGGTAAAAAGCC
ATAAGAATCATTAGTAGTAGTACTATAAAGAGAACAACTTGGTTCTTGTTTTTT
TTCATATTTTAAAGATAAATAAATTATCGGAGTTATTTTACCAAGTTGTTTGTC
CCCCAAATAATGTCACAATACAATTAAGTTTTTTATTTCAAATGAGCTTCCGAT
CCAAGAATATTTCATATTAATTATGAATTAATATCTATACACTGACAGTGTATA
TAGTTTTATTATTTGATGCATGACACATAATTTAAATTTGAATTTGAAATTCAA
ATTTTATATATGAATCGTGCATTCAACAGCACCGTCACTCACTGTATATAAGAT
TTATTTATTAATTATTTAGCTAAGATAGAGTGCTCCTCAAGATTGTCACTTTCT
ATTAATTCCAAGCTTTGTCTGAAGTTAAAAGTGATCAGTTGGCTCAATTTTCTG
ACACGTCAAACAGACGAGGAAACAAAAAAGAGTGAGGCAACAAGGAATTTGACG
TCCTCACAGAAAGAAAAGGTCAAGAGACAACCACGAAAGGATCAAAGATTATAA
AACTAGCGAAATGAGGGGGCCCCTAATCCTTCCAGCTCAGAAGAGTCAAAATCC
CCTCCTCCACCTGGCTCCAGCAGCCAAGTTGCTGCGTTACATCAGAGCACGTGT
CAAATGCACCATGCCTCGAACCTCAGTACTACTGTGAAACAAAGTACAACTTGG
GGCCCGAAGACAGCTTCGAGTCGGAAGAAATCCACTTTCTTCCTGCCTTAAAAG
TTGACTGCTCCCACTTGGGGCTAAACTAGAAACTATCAAAATCCCCGCTCCCCG
GCCCCCAGCCTGGCTGGCTGCTTATCACCGTTCCGCGTTCGCGTCTCTTGAGCG
TTCAATCATTCACCCCACCCCCTCGAAAACCCGCCAAGTTTATATACAAACTAG
CTCATCATCATCATCATCAAAACGCTCATCAAATATTTCATATCACATCATACA
TTCCAGTCAATTCAACCATCATTTCAATTAATCTGCATTATATATATACCCNCT
TTTGAGTTTCACAACACCAAGTCGTACGATTCCTCGCTTCAGCCTTTAACTTTC
AGTTGAATTAACTCCGCACTGTCCACTACTACTACATTTT

TGCTACTCCGACCCAATTCCTAATCCATCATCCCCTGATTTTC
CAGACTCTTCATCAACTTCGGACAACGTAGTCAATGCCTGCAAAGCCAATTACT
CGGACGAAGAAGTGCTCTTAGC



> Sequéncia promotora DREB2A Coffea alterada com o Sitio de Restri¢ao
Mediano. Utilizada para verificar a similaridade dos primers.

GGACAACCATACCACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTTGGGTGCTACCCATTTTT
ACCCGTTCAGCACGTGGTTCACGCGTTTCCGCGGGAAACCACCGGTAGTAACTG
TCAACCGTGTTCTGAGAACATGACGTCATTTCAAAAAGGCCATTTTGTTTCTTG
CGTTGTGTCTCCCAAAGGCCAGAACGAAAAATAGGAAATACAAGGACACCTCTA
GGCTCTGGCTTGTTGCCTTGTAGCTTTTGTTGAATACTAGTTCGTAATCAATTA
TTGCCTTTTCCACCAACAAAAAAAAAAAAAAAGAGCAACCGCTGGTAAAAAGCC
ATAAGAATCATTAGTAGTAGTACTATAAAGAGAACAACAAGCTTCTTGTTTTTT
TTCATATTTTAAAGATAAATAAATTATCGGAGTTATTTTACCAAGTTGTTTGTC
CCCCAAATAATGTCACAATACAATTAAGTTTTTTATTTCAAATGAGCTTCCGAT
CCAAGAATATTTCATATTAATTATGAATTAATATCTATACACTGACAGTGTATA
TAGTTTTATTATTTGATGCATGACACATAATTTAAATTTGAATTTGAAATTCAA
ATTTTATATATGAATCGTGCATTCAACAGCACCGTCACTCACTGTATATAAGAT
TTATTTATTAATTATTTAGCTAAGATAGAGTGCTCCTCAAGATTGTCACTTTCT
ATTAATTCCAGGCTTTGTCTGAAGTTAAAAGTGATCAGTTGGCTCAATTTTCTG
ACACGTCAAACAGACGAGGAAACAAAAAAGAGTGAGGCAACAAGGAATTTGACG
TCCTCACAGAAAGAAAAGGTCAAGAGACAACCACGAAAGGATCAAAGATTATAA
AACTAGCGAAATGAGGGGGCCCCTAATCCTTCCAGCTCAGAAGAGTCAAAATCC
CCTCCTCCACCTGGCTCCAGCAGCCAAGTTGCTGCGTTACATCAGAGCACGTGT
CAAATGCACCATGCCTCGAACCTCAGTACTACTGTGAAACAAAGTACAACTTGG
GGCCCGAAGACAGCTTCGAGTCGGAAGAAATCCACTTTCTTCCTGCCTTAAAAG
TTGACTGCTCCCACTTGGGGCTAAACTAGAAACTATCAAAATCCCCGCTCCCCG
GCCCCCAGCCTGGCTGGCTGCTTATCACCGTTCCGCGTTCGCGTCTCTTGAGCG
TTCAATCATTCACCCCACCCCCTCGAAAACCCGCCAAGTTTATATACAAACTAG
CTCATCATCATCATCATCAAAACGCTCATCAAATATTTCATATCACATCATACA
TTCCAGTCAATTCAACCATCATTTCAATTAATCTGCATTATATATATACCCNCT
TTTGAGTTTCACAACACCAAGTCGTACGATTCCTCGCTTCAGCCTTTAACTTTC
AGTTGAATTAACTCCGCACTGTCCACTACTACTACATTTT

