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RESUMO

Estudos recentes resultaram na identificacdo de varios genes candidatos
para tolerancia a seca que apresentaram expressao diferencial contrastante entre
gendtipos. Dentre esses, encontram-se genes integrantes da via de resposta ao
estresse hidrico, tais como os fatores de transcrigdo DREB. Resultados da
expressao do gene CcDREBID nas folhas dos clones 14 (tolerante) e 22
(sensivel) de Coffea canephora Conilon mostraram uma maior expressao desse
gene em condi¢do de défice hidrico no clone 14 comparado ao clone 22. Apds
sequenciamento, polimorfismos na regido promotora do gene CcDREBID, que
podem indicar a participacdo de trés hapldtipos (15, 16 e 17) no controle
genético da tolerancia a seca, foram identificados nos clones 14 ¢ 22. Visando
estudar a participagdo dos polimorfismos na resposta a seca, varias construgdes
génicas, com diferentes fragmentos da regido promotora do gene CcDREBID,
foram arquitetadas no vetor binario pBI101 e testadas via transformagdo
genética de Nicotiana tabacum cv. SRI, a fim de avaliar a capacidade dos
fragmentos de controlarem a expressao do gene reporter S-glucuronidase (uidA).
Testes histoquimicos indicaram uma forte atividade GUS (forte coloragdo)
correspondente ao controle positivo (pBI121) enquanto que nenhuma atividade
GUS foi detectada para o controle negativo (pBI101). Tanto nas folhas, como
nas raizes, uma expressao basal do gene uidA foi verificada nas plantas TO sem
estresse, sobretudo para as constru¢des contendo as versdes mais longas (D) do
pDREBID. Para verificar se a regidao promotora dos hapldtipos do gene
CcDREBID responderiam aos estresses abidticos, as plantas transformadas de
tabaco foram submetidas a ensaios de desidratag¢do e de temperatura elevada e a
expressao do gene reporter uidA foi analisada por testes histoquimicos GUS e
PCR quantitativa em tempo real (qQPCR). Experimentos de gPCR confirmaram
uma leve indugdo do gene uidA nas folhas das plantas TO transformadas com
pD22-hp17D. No entanto, os niveis de expressdo deste gene foram muito
inferiores aos das plantas transformadas com o controle positivo (pBI121).
Nenhuma indugdo do gene reporter foi observada nas plantas transformadas com
as diferentes construgdes contendo os outros haplétipos (15 e 16) do promotor
CcDREBID. Contudo, esses resultados mostraram que (1) os promotores
pDREBID de C. canephora sdo fracos em tabaco, (2) o promotor do haplotipo
17 oriundo do clone 22 de C. canephora ¢ induzido com estresses abidticos nas
folhas de tabaco, mostrando que os mecanismos moleculares implicados na
regulacdo da expressdo génica em resposta a seca sio (pelo menos parcialmente)
conservados entre cafeeiro e tabaco, e que (3) o funcionamento dos promotores
pDREBID dos clones 14 e 22 de cafeeiro ¢ diferencial em tabaco, sugerindo que
os polimorfismos identificados nesses promotores participam da regulagdo
destas sequéncias.
Palavras-chave: Coffea. DREB. Promotor. Transformacao génica. Tolerancia a
seca.



ABSTRACT

Recent studies resulted in the identification of many candidate genes for
drought tolerance presenting contrasted differential expression profiles between
genotypes. Among those are found the genes involved in the water stress
response pathway, such as the DREB transcription factors. Results of
CcDREBID gene expression in the leaves of clones 14 (tolerant) and 22
(sensitive) of Coffea canephora Conilon, showed higher expression for clone 14
than clone 22 wunder water stress conditions. After sequencing, the
polymorphisms identified in the promoter region of CcDREBI1D gene in clones
14 and 22, may indicate the participation of three haplotypes (15, 16 and 17) in
the genetic control for drought tolerance. With the aim of studying the
participation of these polymorphisms in the response to drought, several genetic
constructions of the CcDREBID promoter regions were made in the pBI101
binary vector and tested via genetic transformation of Nicotiana tabacum cv.
SRI, in order to evaluate the capacity of such fragments in controlling the
expression of the pS-glucoronidase (uidA) reporter gene. Histochemical tests
indicated a strong GUS activity (high coloration) for the positive control
(pBI121) while no GUS activity was detected for the negative control (pBI101).
In both leaves and roots, a basal expression of uidA gene was observed for the
TO plants without drought stress, especially for the constructions containing the
longest versions (D) of the pDREBID. To verify if the promoters of the
CcDREBID gene haplotypes would respond to abiotic stresses, transformed
tobacco plants were submitted to dehydration and elevated temperature assays,
and subsequently analyzed for the expression of the uidA reporter gene by GUS
histochemical tests and real time quantitative PCR (qPCR). A slight induction of
the uidA gene in the leaves of transformed TO plants was confirmed with pD22-
hp17D in qPCR experiments. However, the expression levels of this gene were
highly inferior to those of the plants transformed with the positive control
(pBI121). No induction of the reporter gene was observed in plants transformed
with the different constructions containing the other haplotypes (15 and 16) of
the CcDREBID promoter. Altogether, these results showed that: (1) the
pDREBI1D promoters of C. canephora are weak in tobacco; (2) the promoter for
haplotype 17, derived from C. canephora clone 22, is induced with abiotic
stresses in the tobacco leaves, demonstrating that the molecular mechanisms
implicated in the regulation of the gene expression in response to drought are (at
least partially) conserved between coffee and tobacco plants; and (3) that the
functioning of the pDREB1D promoters of coffee clones 14 and 22 is different
in tobacco, suggesting that the polymorphisms identified in these promoters
participate in the regulation of these sequences.
Keywords: Coffea. DREB. Promoter. Genetic transformation. Tolerance to
drought.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ uma das commodities agricolas mais importantes mundialmente
e ¢ o principal meio de subsisténcia para mais de 125 milhdes de pessoas, sendo
produzido em mais de 60 paises (BAKER et al., 2001). Enquanto que 125
espécies dos géneros Coffea e Psilanthus sdo conhecidas atualmente (DAVIS et
al.,, 2011), a produgdo de café comercial baseia-se principalmente em duas
espécies: Coffea arabica e Coffea canephora, cada uma representando
aproximadamente 65% e 35% da produg¢@o mundial respectivamente. O Brasil
detétm a lideranca mundial em produgdo e exportagdio de café
(INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION, 2014).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB a
primeira estimativa da produ¢do brasileira de café (Arabica e Conilon), para a
safra 2014, indica que o pais devera colher entre 46,53 ¢ 50,15 milhdes de sacas
de 60 quilos de café beneficiado. A area plantada com a cultura destes cafés, no
pais, totaliza mais de 2,2 milhdes de hectares.

A crescente demanda global por alimentos de melhor qualidade tem
promovido um avanco significativo em diversas areas da produgdo vegetal
(NELSON et al., 2009). Contudo, condigdes climaticas desfavoraveis e a
crescente expansdo da cafeicultura para regides marginais, onde tais condi¢des
intensificam-se, contribuem significativamente para a reducgao da produtividade,
sendo a seca o principal estresse abiotico que afeta a produgdo dos paises
cafeicultores. No caso de seca severa, a floragdo pode ser afetada, levando ao
aborto de frutos em desenvolvimento, ou até mesmo causar a morte da planta
(DAMATTA;RAMALHO, 2006). As mudancas climaticas podem conduzir a
um acréscimo da temperatura média e também no aumento da frequéncia dos

eventos de estiagem, fazendo com que regides cafeicultoras cheguem a sofrer
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deslocamentos geograficos, levando a importantes problemas ambientais,
econdmicos e sociais (ASSAD et al., 2004).

Atualmente, muitas pesquisas tém objetivado a compreensdo dos
mecanismos de resposta (como tolerdncia) das plantas a seca (BLUM, 2011;
XOCONOSTLE-CAZARES et al., 2011). Diferente da resisténcia aos estresses
bidticos, cuja maioria é dependente de caracteristicas monogénicas, as repostas
genéticas aos estresses abidticos sdo multigénicas, ¢ assim mais complexas e
dificeis de controlar (VINOCUR; ALTMAN, 2003).

O défice hidrico desencadeia respostas variadas nas plantas, tais como
alteragdes na expressdo génica, acumulo de compostos de baixo peso molecular
(metabolitos ou componentes osmoéticos) e a sintese de proteinas especificas
(proteinas hidrofilicas, chaperonas, etc.) (RAMACHANDRA-REDDY et al.,
2004).

Uma das estratégias basicas de engenharia genética para tolerancia a
seca visa a introdugdo de genes funcionais envolvidos diretamente nesses
eventos (UMEZAWA et al., 2006; LAWLOR, 2013). No entanto, por se tratar
de uma cultura perene e de periodo juvenil longo, o melhoramento genético do
cafeeiro é lento e a introdu¢do de uma nova caracteristica em uma variedade
elite, por meio de técnicas de melhoramento convencional, ¢ um processo
demorado (BOREM; ALMEIDA, 2011).

Técnicas de biologia avangada tais como a gendmica estrutural e
funcional, a protedmica e a bioinformatica podem oferecer alternativas para
reduzir o tempo de obten¢do de novos genotipos e atuarem como ferramentas
auxiliares nos programas de melhoramento genético. Além disso, a possibilidade
de produzir plantas transgénicas de cafeeiro com alta eficiéncia abre novas
perspectivas ao melhoramento convencional, permitindo a rapida incorporagdo
de caracteristicas desejaveis as espécies perenes (RIBAS et al., 2006; MISHRA;
SLATER, 2012).
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Um requisito primordial para a aplicagdo destas técnicas biotecnoldgicas
¢ a identificagdo e a caracterizacdo funcional de genes com potencial utilizagdo
nestes processos (HORAN et al., 2008). Desta forma, a realizagdo de uma
analise exploratdria e discriminatdria dos genes ou fatores genéticos, associados
com uma determinada caracteristica fenotipica de interesse agrondmico ¢ de
grande importancia para a aplicagdo pratica destas ferramentas no melhoramento
genético das plantas (ASHRAF, 2010), como nesse caso, do cafeeiro.

Os efeitos transcricionais quantitativos e qualitativos ocasionados por
promotores podem ser ajustados beneficamente com a sele¢do de promotores
mais apropriados considerando as caracteristicas da planta, o tipo de transgene e
o tecido onde ele deve se expressar. Genes induzidos por estresse tém
contribuido para a caracterizacdo de promotores uteis na engenharia genética
para a expressdo direcionada sob condi¢gdes controladas, evitando os efeitos
secundarios indesejaveis na auséncia do estresse e o silenciamento génico, as
vezes, resultante da utilizagdo de promotores constitutivos (TANG; GALILI,
2004).

Além disso, a transgenia de plantas tem sido uma estratégia interessante
para analisar a regulagdo dos elementos cis em regides promotoras e a indugdo
desses genes responsivos ao estresse hidrico (UMEZAWA et al., 2006).

Genes candidatos (GCs) apresentando perfis de expressdo diferenciais
em relacdo a seca em folhas foram descritos em estudos anteriores em
C. arabica (FREIRE; 2010; FREIRE et al., 2013; MARRACCINI et al., 2009;
VIDAL et al., 2013) e C. canephora (MARRACCINI et al., 2009;
MARRACCINI et al., 2012; VIEIRA et al., 2013; VINECKY et al., 2011).

Freire (2010) analisou a diversidade nucleotidica in vivo de alguns genes
candidatos, dentre eles o gene DREBID (Dehydration Responsive Element
Binding Protein), identificando SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), em

varias cultivares e clones de Coffea sp. Uma quantidade limitada de SNPs foi
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encontrada na sequéncia codante deste gene, como foi também observado
recentemente para os genes DREB[ e DREB?2 de varios cereais (NAYAK et al.,
2009; WEI et al., 2006), demonstrando o papel crucial desses genes nas
respostas das plantas a seca e assim explicando a conservagdo das sequéncias
nucleicas correspondentes.

Marraccini et al. (2012) demonstraram que o gene CcDREBID de C.
canephora apresenta uma maior expressao em condi¢des de défice hidrico nas

folhas do clone 14 (tolerante) comparado ao clone 22 (susceptivel) a seca

(Figura 1).
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Figural Expressao do gene CcDREBID analisada por PCR quantitativa em
tempo real nas folhas dos clones 14 (tolerante) e 22 (sensivel) de C.
canephora submetidos (NI: Nao irrigado) ou nao (I: Irrigado) a seca.
O gene CcUBQI0 foi utilizado como gene enddgeno (expressao
constitutiva) e a amostra 141 como calibrador interno (expressdo
relativa = 1)

Fonte: Marraccini et al. (2012).
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Essas diferengas de expressdo do gene CcDREBID poderiam estar
correlacionadas com a presenca de polimorfismos identificados na regido
promotora dos genes CcDREBID dos clones tolerante (clone 14) e sensivel
(clone 22) (ALVES, 2011). No entanto, para confirmar essa hipotese,
experimentos adicionais necessitam ser realizados. Assim, o presente trabalho
visa avaliar, por meio da transformagdo de Nicotiana tabacum cv. SRI, a
funcionalidade das regides promotoras de diferentes alelos do gene CcDREBID
de C. canephora, por meio da capacidade de controlar a expressao do gene
reporter f-glucuronidase (uidA) e usando varias construgdes formadas por

delecdes das extremidades 5° das mesmas sequéncias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cafeeiro

Nativo do continente africano, o cafeeiro chegou ao Brasil em 1723
através de mudas oriundas da Guiana Francesa. No ano seguinte, foi introduzido
no Maranhdo propagando-se, para os estados vizinhos, em pequenas plantagoes,
tendo atingindo a Bahia em 1773. Algumas sementes de café foram
transportadas do Maranhao para o Rio de Janeiro onde se fomentou a ampliagao
da cultura na Serra do Mar (ALONSO-SALCES et al., 2009).

Em 1825, as plantacdes alcangaram o Vale da Paraiba e os estados de
Sao Paulo e Minas Gerais. Posteriormente, a produgdo se estendeu para o centro-
sul cujas condigdes climaticas eram altamente favoraveis, atingindo o norte do
Rio de Janeiro e o Espirito Santo em 1920. A cadeia produtiva do café brasileiro
se destaca na historia econdmica e¢ social do pais desde a época colonial,
contudo, a exportacdo de caf¢ apresentou grande éxito até o ano de 1930,
quando comegou a decrescer em virtude do surgimento de crises internacionais

(ALONSO-SALCES et al., 2009).

2.1.1 Importincia e economia

Atualmente, o café¢ ¢ uma das commodities agricolas mais importantes
no mundo, sendo responsavel por quase metade do total das exportacdes de
produtos tropicais além de ser o segundo maior, no mercado mundial de
produtos naturais, depois do petroleo, ¢ fonte de renda para muitos paises em
desenvolvimento (BAKER et al., 2001).

As duas espécies do género Coffea que sdo responsaveis por quase toda

a produgdo dos grdos de café sdo: C. arabica (Arabica) e C. canephora
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(Robusta), representando, respectivamente, 65% e 35% da producdo mundial
(INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION, 2013), sendo o Arabica
considerado superior em termo de qualidade ao Conilon devido as suas
propriedades organolépticas e, portanto, possui um prego de mercado valorizado.
No Brasil, o Robusta ¢ conhecido com o nome de Conilon produzido
principalmente no estado do Espirito Santo.

