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Resumo



Promotores sao sequéncias regulatorias capazes de direcionar a expressao
génica para orgaos e tecidos especificos. A busca por seqiéncias promotoras
que regulam a expressao tecido-especifica de genes é uma das prioridades para o
setor biotecnoldgico vegetal. No presente trabalho foram realizadas analises in
silico a partir das informagdes disponiveis no Banco de Dados do Projeto Genoma
Café, visando identificar genes com expressdo tecido-especifica. Foram
selecionadas 13 e 15 etiquetas de sequéncias expressas (EST) com expressao
especifica em raiz e folha, respectivamente. A validacdo, via RT-PCR, dos
candidatos selecionados revelou a expressao tecido-especifica de dois destes,
sendo um especifico de folha e outro de raiz. As regides imediatamente a
montante dos ESTs validados foram isoladas via genome walking e fragmentos de
2,0 kb (raiz) e ~0,9 kb (folha) foram obtidos. Varios elementos regulatérios foram
identificados em ambas seqliéncias amplificadas, incluindo elementos envolvidos
no controle da expressao tecido-especifica e resposta a estresses. Os promotores
isolados foram fusionados ao gene reporter uidA e testados em experimentos de
expressao transiente em plantulas de café. Analises histoquimicas confirmaram a
funcionalidade e a o6rgao/tecido-especificidade da expressdao modulada pelos
promotores isolados. Plantas de tabaco transformadas via Agrobacterium
tumefaciens com os cassetes acima descritos foram obtidas e analises
histoquimicas de gus revelaram que além de tecido-especificas, as sequéncias

regulatdrias investigadas sao altamente induzidas por estresse bidtico e abidtico.



Abstract



Promoters are crucial regulatory sequences that enable genes to be
transcribed in specific organs or tissues. Promoter sequences recovery, especially
those leading to tissue-specific expression, is of great interest in plant
biotechnology. In this study, an in silico analysis of the Brazilian Coffee Genome
Project Database was accomplished to identify genes with organ-specific
expression in coffee plant. Several ESTs showing root (13) and leaf-specific (15)
expression patterns were selected, but only two of them, one in root and the other
in leaf, were validated as being specific by RT-PCR experiments. The DNA regions
immediately 5’ to the validated ESTs were isolated by chromosome walking and
amplified fragments of 2,0 kb (root) and 0,9 kb (leaf) in length were obtained.
Several cis-regulatory elements were identified within the amplified sequences,
including those involved in the control of tissue-specificity and stress response.
The isolated promoters were transcriptionally fused to uidA reporter gene and
tested in transient expression assays using coffee seedlings. Gus histochemical
analyses confirmed the functionality and expected organ-specificity of the cloned
promoters. Transgenic tobacco plants transformed with Agrobacterium
tumefaciens bearing the corresponding cassettes were obtained and histochemical
analyses confirmed that besides tissue-specific expression, the investigated

regulatory sequences were also highly induced by biotic and abiotic stress.
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1.1 Inovagoes tecnolégicas

A biotecnologia tem se destacado nos ultimos anos como uma inovagao
tecnolégica capaz de agregar riquezas a diferentes areas do setor produtivo. No
setor agricola e florestal, a producao de plantas geneticamente modificadas com
caracteristicas especificas derivadas da biotecnologia € um processo altamente
promissor cujos produtos finais apresentam alto valor agregado e podem ser
aplicados diretamente na cadeia produtiva. Ciente de tais vantagens, algumas
empresas de cunho biotecnoldgico pautadas na produgao de novos produtos para
a agricultura tém sido criadas no Brasil nos ultimos anos. O desenvolvimento de
uma industria de base genética capaz de prover insumos a produgao agricola é
nao so6 imprescindivel como altamente benéfico para o setor produtivo brasileiro.

Embora novas plantas derivadas da biotecnologia venham sendo adotadas
em diversos paises, estamos atingindo 12 anos de cultivo de produtos
geneticamente modificados, a biotecnologia vegetal ainda é alvo de controvérsias
e polémicas. Para que essa inovagdao tenha maior alcance e aceitagao,
investimentos importantes em pesquisa basica precisam ser realizados a fim de
gerar ferramentas necessarias para a aceleracao de sua aplicagao e sobretudo,
para a superagao de algumas de suas limitagdes técnicas. Esse desafio deve ser
encarado pelos diferentes setores envolvidos, incluindo as universidades e
institutos de pesquisa do setor publico.

A presente tese esta inserida nesse contexto e tem como principal meta

identificar seqiéncias promotoras capazes de direcionar a expressao de genes, de
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interesse agrondmico, para orgaos/tecidos especificos da planta. Para tal, foram
utiizados os dados gerados no projeto de sequenciamento de sequéncias
expressas do café que contou com financiamento da diferentes entidades. Trata-
se, portanto de um trabalho de tese com enfoque académico e aplicado.

Cabe ressaltar que por iniciativa do Consércio Brasileiro de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café, que financiou o presente projeto, e, sobretudo pelo
potencial de utilizagdo das sequéncias promotoras aqui descritas e caracterizadas
em programas biotecnoldgicos, as mesmas estardo sendo protegidas por uma
patente. Como esse pedido esta sendo processado, os dados relativos as
sequéncias promotoras e nome dos genes utilizados no presente trabalho estdo

sendo apresentados em confidencialidade.
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1.2 Café e a sua importancia

O café é uma planta perene de porte arbustivo nativa do continente africano.
Sua chegada ao Brasil se deu em 1727 na cidade de Belém, sendo posteriormente
cultivado no Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais em 1780. Até entdo o café era
considerado o maior produto gerador de riquezas, destacando-se como O mais

importante da histéria do Brasil.

Atualmente, a cafeicultura desempenha uma importante fungdo na economia
nacional exercendo um grande papel gerador de divisas da ordem de 2 bilhdes de
ddlares anuais ou 26 milhdes de sacas exportadas ao ano (Companhia Nacional do
Abastecimento — Conab). Com um mercado ainda em expansdo, o0 agronegocio do
café gera, em todo mundo, recursos na ordem de 91 bilhdes de dolares ao
comercializar 115 milhdes de sacas que, em média, sdo produzidas. A cafeicultura
envolve ainda meio bilhdo de pessoas desde a produgdo ao consumo final

representando cerca 8% da populagao mundial (Embrapa Café).

No inicio do século, o Brasil se destacava dentre os paises produtores de
café, sendo responsavel por 80% das exportagbes mundiais. Entretanto e
infelizmente, a producéo brasileira passou por um grande retrocesso até chegar
aos dias atuais. Apesar da acentuada reducdo da area cafeicola nas ultimas
décadas e de diversos fatores que tém determinado oscilagbes na sua produgao
total, dentre estes, fatores abidticos como seca e geada e, bidticos como pragas e

doencgas (Gongalves, 1999), o Brasil ainda ocupa uma posigcdo dominante no
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mercado internacional, se destacando como maior produtor (contribuicdo de 30%
da produgcdo mundial nas ultimas safras) e exportador mundial de café, com
participacdo média de 25%. O agronegdcio do café representa mais de 2,5 % do
valor total das exportagdes brasileiras além de gerar oito milhdes de empregos diretos

e indiretos, sobressaindo-se como o setor que mais emprega no Brasil.