TGCTACTCCGACCCAATTCCTAATCCATCATCCCCTGATTTTC
CAGACTCTTCATCAACTTCGGACAACGTAGTCAATGCCTGCAAAGCCAATTACT
CGGACGAAGAAGTGCTCTTAGC



> Sequéncia promotora DREB2A Coffea alterada com o Sitio de Restri¢ao
Distal. Utilizada para verificar a similaridade dos primers.

GGACAACCATACCACTCCTAGTAAGCTTCACGCTTCGTTGGGTGCTACCCATTTTT
ACCCGTTCAGCACGTGGTTCACGCGTTTCCGCGGGAAACCACCGGTAGTAACTG
TCAACCGTGTTCTGAGAACATGACGTCATTTCAAAAAGGCCATTTTGTTTCTTG
CGTTGTGTCTCCCAAAGGCCAGAACGAAAAATAGGAAATACAAGGACACCTCTA
GGCTCTGGCTTGTTGCCTTGTAGCTTTTGTTGAATACTAGTTCGTAATCAATTA
TTGCCTTTTCCACCAACAAAAAAAAAAAAAAAGAGCAACCGCTGGTAAAAAGCC
ATAAGAATCATTAGTAGTAGTACTATAAAGAGAACAACTTGGTTCTTGTTTTTT
TTCATATTTTAAAGATAAATAAATTATCGGAGTTATTTTACCAAGTTGTTTGTC
CCCCAAATAATGTCACAATACAATTAAGTTTTTTATTTCAAATGAGCTTCCGAT
CCAAGAATATTTCATATTAATTATGAATTAATATCTATACACTGACAGTGTATA
TAGTTTTATTATTTGATGCATGACACATAATTTAAATTTGAATTTGAAATTCAA
ATTTTATATATGAATCGTGCATTCAACAGCACCGTCACTCACTGTATATAAGAT
TTATTTATTAATTATTTAGCTAAGATAGAGTGCTCCTCAAGATTGTCACTTTCT
ATTAATTCCAGGCTTTGTCTGAAGTTAAAAGTGATCAGTTGGCTCAATTTTCTG
ACACGTCAAACAGACGAGGAAACAAAAAAGAGTGAGGCAACAAGGAATTTGACG
TCCTCACAGAAAGAAAAGGTCAAGAGACAACCACGAAAGGATCAAAGATTATAA
AACTAGCGAAATGAGGGGGCCCCTAATCCTTCCAGCTCAGAAGAGTCAAAATCC
CCTCCTCCACCTGGCTCCAGCAGCCAAGTTGCTGCGTTACATCAGAGCACGTGT
CAAATGCACCATGCCTCGAACCTCAGTACTACTGTGAAACAAAGTACAACTTGG
GGCCCGAAGACAGCTTCGAGTCGGAAGAAATCCACTTTCTTCCTGCCTTAAAAG
TTGACTGCTCCCACTTGGGGCTAAACTAGAAACTATCAAAATCCCCGCTCCCCG
GCCCCCAGCCTGGCTGGCTGCTTATCACCGTTCCGCGTTCGCGTCTCTTGAGCG
TTCAATCATTCACCCCACCCCCTCGAAAACCCGCCAAGTTTATATACAAACTAG
CTCATCATCATCATCATCAAAACGCTCATCAAATATTTCATATCACATCATACA
TTCCAGTCAATTCAACCATCATTTCAATTAATCTGCATTATATATATACCCNCT
TTTGAGTTTCACAACACCAAGTCGTACGATTCCTCGCTTCAGCCTTTAACTTTC
AGTTGAATTAACTCCGCACTGTCCACTACTACTACATTTT

TGCTACTCCGACCCAATTCCTAATCCATCATCCCCTGATTTTC
CAGACTCTTCATCAACTTCGGACAACGTAGTCAATGCCTGCAAAGCCAATTACT
CGGACGAAGAAGTGCTCTTAGC
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APENDICE C — Lista dos diferentes gendtipos utilizados na amplificagdo da

regido promotora do gene DREB2A.

Tabela 4. Lista de genoétipos utilizados para verificar a conservacdo da regido
complementar ao primers.

Gen6tipos

Acaia 47119
Bourbon

C1007

C2011

C3001

C4001

C4001 D.P.
Canephora (G21)
Catuai 25

. Catuai 144
. Clone 14
. Clone 22

E007

E017
E123A
E123B
E238

E464

E516
Eugenioides

. E237
. G2020
. Guatemalense Baixo

Guatemalense Alto
IAPAR 59

IAPAR 59

Ikatll Colombiano
Mundo novo

. Obaté

. Palma 02

. Psilanthus
. Purpurenses
. Racemosa

RH3 Rubi

. RH3 IAPAR 59
. Rubi

. Sabia

. San Bernardo

. San Ramon Baixo
. Sequeirio

. Tupi

. Typica

. UW002

. UW099

Espécie

O000

0000000000000 00N000000000000000

00000

arabica

. arabica
. canephora

canephora

. canephora

canephora
canephora
canephora
arabica
arabica
canephora
canephora
arabica
arabica
arabica
arabica
arabica
arabica
arabica
eugenioides
arabica
canephora
arabica
arabica
arabica
arabica
arabica
arabica
arabica
arabica

. bengalensis

racemosa
arabica
arabica

. arabica

arabica

. arabica
. arabica
. canephora
. canephora
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APENDICE D — Resultado das analises dos motivos cis de regulacdo do
promotor DREB2A no PLACE

Web Signal Scan Program
Database searched: PLACE

This is the sequence you submitted
>Contig Promotor do gene DREB2A, 1454 bases, 3768F10
checksum.