O Brasil, o Vietnd e a Indonésia sdo responsaveis por mais de 50% da
producdo mundial desta cultura, sendo o Brasil com 35%, o maior produtor.
(INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION, 2013). O café¢ ¢é de
primordial importancia tanto para os paises produtores localizados nas areas
tropicais e subtropicais, como para os paises consumidores localizados
principalmente na Europa e América do Norte, onde o café ¢ torrado, misturado
e embalado (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2013;
INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION, 2013).

2.1.2 Taxonomia e gendmica

O café ¢ uma planta perene que pertence a ordem Gentianales, a familia
Rubiaceae, a subfamilia Ixoroideae ¢ a tribo Coffea que ¢ composta por dois
géneros: Coffea e Psilanthus, estes juntos, abrangem mais de 125 espécies
(DAVIS et al., 2011). O género Coffea, que teve seu centro de origem na Africa,
contém as trés espécies utilizadas na producao de bebida do café: C. arabica, C.
canephora ¢ C. liberica (DAVIS et al., 2006). Em nivel botanico, as plantas de
Coffea sdo dicotiledoneas, de folhas persistentes ¢ flores hermafroditas, de porte
arbustivo ou arbéreo e caule lenhoso (FAZUOLI et al., 2000). Evolutivamente, o
inicio da diversificagdo deste género ocorreu entre 5 e 25 milhdes de anos atras

(CUBRY et al., 2008).
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As plantas da espécie C. canephora sao diploide (2n = 2 x = 22),
aldgamas e possui uma alta variabilidade genética e capacidade de se adaptar as
mais variadas condi¢cdes climaticas (BERTRAND et al., 2003). Elas sao
adaptadas as planicies equatoriais com ambientes quentes e imidos. Esta espécie
¢ agrupada em dois grupos distintos denominados Congolés e Guineano,
estabelecidos de acordo com sua origem geografica (DUSSERT et al., 1999;
MONTAGNON et al., 2012) (Figura 2). O grupo Congolés apresenta varios
subgrupos dentre os quais existem dois de maior importancia (MONTAGNON,
2000; FAZUOLI et al., 2007):

a) O subgrupo SGI1 (tolerante a seca), localizado na regido mais
litoranea da bacia do rio Congo, com periodos de seca;

b) O subgrupo SG2 (sensivel a seca) localizado na floresta equatorial
com indices pluviométricos elevados e bem distribuidos ao longo do

ano.

rl_ ._‘;“'-"- Regiélo com periodos de seca
‘ .. Regidio sem periodos de seca

it ¥ . et s

s = ain

Figura2 Grupos de distribuicao da diversidade de Coffea canephora. As linhas
pontilhadas delimitam regides com distribui¢do pluviométrica
distintas. O Subgrupo SG1 originou-se em uma regido de clima mais
arido, enquanto o SG2 ¢ tipico de uma regido de clima equatorial

Fonte: MONTAGNON, 2000.
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Estudos de filogenia mostram que as plantas de Conilon presentes no
Brasil sdo geneticamente semelhantes aquelas do subgrupo SG1 de C.
canephora (LAMBOT et al., 2008). Na variedade Conilon, encontram-se plantas
tolerantes a seca por proporcionar um maior controle de transpiracdo
(DAMATTA; RAMALHO, 2006) e também plantas altamente resistentes ao
fungo Hymeleia vastatrix causador da ferrugem das folhas (CARVALHO et al.,
2001). Assim, plantas de Conilon sdo alvos de varias pesquisas que objetivam a
introducdo desta variedade em regides de baixa altitude, que possuem
temperaturas médias anuais elevadas (de 22°C a 26°C) e, principalmente, em
regides com um periodo seco mais prolongado (FAZUOLIL, 1986).

A bebida preparada a partir dos graos de C. canephora da um café
neutro, de fraco sabor e, ocasionalmente, com um amargor forte e pronunciado
(LEROY et al., 20006).

Do outro lado, C. arabica é uma espécie alotetraploide (2n = 4x = 44)
originada a 1 milhdo de anos a partir da hibridizacdo natural de dois genomas
ancestrais diploides: C. canephora e C. eugenioides (LASHERMES et al., 1999)
(Figura 3). Ela destaca-se como a espécie cultivada principalmente em
ambientes de planalto. A origem de C. arabica, a partir de duas espécies com
genomas muito parecidos, faz com que a meiose nessa espécie tetraploide seja
como uma meiose de espécie diploide, apresentando um pareamento regular dos
bivalentes cromossdmicos (HERRERA et al., 2004). Como consequéncia de sua
historia evolutiva ¢ autogamia, as plantas de C. arabica tém uma estreita base
genética, pois a difuso inicial a partir de seu centro de origem, a Etidpia, para o
Iémen, baseou-se em uma populacdo limitada. Esta caracteristica é ampliada nos
principais gendtipos cultivados como, Mundo Novo, Catuai e Caturra, que foram
selecionados a partir de apenas duas populacdes base: Typica e Bourbon
(ANTHONY et al., 2002).
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C. arabica ¢é a espécie mais cultivada devido a qualidade da bebida
superior quando comparada com outras espécies (LEROY et al., 2006). Essa
qualidade depende principalmente da quantidade de compostos, tais como
acticares e outros bioquimicos precursores da qualidade, armazenados no
endosperma do fruto durante a maturagio (GEROMEL et al., 2006; JOET et al.,
2009; PRIVAT et al., 2008) dando uma bebida leve, frutada e acidulada.

Ancestral comum Café selvagem do sudoeste da Etiopia
5-25m.a.a I
T575AD
/ \ +
Lémen
Espécies c roid - ~
pertencentes ao ) eugen'w.s es ou 1690 171518
grupo canephora espectes o ~
=22 relacionadas 2n=22 Java Tlha de Réunion
1
( 1 m.a.a ) 1706
l Amsterda
! Evento de +
i poliploidizacio Typica Bourbon
' i / |
& @it Novo Caturra
anfidiploide Mundo /
4n=44 A ~— Catuai B

Figura 3 Histéria evolutiva do alotetraploide C. arabica. (A) Origem de C.
arabica. Os genomas dos progenitores estdo representados pelos
diploides C. eugenioides ¢ C. canephora. C. arabica surgiu ha cerca
de 1 milhdo de anos (m.a.a) a partir do cruzamento de C. canephora
(ou espécies relacionadas) e C. eugenioides. (B) Origem das
principais cultivares atuais de C. arabica

Fonte: Adaptado de VIDAL et al. (2010).

2.2 Estresse abidtico (aspectos gerais)

As plantas podem ser expostas a varios estresses abiodticos (condi¢des
ambientais adversas) tais como a seca, o excesso de salinidade e as temperaturas

extremas (tanto altas como baixas) durante seu ciclo de vida. Esses fatores
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ambientais limitam severamente o crescimento e a reproducdo das plantas e,
consequentemente, a produtividade agricola em caso de plantas de cultivo
intenso. Dentre todos os tipos de estresses abidticos, a desidratacdo e os
extremos de temperatura sdo os que mais afetam o desenvolvimento vegetal. As
plantas respondem ao défice hidrico, como também as altas e baixas
temperaturas, com diversas respostas fisioldgicas e moleculares (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000).

Uma das respostas é a expressdo de um grande niimero de genes, cujos
produtos (as proteinas) podem estar envolvidos em diversas fun¢des adaptativas
(THOMASHOW, 1999). Genes induzidos durante os estresses abioticos
codificam proteinas que funcionam no controle da expressdo génica e na
transducdo de sinal, bem como as proteinas envolvidas, por exemplo, na
protecdo e na detoxificagdo das células (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2000; SHINOZAKI et al., 2003).

Miultiplas vias de sinalizagdo regulam as respostas de estresse nas
plantas (KNIGHT; KNIGHT, 2001) e existe uma sobreposi¢do entre os padrdes
de expressdo de genes que sdo induzidos em resposta a diferentes fatores de
estresses (SEKI et al., 2001; CHEN et al., 2002). Embora sejam conhecidos,
razoavelmente, os efeitos gerais da seca no crescimento das plantas, os efeitos
primarios do défice hidrico em niveis bioquimicos e moleculares ainda ndo sao
bem entendidos (ZHU, 2002; CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

A fim de evitar perdas adicionais de agua, a planta promove o
fechamento dos estomatos resultando no bloqueio de diéxido de carbono (CO,)
e consequente alteragdo na taxa fotossintética. Nas espécies mais susceptiveis, o
estresse oxidativo ocasiona a desintegra¢do das membranas e promove a reducao
do conteudo de clorofila (DAMATTA et al., 2003). A redugdo do fluxo de vapor

e da absor¢do de agua e nutrientes pelo sistema radicular resultam na diminuigéo
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da producdo (MATIELLO e DANTAS, 1987; KUMAR, 1999). A escassez de
agua no ambiente leva a perda do turgor celular, ao aumento da concentra¢do do
citossol e a consequente desidratagdo do protoplasma (PINHEIRO et al., 2005).
Estudos prévios, no género Coffea, sugerem que 0S mecanismos
fisiologicos responsaveis pela manifestacdo da tolerancia em cafeeiro estdo
diretamente relacionados a sensibilidade dos estdmatos ao défice hidrico no solo
ou na atmosfera (PINHEIRO et al., 2005). A sensibilidade da condutancia
estomatica em C. arabica, apresentando oscilagdes a variacao de 1/3 do aporte
de agua no solo, faz dessa propriedade fisioldogica um o6timo indicador do nivel
de 4gua acessivel a planta. Plantas de C. canephora, por sua vez, apresentam
controle estomatico menos responsivo as variagdes no nivel de dgua do solo

(FAHL et al., 2001).

2.2.1 Respostas ao estresse abidtico

O défice hidrico em plantas inicia-se a partir de uma complexa via de
respostas, comecando com a percepcao do estresse, o qual desencadeia uma
cascata de eventos moleculares, sendo finalizada em varios niveis de respostas
fisioldgicas, metabolicas e de desenvolvimento (BRAY, 1993). Uma mudanga
no potencial osmdtico, através da membrana plasmatica, pode ser a maior causa
de respostas ao estresse hidrico em nivel molecular (BRAY, 1993). Também,
alteragdes na conformagdo da membrana celular provocam mudangas em canais
de transporte ativados por pressdo, modifica a conformacéo ou a justaposicdo de
proteinas sensoriais embebidas nas membranas celulares, e altera a continuidade
entre a parede e a membrana celular (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 1999; SHINOZAKI;, YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000). A

percepcao do défice hidrico (seca) celular precisa ser traduzida em compostos
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bioquimicos e metabolitos, gerando uma consequente resposta fisiologica ao
estresse (INGRAM; BARTELS, 1996).

As proteinas sintetizadas em resposta a seca podem ser classificadas em
trés grandes grupos (SEKI et al., 2003; YAMAGUCHI-SHINOZAKI;
SHINOZAKTI, 2005):

a) Proteinas que protegem a planta contra os estresses ambientais;
b) Proteinas implicadas na transdugdo de sinais de resposta aos
estresses e na regulacao (fatores de transcricao) da expressdo génica;

¢) Proteinas de func¢des desconhecidas.

O primeiro grupo inclui proteinas que funcionam protegendo as células
da desidratacdo, como as enzimas envolvidas na biossintese de varios
osmoprotetores tais como prolina e betainas, proteinas LEA (“Late
Embryogenesis Abundant), chaperonas e enzimas detoxificadoras. Os niveis de

moléculas osmoprotetoras geralmente aumentam durante o estresse (Figura 4).
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Figura4 Genes induzidos durante o estresse hidrico, salino e ao frio e suas
possiveis fun¢des na tolerancia e resposta ao estresse

Fonte: SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007 (adaptado).

O segundo grupo inclui os fatores de transcricdo (FTs) que
desempenham um papel fundamental na resposta da planta ao estresse, por meio
da ativagdo de genes especificos (SEKI et al., 2003). At¢ o momento, foram
descritas quatro vias de transdu¢@o de sinais envolvidas na resposta da planta ao
défice hidrico: duas vias (I e II) ABA (acido abcisico) dependentes e as outras
(IIT e IV) ABA nao dependentes (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
1997; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1999; SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000; SEKI et al, 2003; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

A via ABA dependente de tipo I requer a sintese de certas proteinas para
ativar os FTs MYC/MYB (ABE et al., 1997) e/ou bZIP, os quais se ligam a
regides do DNA como os ABREs (4BA4-Responsive Elements) e elementos tais
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como CEl e CE3 (Coupling Elements) (SHEN; HO, 1995; SHEN et al., 1996).
A via ABA dependente tipo II ativa o fator de transcricdo bZIP (NAKAGAWA
et al., 1996; HOLLUNG et al., 1997) o qual aciona a expressdo génica pela
ligagdo com os elementos ABA responsivos ABREs.

A via ABA nao dependente tipo III compreende alguns genes induzidos
pela seca que ndo respondem ao ABA nem ao frio. Estes genes incluem o ERDI1
(Early Responsive to Dehydration 1), que codifica para uma subunidade
regulatoria da protease Clp (NAKASHIMA et al., 1998). A via ABA nao
dependente tipo IV induz a expressdo génica pela ativagcdo das proteinas DREB
(Dehydration-Response-Element-Binding) que se ligam ao elemento de resposta
a seca DRE/CRT (Drought Response Element/C-repeat), levando a ativagdo da
expressdo dos genes pelo frio, excesso de salinidade e seca. Os fatores de

transcricdo DREBs se dividem em duas classes (CHINI et al., 2004):

a) Os DREBIs que estao envolvidos na expressdo génica em resposta
ao frio,

b) Os DREB2s envolvidos na resposta a desidratacdo e a alta
salinidade. Entretanto, relatos de interagdes entre as vias ja foram

descritos.

Além destas vias, muitos outros sistemas de regulagdo transcricional
estdo envolvidos na expressdo de genes responsivos ao estresse. De maneira
paralela, estas quatro principais vias se relacionam e convergem para a ativagao
de genes envolvidos na resposta ao estresse. A Figura 5 mostra um modelo das
vias de transducao dos sinais de estresses bidticos e abiodticos desde a percepgao
até a expressao génica.

Esse esquema também permite observar que existem comunicagdes

cruzadas (cross-talks) entre estas vias de sinaliza¢do, implicando fatores de
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transcricdo comuns para os estresses bidticos e abidticos (YAMAGUCHI-

SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

Percepcdo do sinal \

Vias ABA dependente Vias ABA independente

L)1 1

cl
ZF-HD |\ sc  Sintese de proteinas  bZIP P DREBs (ERF/AP2)
protease
(MYC, MYB)
l /\ - -=__,=-erd1‘/
— ez

-

: MYC g MYB DRE/CRT mame
\\}\" Ny e
Expressao génica

Figura5 Redes transcricionais reguladoras de sinais de estresses bidtico e
abidtico e da expressdo génica
Fonte: SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007(adaptado).