Anuario Estatistico Oficial Conab 2005/2006 revela que a producio
brasileira de café € de 40,62 milhdes de sacas. Entretanto, quando essa é
comparada com a producdo estimada em levantamento anterior publicado em
dezembro de 2005, que totalizou 43,58 milhdes de sacas, uma reducgao de 6,8%
pOdde ser observada. Essa redugao representa um prejuizo de cerca de 800
milhdées de reais para os produtores, sendo a mesma causada pela estiagem que

assolou as plantagdes de café nos periodos de floragado e enchimento dos graos.

O cafeeiro pertence ao subgénero Coffea, familia Rubiacea, formado por cerca
de 100 espécies. Das espécies mais cultivadas no mundo, Coffea arabica L (café
Arabica) e Coffea canephora Pierre ex Froehner (café Robusta) sdo as mais
importantes economicamente. Coffea arabica L € uma espécie nativa do continente
africano, tendo como local de origem o sudoeste da Etidpia e do Sudao e o norte
do Quénia. Por apresentar uma qualidade da bebida superior quando comparada
com outras espécies, C. arabica destaca-se como a espécie mais cultivada,
representando cerca de 70% da produgcédo mundial e 90% da produ¢do na América
Latina. C. canephora por sua vez, apresenta como locais de origem a Republica

da Guiné, a Libéria, o Sudado e Uganda, respondendo por 30% do restante da
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producao mundial (Carneiro, 1997). Apesar de somente C. arabica e C. canephora
terem importancia econbémica ativa no mercado mundial, espécies selvagens
apresentam uma grande importancia do ponto de vista adaptativo, sendo potentes
fontes de variabilidade genética. Tais espécies nao cultivadas comercialmente
possuem caracteristicas altamente vantajosas como resisténcia a doengas e
pragas, tolerancia a seca e outras alteragées ambientais (Fazuoli et al., 1999). Um
exemplo desta aplicagdo genética € a variedade Apoatd de C. canephora
(IAC2258), utilizada como porta enxerto de C. arabica devido a resisténcia a

nematoide (Fazuoli, 1981).

C. arabica é a unica espécie alotetraploide (2n = 4x = 44 cromossomos) do
género e predominantemente autoférti em aproximadamente 90% das flores,
enquanto que C. canephora e as outras espécies conhecidas do género Coffea sao
dipléides (2n = 2x = 22 cromossomos) e autoincompativeis, multiplicando-se
exclusivamente por fecundacao cruzada (Fazuoli et al., 1999; Berthaud, 1980). Por
se tratar de uma cultura perene e de periodo juvenil longo, o melhoramento genético
do cafeeiro é lento, sendo necessaria a implementacédo de técnicas que facilitem e
acelerem a obtencdo, selecdo e avaliagdo de materiais superiores. A diversidade
genética de cultivares de Coffea arabica L. é relativamente pequena e a sua
ampliagdo torna-se importante para o futuro do melhoramento do cafeeiro. O
potencial competitivo do pais, no entanto, podera crescer ainda mais com a

reducao de custos de produgdo e também através do aumento da produtividade.
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Pragas e doengas sdo consideradas fatores limitantes para obtencdo de
uma boa produgdo. Dentre as inumeras doengas e pragas do café, destaca-se a
ferrugem alaranjada do cafeeiro causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix
(Carvalho e Fazuoli, 1993) e a lagarta do Bicho Mineiro (Leucoptera coffeella)
(Parra, 1985) afetando as folhas, e 0 nematdide Meloidogyne exigua sp. (Brown et

al., 1995) afetando as raizes.

Atualmente, a ferrugem e os nematdides atingem todas as regides
cafeicultoras do Brasil e se ndo forem devidamente controladas podem causar
queda de até 45% na produgédo. O controle quimico desses agentes tem se
mostrado eficiente, porém, além de representar cerca de 10 a 20% do custo total
de producao (Matiello et al., 1985; Vegro e Ferreira, 2000), pode levar ao
agravamento de outras doencas e pragas do cafeeiro devido a baixa seletividade,
e possibilitar por pressao de selegcdo, o surgimento de racas resistentes aos
produtos aplicados. Um dos maiores desafios tem sido encontrar métodos
eficientes de controle, com minimo custo operacional e principalmente de baixo

impacto ambiental.

30



1.3 Principais pragas e doencgas do cafeeiro

1.3.1 Bicho Mineiro

O Bicho-mineiro-do-cafeeiro (Leucoptera coffeella), € um lepiddptero
especifico do género Coffea, afetando quase que todas as variedades comerciais
de Coffea arabica, muitas vezes de forma devastadora (Figura 1). Esta é
considerada uma das principais pragas da cultura no Brasil (Guerreiro et al.,
1990). No Estado de Minas Gerais, maior produtor brasileiro de café na atualidade
(49,5% da producédo do pais), essa praga quando ndo controlada chega a causar
danos de até 30% na producéo.

A forma adulta do inseto realiza a postura na parte adaxial foliar e apds a
eclosdo dos ovos, as larvas penetram na regido axial das folhas. As larvas se
alimentam exclusivamente do parénquima palicadico, formando literalmente
galerias e/ou minas no tecido afetado. A injuria desencadeia uma resposta “imune”
inespecifica na planta, havendo aumento dos niveis de etileno, oxidag&o do tecido
atacado e consequentemente queda das folhas (Souza et al., 1998). Este
desfolhamento inesperado chega a causar grande redugdo no desenvolvimento do
sistema radicular e principalmente na atividade fotossintética da planta (Koronnova
e Veja, 1985).

Grandes avangos tém sido obtidos pela industria de defensivos agricolas,

entretanto a prevengao anual dessa praga chega a representar 15% do custo total
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de producgao. Além de agir de forma inespecifica, em outros organismos nao alvos,

o produto aplicado pode causar sérios danos ao meio ambiente.

Figura 1. Sintomas caracteristicos em folhas de Coffea arabica atacadas pelo

bicho-mineiro-do-cafeeiro (Leucoptera coffeella).

1.3.2 Ferrugem Alaranjada do Cafeeiro

Uma das principais e a mais severa doenca que afeta a cafeicultura
brasileira e mundial na atualidade é a ferrugem alaranjada do cafeeiro (Figura 2).
Esta é causada por um parasita biotrofico foliar obrigatério Hemileia vastatrix
(Berkeley e Boome). No Brasil sdo encontradas ao redor oito ragas virulentas,
havendo, entretanto grande predominéncia de fungos da raga tipo II.

O primeiro sintoma da doencga € observado normalmente no lado adaxial da
folha, caracterizando-se como manchas amarelo-alaranjadas. Apos esporulagéo e

disseminagao do fungo na planta, ocorre oxidagdo e consequentemente, morte
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dos tecidos foliares, havendo uma desfolha prematura e muitas vezes seca dos
ramos plagiotrépicos (ramos produtivos), prejudicando assim o crescimento,
florescimento, e consequentemente a produgao do ano seguinte.