GGACAACCATACCACTCCTAGTAAGCGGCACGTTGTTGGGTGCTACCCAT
TTTTACCCGTTCAGCACGTGGTTCACGCGTTTCCGCGGGAAACCACCGGT
AGTAACTGTCAACCGTGTTCTGAGAACATGACGTCATTTCAAAAAGGCCA
TTTTGTTTCTTGCGTTGTGTCTCCCAAAGGCCAGAACGAAAAATAGGAAA
TACAAGGACACCTCTAGGCTCTGGCTTGTTGCCTTGTAGCTTTTGTTGAA
TACTAGTTCGTAATCAATTATTGCCTTTTCCACCAACAAAAAAAAAAARAA
AAGAGCAACCGCTGGTAAAAAGCCATAAGAATCATTAGTAGTAGTACTAT
AAAGAGAACAACTTGGTTCTTGTTTTTTTTCATATTTTAAAGATAAATAA
ATTATCGGAGTTATTTTACCAAGTTGTTTGTCCCCCAAATAATGTCACAA
TACAATTAAGTTTTTTATTTCAAATGAGCTTCCGATCCAAGAATATTTCA
TATTAATTATGAATTAATATCTATACACTGACAGTGTATATAGTTTTATT
ATTTGATGCATGACACATAATTTAAATTTGAATTTGAAATTCAAATTTTA
TATATGAATCGTGCATTCAACAGCACCGTCACTCACTGTATATAAGATTT
ATTTATTAATTATTTAGCTAAGATAGAGTGCTCCTCAAGATTGTCACTTT
CTATTAATTCCAGGCTTTGTCTGAAGTTAAAAGTGATCAGTTGGCTCAAT
TTTCTGACACGTCAAACAGACGAGGAAACAAAAAAGAGTGAGGCAACAAG
GAATTTGACGTCCTCACAGAAAGAAAAGGTCAAGAGACAACCACGAAAGG
ATCAAAGATTATAAAACTAGCGAAATGAGGGGGCCCCTAATCCTTCCAGC
TCAGAAGAGTCAAAATCCCCTCCTCCACCTGGCTCCAGCAGCCAAGTTGC
TGCGTTACATCAGAGCACGTGTCAAATGCACCATGCCTCGAACCTCAGTA
CTACTGTGAAACAAAGTACAACTTGGGGCCCGAAGACAGCTTCGAGTCGG
AAGAAATCCACTTTCTTCCTGCCTTAAAAGTTGACTGCTCCCACTTGGGG
CTAAACTAGAAACTATCAAAATCCCCGCTCCCCGGCCCCCAGCCTGGCTG
GCTGCTTATCACCGTTCCGCGTTCGCGTCTCTTGAGCGTTCAATCATTCA
CCCCACCCCCTCGAAAACCCGCCAAGTTTATATACAAACTAGCTCATCAT
CATCATCATCAAAACGCTCATCAAATATTTCATATCACATCATACATTCC
AGTCAATTCAACCATCATTTCAATTAATCTGCATTATATATATACCCNCT
TTTGAGTTTCACAACACCAAGTCGTACGATTCCTCGCTTCAGCCTTTAAC
TTTCAGTTGAATTAACTCCGCACTGTCCACTACTACTACATTTTTTCAAG
AATG
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RESULTS OF YOUR SIGNAL SCAN SEARCH REQUEST

.I..tmp/sigscan//signalseqdone.7432: 1454 base pairs
Signal database file: user.dat

Factor or Site Name Loc.(Str.) Signal Sequence SITE #
SV40COREENHAN site 8 (-) GTeewwaG S000123
CACTFTPPCAl site 13 (+) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 20 (-) YACT 5000449
RHERPATEXPA7 site 28 (+) KCACGW S000512
ABRERATCAL site 28 (-) MACGYGB  S000507
ABRELATERD1 site 29 (-) ACGTG 5000414
BP50SWX site 29 (-) CAACGTG 5000436
T/GBOXATPIN2 site 29 (-) AACGTG 5000458
ACGTATERD1 site 30 (+) ACGT 5000415
ACGTATERD1 site 30 (-) ACGT 5000415
RAVIAAT site 34 (-) CAACA 5000314
SEF4MOTIFGM7S site 49 (+) RTTTTTR  S000103
GT1CONSENSOS site 52 (-) GRWAAW 5000198
MYBCOREATCYCB1 site 57 (-) AACGG 5000502
RHERPATEXPA7 site 64 (+) KCACGW S000512
ABRERATCAL site 64 (-) MACGYGB  S000507
ABRERATCAL site 65 (+) MACGYGB  $S000507
CACGTGMOTIF site 65 (+) CACGTG 5000042
EBOXBNNAPA site 65 (+) CANNTG 5000144
TRO20S site 65 (+) CACGTGG  S000505
MYCCONSENSOSAT site 65 (+) CANNTG 5000407
ABRELATERD1 site 65 (-) ACGTG 5000414
CACGTGMOTIF site 65 (=) CACGTG 5000042
EBOXBNNAPA site 65 (-) CANNTG 5000144
MYCCONSENSOSAT site 65 (-) CANNTG 5000407
ABRELATERD1 site 66 (+) ACGTG 5000414
ACGTATERD1 site 66 (+) ACGT 5000415
ACGTATERD1 site 66 (-) ACGT 5000415
GTGANTG10 site 73 (-) GTGA 000378
ABRERATCAL site 74 (+) MACGYGB  S000507
CGCGBOXAT site 75 (+) VCGCGB 000501
ABRERATCAL site 75 (-) MACGYGB  S000507
CGCGBOXAT site 75 (-) VCGCGB S000501
CGCGBOXAT site 83 (+) VCGCGB S000501
CGCGBOXAT site 83 (-) VCGCGB S000501
E2F10SPCNA site 85 (+) GCGGGAAA 5000396
E2FANTRNR site 85 (-) TTTCCCGC S000366