Muitos genes reguladores chave sdo capazes de controlar um subgrupo
de genes, FTs e sinalizadores celulares envolvidos na tolerancia aos estresses em
plantas ja foram descritos e seu uso pode ser interessante no melhoramento de

varias espécies via engenharia genética (UMEZAWA et al., 2006).
2.3 Regulacio transcricional em eucariotos
A regulagdo da expressdo génica pode ocorrer em diferentes estadios e,

pode ser particularmente importante durante a transcricdo (Figura 6). Para a

maioria dos genes que codificam proteinas, o inicio da transcri¢do inclui a
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ligagdo e ativagdo da RNA polimerase Il que é responsavel pela sintese dos

RNA mensageiros (MRNAs).

Nucleo Citoplasma

Controle do Controle da Controle Pos

Transparte Tradugio Traducional
3 de RNA a ]
- Transcrita -
DA i Priteing
A s oo JR s R P
-~
1 2
Controfe Contrale de
wanscricional ProOCessamEnto

de RNA b

Figura 6 Pontos de controle da expressdo génica: (1) Controle transcricional;
(2) Controle de processamento de RNA; (3) Controle do transporte de
RNA; (4) Controle da tradug¢ao; (5) Controle pos-traducional

Fonte: ALBERTS, 2002 (adaptado).

O processo de transcricdo ao nivel basal é dependente de sequéncias
encontradas no promotor minimo (nicleo promotor) (Figura 7), onde estdo os
sitios de ligagdo para fatores de transcri¢dao (FTs) e da RNA polimerase.

Elementos cis, encontrados em regides a montante do nucleo promotor,
permitem a ligacdo de proteinas regulatorias ativadoras ou repressoras
responsaveis por modular os niveis da transcricdo. A jun¢do de todos esses
elementos compde um conjunto de médulos importantes no controle do perfil de
expressao global de um gene, direcionando ou prevenindo a transcrigao temporal
e espacial apropriada. Os processos que proporcionam a modulagdo
transcricional s3o extremamente complexos e ocorrem por meio de uma
intricada rede de intera¢des envolvendo todos esses elementos (ALBERTS et al.,

2002; LEWIN, 2009).
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Sitio de iniciagao
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IK_Y_J IK—Y J| I\ﬁr_.lI
TATA box Inr DPE

Figura7 O promotor minimo da RNA polimerase Il pode apresentar um
TATA box a aproximadamente 30 pb a montante do sitio de iniciagdo
da transcrigdo (Inr). Os promotores sem TATA box podem apresentar
o elemento promotor a jusante (DPE). O TATA box possui
geralmente a sequéncia consenso TATAA. O Inr possui bases
pirimidicas (Y) ao redor de um nucleo conservado de CA (citosina e
adenina). A sequéncia apresenta a fita codificadora

Fonte: LEWIN, 2009 (adaptada).

A regido promotora de um gene eucarioto, em geral, possui sequéncias
semiconservadas. Uma destas sequéncias denominada “TATA Box” (T/A) A
(A/T) AAT) encontra-se a aproximadamente 30 pb a montante do sitio de inicio
da transcri¢do. Elementos promotores proximais também estdo localizados a
cerca de 100 (CCAAT Box) e 200 pb (GC Box) a montante do ponto de inicio
da transcricdo. Os elementos contidos em tais sequéncias normalmente
determinam o ponto correto de inicio da transcri¢ao, bem como o local e o
momento em que esse processo bioldgico devera ocorrer.

Os elementos cis podem estar localizados a centenas ou milhares de
pares de base de distancia do gene que controlam. Eles podem ser encontrados a
montante, a jusante, ou no interior da regido codificadora, ¢ mesmo em regides
de cromossomos estruturalmente adjacentes. Os elementos ativadores ou
potencializadores sao motivos de sequéncias curtas que contém locais de ligagao
para os FTs ¢ ativam genes-alvo independente da orientagdo (KOLOVOS et al.,
2012). Enquanto muitos dos elementos cis ativadores mostram-se necessarios

para a maxima ativagdo da transcricdo de um gene, poucos elementos cis
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repressores, referidos como silenciadores, t€ém a capacidade de reprimir a
expressdo génica (ALBERTS et al., 2002; LEWIN, 2009).

Promotores apresentam inimeros sitios de ligagdo para FTs especificos,
que por sua vez sdo ativados sob diversos estimulos, tais como hormonios
endogenos (auxinas, giberilinas, acido salicilico, dentre outros) e fatores
exogenos (luz, pressdo, umidade e temperatura). Destacam-se entre o0s
promotores constitutivos usualmente empregados na producdo de plantas
geneticamente modificadas (PGMs) o promotor 35S do virus do mosaico da
couve-flor (CaMV35S), os promotores dos genes que codificam respectivamente
a nopalina sintetase (NOS) e octopina sintetase (OCS) de A. tumefaciens. Apesar
dos avangos com o uso desses promotores, os padroes de expressao dos
transgenes submetidos a regulacdo dos mesmos sao variados e, baixos em alguns
casos (ZHENG; MURALI, 1997; GREEN et al., 2002), ndo havendo garantia de
expressdo no orgio/tecido adequado (NEUTEBOOM et al., 2002). O uso desses
promotores ubiquos determina a expressdo do produto génico em todos os
orgaos da planta, o que nem sempre é desejavel.

De acordo com o tipo de regulagdo da expressdo génica, os promotores
usados na engenharia genética de plantas sdo tradicionalmente divididos em trés

categorias:

a) Promotores constitutivos (ativos continuamente na maioria ou em
todos os tecidos);

b) Promotores espago-temporais (desenvolvimento estadio-especifico
ou atividade tecido-especifica);

¢) Promotores induziveis (regulados por sinais fisicos ou quimicos

externos).
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A utilizag@o de varios genes em uma unica planta transgénica requer o
uso de diferentes promotores para evitar o silenciamento de genes o que ocorre,
muitas vezes, em plantas transgénicas com multiplas copias do mesmo promotor
(MOURRAIN et al., 2007). Para resolver esse problema, ¢ necessario isolar
promotores tecido-especificos ou induziveis para controlar a expressdo do gene-

alvo (YE et al., 2000).

2.4 Elementos cis da regido promotora do gene CcDREBID de C. canephora

Varios elementos cis conservados participam na regulacdo da expressao
génica em C. canephora como, TATA-, CATA- e CGCG-BOX.

Outros elementos cis comumente encontrados em promotores de genes
responsivos ao défice hidrico e ao frio também sdo observados em C.
canephora, dentre os quais, os motivos ABRE, DRE, MYB ¢ MYC que sdo
reconhecidos pelos FTs pertencentes as familias bZIP, ERF/AP2, bHLH e CEl,
respectivamente (Tabela 1). Esses elementos estdo presentes na sequéncia
consenso oriunda da montagem in silico das regides promotoras dos clones 14 ¢
22 de C. canephora (Figura 8).

Os FTs pertencentes as familias bZIP, bHLH e CE1 sdo conhecidos
como atuantes na via de resposta a desidratacdo dependente de ABA. Entretanto,
a familia ERF/AP2 de FTs, na qual estdo incluidas as proteinas DREB, participa
da via independente de ABA (LIU et al.; 1998). Essa aparente contradi¢do pode
ser explicada pelo fato de que existem intera¢des (corregulagdes) entre as vias
dependente ¢ independente de ABA (AGARWAL et al., 2006). Dubouzet et
al.(2003) e Shen et al. (2003) comprovaram que os genes isolados de arroz
(OsDREB2A) e de trigo (TaDREBI) codificando os FTs DREB2 sdo induzidos
pela adicdo de ABA exdgeno.
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Y5 A MYBIAT
CGTTGTTGRGTGCTACCCATTTTRCCCRTTCAGCACGWGGTTIC. ‘TTCCGCGGGAAACCACCGKTR 70
MYB2AT MYBCORE ACGTABRE

] TGTWCTGAGARCATGACGTSATTTCAAAAAGGMMATTTTGTYTCTTGYGTTGTGTC 140

TCCCARAGGCCAGAACGRAAAWTAGGAAATRSAAGGACACCTCTAKSCYCTGGCYWGYTGCCYYGTAGCT 210
MYBCORE

TTGTTGAATAGTTCGTAATCAATTATTGCCTTTCCACCRAAAAAAAAAAG{: M_CTGGTAAAAAGCCA 280

N
TARGAATCATTGSTTCTGYTTTTTTTCATAYTTTAAARGATAAATAAATTATCSGAGTATTTTACCWAGT 350
TGYTTGTCCCCCAAATAATGTCACAATACAATYAAGYTTTTTTAKTTCAAATGAGCTTCATCCAAGWATA 420
TTTCATATTAATTATGAATTAATATCTATRCACTGAYWGTGTRTAYAKTTTYWTYATTTGAYGYATSRCA 490
CATAATTTRAATTTRAAATTYARAWTTTRTAYATGRRTYRTRBATTCAACGCACYRTTATATAARATTTA 560
TTTATTAATTATTTAGCTAAGATAGAGTRCTCCTCAAGATTRTCACTTTCTATTAATTCGCTTTGYCYGA 630

MYCCONSENSUS ~
AGTTRAAAGTGATCAGTTGGSTCAATTTTCTKACAYGTCAARACAGACGAGGAAAMAAAAAAAGCAAYRAG 700
ACGTABRE
*—e
GRATTTGACGTCCTCACRGAARGAAAAGGTCAAGAGAYAACCMCGAAARGGATCAARGATTATAAAACTAG 770
CGAAAWGAGGGGGCCCTAAYCCTTCCAGCTCAGAAGAGTCAWATCCCCTSCTCCACCTGGCTCCVKCAGC 840
ABRE
CAAGTTGCTGCGTTACATCAGAJCACGTGTHAAATRCACCATGCCTCGAACCTYARTACTACTGYGAAAC 910
AAAGTACAACTTGGGGCCCGAAGACAGCTTCGAGTCGGAAGAARATCCACTTTCTTTCCTGCCTTAARART 980
DRE _
TGACTGSTCCCACTTGGGCTAACYAGAAACTATCAAAATCCCGYTCACCGGACCCCAGCCTGRCTGGCTR 1050
DRE_
CTTATCACCGTTCCGCGTTCGCGTCTCTTGAGCGTTCAZ—\TCATTCACCCCRCCCCCTCGAARdCCGQdRA 1120
N
GTTTMTATACAAACTAGCTCATCAYCATCATCRRAACRSTCATCAAATAYTTCATATCRYATCATACATT 1190
CCAGTCAATTCAACCRYCATTYCAATTAATCTGCATTATATATATACCCYCYTTTGAGYTTCACAACACC 1260
MYCCONSENSUS
AAGTYGTRCGATTCCTYRCTTCAGCCTTTAACTTTCAGTTGAATTAACTCCKCACTGTCCACTACTACTA 1330
M N H F S..
TTTTTTCAAGA@AACCATTTCTCAAYATGCTACTCCGACCCAATTCCTAATCCATCATCCCCTGATTT 1400
DrebS2R
TCCAGAYTCTTCATCAACTTCGGACAACGTAGTCAATGCCTGCAAAGCCA 1450
Figura 8 Sequéncia consenso do  promotor, excluindo INDELS

(inser¢des/delegodes), de haplotipos de DREBID e seus elementos cis
implicados na resposta das plantas aos estresses térmicos e de défice
hidrico. A sequéncia do promotor representa uma sequéncia consenso
dos clones 14 ¢ 22 ¢ o cdédigo IUPAC (R=A/G, Y=C/T, M=A/C,
K=G/T, S=G/C, B=G/T/C, V=G/A/C) indica os sitios polimorficos
entre esses dois clones. Sombreamento preto indica o local de inicio
de transcri¢do (+1). A seta de cabegca para baixo (]) indica os
diferentes fragmentos do promotor usado nos experimentos de
transformagdo genética de Nicotiana tabacum. Inser¢des sdo
indicadas por (V) e (==) indica repeticdes de nucleo de microssatélite

Fonte: (ALVES, comunicagdo pessoal).
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Tabela 1 Elementos nucleicos cis implicados na resposta das plantas aos
estresses térmicos e de défice hidrico (ALVES, comunicagdo pessoal)

Elementos cis Sequéncias Tipo de fatores Gene  Condigoes de estresse
de transcricao
que se ligam
aos elementos
cis

ABRE CACGTGTC bZIP Osem  Défice hidrico, ABA
ABRERATCA  CACGCGT bZIP RABI16 Défice hidrico, ABA
ACGTABRE ACGTGTC bZIP RD29B ABA

DRE CCGNC ERF/AP2 RD29A  Défice hidrico, frio
MYB CNGTTR bHLH RD22  Défice hidrico, ABA
MYBIAT AAACCA bHLH RD22  Défice hidrico, ABA
MYB2AT TAACTG bHLH RD22  Défice hidrico, ABA
MYC CAGTTG CEl RD22  Défice hidrico

2.5 Promotores de genes do cafeeiro

Proteinas de armazenamento de sementes sdo expressas em niveis
elevados e seus promotores tornaram-se alvo atraente para uso em PGMs.
Ensaios de atividade enzimatica GUS com o promotor do gene CaCSP],
responsavel por codificar a proteina de armazenamento globulina 11S em
sementes de C. arabica, bem como de suas delegdes 5°, foram inseridas em .
tabacum e revelaram a capacidade de forte regulacdo (alta expressdao do gene
uidA), em comparagdo ao promotor constitutivo CaMV35S (oriundo do virus do
mosaico da couve-flor) além da especificidade no endosperma das sementes
(MARRACCINI et al., 1999).

Outros promotores de cafeeiro foram também testados em plantas
transgénicas de N. fabacum tal como o promotor do gene CaRBCSI codificando
a subunidade menor da ribulose 1,5-bis-fosfato carboxilase - Rubisco

(MARRACCINI et al., 2003) e do gene CaMXMT-1 codificando a N-metil
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transferase (NMT) (SATYANARAYANA et al, 2005). O trabalho de
Marraccini et al. (2003) destaca cis elementos responsivos a luz (LRE para light
responsive element) no promotor do gene CaRBCSI que se expressa
especificamente nas folhas de C. arabica. Tal elemento ¢ extremamente
conservado em promotores de plantas superiores e apresenta relacdo direta no
controle transcricional inclusive no cafeeiro. Por sua vez, o grupo que isolou o
promotor CaMXMT-1 (SATYANARAYANA et al., 2005) foi o primeiro a
relatar a clonagem do promotor de um gene envolvido na via de biossintese da
cafeina e os autores mencionam o interesse na utilizacdo do promotor isolado de
C. canephora, visando o estudo dos mecanismos moleculares e bioquimicos
capazes de regular a produgdo da cafeina, bem como para a possibilidade de
silenciamento do gene que codifica a enzima NMT pela regulagao transcricional.

Recentemente, Cotta et al. (2013) isolaram e fragmentaram o promotor
do gene CalLTP3 (Coffea arabica Lipid Transfer Protein). O fragmento todo, e
uma série de dele¢des 5' foram fundidos com o gene repodrter fS-glucuronidase
(uidA) e analisados em plantas transgénicas de N. tabacum. Os fragmentos
menor (345 pb) e médio (827pb) da regido promotora do gene CalTP3
mostraram-se tecido-especificos, dirigindo a expressdo do gene wuidA nas
sementes das plantas transgénicas de N. tabacum.

Dessa maneira, pode-se afirmar que todos os promotores de cafeeiro que
foram testados sem N. tabacum funcionam corretamente (tanto em forga, como
em especificidade), o que possibilita testar com sucesso outros promotores tais

como o do gene CcDREBID.