Esta doenga quando ndo controlada adequadamente pode causar perdas
de até 40% da producao, enquanto que infesta¢cdes mais severas podem provocar
a morte das plantas infectadas (Fernandez et al., 2004). Apesar de representar
cerca de 15% do custo total da produgédo, métodos de controle quimico da doenga
tém se mostrado eficiente. Entretanto, em alguns casos, o uso indiscriminado de
fungicidas néo especificos, pode acarretar o surgimento de novas ragas, além de
prejudicar de maneira drastica o meio ambiente. Mesmo com a ajuda dos
programas de melhoramento que langaram cultivares resistentes ao patégeno,
novas racgas fisiolégicas do fungo tém ocasionado a quebra de resisténcia. Em

funcdo disso, a durabilidade da resisténcia dos cultivares atuais € dificil de ser

prevista (Varzea et al., 2002).

Figura 2. Sintoma caracteristico de folhas
de Coffea arabica infectadas com a
ferrugem alaranjada do cafeeiro (Hemileia

vastatrix).
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1.3.3 Nematoides

Os nematdides formadores de galhas do género Meloidogyne spp. séo
capazes de parasitar mais de 3000 espécies de plantas, sendo endoparasitas
sedentarios obrigatérios. Quando ndo controlados adequadamente chegam a
causar grandes perdas a agricultura mundial (Abad et al., 2003). Sasser e
colaboradores, por exemplo, relatam que em 1987 esses microorganismos
geraram prejuizos da ordem de 100 bilhées de ddlares ao agronegdcio mundial.
Até entdo quinze espécies de Meloidogyne foram caracterizadas como parasitas
de café (Lopez e Salazar, 1989; Campos et al., 1990; Eisenback e Triantaphyllou,
1991; Carneiro et al., 1996), destacando-se dentre essas a espécie M. Exigua,
considerada a mais importante e problematica para a cafeicultura de arabica,
principalmente pela sua ampla distribuicdo na América do Sul e Central (Anthony
et al., 2005).

Os fitonematoides formadores de galhas penetram no sistema radicular do
hospedeiro através do coértex, onde células parénquimatosas do xilema sao
selecionadas para ancoragem e formacado das células gigantes. Por uma
disfungdo da maquinaria celular, gerada pelo parasitismo, as células gigantes sao
multinucleadas, se desenvolvem normalmente em numeros reduzidos (de 5 a 7),
apresentando citoplasma denso e com grande concentragdo de organelas
celulares e pequenos vacuolos. Concomitantemente a formagdo das células

gigantes, ocorre hiperplasia e hipertrofia do tecido cortical, causando assim o
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sintoma de galha ou nodulo que caracteriza a doenca (Williamson e Hussey,
1996). O fendtipo desenvolvido pelo parasitismo gera deformagdo do sistema
radicular bem como mau funcionamento no sistema de absorcdo e translocacao
de agua e nutrientes.

Muitos dos processos fisioldgicos da planta hospedeira como respiragao,
fotossintese, absorgdo e translocagédo de agua e nutrientes, balango hormonal,
assim como deformagao morfolégica e anatdmica podem ser afetados direta ou
indiretamente pelo parasitismo (Gongalves e Silvarolla, 2001).

Estes parasitas de plantas s&o considerados uns dos maiores vildes da
agricultura na atualidade. Em 1987, chegaram a causar danos na ordem de
bilhdes de ddlares para o agronegécio de alimento e fibras (Christopher et
al.,1994). Nos E.U.A os nematdides causadores de galha chegam a causar perdas

de 1 bilh&do de ddlares por ano ao agronegdcio da soja (Alkharouf et al., 2004).

Figura 3. Sintoma caracteristico em raizes de Coffea arabica infectadas com

nematoides causadores de galhas da espécie Meloidogyne spp.
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1.4 Melhoramento genético classico X biotecnologia

A crescente demanda mundial por alimentos de melhor qualidade e
principalmente livres de defensivos agricolas, € um desafio que tem promovido um
avanco significativo em diversas areas da produgao vegetal. Dentre estas se
destaca o melhoramento genético vegetal (Borém, 1998).

O melhoramento genético de plantas visando melhorias agronémicas vem
sendo realizado pelo homem ha milhares de anos utilizando-se de procedimentos
classicos, funcionais, de cruzamentos controlados entre espécies. Entretanto, com
o advento da biologia molecular, somado ao desenvolvimento de técnicas
biotecnologicas avangadas, o melhoramento genético de plantas via engenharia
genética tornou-se uma ferramenta importante na obtencdo de plantas
genotipicamente superiores em um curto espago de tempo, sendo portanto de
grande interesse para o setor agricola (Borém, 1998).

As novas tecnologias tém se destacado principalmente devido a
possibilidade de obtencdo de resultados uniformes e direcionados para
caracteristicas desejaveis. Dentre o0s inumeros métodos biotecnologicos
mundialmente utilizados para o melhoramento, destaca-se como um dos mais
importantes, a produgédo de plantas geneticamente modificadas. A transgenia tem
permitido o melhoramento de gendtipos selecionados por métodos convencionais
através da introducdo de um ou poucos genes que, em muitos casos, sao

encontrados em espécies distantes e que nao poderiam ser transferidos via
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recombinagdo, o que acontece obrigatoriamente entre individuos sexualmente
compativeis. Por outro lado, se fossem transferidos levariam anos para obtencao
do gendtipo desejado.

Em se tratando do melhoramento de espécies perenes, mais precisamente
da espécie investigada na presente tese (Coffea arabica), diversos programas de
melhoramento vém sendo conduzidos com intuito de introduzir caracteristicas
agrondmicas desejaveis a cultura, tais como resisténcia a pragas e doencgas, além
de processos de aperfeicoamento da qualidade de bebida, maturagado de frutos,
arquitetura da planta, ect... Entretanto, apesar do sucesso desses programas, o
processo de melhoramento de café demanda muito tempo, espaco fisico e gastos
elevados, sobretudo se considerarmos que desde as primeiras hibridagdes até a
obtencao de novos cultivares pode-se levar no minimo 20 anos. Dois exemplos
praticos desse delongado, porém funcional, processo sao os cultivares Obata e
Catuai, cujo programa de melhoramento estendeu-se de 1968 a 2000 e de 1950 a
1992, respectivamente.

Como relatado anteriormente, o género Coffea é composto por
aproximadamente 100 espécies, destacando-se Coffea arabica L como a mais
importante economicamente. Esta espécie é a unica tetraploide do género, sendo
o restante dipléide e na sua maioria auto-incompativel. Em casos como o do café,
a transferéncia de genes entre espécies de ploidia diferente requer uma série de
processos delicados, como por exemplo, a duplicagdo de material genético nas
células germinativas (tratamento com colchicina). Essa etapa pode ocasionar

muitas vezes ploidias indesejadas, como triplicacdo, e também conduzir a uma
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disfungcdo metabdlica das células “injuriadas”. Além disso, a fase reprodutiva de
Coffea arabica ocorre normalmente uma vez ao ano, o que faz com que a
transferéncia de genes via melhoramento classico fique restrita a esse periodo.
Nesse caso, a simples ocorréncia de intempéries na fase de floracdo pode causar
abortamento das flores, fazendo com que o programa de melhoramento se
prolongue por ainda mais tempo.