(=)

E2FCONSENSOS site 85 WTTSSCSS 5000476


http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000123
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000512
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000507
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000414
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000436
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000458
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000314
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000103
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000502
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000512
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000507
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000507
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000042
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000505
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000414
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000042
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000414
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000378
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000507
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000501
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000507
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000501
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000501
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000501
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000396
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000366
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000476

MYBIAT

D1GMAUX28
CACTFTPPCAL
MYB2AT
MYB2CONSENSOSAT
MYBCORE

BIHD1OS
WBOXATNPR1
WRKY7108S

MYBCORE
ASF1IMOTIFCAMV
PALINDROMICCBOXGM
TGACGTVMAMY
WRKY710S
HEXMOTIFTAH3H4
PALINDROMICCBOXGM
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ACGTCBOX
ACGTATERD1
HEXMOTIFTAH3H4
ACGTATERD1
TGACGTVMAMY
ASFIMOTIFCAMV
WRKY710S

ERELEE4
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A
DOFCOREZM
ANAERO1CONSENSOS
POLLEN1LELAT52
ARFAT
SURECOREATSULTR11
DOFCOREZM
GT1CONSENSOS
GT1GMSCAM4
GT1CONSENSOS
RAVI1AAT
DOFCOREZM
RAV1AAT
-10PEHVPSBD
CACTFTPPCAL
ARRI1AT
ATHB1ATCONSENSOS
ATHB5ATCORE
CAATBOX1
ATHB1ATCONSENSOS
ATHB5ATCORE
POLASIG3
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WAACCA 5000408
ACAGTTACTAS000328
YACT 5000449
TAACTG 5000177
YAACKG 5000409
CNGTTR 5000176
TGTCA 5000498
TTGAC 5000390
TGAC 5000447
CNGTTR 5000176
TGACG 5000024
TGACGTCA 5000255
TGACGT 5000377
TGAC 5000447
ACGTCA 5000053
TGACGTCA 5000255
GACGTC S000131
GACGTC S000131
ACGT 5000415
ACGTCA 5000053
ACGT 5000415
TGACGT 5000377
TGACG 5000024
TGAC 5000447
AWTTCAAA S000037
CCTTTT 5000259
AAAG 5000265
AAACAAA 5000477
AGAAA 5000245
TGTCTC 5000270
GAGAC 5000499
AAAG 5000265
GRWAAW 5000198
GAAAAA 5000453
GRWAAW 5000198
CAACA 5000314
AAAG 5000265
CAACA 5000314
TATTCT 5000392
YACT 5000449
NGATT 5000454
CAATWATTG S000317
CAATNATTG S000371
CAAT 5000028
CAATWATTG S000317
CAATNATTG S000371
AATAAT 5000088


http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000408
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000328
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000177
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000409
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000498
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000390
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000024
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000255
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000377
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000053
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000255
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000131
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000131
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000053
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000377
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000024
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000037
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000259
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000477
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000245
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000270
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000499
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000453
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000314
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000314
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000392
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000317
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000371
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000028
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000317
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000371
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000088

CAATBOX1

PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A

DOFCOREZM
GT1CONSENSOS
RAV1AAT
MARTBOX
MARTBOX
MARTBOX
MARTBOX
MARTBOX
MARTBOX
DOFCOREZM
NODCON2GM
OSE2ROOTNODULE
MYBCORE
GT1CONSENSOS
DOFCOREZM
ARRIAT
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CACTFTPPCAL
CURECORECR
CURECORECR
CACTFTPPCAL
TAAAGSTKST1
DOFCOREZM
NODCON2GM
OSE2ROOTNODULE
REALPHALGLHCB21
GT1CONSENSOS
GT1GMSCAM4
ROOTMOTIFTAPOX1
LECPLEACS2
TAAAGSTKST1
DOFCOREZM
NODCON1GM
OSE1ROOTNODULE
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IBOXCORE
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GT1CONSENSOS
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CAAT 5000028
CCTTTT 5000259
ARAG 5000265
GRWAAW 5000198
CAACA 5000314
TTWTWTTWTTS000067
TTWTWTTWTTS000067
TTWTWTTWTTS000067
TTWTWTTWTTS000067
TTWTWTTWTTS000067
TTWTWTTWTTS000067
AAAG 5000265
CTCTT 5000462
CTCTT 5000468
CNGTTR S000176
GRWAAW 5000198
AAAG 5000265
NGATT 5000454
YACT 5000449
YACT 5000449
YACT 5000449
GTAC 5000493
GTAC 5000493
YACT 5000449
TAAAG 5000387
ARAG 5000265
CTCTT 5000462
CTCTT 5000468
AACCAA 5000362
GRWAAW 5000198
GAAAAA S000453
ATATT 5000098
TAAAATAT S000465
TAAAG 5000387
ARAG 5000265
AAAGAT S000461
AAAGAT 5000467
GATA 5000039
GRWAAW 5000198
GATAA 5000199
TTATTT 5000203
AATAAA 5000080
GRWAAW 5000198
GATAA 5000199
GATA 5000039
TTATTT 5000203
GRWAAW 5000198