2.6 Biotecnologia aplicada ao melhoramento genético do cafeeiro

A introdugdo direta de genes por engenharia genética em um genoma

vegetal receptor, independente de barreiras geograficas e incompatibilidades
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bioldgicas entre espécies, parece uma solucgdo atraente e rapida para melhorar a
tolerdncia a diversos estresses (DUNWELL, 2000) e particularmente a seca
(WANG; VINOCUR; ALTMAN, 2003).

A diversidade genética de cultivares de C. arabica ¢ relativamente
pequena e a sua ampliagdo torna-se importante para o futuro do melhoramento
do cafeeiro. Assim, a transgenia apresenta-se como uma alternativa promissora
para agregar caracteristicas fenotipicas de interesse como resisténcia a
patogenos, tolerancia a seca ou a qualidade da bebida (RIBAS et al., 2006,
MISHRA; SLATER, 2012).

As transformagdes genéticas de cafeeiro obtidas até o momento foram
alcancadas usando varios tipos de explantes (folhas, calos embriogénicos,
embrides somaticos, protoplastos, etc.) e métodos de transferéncia de genes
como a transformacdo mediada por A. tumefaciens ou por A. rhizogenes ¢
biobalistica (REZENDE et al., 2012).

Alguns grupos de pesquisa (SPIRAL et al., 1993; VAN BOXTEL et al.,
1995) obtiveram sucesso na transformacao genética de plantas de cafeeiro, mas
ainda se trata de um processo dificil, no qual apenas alguns genes foram
transferidos com éxito para gendtipos de cafeeiro (SPIRAL et al., 1999).

As primeiras plantas transgénicas de café foram obtidas expressando o
gene de Bacillus thuringiensis (crylAc) que confere resisténcia a lepidopteros
(SPIRAL et al., 1999; LEROY et al., 2000). O bicho-mineiro (Leucoptera
coffeella) ¢ um exemplo de lepidoptero responsavel pela degradacdo das folhas
e, consequente, queda de produgdo. Através da transformagdo via A.
tumefaciens, Spiral et al. (1999) obtiveram éxito na transferéncia do gene crylAc
em genotipos de C. canephora e de C. ardbica. A caracterizacdo molecular
evidenciou que 69% das plantas transformadas continham uma tnica cépia do
T-DNA e que a expressao da proteina CrylAc foi obtida nas folhas de 18 das 23
plantulas testadas (LEROY et al., 2000).
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A transgenia também tem sido empregada para modificar a biossintese
de etileno e de cafeina. Pesquisadores da Universidade do Havai patentearam a
introducdo do gene que codifica as enzimas dacido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano (ACC) sintase e ACC oxidase em orientagdo antisenso para
reduzir a sintese de etileno e, assim, controlar a maturagao dos frutos (STILES et
al., 2003).

Assim, genes ¢ promotores especificos devem ser testados
primeiramente em plantas heter6logas com alta capacidade de regeneragdo in
vitro, compatibilidade com sistemas de transformagdo e ciclo de vida curto,

como plantas de N. tabacum.
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3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar funcionalmente a regido promotora de diferentes haplotipos

do gene CcDREBID, isolados a partir dos clones 14 (tolerante) e 22 (sensivel)

de C. canephora, por meio da capacidade em controlar a expressdo do gene

reporter uidA em plantas transgénicas de N. tabacum.

3.1 Objetivos especificos

a)

b)

Estabelecer plantas in vitro de N. tabacum para a ectapa de
transformagdo genética;

Transformar plantas de N. tabacum com as diferentes construgdes
pDREB::uidA4;

Regenerar e caracterizar molecularmente essas plantas transgénicas
de N. tabacum;

Estabelecer condig¢des ideais de estresse térmico e hidrico para testar
a funcionalidade das constru¢des pPDREB1D::uidA;

Analisar a expressdao do gene reporter uidA das plantas regeneradas
por meio de ensaios histoquimicos visando detectar a atividade
enzimatica f-glucuronidase (GUS) em tecido foliar exposto ou ndo a
diferentes ensaios de estresse abiotico (térmico e hidrico);

Avaliar a expressao do gene uidA pela técnica de PCR (convencional

e quantitativa em tempo real-qPCR).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Genética
Molecular (LGM) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, credenciado
pela CTNBio para desenvolver trabalhos de pesquisa com organismos
geneticamente modificados.

Alves (2011) em seu trabalho identificou in silico polimorfismos nas
regides promotoras do gene CcDREBID nos clones 14 (tolerante) e 22
(sensivel). Ambos os clones, 14 ¢ 22, sdo heterozigoticos. O clone 14 possui os
haplétipos, hpl5 e hpl6, ja o clone 22 possui os hapldtipos, hpl5 e hpl7. Ou
seja, ambos compartilham um mesmo haplétipo, o hpl5. Assim, objetivando
compreender a expressao diferencial do gene CcDREBID, o mesmo realizou o
isolamento das regides promotoras dos haplotipos 15 (hpl5), 16 (hpl6) e 17
(hp17) e uma série de delegdes 5° dessas sequéncias (Figura 9). Os fragmentos
resultantes foram subclonados em vetor pGEM-T Easy e sequenciados para
verificar se ndo ocorreu erros e mutagdes. Os diferentes fragmentos foram
inseridos independentemente no sitio de clonagem do vetor binario pBI101
(Clontech) e nomeados da seguinte maneira: pD14-hp15P, pD14-hp15D, pD14-
hpl16P, pD14-hp16M, pDI14-hpl6D, pD22-hpl7P e pD22-hpl17D, sendo P
(-762/+1), M (-1113/+1), D (-1466/+1) (ALVES, comunicacdo pessoal) e
assim, transferidos para o laboratério ao LGM.

Paralelamente aos ensaios descritos a seguir, todas as construgdes
enviadas ao LGM foram utilizadas em ensaios de transformagdo realizados por

Alves em plantas homologas de C. arabica.
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— pD14-hp15 P

pD14-hp15 D | 1466pb f—

pD14-hp16 P

Vetores pD14-hp16 M
pUREEI pD14-hp16 D | 1466pb —
pD22-hp17 P

— pD22-hp17 D | 1466pb }—

Vetores pBI121 (+) (35S)
controles | pBI101 (-) (—

Figura9 Mapa esquematico das construgdes utilizadas neste estudo
Fonte: (ALVES, comunicag¢ao pessoal).

Resumidamente temos os vetores binarios recombinantes construidos da
seguinte maneira: o gene NPTII codificando para a enzima neomicina
fosfotransferase que confere resisténcia a canamicina das células vegetais
transformadas, um dos fragmentos promotores do gene CcDREBID clonados no
lugar do promotor constitutivo CaM V35S, a regido codificadora do gene uidA4 e
o gene NPTI codificando para a enzima neomicina fosfotransferase que confere

resisténcia a canamicinadas células bacterianas transformadas (Figura 10).

RevMax

NPTII - GUS —— e
—ﬂ— NOS T ~{ Promotores } T u_‘: -
<«

pBlrev

Figura 10 Representagdo esquematica do T-DNA com os pares de primers
usados (APENDICE A)
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4.1 Confirmacao da identidade dos plasmideos recombinantes

pDREBID::uidA

Objetivando confirmar a identidade dos (7) plasmideos recombinantes
pDREBI1D::uidA4 recebidos antes que eles fossem amplificados em E. coli XL10
GOLD e transferidos em A4. tumefaciens EHA105 para realizar a transformagao
genética das plantas de Nicotiana tabacum cv. SRI, as constru¢cdes foram
testadas por digestdo enzimatica usando a enzima de restri¢ao Pvull e por PCR
usando o par de primer pBlrev/RevMax (APENDICE A).

A digestdo enzimatica foi realizada para um volume final de 20 pL
utilizando a enzima Pvull (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. A
reacdo da digestdo foi incubada a 37 °C por 2 horas.

A PCR foi realizada para um volume final de 25 pL utilizando a enzima
GoTaq® DNA polimerase (Promega). Todas as amplificagdes foram realizadas
seguindo o protocolo do fabricante. As reagdes foram incubadas no
termociclador T100 (Bio Rad) programado com temperatura de desnaturagdo
inicial de 95°C, por 2 minutos seguidos de 30 ciclos de amplificagdo compostos
de 3 etapas: 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C, por 3 minutos,
seguido por uma etapa de extensao final de 5 minutos a 72°C. Os produtos da
digestao enzimatica e da PCR foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose acrescido de brometo de etidio (0,5 pgmL™), posteriormente
visualizados sob luz ultravioleta. A imagem foi captada pelo foto-documentador
da Loccus Biotecnologia.

Apds confirmacgdo da identidade, cada plasmideo recombinante ¢ dois
controles (pBI121: expressdo constitutiva do gene uid4 por meio do uso do
promotor CaMV35S, pBI101: controle negativo com expressdo nula do gene
uidA) foram introduzidos em E. coli para multiplicagdo do plasmideo e em

seguida introduzidos em A. tumefaciens EHA105 para transformagdo genética
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das plantas de Nicotiana tabacum cv. SRI, advindas de sementes cedidas pela

EMBRAPA — Agroenergia, conforme descri¢ao a seguir.

4.2 Preparo dos explantes

Sementes de N. tabacum cv. SRI foram esterilizadas com hipoclorito 1%
acrescido de Tween-20 0,01% por 15 minutos e lavadas seis vezes em agua
estéril. As sementes foram semeadas individualmente em frascos de vidro
contendo 50 mL de meio constituido de MS solido (MURASHIGE; SKOOG,
1962) suplementado com 3% de sacarose. As culturas foram mantidas sob
fotoperiodo de 16 horas a 28°C por 4 semanas. As folhas das plantulas foram
removidas ap6s o periodo descrito e cortadas em segmentos de 1 cm® com o
auxilio de lamina de bisturi estéril, sobre uma placa de Petri umedecida com
agua deionizada estéril para manter os explantes hidratados e estes usados nos

experimentos de transformacao genética.

4.3 Preparo de células competentes de Escherichia coli e transformacao por

choque térmico

Com a alga de platina foram feitas estrias do estoque em glicerol da cepa
bacteriana E. coli XL10 GOLD em placa contendo meio LB s6lido (Anexo)
(Miller, 1972) e a mesma foi incubada durante 16 horas, a 37°C. Uma coldnia
isolada foi transferida para 5 mL de meio LB e incubado por mais 16 horas, a
37°C, em agitador rotativo com 500 rpm (Tecnal TE-421). Foi transferido 1 mL
desse indculo para 50 mL de LB e incubado por um periodo de 3 horas, a 37°C,
sob agitacdo (500 rpm). Em seguida, a densidade optica foi medida para
assegurar que o numero de células ndo ultrapassasse 10° células/mL (ODggy =

0,5). Assim que a ODg foi atingida, o indculo foi centrifugado por 5 minutos, a
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3300 g, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com 15
mL de solucdo de CaCl, 0,1 M. A suspensdo celular foi centrifugada por 5
minutos, a 3300 g a 4°C e novamente o sobrenadante foi descartado e outra
lavagem com 15 mL de CaCl,0,1 M foi feita. Apos centrifugar (5 minutos), o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 2 mL de
CaCl, 0,1 M acrescido de glicerol 10% e aliquotadas.

Foi adicionado aproximadamente 20 ng de DNA de cada plasmideo
recombinante (pD14-hp15P, pD14-hp15D, pD14-hp16P, pD14-hp16M, pD14-
hp16D, pD22-hp17P e pD22-hp17D) e dois controles (pBI121 e pBI101) em
100 pL da suspensdo celular, misturados cuidadosamente e incubados por 30
minutos em gelo. Em seguida, os tubos contendo o DNA plasmidial ¢ a
suspensdo de células competentes foram transferidos para banho seco a 42°C
durante 90 segundos e rapidamente transferidos para gelo por 2 minutos. Foram
adicionados 800 pL. de meio SOC (Anexo) (SAMBROOK; RUSSELL, 1989)
em cada tubo e estes incubados a 37°C, por 45 minutos em agitador rotativo com
500 rpm. Apds o periodo de incubagdo, as células foram centrifugadas (16100 g,
30 segundos), sendo 800 pL de meio eliminados e as células ressuspendidas e
plaqueadas em meio LB sélido contendo canamicina (100 mg.L™"). As placas

foram incubadas a 37°C por 16 horas.
4.4 Miniextracao de plasmideos

Apds verificar o crescimento das col6nias nas placas, uma coldnia de
cada plasmideo recombinante foi inoculada em 3 mL de meio LB acrescido de
canamicina (100 mg.L™") e incubadas a 37°C por 16 horas, em agitador rotativo
com 500 rpm. Foram aliquotados 1,5 mL de cada cultura e estes centrifugados a
16100 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos mantidos

invertidos sobre papel toalha por alguns minutos. Foram adicionados 150 pL de
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solucdo I (Anexo) em cada tubo e estes agitados em vortex até que as células
fossem ressuspensas. Em seguida, foi adicionado 1 pL de RNAse A
(10 mg.mL") e os tubos deixados em temperatura ambiente por 10 minutos.
Foram adicionados 250 puL de solugdo II (Anexo) e a mistura homogeneizada
nos tubos por inversao (10x). Adicionou-se também 150 pL de solucao III
(Anexo) em cada tubo e foi feita a homogeneizacdo por inversao (10x). Durante
10 minutos, os tubos foram deixados no gelo e depois centrifugados por 10
minutos, a 16100 g a 4°C. O volume total do lisado foi transferido para novos
tubos. Foi adicionado 1 mL de isopropanol 100% gelado a cada tubo e
novamente centrifugou-se por 10 minutos a 16100 g, 4°C. O sobrenadante foi
descartado e 0 DNA plasmidial foi lavado com adi¢do de 1 mL de etanol 70%
gelado, seguido de centrifugacdo de 5 minutos. O sobrenadante foi removido e
os tubos foram incubados em banho seco a 37°C por 15 minutos para
evaporacao dos residuos de etanol. O DNA foi ressuspendido em 50 pL de agua
deionizada.

Para verificar a identidade das amostras, os plasmideos extraidos foram
quantificados em espectrofotdmetro (NanoVue Plus spectrophotometer) pela
leitura da absorbancia nos comprimentos de onda de 260, 280 e 230 nm e
submetidos a eletroforese em gel de agarose.

Uma PCR com o par de primer pBlrev/RevMax também foi feita de

acordo com o protocolo descrito anterior (ver sessdo 4.1).

4.5 Preparo de células competentes de Agrobacterium tumefaciens EHA105

e transformacio por eletroporacio

Com a alga de platina, uma coldnia isolada da cepa de A. tumefaciens
receptora EHA105 foi coletada e transferida para 3 mL de meio YEB (Anexo)

acrescido de rifampicina (100 mg.L™") e incubado a 28°C, em agitador rotativo
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com 300 rpm, por 6 horas. Apds o periodo de incubagao, retirou-se 2 mL desse
pré-inoculo e uma nova cultura celular foi iniciada em 50 mL de meio YEB
acrescido de rifampicina (100 mg.L™") e incubado a 28°C (300 rpm), por 16
horas.