O melhoramento de espécies perenes através da obtengcédo de organismos
geneticamente modificados tem sido apontado como uma alternativa ao
melhoramento classico. Nesse contexto, a introdugcdo via transgenia de
caracteristicas desejaveis como a resisténcia a fatores biodticos e abidticos tende a
ser facilitada, uma vez que um grande numero de genes envolvidos nessas
respostas ou induzidos por tais fatores em diferentes espécies tem sido
identificado e caracterizado. A disponibilidade de tais genes tem ampliado ainda
mais as possibilidades de manipulag¢des por processos biotecnoldgicos.

Muitos destes genes tém sido identificados em projetos onde genomas
inteiros foram sequienciados, como nos casos de Arabidopsis thaliana (Kaul et al.,
2000) e do arroz (Yu et al., 2002) ou em projetos nos quais foram sequenciados
milhares de cDNAs oriundos de bibliotecas construidas a partir de diferentes
orgaos/tecidos e em diferentes condi¢cdoes de estresse, também conhecidos como
projetos ESTs (expressed sequence tags). Como exemplo do ultimo caso, na area
vegetal destaca-se o projeto Café da Rede de Sequenciamento financiado pelo
Consoércio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café, Embrapa, CNPq e

FAPESP.
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Os projetos de seqlienciamento acima citados sao de extrema importancia,
entretanto sabe-se que a simples identificagcdo de um gene nao é garantia para a
sua utilizagdo na obtencao de transgénicos. A producao eficiente de uma proteina
heteréloga em uma planta depende, por exemplo, da obtencéo de altos niveis de
transcricdo do gene introduzido e para isso promotores altamente ativos sao

necessarios (Rance et al., 2002).

1.5 Promotores constitutivos X tecido- especificos

O promotor é o processador central da regulacdo de um gene uma vez que
contém os sitios de ligacdo para os fatores de transcricdo (TFs) e para a RNA
polimerase responsavel pela transcricdo génica. Compreende por definicdo a
regiao 5' da sequéncia a ser transcrita podendo se estender por algumas centenas
de pares de base (pb).

A regiao promotora de um gene eucarioto, em geral, possui uma sequéncia
conservada (T/A)A(A/T) a aproximadamente 30 pb do ponto de inicio da
transcricdo, a qual é comumente denominada TATA Box, e elementos promotores
proximais que estéo localizados a aproximadamente 100 (CCAAT Box) e 200 pb
(GC Box) acima do ponto de inicio da transcricdo (Stephen et al., 2003) Os
elementos contidos em tais seqléncias normalmente determinam o ponto correto
de inicio da transcricdo, bem como o local e 0 momento em que esse processo

bioldgico devera ocorrer. Nesse contexto, a regido minima de sequéncia continua
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de DNA necessaria para dirigir corretamente o inicio da transcricdo de um gene
pela maquinaria de transcricdo, que inclui o proprio ponto de inicio de transcricdo
(+1) bem como cerca de 35 nucleotideos acima e abaixo do mesmo, é
denominada promotor principal ou core promoter (Butler e Kadonaga, 2002).

Os processos que proporcionam a modulagdo transcricional sé&o
extremamente complexos e ocorrem através de uma intricada rede de interagdes
envolvendo os elementos ja citados e outros elementos localizados em regides
mais distantes da regido core (“enhancers” e “silencers”). Promotores apresentam
inumeros sitios de ligagao para fatores de transcricao especificos, que por sua vez
sdo ativados sob as mais diversas situagoes, tais como, estimulos enddégenos
(auxinas, giberilinas, acido salicilico, acido jasmdnico, etc...) e estimulos exdégenos
(luz, pressdo, umidade, temperatura, etc...). A acdo combinatéria dos mesmos
determina a ativagao ou repressao da expressao génica.

Os promotores constituem, portanto, uma ferramenta chave em processos
biotecnolégicos a fim de garantir que a expresséo de um gene de interesse seja
efetiva e regulada. Dentre os promotores usualmente empregados na produgéo de
plantas geneticamente modificadas destacam-se o promotor 35S do Virus do
Mosaico da Couve Flor (CaMV 35S), os promotores dos genes que codificam
respectivamente a nopalina sintetase (NOS) e octopina sintetase (OCS) de
Agrobacterium tumefaciens e o promotor do gene que codifica a ubiquitina (Ubi-1)
de milho. Apesar dos grandes avangos obtidos com o emprego desses
promotores, os padrées de expressao dos transgenes submetidos a regulagéo dos

mesmos sao variados e baixos em alguns casos (Zheng e Murai, 1997; Green et
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al., 2002), ndao havendo garantia de expressdo no orgao/tecido adequado
(Neuteboom et al., 2002).

O uso de promotores ubiquos, como os citados, determina a expressao do
produto génico em todos os 6rgaos da planta, o que nem sempre €& desejavel.
Promotores como o CaMV 35S quando associados, por exemplo, a genes
utilizados para sele¢ao de transformantes (tais como os que conferem resisténcia
a antibidticos) determinam, em geral, a expressao do produto génico em todos os
tecidos da planta. Tal caracteristica, desnecessaria e indesejavel em plantas
geneticamente modificadas destinadas, por exemplo, a alimentacdo animal e
principalmente humana, tende a diminuir a aceitagédo do produto final, ou de seus
derivados, pelos consumidores. Portanto, promotores tecido-especificos seriam de
grande importancia nestes casos, e alguns estudos ja vem sendo conduzidos com
esse proposito. Como exemplo podemos citar o trabalho realizado por Huang et al.
(2001) que desenvolveram em arroz, a partir da identificagdo de um promotor calo-
especifico, um método de selecdo de plantas transformadas que inviabiliza a
expressao do gene de resisténcia ao agente de selecdo em outros 6rgaos/tecidos,
como por exemplo, no grdo. Promotores com tais caracteristicas permitem o
correto direcionamento da expressdo dos genes de interesse evitando os efeitos
indesejaveis possivelmente derivados da expressao constitutiva em toda a planta.

Outro motivo de preocupacéao relativo ao uso de plantas geneticamente
modificadas refere-se a expressao de proteinas tdéxicas como as utilizadas para o
controle de determinados insetos pragas. Muitos trabalhos relatam a eficiente

utilizacdo da toxina Bt (de Bacillus thuringiensis) em plantas transgénicas no
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controle de pragas (Shu et al., 2000; Leroy et al., 2000, Nester et al., 2002).
Entretanto, tal metodologia pode fazer com que os insetos alvo adquiriram
resisténcia quando mantidos sob constante pressdo de selecdo (Meng et al.,
2004), o que normalmente acontece quando promotores constitutivos sao
utilizados para expressao das proteinas heterélogas. Adicionalmente, a presenca
da toxina em todas as partes da planta pode causar a insatisfacédo e até mesmo
repulsao do produto pelo consumidor.