http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000028
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000259
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000314
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000067
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000067
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000067
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000067
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000067
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000067
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000462
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000468
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000493
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000493
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000387
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000462
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000468
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000362
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000453
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000098
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000465
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000387
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000461
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000467
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000039
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000199
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000203
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000080
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000199
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000039
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000203
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
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TATABOX5 site 437 (-) TTATTT 5000203
POLASIG3 site 438 (+) AATAAT 5000088
BIHD1OS site 443 (+) TGTCA 5000498
TGTCACACMCUCUMISIN site 443 (+) TGTCACA 5000422
WRKY710S site 444 (-) TGAC 5000447
GTGANTG10 site 445 (-) GTGA 5000378
CAATBOX1 site 448 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 453 (+) CAAT 5000028
POLASIG1 site 464 (-) AATAAA 5000080
TATABOX5 site 465 (+) TTATTT 5000203
ERELEE4 site 467 (+) AWTTCAAA S000037
EBOXBNNAPA site 471 (+) CANNTG 5000144
MYCCONSENSOSAT site 471 (+) CANNTG 5000407
EBOXBNNAPA site 471 (-) CANNTG 5000144
MYCCONSENSOSAT site 471 (-) CANNTG 5000407
-10PEHVPSBD site 490 (-) TATTCT 5000392
ROOTMOTIFTAPOX1 site 492 (-) ATATT 5000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 493 (+) ATATT 5000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 500 (+) ATATT 5000098
TATABOX3 site 501 (+) TATTAAT S000110
TATABOX3 site 513 (-) TATTAAT S000110
ROOTMOTIFTAPOX1 site 516 (-) ATATT 5000098
GATABOX site 518 (-) GATA 5000039
CACTFTPPCAL site 526 (+) YACT 5000449
WRKY710S site 529 (+) TGAC 5000447
BIHD10S site 529 (-) TGTCA 5000498
CACTFTPPCAL site 533 (=) YACT 5000449
MARTBOX site 544 (+) TTWTWTTWTTSO000067
POLASIG1 site 545 (-) AATAAA 5000080
POLASIG3 site 548 (-) AATAAT 5000088
TATABOX5 site 549 (+) TTATTT 5000203
RYREPEATGMGY2 site 556 (-) CATGCAT 5000105
RYREPEATLEGUMINBOX site 556 (-) CATGCAY 5000100
RYREPEATBNNAPA site 557 (-) CATGCA 5000264
WRKY710S site 561 (+) TGAC 5000447
BIHD10S site 561 (-) TGTCA 5000498
ERELEE4 site 577 (-) AWTTCAAA S000037
ERELEE4 site 583 (-) AWTTCAAA S000037
EECCRCAH1 site 586 (-) GANTTNC 5000494
ERELEE4 site 588 (+) AWTTCAAA S000037
TATAPVTRNALEU site 597 (+) TTTATATA S000340
TATABOX4 site 598 (-) TATATAA S000111
ARRIAT site 607 (-) NGATT 5000454
RHERPATEXPAT7 site 609 (-) KCACGW 5000512
RAVI1AAT site 618 (+) CAACA 5000314
MYBCORE site 618 (-) CNGTTR S000176
(=)

ARE1 site 623 RGTGACNNNGC 5000022


http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000203
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000088
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000498
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000422
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000378
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000028
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000028
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000080
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000203
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000037
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000392
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000098
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000098
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000098
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000110
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000110
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000098
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000039
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000498
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000067
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000080
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000088
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000203
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000105
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000100
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000264
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000498
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000037
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000037
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000494
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000037
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000340
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000111
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000512
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000314
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000022
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POLASIG1
TATABOX5
POLASIGL
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TATABOX5
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CACTFTPPCAL
ARRIAT
CAATBOX1
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BIHD10S
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POLLEN1LELAT52
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TGACG
TGAC
GTGA
YACT
GTGA
YACT
TATATAA
NGATT

AATAAAYAAA

AATAAA
TTATTT
AATAAA
TATTAAT
AATAAT
TTATTT
GATA
YACT
NGATT
CAAT
YTGTCWC
TGTCA
TGAC
GTGA
YACT
AAAG
AGAAA
ATAGAA
TATTAAT
AAAG
AAAG
YACT
GTGA
CANNTG
CNGTTR
CANNTG
CANNTG
YAACKG
CANNTG
YTCANTYY
CAAT
GRWAAW
AGAAA
TGAC
TGTCA
ACGTGKC
ACGTGTC
ACGTG
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5000378
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5000454
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5000203
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5000265
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S000407
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5000409

5000407

5000395

5000028

5000198

5000245
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5000394

5000438

5000414
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http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000378
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000409
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000395
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000028
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000245
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000498
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000394
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000438