Em seguida, a densidade 6ptica (ODgg) foi medida para assegurar que o
numero de células ndo ultrapassasse 10° células/mL (ODg=0,5). Assim que a
ODggo foi atingida, o indculo foi centrifugado a 13400 g por 1 minuto, o
sobrenadante descartado ¢ as células ressuspendidas em 0,5 mL de HEPES/KOH
ImM (mantido a 4°C) e novamente a suspensio foi centrifugada por 1 minuto a
13.400 g. Essa etapa foi repetida mais uma vez. Apds as duas lavagens com
HEPES/KOH, as cé¢lulas foram ressuspendidas em 500pL de glicerol 10%
mantido a 4°C. As células foram centrifugadas por mais 1 minuto, a 13.400 g, o
sobrenadante descartado e finalmente as células ressuspendidas em 20 pL de
glicerol 10%. O volume de dois tubos foi misturado, resultando em um volume
final de 40 pL.

Aproximadamente 1 pg de DNA de cada plasmideo recombinante
(pD14-hp15P, pD14-hp15D, pD14-hp16P, pD14-hp16M, pD14-hp16D, pD22-
hp17P e pD22-hp17D) e dois controles (pBI121 e pBI101) foi adicionado ao
tubo com 40 pL de células competentes previamente descongeladas e em
seguida o tubo foi incubado no gelo por 2 minutos.

Para a eletroporacao, foram utilizadas cuvetas de 0,1 cm de espessura
contendo a suspensdo de células e o DNA plasmidial. A eletroporagdo ocorreu
em Gene Pulser da BIO-RAD nas condigdes de 1.800 volts, 25 mFD de
capacitancia e 400 OHMs. Imediatamente apds o pulso, 1 mL de meio SOC foi
adicionado a suspensao que foi incubada a 28°C por 6 horas.

Foram plaqueados 100 pL da suspensdo celular em meio YEB soélido

contendo rifampicina (100 mg.L™") e canamicina (100 mg.L™"). As placas foram
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incubadas a 28 °C para crescimento bacteriano. Coldnias transformadas foram
coletadas para conferir a identidade das construgdes inseridas.

Coldnias de cada evento pré-selecionadas foram testadas por PCR (ver
sessdo 4.1) com os pares de primers pBlrev/RevMax, GUS e NPTI (APENDICE
A).

4.6 Preparo das cepas de Agrobacterium contendo os plasmideos para a

transformacao de Nicotiana tabacum cv. SRI

Colodnias isoladas da A. tumefaciens EHA105 transformadas com os
plasmideos recombinantes (pD14-hpl5P, pD14-hp15D, pDI14-hpl16P, pD14-
hp16M, pD14-hp16D, pD22-hp17P e pD22-hp17D) e os dois controles (pBI121
e pBI101) foram cultivados em 5 mL de meio de cultura liquido YEB acrescido
com rifampicina (100 mg.L™") e canamicina (100 mg.L™") a 28°C em agitador
rotativo com 300 rpm por 6 horas. Apos 6 horas de incubag@o, 3 mL desse pré-
inoculo foi transferido para 7 mL de meio YEB contendo os antibidticos
apropriados (rifampicina e canamicina) para crescimento a 28°C (300 rpm) até
atingir ODggo= 0,6 (aproximadamente 16 horas).

As células bacterianas foram precipitadas a 2300 g por 10 minutos e
ressuspendidas para ODgy0,2 em meio YEB suplementado com 200 uM de

acetoseringona.

4.7 Transformacio genética e regeneraciio

Foi adicionado 1 mL de cultura diluida de 4. tumefaciens em 10 mL de
YEB. Os explantes foliares de N. tabacum cv. SRI foram imersos no inoculo e
mantidos em co-cultura a temperatura ambiente por 5 minutos sob leve agitagao

manual. Os explantes foram transferidos para placas de Petri com papel filtro
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estéril para retirar o excesso de bactérias e posteriormente inoculados em placas
contendo meio MS soélido suplementado com 3% de sacarose e BAP 5 uM por
48 horas a 28°C, no escuro, mantendo a face adaxial dos explantes em contato
com o meio.

Apbés o co-cultivo, os explantes foram transferidos para meio de
regeneracdo [MS suplementado com 3% de sacarose, BAP 10 uM, cefotaxima
(300 mg L") e canamicina (100 mg L™)] e mantidos em camara de crescimento
sob fotoperiodo de 16 horas a temperatura de 28°C por duas semanas.

Os calos formados foram repicados e transferidos para novo meio de

regeneragdo contendo agente seletivo.

4.8 Enraizamento e aclimatizacio

Os brotos regenerados de N. tabacum cv. SRI, com aproximadamente 2
cm’, foram transferidos para frascos de vidro contendo meio MS suplementado
com 3% de sacarose e canamicina (100 mg L™). Os brotos foram mantidos neste
meio até o enraizamento.

As plantas que enraizaram (com 8-10 cm de comprimento) nos frascos
de vidro foram transferidas para vasos (copos) pequenos com solo adubado
quimicamente. Apos a lavagem das raizes com agua para retirar o meio de
cultura, a planta foi colocada na terra e coberta com saco plastico transparente.
As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e os sacos plasticos abertos
progressivamente em suas extremidades a partir do segundo dia, para permitir a
aclimatizagdo gradativa das plantas as condicdes da casa de vegetagdo
(temperatura entre 27 — 30 °C e umidade controlada entre 70-80%). Apods sete
dias, os sacos plasticos foram completamente retirados e, posteriormente, as

plantas transferidas para vasos maiores.



59

De maneira simplificada e ilustrativa, todos os estagios da cultura de

tecidos podem ser observados na Figura 11.

Figura 11 Estagios da cultura de tecidos envolvendo a transformacdo de N.
tabacum. Plantula estabelecida a partir de semente (A ¢ B). Explantes
excisados apo6s a co-cultura em inoculo de 4. tumefaciens EHA105
contendo os plasmideos recombinantes pDREBID::uid4. (C e D)
Brotos regenerando a partir dos discos foliares em meio MS com
agente de selecdo (canamicina 100 mg.mL™") apos seis semanas. (E)
Plantula em meio MS enraizando apés oito semanas. (F). Planta in
vitro com 11 semanas, pronta para ser aclimatizada. (G).
Aclimatizagdo- Plantas jovens de N. tabacum que foram transferidas
dos meios de selecdo para substrato vegetal (H). Crescimento e
desenvolvimento das plantas TO em terra adubada (I, J e K)

4.9 Ensaio histoquimico para detec¢ao da atividade enzimatica f-

glucuronidase (GUS)

Apds a caracterizagdo molecular, ensaios histoquimicos para a deteccdo
da atividade enzimatica f-glucuronidase (GUS) foram realizados em folhas de
N. tabacum transformadas, um evento por construgdo escolhido ao acaso, com
os pPDREBI1D::uidA e com os vetores pBI121 (controle positivo de expressdo do

gene uidA) e pBI101(controle negativo de expressao do gene uidA).
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Os ensaios histoquimicos foram realizados segundo o protocolo descrito
por Jefferson et al. (1987). Segmentos foliares e radiculares de N. tabacum
foram colocados em solugdo contendo o substrato da enzima 5-bromo-4-cloro-3-
indolil p-D-glucuronideo (X-glucA): tampao fosfato de sodio 100 mM pH 7.0,
ferrocianeto de potassio 0,5 mM, 0,1% de Triton®X-100, EDTA 10 mM pH 7.0,
X-glucA 1 mM dissolvido em 1 mL de DMSO. Os tecidos foram incubados
nesta solu¢do durante 24 horas a 37 °C. Em seguida, foram transferidos para
solugdo de etanol 70% (v/v) durante 48 horas com trocas esporadicas do etanol
70% (v/v), para a remog¢do da clorofila a fim de facilitar a observagdo da

coloracdo azul.

4.10 Extracao de DNA

O DNA gendmico de folhas de N. tabacum foram extraidos pelo método
de Doyle e Doyle (1987) modificado como descrito a seguir. Uma vez que as
amostras foram coletadas, estas foram transferidas para tubos de 2 mL
(aproximadamente 100 mg de amostra) com trés esferas de aco inox e 750 uL de
tampao de extragdo (NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM; CTAB 2%; EDTA 0,05 M;
PVP 1%; p-mercaptoetanol 2%). No equipamento Mini-BeadBeater 96
(Biospec), o tecido foi macerado por 90 segundos e, em seguida, os tubos foram
incubados a 65°C por 1 hora. Apés o periodo de incubagdo, foi adicionado
750 uL do volume da mistura cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e os tubos
foram agitados em vortex por aproximadamente 30 segundos. O material foi
centrifugado por 10 minutos a 16.900 g, a fase aquosa superior foi transferida
para um novo tubo contendo 0,6 do volume de isopropanol, misturado por
inversdo. Os tubos foram deixados a -20°C por 1 hora e, logo apds,
centrifugados por 30 minutos, a 16.900 g. O sobrenadante foi descartado e

adicionou-se 500 pL de etanol 70% para lavar o pellet. Apds centrifugar (5
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minutos, 16.900 g), o etanol foi descartado ¢ o pellet foi seco a 37°C. O DNA
foi ressuspendido em 100 pL de TE pH 8 (Tris-HCl 1M pH 8, EDTA 500 mM
pH 8) autoclavado e acrescido com 1 pL de RNAse A (10 mg.L™"). Apés a
extragdo, foi feita a quantificagdo do DNA em espectrofotdmetro (NanoVue Plus
spectrophotometer) pela leitura da absorbancia nos comprimentos de onda de
260, 280 e 230 nm e em seguida o DNA gendmico foi submetido a eletroforese
em gel de agarose.

Para verificar a integracdo do T-DNA nas amostras de DNA gendmico
extraidas das plantas TO, reagdes de PCR (ver sessdo 4.1) foram realizadas

utilizando os pares de primers pBlrev/RevMax, GUS e NPTII (APENDICE A).

4.11 Tratamentos por estresses abioticos

A seguir sdo descritos os ensaios preliminares de estresses abioticos que
foram realizados nas plantas transgénicas de N. ftabacum contendo os
pDREBI1D::uid4 a fim de aumentar a expressdo do gene uidA e verificar se as

mesmas responderiam ao tratamento.

4.11.1 Ensaio de desidratacio

Com o intuito de aumentar a expressdo do gene uidA nas plantas
transgénicas contendo os pDREBI1D::uidA, um ensaio preliminar de estresse de
desidratacdao foi realizado baseado no trabalho de Xia et al. (2013) como
detalhado na Figura 12. Neste ensaio, apenas plantas transformadas com os
vetores positivo (pBI121), negativo (pBI101) e as plantas transformadas com os
fragmentos maiores (D) das construgdes pDREBI::uidA foram utilizadas.

Plantas recém-cultivadas in vitro foram retiradas do meio de cultura,

lavadas com agua corrente e submetidas a desidratacdo em temperatura ambiente
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(24°C), sobre papel filtro, por um periodo de 6 horas. As amostras foram
coletadas em 0, 2, 4, 6 horas e, ap6s 168 horas de cultivo em solo, submetidas a

teste histoquimico e extragdo de RNA.

Figura 12 Planta transgénica retirada do cultivo in vitro e submetida a
desidratagdo em temperatura ambiente sobre um papel filtro, por um
periodo de seis horas. Em A, a planta acabou de sair do cultivo in
vitro ¢ a primeira coleta das amostras para teste histoquimico e
extracdo de RNA foi feita. Em B, a planta ja se encontra a duas horas
em temperatura ambiente sobre papel filtro, as mesmas coletas foram
realizadas. Em C, o periodo ¢ de quatro horas sobre papel filtro em
temperatura ambiente, novamente as amostras foram coletadas para
teste histoquimico e extracdo de RNA. Em D, as plantas ja estdo a
seis horas no mesmo ambiente, sendo possivel notar a murcha da
planta. As amostras foram coletadas e as plantas transferidas para
vasos com terra adubada para, depois de 168 horas, coletar
novamente amostras das plantas em condi¢des normais

4.11.2 Ensaio de estresse térmico

O segundo ensaio realizado foi um teste de estresse térmico baseado no
trabalho de Mackova et al. (2013). Neste ensaio, apenas um evento escolhido ao
acaso das plantas transformadas com os vetores positivo (pBI121), negativo
(pBI101) e das plantas transformadas com os pPDREB1D::uidA foram utilizadas.

Plantas de 40 dias de idade foram incubadas a 40°C, em estufa digital de
esterilizagdo e secagem (Figura 13), durante quatro horas e as amostras foram
coletadas em 0, 2, 4 horas e, apds 168 horas em condi¢des de recuperagio
(temperatura 27°C e umidade relativa de 65%), submetidas a teste histoquimico

e extragdo de RNA.
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Figura 13 Ensaio de estresse térmico (40°C) realizado para teste histoquimico
GUS e extragdo de RNAs totais em plantas de N. tabacum
transformadas (TO) com diferentes fragmentos da regido promotora
de alelos do gene CcDREBID, isolada do clone 14 (tolerante) e do
clone 22 (sensivel)

4.12 Extracao de RNAs totais

Folhas de N. tabacum transformadas (TO) e submetidas aos estresses
abioticos foram coletadas, acondicionadas em tubos, congeladas em N liquido e
armazenadas a -80°C, para posterior extragdo de RNAS totais.

As amostras foram transferidas para tubos de 2 mL (aproximadamente
100 mg de amostra) com trés esferas de ago inox ¢ 1 mL de TRI
Reagent®(Ludwing). Os tubos foram para o macerador, Mini-BeadBeater 96
(Biospec), por 45 segundos. As amostras foram homogeneizadas em vortex por
mais 15 segundos e centrifugadas a 12000 g por 10 minutos a 4°C. A fase
aquosa superior foi transferida para um novo tubo e incubada em temperatura
ambiente por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 200 pL de cloroférmio em

cada tubo, misturou-os por inversdo lentamente e estes foram incubados por 3
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minutos em temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12000 g
por 15 minutos a 4°C e a fase aquosa foi transferida para novo tubo com 500 pL
de isopropanol. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10
minutos e centrifugadas a 12000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado ¢ 1 mL de etanol 70% armazenado a -20°C foi adicionado ao tubo
para lavagem das amostras.

Apds centrifugar (5 minutos, 7500 g ¢ 4°C), o etanol 70% foi descartado
e o pellet foi seco a 37°C. Os RNAs foram ressuspendidos em 50 pL. de H,O
deionizada e armazenados a -20°C.

Para avaliar a integridade dos RNAs extraidos, estes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose, onde foi possivel ser visualizadas as bandas
individuais de RNA ribosomal 26S e 18S. As amostras foram quantificadas em
espectrofotdmetro  (NanoVue Plus spectrophotometer) pela leitura da

absorbancia nos comprimentos de onda de 260, 280 e 230 nm.