Esses efeitos indesejados poderiam ser minimizados através do uso de
promotores o6rgao/tecido-especificos que, se possivel, fossem responsivos a
determinados estimulos como, por exemplo, a um determinado estresse bidtico.
Neste caso, a expressado do transgene seria limitada ao periodo de duragéo do
estimulo e principalmente direcionada para o local onde o estimulo foi produzido.
Promotores com tais caracteristicas ja tém sido isolados em diferentes espécies
vegetais (Park et al., 2000; Song et al., 2002; Wang et al., 2002) e até mesmo
sinteticamente construidos para este fim (Rushton et al., 2002). Um aspecto
limitante, nesses casos, refere-se as questdes de propriedade intelectual que
restringem a utilizagdo dos mesmos. Por outro lado, a disponibilidade de
promotores com padrdes de expressao conhecidos e restritos a determinados

orgaos/tecidos € praticamente inexistente em café (Tabela 1).
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Tabela 1. Promotores isolados de café

’Promotor |Produto do gene intacto Orgaoltecido Referéncia

11S** Proteina de reserva 11S Fruto/Sementes |1\/I9a9r;accini etal,

NMT* N-metiltransferase Folha ?atya”araya”a etal,
005

CcDH2* Dehidrina Fruto/Sementes  |Hinniger et al., 2006

‘rch1** |Rubisco — subunidade menor ‘Folha ‘US Patent 7153953

Tub™ Alfa-tubulina Ubiquo US Patent 6903247

oLE™ [Oleosina Fruto/Sementes  \W0/2007/005928

’PAL** |Fenilalanina aménia-liase ‘UbI'CIUO ‘US Patent 6441273

*Coffea canephora
**Coffea arabica

A obtencéao de plantas geneticamente modificadas com genes de interesse
agrondmico (relacionados com resisténcia a pragas, doencas, seca, geada, etc...)
isolados de espécies selvagens de Coffea representa um avancgo significativo, pois
permite acelerar drasticamente o processo de obtencdo de novos cultivares.
Nesse contexto, o direcionamento da expressdo dos genes de interesse para
determinados 6rgaos especificos da planta utilizando-se de promotores
tecido/érgao-especificos provenientes da propria espécie, constitui uma importante
ferramenta biotecnoldgica. Tal inovagao viabiliza ndo sé a construgao de cassetes
de expressdao compostos de subunidades (promotor e gene) pertencentes ao
género Coffea, mas também a obtencdo de um padrdo de expressao tecido-
especifico altamente desejavel tanto do ponto de vista de biosseguranga como de

opinido publica. A busca por promotores com tais caracteristicas tem sido uma
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prioridade em programas biotecnolégicos que visam a producado e liberagao

comercial de organismos geneticamente modificados.

1.6 Projeto Genoma Café

Em fevereiro de 2002, por iniciativa do Consorcio Brasileiro de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café (CBP&D-Café) (coordenado pela Embrapa Café), em
colaboracdo com a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo
(FAPESP) e a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, teve inicio o Projeto
Genoma Café. O banco de dados gerado é composto por aproximadamente 37
diferentes bibliotecas de ESTs (Tabela 2) oriundas de diversos 6rgaos/tecidos
(folhas, raizes, frutos, flores e ramos) de Coffea arabica, Coffea canephora e
Coffea racemosa, 6rgaos/tecidos estes sadios ou submetidos a condi¢gbes de
estresse bidtico e/ou abidtico (pragas, doengas, frio, calor, seca) em diversos
estagios de desenvolvimento. Foram sequenciados 214964 ESTs sendo 130792
de C. arabica, 12381 de C. canephora e 10566 de C. racemosa. Apos a
clusterizagdo dos mesmos chegou-se a um valor total de 17982 contigs e 32155
singletons, resultando em aproximadamente 33000 diferentes sequéncias (Vieira
et al., 2006). Buscas empregando a ferramenta Blast no Genbank do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) revelou que cerca de 22% das
sequéncias geradas nao apresentaram similaridade significativa com sequéncias

depositadas no banco (Vieira et al., 20006).
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Espera-se que as informagdes geradas a partir do projeto Genoma Café
possam viabilizar, com maior rapidez e eficiéncia, o desenvolvimento de
variedades tolerantes a estresse abidticos e principalmente resistentes ao ataque

de pragas e doengas.
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Tabela 2. Listagem das bibliotecas, e seus respectivos tecidos/tratamentos,

geradas e seqlienciadas pelo projeto Genoma Café. A direita encontram-se os

valores numéricos de reads sequenciados por biblioteca.

Bibliotecas Caracteristicas Numeros de reads validos
AR1,LP1 Plantulas e folhas tratadas com acido araquidénico 5664
BP1 Suspenséo celular tratada com acibenzolar-S-methyl 12379
CB1 Suspensao celular tratada com acibenzolar-S-methyl e brassinosteréides 10311
CL2 Hipocétilos tratados com acibenzolar-S-methyl 11615
CS1 Suspenséo celular tratada com NaCl 10803
EA1,1A1,1A2 Calos embriogénicos 9191
EB1 Embrido zigotico (fruto imaturo) 192
EC1 Calos embriogénicos de Coffea canephora 8050
EM1,SI13 Sementes em germinagao 9201
FB1,FB2,FB4 Botao floral em diferentes estagios de desenvolvimento 23036
FR1,FR2 Botédo floral + chumbinho + frutos em diferentes estagios de maturagdo 14779
FR4 Frutos (Coffea racemosa ) 7967
Fv2 Frutos estagios 1,2 e 3 (Coffea racemosa ) 7195
CA1,1C1,PCA1 Calo ndo embriogénico com e sem 2,4 D 12135
LV4,LV5 Folhas jovens dos ramos plagiotrépicos 15067
LV8,LV9 Folhas adultas dos ramos plagiotrépicos 11864
NS1 Raizes infectadas com nematdides 569
PA1 Calo embriogénico primario 2483
RM1 Folhas infectadas com bicho-mineiro e ferrugem 5567
RT3 Raizes 560
RT5 Raizes com acibenzolar-S-methyl 2311
RT8 Células em suspensao estressadas com aluminio 9119
RX1 Ramos infectados com Xylella spp. 9563
SHA1 Folhas de plantas em estresse hidrico (Coffea canephora ) 368
SH2 Plantas em estresse hidrico (varios tecidos) 6824
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2. Objetivos
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O presente trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar promotores
especificos de raiz e folha de Coffea arabica, ativados ou nao sob condi¢des de
estresse bidtico (nematodide e ferrugem), empregando-se para tal as informagdes

do Banco de Dados do Projeto EST Genoma Café.
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3. Material e Métodos
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3.1 Material Vegetal

Em todos os experimentos descritos no presente trabalho foram utilizados
orgaos/tecidos vegetais da espécie Coffea arabica, variedade Mundo Novo,
material este susceptivel a ferrugem, bicho mineiro e nematdide, variedade esta
pertencente ao Programa de Melhoramento do Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC). Os materiais vegetais foram mantidos no Centro de Analise e Pesquisa
Tecnologica do Agronegécio do Café "Alcides Carvalho" situado no IAC, onde

também foram realizadas todas as analises empregando os mesmos.

3.2 Selegao in silico de ESTs com padrao de expressao

oérgaoltecido — especifico

Os ESTs com padrao de expressdo orgao/tecido-especifico foram
selecionados in silico empregando-se o banco de dados do Genoma Café
(http://www.Ige.ibi.unicamp.br/cafe/). Para tal foram utilizadas as ferramentas de
northern eletrénico disponiveis no site.

