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A maioria dos organismos transgénicos
relatados na literatura foi obtida utilizando
promotores constitutivos. No entanto,
existem restricoes econdmicas,
ambientais e de biosseguranca
relacionadas a expressao indiscriminada
(constitutiva) de genes heterélogos. O uso
de promotores tecido-especificos e
induzidos podem suavizar esses
problemas por limitar a expressao do
transgene aos tecidos e as condicoes
necessarias. Os promotores atualmente
utilizados pela EMBRAPA séao de
propriedade transnacional, onerando as

pesquisas e causando dependéncia
tecnoldgica. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi o de encontrar e caracterizar
promotores especificos de tecidos e
6rgaos em Coffea spp. Noés utilizamos o
banco de dados genoma Café como
ferramenta in silico para identificar genes
expressos preferencialmente em raiz,
folha e fruto. Dessa forma, achamos 72
candidatos 6rgao-especificos: 18
expressos em folhas, 14 em raiz e 40 em
frutos. Alguns desses candidatos foram
testados /in vitro utilizando-se ensaios RT-
PCR, PCR semi-quantitativa, northern
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blotting e gPCR. Todos os quatro
candidatos folha-especificos testados
(GCFo1, GCFo2, GCFo3 e GCFo4) e pelo
menos um dos dois candidatos fruto-
especificos testados (GCFr1 e GCFr2)
tiveram o seu carater érgao-especifico
confirmado. Ensaios de expressao
temporal e espacial mostraram que GCFr2
tem um pico de expressao no
endosperma, 180 dias depois do
florescimento. Os genes mais expressos
de folha (GCFo3 e GCFo4) e de fruto
(GCFr2) foram usados como sondas para
isolar seus respectivos promotores através
do screening de bibliotecas de BAC ou
utilizando a técnica de 5 "RACE.

Introducéo

A producao comercial de café no Brasil é
baseada em duas espécies: C. arabica L e
C. canephora Pierre, cada uma
representando 70% e 30% do Mercado,
respectivamente. O Brasil é o maior
produtor e exportador mundial de café,
responsavel por aproximadamente um
quarto da producdao mundial. No entanto,
a cultura de café vem enfrentando vérios
problemas que podem comprometer
drasticamente sua producao. O Projeto
Genoma Café brasileiro foi executado com
o objetivo de fornecer informacéo sobre o
genoma de café para pesquisadores que
visam desenvolver variedades melhoradas.
Uma vez que Coffea arabica, a variedade
mais importante, é perene, tetrapléide e
tem baixa variabilidade genética, a
transgenia € uma boa maneira de obter
plantas mais adequadas a diferentes
propdsitos como resisténcia a patégenos,
tolerancia a seca ou a qualidade da
bebida. De fato, existem alguns
protocolos estabelecidos de
transformacao de café, especialmente de
C. canephora (CANCHE-MOO et al.,
2006; KUMAR et al., 2006; RIBAS et al.,
2006) e experiéncias promissoras com C.
arabica (ALPIZAR et al., 2006; ALPIZAR
et al., 2008). Porém, transgénicos em
geral sdao submetidos a vérias restricoes,
em parte devido a expressao
indiscriminada do transgene guiada por
promotores constitutivos como o

35SCaMV. Dessa maneira, a obtencao de
um controle da expressao do transgene,
que assegure niveis de expressao altos e
somente nos tecidos desejados é
importante para uma melhor aceitacao
comercial da engenharia genética. Esse
controle ajudaria a diminuir alguns
questionamentos sobre biosseguranca de
plantas geneticamente modificadas, Além
disso, preveniria o desperdicio de energia
que ocorre durante a expressao exagerada
na planta inteira, a qual pode
comprometer a produtividade. A
expressao de um transgene em um 6rgao
especifico ou condicao especifica é bem
vinda no melhoramento genético
molecular de plantas e poderia ser atingida
com o uso de promotores adequados
(LANG et al., 2008; CHIOU et al., 2008;
WALLY et al., 2008; MARRACCINI et al.,
2002; MARRACCINI et al., 1999). Com o
objetivo de identificar genes érgao-
especificos (folha, raiz e fruto) que
poderiam ser utilizados como sondas para
isolar seus respectivos promotores,
realizamos varias analises in silico usando
o0 banco de dados do Projeto Genoma
Café. O northern eletrénico identificou 18
genes de folha, 14 genes de raiz e 40
genes de frutos. Alguns desses genes
foram testados através de RT-PCR, PCR
semi quantitativa e RT gPCR . Dessa
forma confirmamos a expressao
preferencial de 4 genes de folha, aqui
chamados de GCFo1, GCFo2, GCFo3 e
GCFo4 e 1 gene de fruto, o GCFr2. Os
promotores de GCFo4 e GCFr2 foram
isolados e seqlienciados. Futuramente
serdo testados em plantas-modelo e
depois em café.

Materiais e métodos
Andlises in silico

Baseado nos Unigenes do banco de dados
do projeto genoma café (VIEIRA et al.,
20086) bibliotecas de ESTs de apenas um
tecido (folha, raiz ou fruto) foram
agrupadas e contrastadas contra outro
grupo contendo todas as outras
bibliotecas através do Teste Exato de
Fisher. Os genes os quais se



apresentaram como preferencialmente
expressos em raizes, folhas ou frutos
foram selecionados. Dentre esses foram
escolhidos os mais expressos e inéditos.