4.13 Tratamento com DNAse

Todas as amostras foram tratadas com o Kit RQ1 RNase-Free DNase
(Promega), de acordo com o protocolo do fabricante, para retirada dos vestigios
de DNA gendémico que poderiam restar nas amostras de RNA. As reagdes foram
realizadas utilizando o termociclador. Ao tubo contendo 2,5 pug de RNA total,
foram adicionados 1 pL de tampao 10x (presente no kit) e 2,5 ulL da enzima RQ1
RNase Free. Essa reagdo foi incubada a 37°C por 30 minutos para ativagdo da
enzima. Para inativar a enzima, foi adicionado 1 puL de RQI RNase Stop

Solution (EGTA 20 mM pH 8) e a reacao foi incubada aos 65°C por 10 minutos.
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4.14 Transcriptase reversa (RT)

A sintese reversa da primeira fita do DNA complementar (¢cDNA) foi
realizada a partir dos RNAm utilizando o primer oligo dT,s, o kit ImProm™
Reverse Transcriptase (Promega) e o termociclador. Em tubos estéreis,
adicionou-se 4 pL de RNA total tratado com DNAse e 1 puL de oligo dTs
concentrac¢do final de 0,5 pg. A reacdo foi incubada a 70°C for 5 minutos e
rapidamente levada a 4°C por 5 minutos. Apds esse periodo, acrescentou-se ao
mesmo tubo 4 pL do tampao ImProm-II™ 5x Reaction Buffer, 2,4 uL. de MgCl,
25 mM, 1 pL do mix de dNTP 10 mM, 1 pL da enzima e 4gua deionizada para
completar o volume para 20 pL. Os tubos foram incubados no termociclador, a
25°C, durante 5 minutos para a fase de anelamento. A reagdo foi incubada a 42
°C por 60 minutos para a sintese da primeira fita de cDNA, sendo
posteriormente incubada a 70 °C durante 15 minutos para inativar a enzima. As

amostras de cDNA foram armazenadas a -20 °C.

4.15 Testes dos pares de primers

Apos a sintese dos cDNAs, utilizando o protocolo recomendado para o
Fast 7.500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems), os cDNAs
preparados foram diluidos nas condig¢des 1/10 e testados por qPCR, utilizando
pares de primers (APENDICE A) desenhados pelo software Primer Express v.
3.0 (Applied Biosystems). Preliminarmente, os primers foram testados por sua
eficiéncia com dilui¢des seriais de um mix de cDNA oriundo de RNA extraidos
de folhas de N. tabacum transformadas com o vetor pBI121 (controle positivo).
A especificidade dos mesmos primers foi testada usando o mesmo mix e

analisando a curva de dissociagdo (Melt Curve).
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4.15.1 Ensaios de qPCR

Para cada reacgdo, foi utilizado 1 pL das dilui¢oes adequadas de cDNA,
0,2 uL do primer foward, 0,2 nL do primer reverse a 10 mM cada e 5 pL. do mix
x2 concentrado de SYBR® green (SYBRGreen ¢qPCR MIX-UDG/ROX,
Introvigen). A reacdo foi completada com 3,6 pL de agua deionizada para um
volume final de 10 pL por reagdo. Uma etapa de pré-incubacdo para ativagdo da
enzima UDGase ¢ aplicada ao mix, que corresponde a dois minutos a 50°C
(tratamento da uracil DNA-Glycosylase), em seguida, 5 minutos a 95°C para
inativacdo da uracil DNA-Glycosylase. Logo apds, ¢ aplicada a etapa de
amplificagdo propriamente dita que compreende 40 ciclos de amplificagdo de 3
segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C. Os dados foram analisados utilizando o
software 7.500 e o software 2.0.6 (Applied Biosystems) para determinar o valor
do CT (Cycle Threshold).

Para a obtencdo do coeficiente de expressdo de cada gene analisado, os
valores de expressdao sao obtidos por meio da quantificagdo relativa. Para tal, os
dados obtidos foram normalizados pelos niveis de expressao do gene NtACT
codificando para a actina (KRAINER et al., 2009), utilizada como uma
referéncia constitutiva. A expressdo relativa ¢ quantificada pela aplicagdo da
formula (14+E)™*, onde ACt = Ct do gene alvo (uidA) — Ct do gene endogeno
(NtACT) e AACt = ACt da amostra - ACt do calibrador. O calibrador é uma das
amostras analisadas, seleciona-se uma amostra controle, ou seja, que nao sofreu
nenhum tipo de estresse. Para certificar que o mix utilizado nas reagdes ndo
contém DNA contaminante, em todas as reacdes foram utilizados controles

negativos (NTC no template control) para cada gene analisado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Verificaciao dos plasmideos recombinantes

Objetivando confirmar a identidade dos sete plasmideos recombinantes
pDREBID::uidA recebidos antes que eles fossem amplificados em E. coli XL10
GOLD e transferidos para A. tumefaciens EHA105, afim de realizar a
transformac¢do genética das plantas de Nicotiana tabacum cv. SRI, essas

construgdes foram testadas por meio de:

a) Digestdo enzimatica usando a enzima de restricdo Pvull, que
permitiu gerar um numero limitado de fragmentos de restricdo e
avaliar os tamanhos completos de todas as construgdes (Figural4);

b) PCR usando o par de primer pBlrev/RevMax que permitiu verificar
o tamanho das sequéncias clonadas anteriormente ao gene reporter

uidA (Figura 15).
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Figura 14 (A) Sitios de restricao da enzima Pvull nos vetores pBI101 e pBI121.

(B) Analise in silico do perfil de digestdo dos vetores pBI101 e
pBI121. (C) Analise dos fragmentos obtidos apos a digestdo dos
pDREB com enzima de restri¢do Pvull. Confirmagdo da estrutura dos
vetores pBI101 e pBI121 com base na analise in silico (indicado em
vermelho). A = 3072 pb + 2009 bp = 5081pb; B = 1699pb; C* =
fragmento de tamanho variavel, D =457 pb; E =4218 pb

Digeridas as constru¢des com a enzima de restricdo Pvull, foi possivel

estimar os pesos moleculares das construcdes e confirmar que elas estavam de
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acordo como esperado para cada plasmideo recombinante. A digestdo com a
enzima Pvull gerou quatro fragmentos de mesmo tamanho e um de tamanho

variavel indicando os diferentes fragmentos da regido promotora do gene

CcDREBID presentes nos sete plasmideos recombinantes.
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Figura 15 Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir
das constru¢cdes pDREB e controles (pBI121 e pBI101) com o par de
primer pBlrev/RevMax. Os nomes das construgdes ¢ os tamanhos
obtidos (em vermelho) sdo indicados acima de cada pogo. Marcador
utilizado: Lambda DNA/EcoRI + HindllI (ver também Figura 10)

O fragmento de 198 pb amplificado a partir do vetor pB101, utilizando-
se o par de primer pBlrev/RevMax confirma a auséncia de promotor clonado na
frente do gene uidA enquanto o fragmento de 1039 pb obtido a partir do vetor
pB121, utilizando o mesmo par de primer, corresponde ao promotor CaMV35S
(Figura 15).

A andlise da eletroforese em gel de agarose (Figura 15) possibilitou

também conferir que o tamanho das sequéncias promotoras clonadas
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anteriormente ao gene reporter wuidA, para todas as construgdes, estavam

conforme o esperado e de acordo com a nomenclatura correspondente.
5.2 Amplificacio das constru¢des recombinantes em E. coli XL10 GOLD

Uma vez confirmada a identidade das constru¢des pPDREB1D::uidA4, elas
foram amplificadas em E. coli. A confirmagdo das construgdes presentes nas
bactérias transformadas foi verificada extraindo o DNA plasmidial (miniprep) ¢
realizando novamente a reacdo de PCR com o par de primer pBlrev/RevMax
(Figura 16), que permitiu caracterizar o tamanho dos fragmentos promotores

pDREBID.
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Figura 16 Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir
dos plasmideos extraidos das baterias recombinantes, utilizando o par
de primer pBlrev/RevMax. Os nomes das consrug¢des ¢ os tamanhos
obtidos (em vermelho) sdo indicados acima de cada pogo. Marcador
utilizado: Lambda DNA/EcoR[+HindIII (ver também Figura 10)
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Esses resultados permitiram confirmar a identidade das construgdes apds
a transformacgdo em E. coli e verificar que ndo houve alteragcdes nos fragmentos

pDREBs.

5.3 Amplificaciio dos vetores recombinantes em A. tumefaciens EHA105

Confirmados os plasmideos recombinantes clonados em E. coli estes
foram usados para transformar A. tumefaciens EHA105. A confirmacdo do DNA
plasmidial inserido nas colonias transformadas de A. tumefaciens foi verificada
por reagdes de PCR usando os pares de primers GUS (Figura 17), NPTI (Figura
18) e pBIrev/RevMax (Figura 19).

Para todas as colonias, as reagcdes de PCR usando os pares de primer
GUS e NPTI permitiram a amplificagdo de fragmentos com os tamanhos
esperados de 120 pb e 130 pb, respectivamente.

Os resultados obtidos com a reagdao de PCR usando o par de primers
pBlIrev/RevMax sao idénticos aos resultados previamente obtidos (Figuras 16 ¢
19) corroborando que ndo houve troca dos plasmideos recombinantes e que, os
fragmentos pDREBs ndo foram alterados durante essas etapas de amplificagao
das construgdes em E. coli e transferéncia para A. tumefaciens EHA105.

Uma vez concluida essas etapas essenciais de confirmagdo das
construgdes presentes em A. tumefaciens, essas cepas foram utilizadas para o

preparo do indculo e posterior transformagao das plantas de N. tabacum cv. SRI.
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Figura 17 Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir
das colonias de A. tumefaciens EHA105 transformadas utilizando o
par de primer GUS. Os nomes das construgdes sdo indicados acima
de cada pogo. Marcador utilizado: Ladder 100 pb. O tamanho do
fragmento amplificado (120 pb) ¢ indicado por uma seta
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Figura 18 Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir
das colonias de A. tumefaciens EHA105 transformadas utilizando o
par de primer NPTI. Os nomes das construgdes sdo indicados acima
de cada pogo. Marcador utilizado Ladder 100 pb. O tamanho do
fragmento amplificado (130 pb) é indicado por uma seta
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Figura 19 Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir
das colonias de A. tumefaciens EHA105, utilizando o par de primer
pBlrev/RevMax. Os nomes das constru¢cdes e os tamanhos obtidos
(em vermelho) sdo indicados acima de cada poco. Marcador
utilizado: Lambda DNA/EcoRI+HindlIII (ver também Figura 10)

5.4 Analise molecular das plantas transgénicas de N. tabacum

A caracterizagdo molecular das plantas transgénicas regeneradas foi
realizada por PCR convencional utilizando os pares de primer pBlrev/RevMax,
GUS, NPTII (Figuras 20, 21 e 22, respectivamente) para testar o DNA gendmico
extraido de 61 plantas. Para analisar esses resultados, o DNA genomico de
plantas de N. tabacum nao transformadas (Wild Type - WT) foi usado como
controle negativo durante esses ensaios, enquanto o uso da agua (C-) permitiu
confirmar a auséncia de contaminagdes nas reagoes de PCR.

Os resultados das reagdes de PCR usando os pares de primers GUS,
NPTII e pBlrev/RevMax mostraram a auséncia de produtos amplificados a partir

do DNA genoémico WT (Figuras 20, 21 e 22). A presenga dos fragmentos de 120
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e 780 pb amplificados, respectivamente com os pares de primers GUS e NPTIIL,
possibilitaram confirmar que as plantas foram realmente transformadas. Os
resultados das reacdes de PCR usando o par de primer pBlrev/RevMax
permitiram verificar a inser¢do dos fragmentos pDREBID nas plantas
transformadas pois, o par de primer pBlrev/RevMax flanquea os fragmentos das

regides promotoras.
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Figura 20 Eletroforese em gel de agarose para analise dos produtos de PCR das
amostras de DNA gendmico de N. tabacum dos eventos das
diferentes constru¢des utilizadas neste trabalho, utilizando o par de
primer  pBlrev/RevMax. Marcador utilizado: Lambda
DNA/EcoRI+HindlIlI (ver também figuras 10, 12, 14 ¢ 17)
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Figura 21 Eletroforese em gel de agarose para analise dos produtos de PCR das
amostras de DNA gendmico de N. tabacum dos eventos das
diferentes constru¢des utilizadas neste trabalho, utilizando o par de
primer GUS (120 pb). Marcador utilizado: Ladder 100 pb
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Figura 22 Eletroforese em gel de agarose para analise dos produtos de PCR das
amostras de DNA genomico de N. fabacum dos eventos das
diferentes construcdes utilizadas neste trabalho, utilizando o par de
primer NPTII (780 pb). Marcador utilizado: Ladder 100 pb

Apds todas as verificagdes, as plantas para as quais nao foram
observados os amplicons especificos dos pares de primers pBlrev/RevMax,

GUS, NPTI foram descartadas. O total de 45 plantas transformadas das
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diferentes constru¢des foi confirmado (Tabela 2) e as plantas utilizadas nos
ensaios histoquimicos, de desidratacdo, estresse térmico e, também, na produgao

de sementes.

Tabela 2 Eventos confirmados com os pares de primers pBlrev/RevMax, GUS

e NPTII
Construgoes Numero de eventos
pD14-hp15P 04
pD14-hp15D 04
pD14-hp16P 09
pD14-hpl6M 03
pD14-hp16D 12
pD22-hp17P 01
pD22-hp17D 03
pBI121 08
pBI101 01
Total 45

5.5 Ensaio histoquimico para detec¢ao da atividade enzimatica f-
glucuronidase (GUS) nas folhas e raizes de plantas transformadas de /.

tabacum em condicées normais

Apds a caracterizagdo molecular, ensaios histoquimicos para a deteccao
da atividade enzimatica f-glucuronidase (GUS) foram realizados em folhas e
raizes de N. tabacum transformadas, um evento por constru¢do escolhido ao
acaso, com os pDREBI1D::uid4 e com os vetores pBI121 (controle positivo) e
pBI101(controle negativo) (Figura 23 ¢ 24).

Uma forte coloragdo, caracterizando uma alta expressio do gene

reporter, foi observada tanto em folha como em raiz para a planta
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correspondente ao controle positivo (pBI121, p35S::uidA). Ao contrario, para a
planta correspondente ao controle negativo (pBI101), nenhuma atividade GUS
foi detectada.

Para as plantas transformadas com os vetores pD14-hpl15D, pD14-
hpl16M, pD14-hpl16D e pD22-hp17D, foi possivel observar uma leve (fraca)
atividade GUS nas folhas, localizada principalmente ao redor das nervuras
secundarias (Figura 23). Esses resultados sugerem que os promotores pDREB
(pD14-hp15D, pD14-hp16D e pD22-hp17D) de cafeeiro sdo funcionais nas
folhas de N. tabacum em condi¢des normais, indicando baixa expressdo, isso
quando comparado a expressdo constitutiva do promotor CaMV35S. Ao
contrario, para as plantas transgénicas transformadas com as construgdes pD14-
hp15P, pD14-hpl6P, pDI14-hpl6M e pD22-hpl7P, nenhuma atividade
enzimatica f-glucuronidase foi detectada (Figura 23).