A identificagdo dos ESTs érgéao/tecido-especificos foi feita comparando-se
os contigs presentes em dada biblioteca tecido-especifica com os contigs
presentes nas demais bibliotecas. Os contigs formados por reads provenientes
unicamente de uma determinada biblioteca e representado um determinado tecido

ou orgao foram considerados tecido-especificos. Tais contigs foram entdo
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analisados quanto a presenca dos mesmos em bibliotecas oriundas de tecidos
submetidos a determinados estresses. Todos os ESTs selecionados e tidos como
tecido-especificos foram submetidos a analises de Blast no banco do NCBI
(http:www.ncbi.nim.nih.gov.br) visando confirmacéo da identidade dos mesmos.
Apods a fase de selecao in silico, a especificidade a um dado tecido foi confirmada
por meio da técnica de Transcrigdo Reversa (RT)-PCR utilizando-se

oligonucleotideos especificos.

3.3 Extracao de RNA total de café

Visando confirmar in vivo, via RT-PCR, a especificidade da expressao dos
ESTs selecionados nas analises in silico, 0 RNA total de diferentes érgaos/tecidos
de café foi extraido utilizando protocolo desenvolvido em nosso laboratério.

Amostras de flor, frutos em diferentes fases de desenvolvimento
(chumbinho, chumbao, verde, verde cana e maduro), folha sadia, folha atacada
com bicho mineiro, folha infectada com ferrugem, raiz sadia, raiz infectada com
nematoides, foram coletadas e mantidas a -80°C até o processo de extragao ser
iniciado.

Aproximadamente 500 mg do tecido vegetal foi macerado em nitrogénio
liquido, com auxilio de um almofariz, juntamente com 5 ml de tamp&o de extragao
(8 M Guanidina-HCI; 50 mM Tris-HCI pH 8; 20 mM EDTA pH 8; 2% PVP PM

40000 e 50 mM de pB-mercaptoetanol) até a obtencdo de um pd fino e
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homogéneo. O macerado foi entao transferido para um tudo de centrifuga de 15 ml
e mantido no gelo até o completo descongelamento do mesmo. Em seguida foram
adicionados 5 ml de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, na propor¢ao de
25:24:1(v/v), homogeneizando a solugdo por inversao por aproximadamente 30
segundos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10000g por 15
minutos a 4°C (todas centrifugagdes desse protocolo foram realizadas a 4°C).
Apos centrifugagao a fase superior foi coletada e transferida para um novo tubo de
15 ml e a extragao repetida com a adicao de 5 ml de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1, v/v) com subsequente centrifugagdo a 10000g por 15 minutos.
A fase superior foi novamente coletada e lavada com 1 volume de cloroférmio:
isoamilico (24:1, v/v) até o completo desaparecimento de fase orgéanica, sendo
que entre as lavagens o material foi centrifugado por 10000g por 15 minutos e a
fase superior coletada.

Com a fase aquosa livre de impurezas, o RNA foi precipitado com 0,2
volumes de acetato de so6dio 1M e 1 volume de etanol absoluto gelado por 12
horas a 4°C. A amostra foi entdo centrifugada a 13000g por 30 minutos e o
sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado duas vezes com 300 pl de
acetato de sédio 3M e uma vez com 1 ml de etanol 70% gelado. O precipitado foi
mantido a temperatura ambiente visando a completa evaporagéo do etanol, e logo

apos, este foi ressuspendido em 100 pl de agua estéril ultra pura.
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3.4 Quantificacao do RNA e sintese de cDNA

ApoOs extracdo, o RNA total foi analisado por eletroforese em gel
desnaturante de agarose 1% contendo formaldeido como agente desnaturante. O
gel foi corado com brometo de etideo 0,1 ug/ml. Apods verificagao da integridade,
os RNAs foram quantificados em espectrofotdbmetro a 260 nm e 280 nm,
assumindo que Azs0=1,0 corresponde a 40 ug/ml de RNA. Apds quantificacao, 1
Mg de RNA total foi tratado com DNAse | e utilizado para sintese dos cDNAs.

Os cDNAs foram sintetizados utilizando-se o kit ThermoScript ™ RT-PCR

System (Invitrogen Life Technologies) conforme protocolo descrito pelo fabricante.

3.5 Validagao dos cDNAs obtidos

Os cDNAs foram validados via RT-PCR utilizando oligonucleotideos
especificos (actin-F: GACCTCACAGATCACCTCAT, actin-R:
GTAGTCTCGTGGATACCAGC) cujo alvo de amplificagdo é o gene ubiquo que
codifica actina em café. As reacdes foram realizadas empregando 0.5 ul de cDNA
em tampao de reacédo 1X contendo 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,1 uM
de cada oligonucleotideo e 5 unidades (u) da enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen). As condigbes de ciclagem foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 52°C por 40 segundos de

polimerizagdo a 72°C por 1 minuto.
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3.6 Confirmacgao da especificidade de expressao

A especificidade de expressao dos ESTs selecionados nas analises in silico
foi validada por PCR empregando-se aliquotas de cDNA dos diferentes
orgaos/tecidos de café. Para tal, pares de oligonucleotideos (forward e reverso)
especificos para cada EST identificado no banco foram sintetizados (Tabelas 3 e
4) e utilizados nas reagbes de amplificacdo. Nesse caso, a sequéncia de
nucleotideos do read mais conservado do contig selecionado foi utilizada para
desenho dos oligos. As reagdes foram realizadas como descrito no item 3.5 (0.5 pl
de cDNA, 1X PCR Buffer; 1,5 mM MgCly; 0,2 mM dNTP mix; 0,1 uM de oligos
forward e reverso; e 5 u de Taqg DNA polimerase) e as condicdes de ciclagem
estabelecidas levando-se em consideracédo o tamanho do fragmento amplificado e

a temperatura de anelamento dos oligos gene-especificos.

3.7 Analise da indugao da expressao do gene especifico de

raiz por ferimento empregando northern blot

Com o intuito de verificar a possivel indugdo da expressdo do gene raiz-
especifico por lesdo mecanica, sementes de C. arabica var. Mundo Novo, foram
germinadas em papel de filtro umedecido com agua destilada. As plantulas foram
mantidas em camara de crescimento a 28°C sob fotoperiodo de 16 horas de luz

entre 30 a 40 dias, até que atingissem o grau de desenvolvimento radicular
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desejado (~10 centimetros). Pequenas lesdes radiculares foram induzidas
artificialmente com auxilio de bisturi estéril. Amostras foram coletadas nos tempos
0, 24, 48, 72 horas poés-ferimento para posterior extracdo de RNA total e analise
por northern blot utilizando uma sonda especifica.

O RNA total (25 pg) extraido das raizes nos tempos amostrados foi
separado em procedimento padrédo de eletroforese em gel desnaturante 1,2%
agarose em tampao MOPS 1X. Apés a eletroforese, o RNA total foi transferido por
capilaridade, durante 16 horas, em solugdo 10X SSC para uma membrana de
nylon (Hybond N+; Amersham, Buckinghamshire, UK). Ap6s a transferéncia, a
membrana foi levada ao forno a uma temperatura de 80°C, por cerca de 10
minutos (secagem da membrana), e em seguida, o RNA foi fixado por exposi¢cao

da membrana a luz ultravioleta durante 10 segundos.