Andlise da expressao

RT PCR: RNA de raiz, folha e fruto foi
tratado com DNAse e convertido a cDNA,
que por sua vez foi utilizado como molde
em reacoes de amplificacdo com primers
especificos.

gPCR: O mesmo cDNA utilizado nas
reacoes de RT-PCR foi usado nos
experimentos de RT gPCR. As reacoes
foram preparadas com SYBR Green e
primers especificos e executadas em um
sistema PCR 7500 (Applied Biosystems)
como descrito por Bustin (2002). A
normalizacao foi feita com o gene
ubiquitina.

Isolamento do promotor:

Método 5 "RACE: A regido 5’ da
seqliéncia codificadora dos candidatos de
folha e do candidato de fruto confirmados
pela anélise de expressao foi usada como
molde para desenhar primers reversos
especificos usados para amplificar a
regiao promotora. A regidao promotora
desses genes foi amplificada a partir do
molde de DNA gendmico pelo método

5 "RACE utilizando o Genome Walker
Universal Kit (Clontech) segundo
instrucoes do fabricante.

Selecao de clones BAC: Membranas de
nitrocelulose contendo 18.432 clones

GCFol GCFo2

BAC (bacterial artificial cromossome)
contendo fragmentos gendmicos de alto
peso molecular, foram hibridizadas com
sonda especifica para GCFr2.

As seqliéncias promotoras obtidas através
das estratégias descritas acima foram
analisadas no banco de dados PLACE
(http://www.dna.affrc.go.Jp/htdocs/PLAC
E/), (HIGO et al., 1999) e PlantCARE
(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webto
ols/plantCARE) para identificacao dos
elementos cis.

Resultados e discussdo

A analise do Northern blot eletrénico
apontou 103 UniGenes tecido-especificos.
Entre esses, 18 referem-se a folhas, 40 a
frutos, 14 a raiz e 31 a botdes florais.
Anélises de comparacao de seqliéncia
mostraram que 84% dos ESTs séo
homélogos a seqliéncias conhecidas e
16% sao desconhecidas. O primeiro passo
para confirmar a tecido-especificidade dos
genes canditados identificados pela
andlise virtual foi o estudo de expressao,
por meio de RT-PCR, realizado com
amostras de RNA total extraidas de
folhas, raizes e frutos convertidas em
cDNA. Os resultados da RT-PCR
mostraram que os transcritos de GCFo1,
GCFo2, GCFo3 e GCFo4 foram
detectados preferencialmente em folhas e
GCFr1 foi detectado preferencialmente em
fruto (Figura 1).
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Figura 1 — Analise de RT-PCR para GCFo1, GCFo2, GCFo3, GCFo4 e GCFr1. Moldes usados
nas reacoes: (+) controle positivo (R) cDNA de raiz; (Fo) cDNA de folha; (F) cDNA de fruto.



Uma andlise quantitativa foi entao
realizada com o objetivo de conhecer os
niveis de expressao desses genes em
cada tecido. Os dados apresentados aqui

sdo baseados em uma quantificacao
relativa em comparacao com o gene
constitutivo ubiquitina. Os dados obtidos
na RT-PCR foram confirmados (Figura 2).
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Figure 2 — Andlise de RT q PCR relativa. (A) GCFr1, (B) GCFo1, (C) GCFo2, (D) GCFo3 e (E) GCFo4. O gene da

ubiquitina foi usado como um controle constitutivo.

Para o isolamento dos promotores foram
escolhidos o GCFo4 no caso de folhas e o
GCFr2 no caso de fruto. O critério usado
foi o alto nivel de expresséao, o ineditismo
e a especificidade no tecido-alvo. Visando
isolar esses 2 promotores, duas
abordagens diferentes foram utilizadas:
método do genome walker (GCFo4 e
GCFr2) e screening de bibliotecas de BAC
(GCFr2) (Figure 3). Os clones fisicos
foram obtidos, seqlienciados e analisados

(figure 4). No caso do promotor de
GCFo4, a anélise de seqliéncia pelos
programas PLACE e PlantCare mostraram
elementos cis basicos como TATA Box e
CAT Box e também elementos
responsivos como ABRELATERD1
(resposta a stress hidrico) (SIMPSON et
al., 2003) e CAATWATTG
(reconhecimento da proteina Athb-1 de
Arabidopsis) (SESSA et al., 1993).



Figure 3 — Selecdo de clones de BAC de Coffea arabica por meio de hibridizacdo com sonda GCFr2. Clones

positivos estdo delimitados por setas verdes.
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Figure 4: GCFo4 promoter restriction map.

Nossos resultados demonstram que a
estratégia utilizada para isolar promotores
especificos é eficiente, mas ensaios de
expressao in vivo sao necessarios para
confirmar a especificidade dos
promotores.

Uma vez validados esses promotores
podem ser muito Uteis na obtencao de
transgénicos adaptados a diferentes
condicdes como seca, presenca de
patégenos e qualidade de bebida. Esses
promotores podem ser testados em outras
espécies para avaliar seu desempenho de
uma forma universal. A descoberta de
novos promotores com padrao de
expressao especifico é importante para o
futuro desenvolvimento de novas
cultivares e estratégico no aspecto
comercial da aplicacao da biotecnologia

Conclusédo

A metodologia de anélise in silico
associada as técnicas de clonagem
apresentadas demonstram ser eficientes
para o isolamento de promotores a partir
do genoma de cafeeiro.
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