Foi possivel também, observar uma leve atividade GUS nas raizes de V.
tabacum transformadas com os vetores pD14-hpl15P, pD14-hpl15D, pD14-
hp16M e pD14-hp16D, diferenciando dos resultados encontrados para folhas, no
qual n3o se observou expressao do gene uidA sendo direcionada pelo menor
fragmento (P). Ao contrario, nenhuma atividade GUS foi detectada nas raizes
das plantas transformadas com as constru¢des pD14-hpl6P, pD22-hpl7P e
pD22-hp17D (Figura 24).
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Figura 23 Fotografias do ensaio histoquimico para deteccdo da atividade
enzimatica f-glucuronidase (GUS) nas folhas de plantas
transformadas de N. fabacum com diferentes fragmentos da regido
promotora de alelos do gene CcDREBI1D em condigdes normais
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Figura 24 Fotografias do ensaio histoquimico para deteccdo da atividade
enzimatica  f-glucuronidase (GUS) em raizes de plantas
transformadas de N. fabacum com diferentes fragmentos da regido
promotora de alelos do gene CcDREBI1D em condigdes normais

5.6 Ensaios de estresses abidticos realizados nas folhas das plantas

transformadas de V. tabacum

Objetivando verificar se os promotores pDREB podem ser induzidos
com estresses abioticos, a expressdo do gene uidA foi testada por meio de
ensaios histoquimicos para a detec¢do da atividade enzimatica f-glucuronidase
(GUS) nas folhas das plantas transgénicas submetidas a ensaios preliminares de

estresses abiodticos.
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5.6.1 Estresse desidratacio

O primeiro ensaio realizado foi um teste de desidratagdo baseado no
trabalho de Xia et al. (2013). Neste ensaio, apenas um evento escolhido ao acaso
das plantas transformadas com os vetores positivo (pBI121), negativo (pBI101)
e com as plantas transformadas com os fragmentos maiores (D) de cada
constru¢do pDREB1D::uidA foram utilizados.

Para a planta testada e correspondente ao controle positivo (pBI121,
p35S::uidA), uma forte coloragdo, caracterizando uma alta expressao do gene
reporter, foi observada. Ao contrdrio, para a planta correspondente ao controle
negativo (pBI101), nenhuma atividade enzimatica GUS foi detectada (Figura
25).

Uma leve (fraca) atividade GUS localizada, principalmente, ao redor das
nervuras secundarias foi observada na planta transformada com a construgdo
pD22-hp17D nas condigdes normais (0 hora, planta retirada do cultivo in vitro).

Aparentemente houve uma induc@o do gene uidA e esta parece aumentar
com o tempo de estresse aplicado a planta (atingindo o maximo em 4 horas) nas
nervuras central e secundarias das folhas, até ndo ser mais evidenciada
visualmente em 6 horas. Como foi observado para a planta transformada com a
construgdo pD22-hpl17D nas condi¢cdes normais (0 hora, planta retirada do
cultivo in vitro), uma expressdo basal pode ser notada na folha da planta
recuperada (cultivada em substrato).

Os niveis de expressdo de gene uidA detectados nas folhas das plantas
transformadas com a construgdo pD22-hpl17D foram bem inferiores, quando
comparado aos niveis de expressdo da planta transformada com o controle
positivo pBI121 (p35S::uidA), contudo, j& possibilitou demonstrar que o

promotor pD22-hp17D de cafeeiro é funcional em folhas de N. tabacum.
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Figura 25 Fotografias do ensaio histoquimico para detec¢do da atividade
enzimatica f-glucuronidase (GUS) nas folhas de plantas
transformadas de N. tabacum com as constru¢des pD14-hp15D (Al-
El), pD14-hpl6D (A2-E2), pD22-hp17D (A3-E3) e os vetores
controles pBI121 (A4-E4) e pBI101 (AS5S-E5), submetidas a
desidratag@o (A = 0 hora; B = 2 horas; C = 4 horas; D = 6 horas; E =
recuperacao = 168 horas)

Para analisar a expressao do gene uidA nas plantas previamente testadas
durante o ensaio de desidratacdo, os RNAs totais das mesmas foram extraidos e
analisados por PCR convencional (Figura 26) e PCR quantitativa em tempo real
[qPCR] (Figura 27).

Baseado nos resultados prévios obtidos no ensaio histoquimico (Figura
25), a principio, apenas as amostras de cDNA das plantas transformadas com a
constru¢do pD22-hp17D submetidas ao ensaio de desidratagdo foram analisadas
por PCR convencional e qPCR, pois quando comparado o perfil histoquimico do
ensaio de desidratagdo desta construgdo com as demais constru¢des

pDREBID::uidAD, esta é a que possui uma maior atividade GUS.
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Ao analisar a eletroforese em gel de agarose, tem-se como resultado da
PCR convencional (Figura 26) o fragmento de 120 pb, produto de amplificacdo
da amostra utilizada como controle positivo (C+ = DNA plasmidial pBI121).
Esta permitiu constatar que a reagdo de amplificagdo funcionou como esperado.
O mesmo foi observado para as amostras de cDNA da planta transformada com
o vetor pBI121 independentemente do tempo de estresse aplicado, confirmando
a expressdo constitutiva do gene uidA quando controlado pelo promotor
CaMV358S. A auséncia do fragmento amplificado no controle negativo da reagdo
(C- = agua) possibilita afirmar que nao houve contaminagdo das reacdes.

Para as amostras de cDNA da planta transformada com a construcdo
pD22-hp17D, observa-se o fragmento de 120 pb amplificado e um aumento na
intensidade da banda de acordo com o tempo de exposi¢do da planta ao estresse,
indicando a presenga do produto transcrito (mMRNA) que aparentemente aumenta
quando o material vegetal ¢ submetido a desidratacao.

Analisando a eletroforese em gel de agarose, ¢ possivel observar a
presenca do produto de amplificagdo da reacdo de PCR com o par de primer
GUS menos intensamente na amostra coletada em condi¢des normais (Oh). A
presenca do produto de amplificacdo ¢ verificada de maneira mais intensa
durante o ensaio de desidratacdo (2h, 4h, 6h) e se mantém quando a planta ja se
encontra em condi¢des normais (R).

Esses dados, aliados as analises histoquimicas (Figura 25), permitiram
constatar que aparentemente houve uma inducao e um aumento na expressao do
gene uidA.

Comparando os resultados do ensaio histoquimico e¢ da PCR
convencional, na amostra coletada em 6 horas de desidratacdo, somente na PCR
foi possivel verificar a expressdo do gene wuidA a partir do fragmento

amplificado, podendo provavelmente ser resultante da amplificacdo deste gene
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em uma regido diferente daquela utilizada no ensaio histoquimico ou pode estar

relacionado a baixa expressao do gene uidA quando regulado pelo pD22-hp17D.

pD22-11p17 D pBI121

[oh 2h 4h 6h RV0h 2h 4h 6h R! C+ C-

Figura 26 Eletroforese em gel de agarose para analise dos produtos de PCR
convencional das amostras de ¢cDNA de plantas de N. tabacum
transformadas com pD22-hp17D e pBI121, submetidas ao estresse de
desidratagdo, utilizando o par de primer GUS. Os nomes das
construgdes, os tempos de desidratacdo (Oh = 0 hora; 2h = 2 horas; 4h
= 4 horas; 6h = 6 horas; R = recuperagdo = 168 horas) ¢ a posi¢cdo dos
controles (positivo=DNA plasmidial e negativo = reagdo com agua)
sao indicados acima de cada pogo. A banda especifica do cDNA wuidA
(120 pb) ¢ indicada com a seta do lado esquerdo. Marcador utilizado:
Ladder 100 pb

Antes de analisar os resultados de qPCR, as curvas de dissociagdo (melt
curve) dos pares de primers GUS (especifico do gene uidA4) e NtACT (gene
endogeno NtACT), codificando para a actina e considerado de expressdo
constitutiva em folhas de tabaco (KRAINER et al., 2009) foram feitas para
verificar a especificidade desses pares por meio da presenca de um unico pico
caracterizando a Tm dos amplicons (APENDICE B).

Por meio da analise de qPCR (Figura 27), foi possivel observar a
expressdo do gene uidA em todas as amostras de folhas da planta transformada
com o vetor pBI121, o que confirma a expressdo alta e constitutiva do gene
repérter p35S::uidA. Para a planta transformada com a constru¢dao pD22-hp17D,

os resultados de qPCR mostraram:
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a) Uma expressdo basal do gene uid4 nas folhas antes (Oh), durante
(6h) e ap6s (R) o ensaio de desidratacao;

b) Uma leve expressdo (indug¢do) do gene uidA nas folhas coletadas
quando a planta encontrava-se ha 2 horas em condi¢do de estresse
(desidratacao). Neste caso, observa-se que a expressao do gene uidA
¢ muito menor, isso quando comparada com as amostras p35S::uidA
das plantas transformadas com o vetor pBI121. Esses resultados
sugerem que o promotor DREB da construcdo pD22-hpl17D foi
levemente induzido durante o ensaio de desidratacdao nas folhas das
plantas transgénicas de N. tabacum e que, quando funcionando, ele
se comporta como um promotor fraco em comparagdo ao promotor

CaMV358S.
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Figura 27 Expressdo do gene GUS analisada por PCR quantitativa em tempo
real nas folhas de N. fabacum submetidas a desidratacdo. O gene
NtACT foi utilizado como gene enddgeno (de expressdo constitutiva)
e a amostra pD22hp17D 2h como calibrador interno (expressdo
relativa = 1). Os nomes dos vetores e os tempos de desidratagdo (Oh =
0 hora; 2h = 2 horas; 4h = 4 horas; 6h = 6 horas; R = recuperagdo =
168 horas) estdo indicados abaixo do grafico



84

Com base nos resultados da analise, pode-se observar que o promotor
pD22-hpl7D ndo direciona altos niveis de expressdo como o promotor
CaMV35S presente no pBI121. Isso pode ser confirmado nas trés analises
realizadas (ensaio histoquimico, PCR convencional ¢ qPCR).

A baixa indugdo do promotor DREB pode ser explicada devido o
mesmo, ser um fator de transcri¢do que auxilia e amplifica a expressdo de genes
responsivos a determinados estresses, ¢ ainda infere que a exposi¢do por longos
periodos ao estresse pode suprimir a agao deste gene (SOUZA, 2012).

Os primeiros DREBs foram isolados da Arabidopsis thaliana, sendo o
DREBIA e o DREB2A (LIU et al., 1998). Desde entdo, diversos DREBs ¢ seus
genes similares tém sido identificados em outras espécies vegetais.
Recentemente, outros genes também homologos a essa familia, OsDREBIA,
OsDREBI1B, OsDREBIC, OsDREBID, ¢ OsDREB2A foram isolados em arroz
(DUBOUZET at al., 2003), GmDREBa, GmDREBb ¢ GmDREBc, em soja (LI
et al., 2005) e ZmDREB1A em milho (QIN et al., 2004). A expressdo de tais
genes, AtDREB2A e AtDREBI, foi observada em raizes, folhas e caule (menos
expressos), porém sob estresse, suas expressoes aumentaram (AGARWAL et al.,
2006).

Segundo Liu et al. (1998), os fatores de transcricdo DREBIA ¢ DREB2A
estdo envolvidos na expressdo do RD294, dependente de DRE (Dehydration
Responsive Element). Tais fatores de transcri¢do se ligam as DREs e ativam a
regido promotora do gene RD29A, a qual é responsavel por diversas respostas ao
estresse hidrico, salino e ao frio. De acordo com os dados do referido autor,
quando as plantas de Arabidopsis foram submetidas ao estresse hidrico, em
apenas 2 horas de tratamento foi possivel observar picos de expressdo do
DREB2A, entretanto mesmo com 24 horas sob estresse, o DREBIA nao

apresentou expressao significativa.
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5.6.2 Estresse térmico (40°C)

O segundo ensaio realizado foi um teste de estresse térmico baseado no
trabalho de Mackova et al. (2013). Neste ensaio, apenas um evento escolhido ao
acaso das plantas transformadas (evento diferente dos eventos utilizados no
ensaio de desidratacdo) com as construgdes do controle positivo (pBI121),
controle negativo (pBI101) e das plantas transformadas com os pDREB1D::uidA
foram utilizados.

Como foi visto previamente, para a planta testada e correspondente ao
controle positivo (pBI121, p35S::uid4), uma forte coloragdo, caracterizando
uma alta expressao do gene reporter, foi observada. Ao contrario, para a planta
correspondente ao controle negativo (pBI101), nenhuma atividade GUS foi
detectada (Figura 28).

Para as plantas transformadas com as constru¢des pD14-hp15P, e pD14-
hp16M, nenhuma expressdo do gene repdrter foi observada em 0, 2 ¢ 4 horas.
Verifica-se apenas uma leve atividade GUS na planta em condi¢des de
recuperagdo, localizadas principalmente na nervura central e ao redor das
nervuras secundarias.

Uma leve expressdo do gene reporter uidA direcionado pelo promotor
pD14-hp15D foi detectada nas amostras das plantas coletadas em 2 horas de
estresse térmico e quando a mesma encontrava-se em condi¢des normais (R).

Quando comparada a planta transformada com a constru¢do pD14-
hpl6P com a planta transformada com o controle negativo (pBI101), ndo se
observou nenhuma atividade GUS pelo teste histoquimico.

De maneira bem fraca, a expressao do gene uidA ¢ observada em 0, 2
horas e em condi¢cdes normais, nas nervuras central e secundarias da planta

transformada com a constru¢ao pD22-hp17D.
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Independentemente do tempo de exposicdo ao estresse, as plantas
transformadas com os vetores pDI14-hpl6D e pD22-hpl7P também

apresentaram uma leve expressﬁo nas nervuras secundarias.

Figura 28 Fotografias do ensaio histoquimico para deteccdo da atividade
enzimatica  f-glucuronidase (GUS) nas folhas de plantas
transformadas de N. fabacum com os vetores pD14-hp15P (A1-D1),
pD14-hp15D (A2-D2), pD14-hpl6P (A3-D3), pDI14-hpl6M (A4-
D4), pD14-hpl6D (AS5-DS), pD22-hpl7P (A6-D6), pD22-hp17D
(A7-D7), pBI121 (A8-D8), pBI101 (A9-D9), submetidas ao estresse
térmico (40°C). (A = 0 hora; B = 2 horas; C = 4 horas D =
recuperacao = 168 horas)
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Para analisar a expressao do gene uidA nas plantas previamente testadas
durante o ensaio de estresse térmico, os RNAs totais das mesmas foram
extraidos e analisados por PCR quantitativa em tempo real [qPCR] (Figura 29 e
30).

A curva de dissociagdo (melt curve) dos pares de primers NtAQP e Nt
PIP2;1 utilizados foi analisada, permitindo verificar a especificidade desses
pares de primers por meio da presenga de um tnico pico caracterizando a Tm do
amplicon (APENDICE B).