CGTATERD1
HEXMOTIFTAH3H4
ACGTATERD1
TGACGTVMAMY
ASFIMOTIFCAMV
WBOXATNPR1
WRKY7108S
ANAERO1ICONSENSOS
DOFCOREZM
NODCON2GM
OSE2ROOTNODULE
INRNTPSADB
SORLIPSAT
CACTFTPPCAL
GTGANTG10
RAVIAAT
WBOXATNPR1
ASFIMOTIFCAMV
TGACGTVMAMY
WRKY710S
HEXMOTIFTAH3H4
ACGTCBOX
ACGTCBOX
ACGTATERD1
ACGTATERD1
GTGANTG10
POLLEN1ILELAT52
DOFCOREZM
POLLEN1LELAT52
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A
DOFCOREZM
QELEMENTZMZMI1 3
ELRECOREPCRP1
WBOXNTERF3
WBOXATNPR1
WRKY710S
NODCON2GM
OSE2ROOTNODULE
SURECOREATSULTR11
ARFAT
SEBFCONSSTPR10A
DOFCOREZM
DOFCOREZM
NODCON1GM
OSE1ROOTNODULE
ARRIAT
INRNTPSADB
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ACGT
ACGTCA
ACGT
TGACGT
TGACG
TTGAC
TGAC

AAACAAA

AAAG
CTCTT
CTCTT

YTCANTYY
GAGTGAG

YACT
GTGA
CAACA
TTGAC
TGACG
TGACGT
TGAC
ACGTCA
GACGTC
GACGTC
ACGT
ACGT
GTGA
AGAAA
AAAG
AGAAA
CCTTTT
AAAG
AGGTCA
TTGACC
TGACY
TTGAC
TGAC
CTCTT
CTCTT
GAGAC
TGTCTC

YTGTCWC

AAAG
AAAG
AAAGAT
AAAGAT
NGATT

5000415

S000053

5000415

5000377

5000024

5000390

5000447

5000477

5000265

5000462

5000468

S000395

5000486

5000449

S000378
5000314

5000390

5000024

5000377

5000447

5000053

S000131

S000131

5000415

5000415

5000378

5000245

5000265

5000245

5000259
5000265
5000254
5000142

5000457

S000390
5000447
5000462

5000468

5000499

5000270

5000391

5000265

5000265

5000461

5000467

5000454

YTCANTYY S000395


http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000053
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000377
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000024
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000390
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000477
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000462
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000468
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000395
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000486
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000378
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000314
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000390
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000024
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000377
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000053
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000131
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000131
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000378
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000245
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000245
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000259
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000254
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000142
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000457
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000390
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000462
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000468
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000499
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000270
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000391
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000461
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000467
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000395

SORLIP2AT
SORLIP2AT
ARRIAT
NODCON2GM
OSE2ROOTNODULE
WBBOXPCWRKY1
WBOXHVISO1
WBOXNTERF3
WBOXATNPR1
WRKY710S
ARRI1AT
SITEIOSPCNA
EBOXBNNAPA
MYCCONSENSOSAT
RAV1BAT
EBOXBNNAPA
MYCCONSENSOSAT
ANAEROZCONSENSOS
RHERPATEXPAT7
ABRERATCAL
ABRERATCAL
CACGTGMOTIF
EBOXBNNAPA
MYCCONSENSOSAT
ABRELATERD1
CACGTGMOTIF
DPBFCOREDCDC3
EBOXBNNAPA
MYCCONSENSOSAT
ABRELATERDI1
ACGTABREMOTIFA20SEM
ACGTATERD1
GADOWNAT
ACGTATERD1
BIHD10S
WBOXATNPR1
WRKY710S
EBOXBNNAPA
MYCCONSENSOSAT
EBOXBNNAPA
MYCCONSENSOSAT
CACTFTPPCAL
CURECORECR
CURECORECR
CACTFTPPCAL
CACTFTPPCAL
GTGANTG10
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GGGCC
GGGCC
NGATT
CTCTT
CTCTT
TTTGACY
TGACT
TGACY
TTGAC
TGAC
NGATT

CCAGGTGG

CANNTG
CANNTG
CACCTG
CANNTG
CANNTG
AGCAGC
KCACGW
MACGYGB
MACGYGB
CACGTG
CANNTG
CANNTG
ACGTG
CACGTG
ACACNNG
CANNTG
CANNTG
ACGTG
ACGTGKC
ACGT
ACGTGTC
ACGT
TGTCA
TTGAC
TGAC
CANNTG
CANNTG
CANNTG
CANNTG
YACT
GTAC
GTAC
YACT
YACT
GTGA

5000483

5000483

5000454

5000462

5000468

S000310

5000442

5000457

5000390

5000447

5000454

5000224

5000144

5000407

S000315
5000144

5000407

5000478

5000512

5000507

5000507

5000042

5000144

5000407

5000414

5000042

5000292

5000144

5000407

5000414
S000394
5000415
5000438

5000415

5000498

5000390

5000447

5000144

5000407

5000144

5000407

5000449

5000493

5000493

5000449

5000449

5000378


http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000483
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000483
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000462
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000468
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000310
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000442
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000457
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000390
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000224
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000315
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000478
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000512
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000507
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000507
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000042
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000414
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000042
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000292
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000414
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000394
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000438
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000415
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000498
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000390
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000493
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000493
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000378