3.7.1 Marcagao de sonda e hibridizagao da membrana

A sonda foi marcada a partir de um molde correspondente a um fragmento
de 400 pb amplificado por PCR e purificado um gel de agarose. Este fragmento
correspondente a uma regido interna do EST especifico de raiz selecionado no
banco do Genoma Café, regido esta, unica ao EST em questdo quando
comparada em analise empregando a ferramenta Blast no NCBI.

Aproximadamente 50 ng de DNA foram marcados com dATP>? utilizando-se

o kit Ready-To-Go ™ DNA Labelling Beads (Amersham Pharmacia Biotec). O
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procedimento de marcagao e purificagdo da sonda foi realizado conforme descrito
pelo fabricante. A pré-hibridizacdo da membrana foi realizada em solugdo de
hibridizagdo (50% formamida deionizada; 5X SSPE, 5X Solugdo Denhards; 1%
SDS) durante 4 horas a temperatura de 42°C. Apds a pré-hibridizagdo, a sonda
previamente marcada com °?P e desnaturada por 5 minutos a temperatura de
100°C foi cuidadosamente adicionada a solugao de hibridagado (50% formamida
deionizada; 5X SSPE, 5X Solugdo Denhards; 1% SDS), sendo a membrana
incubada por 16 horas a 42°C. Apds esse periodo, a membrana foi lavada por trés
vezes durante 15 minutos em solugdo de lavagem (2X SSC + 0,1% SDS) a
temperatura de 42°C. Em seguida, a membrana foi exposta a um filme de auto-
radiografia por 72 horas a temperatura de —70°C sendo o mesmo posteriormente

revelado.

3.8 Isolamento e identificagdo das regides promotoras

A regidao do DNA localizada a montante (5’) dos ESTs validados por RT-
PCR, correspondente portanto a regiao regulatéria dos genes em analise, foi
amplificada empregando a técnica de genome walking e DNA gendmico de café.

Para tal os seguintes procedimentos foram realizados.
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3.8.1 Isolamento de DNA total de folha de café

As amostras de folha foram coletadas no inicio da manha, sendo
selecionadas preferencialmente folhas jovens, pertencentes ao segundo par dos
ramos plagiotropicos. Apds a coleta, as folhas foram lavadas com etanol 70% e
agua Milli-Q estéril e mantidas em nitrogénio liquido.

Aproximadamente 1 g do tecido vegetal foi macerado em nitrogénio liquido,
com auxilio de um almofariz, juntamente com 7 ml de tampao de extracdo (350
mM de Sorbitol; 100 mM Tris-HCI pH8; 50 mM EDTA pH 8; 0,5% Bisulfito de sodio
ou 50 mM de B-mercaptoetanol) até a obtencdo de um pé fino e homogéneo. O
macerado foi entdo transferido para um tudo de centrifuga de 50 ml e mantido no
gelo até o completo descongelamento da amostra. Em seguida a amostra foi
centrifugada a 10000g por 20 minutos a 4°C. ApOs essa etapa o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 2,5 ml de tampao de extragao.
Acrescentou-se 3,5 ml de tampao de lise (200 mM Tris-HCI pH8; 50 mM EDTA pH
8; 2 M NaCl; 2% MATAB), sendo a amostra homogeneizada por inverséo.
Adicionou-se 700 ul de SDS 10%, procedendo-se novas inversdes até a solugao
ficar translucida. Posteriormente a amostra foi incubada em banho-maria a 65°C
por 30 minutos, misturando-a ocasionalmente. Apds esse periodo os tubos foram
retirados do banho e mantidos na capela até atingirem a temperatura ambiente.
Em seguida adicionou-se 1 volume (~7 ml) de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1,

v/v) e procedeu-se uma nova homogeneizacao por inversdo. A emulsao foi entao
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submetida a centrifugacdo a 10000g por 20 minutos a 4°C. A fase aquosa superior
foi transferida cuidadosamente para um novo tudo e o DNA precipitado com 500 pl
de acetato de sédio 3 M e 5 ml de isopropanol absoluto gelado, sendo mantida a -
20°C por no minimo 4 horas. Apds o periodo de incubacdo a amostra foi
centrifugada a 10000g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi lavado com etanol 70% gelado e mantido a temperatura ambiente
até a completa evaporagao do mesmo. O DNA foi entdo ressuspenso em 200 ul
de solugdo TRIS-EDTA pH 8.0 (10 mM Tris-HCI, pH 8.0 e 1 mM EDTA, pH 8.0)

sendo mantido acondicionado em freezer -20°C.

3.8.2 Amplificagdo das regides promotoras por genome

walking (GW)

As regides promotoras putativas foram amplificadas utilizando-se o kit
Universal Genome Walker (Clontech), seguindo-se a risca o protocolo fornecido
pelo fabricante.

Foram sintetizados dois oligonucleotideos gene-especificos reversos (GSP1
e GPS2), dispostos em seqléncia, para cada sequéncia alvo (read depositado no
banco). No desenho dos referidos oligos alguns paradmetros importantes foram
estabelecidos: tamanho (de 25 a 28 nucleotideos); temperatura de melting (~67

°C) e conteudo em G/C (de 40 a 60%). Para ambos genes com expresséao tecido-
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especifica em analise, os GSPs foram posicionados o mais préoximo da regiao 5’
do EST cuja sequéncia estava disponivel no banco.

Para a construcdo das bibliotecas de GW, quatro aliquotas de DNA
genbmico de café (20 ug/cada) foram digeridas separadamente com as enzimas
de restricdo Dral, EcoRV, Pwvull e Stul, durante 18 horas, sendo a digestao
monitorada periodicamente em gel de agarose. As amostras digeridas com as
enzimas EcoRV e Pvull nao ficaram boas, sendo as mesmas descartadas.

Apos digestao do DNA gendbmico com as enzimas Dral e Stul, adaptadores
foram ligados a porcao terminal dos fragmentos originados para a montagem das
bibliotecas. Visando a amplificagado das regides promotoras, aliquotas de DNA das
bibliotecas foram submetidas a rounds de amplificagao por PCR (de acordo com o
protocolo do fabricante) utilizando-se dos oligos GSP1/GPS2 e oligonucleotideos
complementares aos adaptadores (AP1/AP2). Amostras foram analisadas em gel

de agarose 1% corado com brometo de etideo.

3.8.3 Isolamento, purificacdo e clonagem das regides

promotoras

Os fragmentos unicos amplificados na etapa de GW foram retirados do gel
de agarose com auxilio de uma lamina descartavel, e purificados utilizando-se o kit
QIAEX Il Gel Extraction (Quiagen) de acordo com especificagdes fornecidas pelo

fabricante. O DNA foi eluido da coluna utilizando-se agua ultrapura a 70°C e nao
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com solugao TRIS-EDTA (TE), a fim de eliminar possivel interferéncia do EDTA
em futuras ligagdes do inserto ao vetor.

Os produtos de amplificagao purificados foram em seguida inseridos no
vetor pGEM® -T Easy (Promega). Aliquotas de aproximadamente 150 ng de DNA
foram dispostas em microtubo de 1 ml juntamente com 50% de Tampao de
Ligacdo 2X, 50 ng de vetor e 5 u de T4 DNA ligase. A reagao de ligacao
permaneceu por 16 horas a 14°C. Apds esse periodo, uma aliquota do produto de
ligacao foi inserida em Escherichia coli cepa DH5a por eletroporagéo.