A expressdo do gene uidA em todas as amostras de folhas da planta
transformada com o vetor pBI121 foi observada (Figura 29), o que confirma a
expressao alta e constitutiva do gene reporter p35S::uidA. Visando dar
continuidade aos resultados obtidos do ensaio de desidratagdo para a construgao
pD22-hp17D, priorizamos as amostras da mesma para este ensaio e os resultados

de qPCR mostraram:

a) Uma expressdo basal do gene uid4 nas folhas antes (Oh) e durante
(2h) o ensaio de estresse térmico;

b) Como no ensaio de desidratagdo, observa-se que a expressao do gene
uid4A ¢ muito menor, isso quando comparada com as amostras
p35S::uidA das plantas transformadas com o vetor pBI121. No
entanto, para esses resultados observa-se que o promotor DREB da
construgdo pD22-hp17D foi levemente induzido durante o ensaio de
estresse térmico (2h) nas folhas das plantas transgénicas de N.

tabacum.
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Figura 29 Expressdo do gene GUS analisada por PCR quantitativa em tempo
real nas folhas de N. tabacum submetidas ao estresse térmico. O gene
NtACT foi utilizado como gene enddgeno (de expressdo constitutiva)
e a amostra pD22hpl17 D 2h como calibrador interno (expressdo
relativa = 1). Os nomes das construcdes ¢ os tempos de desidratagdo
(Oh = 0 hora; 2h = 2 horas; 4h = 4 horas; R = recupera¢dao = 168
horas) estdo indicados abaixo do grafico

Os genes DREB tém sido isolados e caracterizados de uma grande
variedade de plantas, como Arabidopsis (LIU et al., 1998), canola (JAGLO et
al.,, 2001), trigo (PARK et al.,, 2001), cevada (CHOI et al., 2002), arroz
(DUBOUZET et al., 2003), soja (LIU et al., 2005) e fumo (PARK et al., 2001).

O gene GmDREBIa, em algumas cultivares de soja, mostrou diferencas
no nivel de expressdo em caules, folhas, flores e frutos. Mas, nenhuma expressao
foi detectada em raizes por Li et al. (2005), embora diferencas no nivel de
expressao tenham sido observadas em raizes nas cultivares Conquista e BR16

por STOLF et al. (in press).
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Morais (2008), para verificar a funcionalidade do promotor do gene
RcDRED de mamoneira, realizou um ensaio histoquimico com tecidos foliares
colocados em condi¢des de dessecacdo. A expressio do gene GUS foi
diferenciada nas folhas de tabaco transformadas com o gene quimérico com o
promotor do RcDRED controlando o gene GUS. Quando as folhas foram
expostas a uma condi¢do que simula o estresse hidrico por um periodo de 4
horas, foi possivel observar a expressdo génica mostrando que o promotor tem
resposta a esse estresse. A expressao se manteve por um periodo de 8 horas. Nao
se observou expressao quando as plantas foram transformadas com o vetor sem
promotor ou em plantas ndo transgénicas. Como esperado, plantas transformadas
como o promotor CaMV35S controlando o gene GUS mostraram expressao
durante todo o periodo, mesmo quando as folhas ndo foram submetidas ao
estresse.

O estudo da expressdo dos genes DREB ¢ diferenciado em periodos
submetidos ao estresse abiotico. O DREBI de Arabidopsis foi induzido em 10
minutos a 4°C e DREB? foi induzido no mesmo tempo, mas em condigdes de
défice hidrico e estresse salino (DUBOUZET et al., 2003). Em arroz, a indugao
do gene DREB?2 foi apds 24 horas de desidratacdo e condigdes de salinidade
(ARGAWAL et al., 2006). Estes trabalhos indicam que o estudo da expressdo
dos genes DREB esta relacionado com a exposi¢ao ao estresse abiodtico, e que a
induc¢do ocorrera nessas condi¢goes desfavoraveis.

Dando continuidade ao trabalho de Morais (2008), Cipriano (2012)
submeteu as plantas transgénicas T1 de tabaco a varios tratamentos de estresses
abidticos (temperaturas baixas ¢ elevadas, seca, salinidade e ABA exdgeno) e a
expressdo de GUS foi observada apenas em graos de pélen, comegando durante
a abertura da flor e permanecendo no inicio do processo de senescéncia, no qual,
graos de podlen maduros sdo liberados das anteras. As plantas transgénicas

analisadas quanto a expressdo basal do gene GUS, testadas em condi¢des
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normais, desenvolveram-se em casa de vegetacdo, com fotoperiodo de 16 horas,
com regime normal de irrigacdo, porém, nenhuma expressdo foi detectada em
folhas, caules, raizes, sépalas e ovarios.

Apesar das numerosas investigacdes fisiologicas para descobrir como 0s
fatores de transcricdo DREB regulam os genes alvo, a regulacdo da transcri¢cdo
dos proprios genes DREB ainda ndo foi totalmente caracterizada (ZHANG et al.,
2009; KIM et al., 2011). Sabe-se muito pouco sobre a sua expressdo espacial
durante o desenvolvimento dos oOrgdos vegetais submetidos ao estresse
ambiental. Portanto, existe a necessidade de descobrir como esses fatores de
transcrigdo funcionam durante a regulacdo de um gene especifico de maneira
temporal e espacial.

Para verificar a eficacia do método de estresse (estresse térmico),
utilizou-se como controle interno de estresse a analise da expressdo relativa
dedois genes PIP2;1 e AQP que codificam para diferentes tipos de aquaporinas..

Descoberta durante a década de 90, as aquaporinas sdo proteinas de
membrana responsaveis pelo transporte de moléculas de agua, formando um
verdadeiro canal proteico com esta funcdo (MAUREL; CHRISPEELS, 2001).

As aquaporinas estdo ainda relacionadas as respostas a diversos tipos de
estresse como salino, hidrico, térmico e de luminosidade, onde sdo responsaveis
pelo controle em nivel celular. Quando submetida a tais estresses, as plantas
devem se adequar em resposta ao ambiente por meio de alteragdes do seu fluxo
de agua, permitindo adaptacdo das células e tecidos a tais situagdes. Desta
forma, o papel das aquaporinas ¢ extremamente relevante neste aspecto, uma vez
que sdo vistas como componentes centrais nas relagdes hidricas das plantas e
como uma alternativa para difusdo facilitada da d4gua pela membrana plasmatica,
aumentando a permeabilidade da mesma (JAVOT; MAUREL, 2002,
TYERMAN et al., 2002; MENESES; NIEMIETZ; BRAMLEY, 2006).
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Os resultados apresentados na Figura 30 sugerem que o estresse se
realizou de modo que o sistema de resposta ao estresse da planta foi ativado.

Pela caracterizagdo molecular por PCR quantitativa em tempo real nas
folhas de N. tabacum submetidas ao estresse térmico pode-se verificar a
expressao do gene PIP2; [ durante todo o ensaio de estresse térmico. Além disso,
nota-se que houve um aumento da expressdo do gene em 2 ¢ 4 horas de estresse
térmico, indicando a resposta da planta ao estresse durante o ensaio. Resultado

semelhante foi observado para o gene AQP (Figura 31).
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Figura 30 Expressao do gene P/P2,] analisada por PCR quantitativa em tempo
real nas folhas de N. tabacum submetidas ao estresse térmico. O gene
NtACT foi utilizado como gene enddgeno (de expressdo constitutiva)
e a amostra pD22hpl17D 2h como calibrador interno (expressdo
relativa = 1). Os nomes das construgdes e os tempos de desidratagao
(Oh = 0 hora; 2h = 2 horas; 4h = 4 horas; R = recuperacdao = 168
horas) estdo indicados abaixo do grafico
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Figura 31 Expressao do gene AQP analisada por PCR quantitativa em tempo
real nas folhas de N. tabacum submetidas ao estresse térmico. O gene
NtACT foi utilizado como gene endogeno (de expressdo constitutiva)
e a amostra pD22hpl7D 2h como calibrador interno (expressdo
relativa = 1). Os nomes das construgdes ¢ os tempos de desidratagdo
(Oh = 0 hora; 2h = 2 horas; 4h = 4 horas; R = recuperacao = 168
horas) estdo indicados abaixo do grafico

Um importante avango para o entendimento da condutancia de dgua nas
células foi a descoberta das proteinas de canais de 4gua, denominadas
aquaporinas. A presenca de aquaporinas pode aumentar a condutividade
hidraulica da membrana (PRESTON et al., 1992) e formar canais de agua
especificos para ions ou solutos (BRAY, 1993). Sakuray et al. (2005)
identificaram 33 genes para aquaporinas no genoma de arroz, os quais 14
demonstraram grandes niveis de expressdo constatados pela técnica de PCR em

tempo real durante periodos de estresse.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

d)

Foi observada uma forte coloragdo para a planta testada e
correspondente ao controle positivo (pBI121, p35S::uidA),
caracterizando uma alta expressdo do gene repérter. Ao contrario,
para a planta correspondente ao controle negativo (pBI101),
nenhuma atividade GUS foi detectada. O que possibilita afirmar que
ndo ha duvidas em relagdo aos resultados dos ensaios histoquimicos,
visto que as respostas observadas para os controles corresponderam
ao esperado;

A atividade GUS observada nas nervuras secunddrias e terciarias das
folhas e nos vasos condutores das raizes das plantas transformadas
de N. tabacum (ndo estressadas), principalmente com as construcdes
contendo os maiores fragmentos (D) dos diferentes haplotipos dos
promotores pDREBI1D, caracterizam um funcionamento basal dos
promotores pPDREB1D de cafeeiro em tabaco;

A indugdo da expressdo do gene uidA observada nas folhas das
plantas TO transformadas com pD22-hp17D, durante os ensaios de
desidratagdo e de estresse térmico, sugere que a cascata de eventos
moleculares implicada na resposta ao estresse em tabaco reconhece
este promotor de cafeeiro;

No entanto, o fraco nivel de expressdao do gene uidA controlado com
o promotor pD22-hp17D pode ser explicado pela existéncia de
maquinarias transcricionais diferentes entre C. canephora e N.
tabacum pelo reconhecimento e funcionamento do promotor

pDREBID:;
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e) A inducdo do gene uidA, somente observada com construgcdo pD22-
hp17D e ndo nas outras constru¢des com pDREBI1D, sugere que os
polimorfismos nucleicos identificados entre os diferentes haplotipos
dos promotores pDREBID interferem na expressao e talvez na

regulacdo destas sequéncias.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

a)

b)

d)

O numero de cépias de T-DNA inserido nas plantas transformadas
de N. tabacum TO sera determinado pela andlise da segregacdo das
plantas T1 (oriundas da autofecundagao das plantas TO), em relagao
a resisténcia das plantas a canamicina;

Ensaios de estresses abioticos (desidratacdo e estresse térmico)
poderdo ser refeitos em plantas T1 para confirmar os resultados
obtidos com as plantas TO. Para esses testes, as analises serdo
focalizadas nas plantas transformadas com as constru¢des contendo
os fragmentos mais longos (constru¢des D) dos promotores
pDREBID. Durantes esses testes de estresses abioticos, analises
fisiologicas poderdo ser realizadas para completar as andlises
moleculares feitas com as plantas TO;

Ensaios de estresse de “wounding” (ativagdo da expressdo génica
por estresse mecanico) serdo realizados, principalmente com plantas
jovens (saidas da fase de crescimento in vitro) T1;

Para confirmar que os polimorfismos nucleicos identificados entre os
diferentes haplotipos dos promotores pDREBID interferem na
expressdo e, talvez, na regulagdo destas sequéncias, a melhor
maneira de testar as mesmas constru¢des sdo por transformacao
homologa (em Coffea sp.), o que esta justamente em andamento

(ALVES, comunicag¢ao pessoal).
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APENDICES

APENDICE A - Relacio de sequéncias dos pares de primers usados nas
reacoes de PCR e qPCR

Tabela 1 Sequéncias dos pares de primersusados nas reagdes de PCR (convencioal e
quantitativa [qPCR])

Nome Sequéncia

GUSF GCACTAGCGGGACTTTGCAA
GUSR CGCGAAGCGGGTAGATATCA
NPTIF CCTGATGCACTCCGCATACA
NPTIR GCACTTTGAACGGCATGATG
NPTII F ACAAGATGGATTGCACGCAGG
NPTII R AACTCGTCAAGAAGGCGATAG
NtACT F CCACTGCTGAACGGGAAATT
NtACT R GCTGCTCTTGGCAGTGTCAA
NtAQP F TTTCCTCAAGAAGCCTTAATCTTT
NtAQP R TTGAACACAAGAAAATCCACATT
NtPIP2;1-F TTGCAACCACTACCAGAAAA
NtPIP2;1-R AATTTGGACAGATGAATGCAA
pBlrev GCTTTCCCACCAACGCTGATCAAT
RevMax CACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTA
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APENDICE B - Curvas de dissociacao
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Figura 1 Curva de dissociag@o (“Melt Curve”) para o par de primer GUS.
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Figura 2 Curva de dissociag@o (“Melt Curve”) para o par de primer NtActin.



002

o018

Derivative Reporter (-Rn)

ooi

00010

850 00 %0 00 80 00 00
Temperature (°C)

Figura 3 Curva de dissociag@o (“Melt Curve”) para o par de primer NtAQP.
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Figura 4 Curva de dissociacdo (“Melt Curve’) para o par de primer NtPIP2;1.
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ANEXO

ANEXO A-Descricao de protocolos de meios e solugdes
1. Solucgdes para extraciio de plasmideos
Solucao I (GET)
Para preparar 500 mL de solu¢ao usa-se:
a) 23mL de solugdo de glicose 1 M
b) 10mL de solugao EDTA 0,5M a pH 8,0
¢) 13mL de solugdo de Tris IM a pH 7,4
d) Completar o volume para 500mL com 4gua deionizada
Estocar a 4°C
Solucio I1
Preparar somente na hora em que for usar. Para preparar 15 mL de
solugdo usa-se:
a) 10 mL de agua deionizada
b) 750 pL de solucdo de NaOH 4M
¢) 1,5 mL de solugdo SDS 10%
d) Completar o volume para 15 mL com agua deionizada
Nao autoclavar a solug¢do depois de pronta.
Solucao III
Para preparar 100 mL de solugao III usa-se:
a) 60 mL de solucdo de acetato de potassio SM
b) 11,5 mL de acido acético glacial.
¢) 28,5 mL de agua deionizada(volume final de 100 mL)
Estocar a 4°C

Nao autoclavar a solugdo
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2. Preparo de meio SOC

Para preparar 100 mL de meio SOC usa-se.

a) 2 g de Peptona

b) 0,5 g de Extrato de levedura

¢) 1 mL de NaCl IM

d) 250 uL de KCI1 1M

e) Completar o volume com agua deionizada para 98 mL - (Ajustar o pH
para 7,0 com NaOH 5M)

f) Na capela adicionar 1 mL de MgCl, 1M (estéril), 1 mL de MgSO4 1M
e 1 mL de Glicose 2M (filtrada).

g) Aliquotar em tubos falcon de 15 mL.

3. Preparo de meio LB (Luria-Bertani)

Para preparar 1 L de meio LB usa-se:

a) 10,0 g de NaCl

b) 10,0 g de Peptona

¢) 5,0 g de Extrato de levedura

d) Adicionar 800 mL de agua deionizada e ajustar o pH para 7,0 com
NaOH 5M

e) Completar o volume para 1 L com agua deionizada

f) Autoclavar por 20 min.

OBS: Para preparar 1 litro de meio LB sélido acrescentar 16 g de agar

bacteriologico.

4. Preparo de meio YEB (Yeast Extract Broth)
Para preparar 1 L de meio YEB usa-se:

a) 5,0 g de Extrato de carne

b) 5,0 g de Peptona
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¢) 5,0 g de Sacarose

d) 1,0 g de Extrato de levedura

e) 240 mg de MgSO,

f) Adicionar 800 mL de 4gua deionizada e ajustar o pH para 7,0 com
NaOH 5M

g) Completar o volume para 1 L com agua deionizada

h) Autoclavar por 20 min.

OBS: Para preparar 1 litro de meio YEB soélido acrescentar 16 g de agar

bacteriolégico.