ANAERO1CONSENSOS site 1009 (+) AAACAAA 5000477
TBOXATGAPB site 1012 (-) ACTTTG 5000383
DOFCOREZM site 1013 (+) AAAG 5000265
CACTFTPPCAL site 1015 (-) YACT 5000449
CURECORECR site 1016 (+) GTAC 5000493
CURECORECR site 1016 (-) GTAC 5000493
SORLIP2AT site 1026 (+) GGGCC 5000483
SORLIP2AT site 1027 (-) GGGCC 5000483
LTRECOREATCOR15 site 1046 (-) CCGAC 5000153
POLLEN1LELAT52 site 1052 (+) AGAAA 5000245
ARRI1AT site 1055 (-) NGATT 5000454
CACTFTPPCAL site 1059 (+) YACT 5000449
DOFCOREZM site 1061 (-) AAAG 5000265
POLLEN1LELAT52 site 1062 (-) AGAAA 5000245
DOFCOREZM site 1077 (+) AAAG 5000265
WBOXATNPR1 site 1081 (+) TTGAC S000390
WBOXHVISO1 site 1082 (+) TGACT 5000442
WBOXNTERF3 site 1082 (+) TGACY 5000457
WRKY710S site 1082 (+) TGAC 5000447
BOXCPSAS1 site 1088 (+) CTCCCAC S000226
CACTFTPPCAL site 1092 (+) YACT 5000449
EBOXBNNAPA site 1092 (+) CANNTG 5000144
MYCCONSENSOSAT site 1092 (+) CANNTG 5000407
EBOXBNNAPA site 1092 (-) CANNTG 5000144
MYCCONSENSOSAT site 1092 (-) CANNTG 5000407
POLLEN1LELAT52 site 1108 (+) AGAAA 5000245
GATABOX site 1114 (-) GATA 5000039
ARRIAT site 1120 (-) NGATT 5000454
BS1EGCCR site 1124 (-) AGCGGG 5000352
SORLIP2AT site 1134 (-) GGGCC 5000483
ANAERO2CONSENSOS site 1151 (-) AGCAGC 5000478
IBOX site 1155 (-) GATAAG 5000124
IBOXCORE site 1156 (-) GATAA 5000199
GATABOX site 1157 (-) GATA 5000039
GTGANTG10 site 1159 (-) GTGA 5000378
MYBCOREATCYCB1 site 1162 (-) AACGG 5000502
CGCGBOXAT site 1167 (+) VCGCGB 5000501
ABRERATCAL site 1167 (-) MACGYGB S000507
CGCGBOXAT site 1167 (-) VCGCGB 5000501
SURECOREATSULTR11 site 1177 (-) GAGAC 5000499
NODCON2GM site 1179 (+) CTCTT 5000462
OSE2ROOTNODULE site 1179 (+) CTCTT 5000468
CAATBOX1 site 1191 (+) CAAT 5000028
ARRI1AT site 1192 (-) NGATT 5000454
GTGANTG10 site 1198 (-) GTGA 5000378
TATAPVTRNALEU site 1227 (+) TTTATATA S000340
(=)

TATABOX4 site 1228 TATATAA S000111


http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000477
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000383
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000493
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000493
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000483
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000483
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000153
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000245
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000245
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000390
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000442
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000457
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000226
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000245
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000039
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000352
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000483
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000478
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000124
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000199
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000039
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000378
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000502
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000501
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000507
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000501
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000499
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000462
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000468
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000028
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000378
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000340
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000111

CDA1ATCAB2
ROOTMOTIFTAPOX1
ROOTMOTIFTAPOX1
GATABOX
GTGANTG10
WBOXHVISO1
WBOXNTEREF'3
WBOXATNPR1
WRKY7108S
CAATBOX1
CAATBOX1

ARRIAT

TATABOX4

PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A

DOFCOREZM
EECCRCAH1
GTGANTG10
RAV1AAT
CURECORECR
CURECORECR
ARRI1AT
DOFCOREZM
TAAAGSTKST1
DOFCOREZM
EBOXBNNAPA
MYBCORE
MYCCONSENSOSAT
EBOXBNNAPA
MYB2CONSENSOSAT
MYCCONSENSOSAT
CACTFTPPCAL
CACTFTPPCAL
CACTFTPPCAL
CACTFTPPCAL
GT1CONSENSOS
GT1GMSCAM4
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CAAAACGC 5000440

ATATT 5000098
ATATT 5000098
GATA 5000039
GTGA 5000378
TGACT 5000442
TGACY 5000457
TTGAC 5000390
TGAC 5000447
CAAT 5000028
CAAT 5000028
NGATT 5000454

TATATAA S000111
CCTTTT 5000259

AAAG 5000265
GANTTNC S000494
GTGA 5000378
CAACA 5000314
GTAC 5000493
GTAC 5000493
NGATT 5000454
AAAG 5000265
TAAAG 5000387
AAAG 5000265

CANNTG 5000144
CNGTTR S000176
CANNTG 5000407
CANNTG 5000144
YAACKG 5000409
CANNTG 5000407

YACT 5000449
YACT 5000449
YACT 5000449
YACT 5000449

GRWAAW 5000198
GAAAAA 5000453
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http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000028
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000028
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000111
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000259
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000494
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000378
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000314
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000493
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000493
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000387
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http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000144
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000409
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000407
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
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APENDICE E

promotor DREB2A no PlantCARE

>Promotor do gene DREB 1439nt

+ CTCCTAGTAA GCGGCACGIT GITGGGIGCT Wcm CACGTGGITC ACGCGITICC
- GAGGATCATT CGCCGIGCAA CAACCCACGA TGGGI. GGGCAAGTC GIGCACCAAG TGCGCARAAGG
+ GCGGGRAACC ACCGGTAGTA ACTGTCAACC GIGITCIGAG AACATGACGT CATTTCARAA AGGCCATTITT
- CGCCCTTIGG TGGCCATCAT TGACAGTTGG CACAAGACTC TTGTACTGCA GTARAGTTIT TCCGGTAARA
+ GITTCTTGCG TTGIGTCTCC CAAAGGCCAG AACGAAARAT AGGAAATACA AGGACACCTC TAGGCTCIGG
- CAAAGAACGC ARCACAGAGG GITTCCGGTC TTGCITTTTA TCCTTTATGT TCCIGIGGAG ATCCGAGACC
+ CTTGTTGCCT TGTAGCTTTT GTTGAATACT AGTTCGTAAT
- GAACARCGGA ACATCGAAAA CAACTTATGA TCAAGCATTA
+ AAAAARARGA GCAACCGCTG ATAAGAATCA TTAGTAGTAG M
- TTTTTITICT CGTTGGCGAC 'CGG TATTCTTAGT AATCATCATC 'C TCTTGTTGAA
+ GGTTCTTGIT TTTITICATA ARATAARTTA TCGGAGIT CAAGT TGITTGICCC
- CCAAGAACAA AAAAAAGTAT 'CTA TTTATTTAAT AGCCT 'GGTTCA
+ ATCCAAGAAT
- TAGGTTCITA T
ATGAAT m _:'I GCATGAC ACATAATTTA
ARTACTTA 'GACTGIC TACGTACTG TGITATTARAAT

: N e

- \CTT AGCACG
AATTATT TAGCTAAGAT

= ‘AATAA ATCGATTCTA TCTCACGAGG

+ CTTITGICTIGA
— GARACAGACT T

+mmsmscmmsm%ccrccr
- TCICACTCCG TTGITCCITA ARCTGCAGGA

+ AACTAGCGAA
- TTGATCGCTT
+ CCACCTGGCT

CCAGCAGCCA
- GGTGGACCGA GGTCGTCGGT

+ TCAGTACTAC TGITGAAACAA
AGTCATGATG ACACTTTGIT

+ CTTCCTIGCCT GA

+ GCCCCCAGCC TGGCTGGCTG
- CGGGGGTCGG ACCGACCGAC

+ ACCCCCTCGA AAACCCGCCA
- TGGGGGAGCT TTIGGGCGGT

i_ CATA

AARGTAT

BccccrrTIca
= GGGGAAAACT

TCACATCATA
GITTCACARAC
CAAAGTGTTG

+ CTCCGCACTG
- GAGGCGT!

TCCACTACTA
GAC AGGTGATGAT

AGAGTGCTCC

GATCAGTTGG
CTAGTCAACC

C

GIGICTTICT

ATGAGGGGGC CCCTAATCCT
TACTCCCCCG GGGATTAGGA
AGTTGCTGCG
TCAACGACGC

TTACATCAGA
ARTGTAGTCT

%GIACAAC’.I.T
CATGTITGAA

CTGCTCCCAC
GACGAGGGTG

TIGGGGCTAA
ARCCCCGATT

CTTATCACCG
GAATAGTGGC

m CARACTAGCT
GITTGATCGA

TTCCGCGITC
ARGGCGCAAG

ACCRAGTCGT ACGATTCCT!

TGGTTCAGCA TGCTAAGGAG

CTACATTTIT TCAAGAAT
GATGTAAAAA AGTICITA

ATTCAACAGC ACCGTCACTC
TAAGTITGICG TGGCAGTGAG

T

AGTTCIARCA GT AAGeTeC
TGACACGTCA AACAGACGAG GARACAARAAA
ACTGTGCAGT TIGICTGCIC CITTGITITT
ARRGGTCAAG AGACAACCAC GAAAGGATCA
TITCCAGTIC TCIGITGGIG CITITCCTAGT
TCCAGCTCAG AAGAGTCARA ATCCCCTCCT
AGGTCGAGIC TICTCAGTIT TAGGGGAGGA
G«:Agcmam‘gcmr GCCTCGABCC
CGTi GTGGTA CGGAGCTTGG
GACAGCTTCG AGTCGGAAGA AATCCACTTT
CTGICGAAGC TCAGCCTTCT TTAGGIGAAR
ACTAGABACT ATCABRAATCC CCGCTCCCCG
TGATCTTITGA TAGITITAGG GGCGAGGGGC
GCGICTCTTG FICATTCACCCC
CGCAGAGAAC . GTAAGTGGGG

CATCATCATC ATCATCAARR
GIAGTAGTAG TAGTAGITIT

S

SREEEE PRSI s

AGTGTAGTAT GT.

'C GCTTCAGCCT TTAACTITCA GTIGAATTAA
CGAAGTCGGA AATTGAAAGT CAACTTAATT
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Resultado das andlises dos motivos cis de regulacdo do

Motifs Found

(+] | AAGAA -motit
ABRE

<

J Box-W1

(+) | caATbox <«—
(+] I CATT-motif

I CGTCA-motif

| E2Fa

ERE <«
G-Box
(=] B G-box
GARE-moti
GATA -motif
| GCN4_motif
|*) § HD-Zip 1
(+]  HD-zip2
MBS
I P-box
Skn-1_motif
I se!
| TATAbox <—
TCA-element
(+] I TccAaCCT-motit
[#] | TGACG-motif

I Unnamed_1
(&) I Unsamed__13
Unnamed_ 2
|| Unnamed 3
(] I Unnamed_ 4
B W box
[l WUN-motif €—
| as-2-box
asl
box II