Antes da eletroporagédo propriamente dita, células competentes de E. coli
cepa DH5a foram preparadas conforme descrito por Sambrook & Russel (2001), e
aliquotadas em tubos de 1ml e acondicionadas a -80°C.

No processo de eletroporagdo foram utilizados o equipamento BioRad
modelo Gene Pulser Il e cubetas estéreis do mesmo fabricante. Foram aplicados
pulsos de 2.200-volts em 38 pl de células competentes adicionadas de 2 pl (~40
ng) do produto da ligacao, totalizando um volume de reagao 40 ul. Vale a pena
ressaltar que antes de efetuar os pulsos tanto a cubeta quanto as amostras foram
mantidas no gelo.

Imediatamente apds o pulso, as células foram ressuspendidas em 1 ml de
meio Luria-Bertani (LB) liquido (10 g triptona; 5 g extrato de levedura, 10 g NaCl),
transferidas para tudo de microcentrifuga de 1,5 ml e mantidas sob agitacao
constante de 300 rpm a 37°C durante 1 hora. Em seguida 300 pl da cultura foram
plagueados em placas de Petri contendo meio LB sdélido acrescido do antibiético

apropriado, no caso ampicilina (100 mg/l) e contendo IPTG (24 mg/l) (isopropyl-B-
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D-thiogalactopyranoside) e X-Gal (20 mg/l). As placas foram mantidas em estufa

a 37°C durante 16 horas.

3.8.4 Minipreparacao de DNA plasmidial e seqlienciamento

dos insertos

Foram selecionados trés clones de cada evento de transformacio para
validacdo quanto a presenga do plasmideo recombinante. Provaveis coldnias
recombinantes (brancas) foram repicadas em 3 ml de meio LB liquido acrescido
de ampicilina 100 mg/l e mantidas sob agitacdo constante de 300 rpm a 37°C
durante 16 horas. Apds o periodo de incubacgao as amostras foram centrifugadas e
sucessivas minipreparagoes de DNA plasmidial foram realizadas, utilizando-se o
QIAGEN Kit Miniprep (Quiagen), conforme descrito pelo fabricante.

Os plasmideos foram analisados via padrdao de digestdo com EcoRI e
visualizagdo em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. As digestdes
foram realizadas a 37°C na presenca de tampao de reacdo 1X, 30 ng de DNA
plasmidial e agua. Confirmada a presenca do inserto, o DNA plasmidial (200 ng)
foi submetido a uma reagdo de seqiienciamento empregando o ABI PRISM®
BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems). Foram
sequenciados 3 clones de cada evento utilizando um equipamento automatico

modelo ABI PRISM 377 (Applied Biosystems).
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As sequéncias foram analisadas utilizando-se o programa Chromas 2.30 e
um consenso a partir dos trés clones sequenciados foi obtido. Um PCR de
validacéo foi realizado a fim de confirmar a sobreposi¢ao das regides amplificadas
em relagdo aos seus respectivos ESTs. Para tal foram utilizados oligos forward
desenhados com base nas sequéncias promotoras putativas obtidas e os oligos
reversos gene-especificos GSP1 e GSP2. Os produtos foram analisados em gel

de agarose 1% corado com brometo de etideo.

3.8.5 Anadlise das sequiéncias e busca de dominios

regulatoérios

As sequiéncias obtidas foram submetidas a analises comparativas com
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI usando Blastn. Ao mesmo
tempo foram realizadas buscas por motivos regulatérios normalmente presentes
em regides promotoras de genes de plantas utilizando o banco do PLACE

database (http:///lwww.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/) (Higo et al., 1999).
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3.9 Analise funcional das regidoes promotoras através de

expressao transiente em raiz e folha de Coffea arabica

Antes de darmos inicio as analises funcionais através de transformacéao
estavel em tabaco, a funcionalidade das regides promotoras isoladas foi testada
em experimentos de expressao transiente via biobalistica, utilizando-se para tal,
pléntulas de Coffea arabica variedade Mundo Novo.

Cerca de cem sementes foram esterilizadas em hipoclorito de sédio, na
concentragédo de 1% de cloro ativo, durante 30 minutos. As sementes foram entédo
lavadas em abundéncia com agua Milli-Q estéril, depositadas em papel de
germinacao e mantidas em camara de crescimento a uma temperatura de 30°C
durante aproximadamente 40 dias, até atingirem o tamanho desejado
(denominado de orelha de onca).

A fim de testar a viabilidade do processo de expressao transiente via
biobalistica em café (dados nao disponiveis na literatura), utilizou-se inicialmente o
vetor pRT103-Gus (pRT103 modificado; Topfer et al., 1987) como controle. Este
vetor apresenta o gene reporter uidA (que codifica a B-glucuronidase - Gus) sob o
controle do promotor constitutivo 35S de CaMV (Figura 4).

Foram realizados testes de biobalistica com dois diferentes tipos de
microparticula, sendo testados ouro e tungsténio. Realizamos também testes com

pressao de disparo de 1100 e 600 psi, respectivamente.

63



3.9.1 Preparagao das microparticulas

Ambas microparticulas foram preparadas em paralelo (ouro BioRad 1.0
micron e tungsténio M25 BioRad), seguindo protocolo descrito por pesquisadores
da Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas (Manual de Transformagao Genética de
Plantas).

Trinta miligramas de cada microparticula foram transferidos para tubos de
microcentrifuga e tratados com 1 ml de etanol 70% durante 15 minutos sob
agitacdo baixa constante. Amostras foram centrifugadas a 15000g durante 5
minutos, o0 sobrenadante descartado e o pellet lavado 3 vezes com agua Milli-Q
estéril, com sucessivas centrifugagdes (5 minutos a 15000g) entre as lavagens.
Apos a ultima lavagem descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet
em 500 pyl de glicerol 50% estéril, distribuindo-se em aliquotas de 50 pl (~ 60
mg/ml) e estocando-as a -20°C.

As aliquotas de microparticulas foram adicionados cerca de 10 pug de DNA
plasmidial (na concentracdo de 1 pg/pl), 50 pl de CaCl, 2,5 mM, 20 pl de
espermidina 100 mM, homogeneizando-as imediatamente e mantendo-as sob
agitacao lenta durante 10 minutos. Uma centrifugagdo por 10 segundos a 8000g
visando uma leve sedimentagcdo das microparticulas foi entdo realizada. O
sobrenadante foi descartado e o pellet cuidadosamente lavado duas vezes com

150 ul de etanol 70% e uma vez com etanol absoluto. As amostras foram
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ressuspensas em 60 pl de etanol absoluto, e dispostas em aliquotas de 10 ul por

membrana de disparo (capton 50 micra).

3.9.2 Teste controle de biobalistica e ensaio enzimatico de

Gus

Nos experimentos de biobalistica foi utilizado um acelerador de particulas
(Biomics) desenvolvido pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnoldgicos.
Foram utilizadas pléntulas de café (variedade Mundo Novo) com
aproximadamente 45 dias pds-germinagao em estagio de orelha de onga.

Durante os experimentos quase todos os parametros fisicos variaveis de
bombardeio foram mantidos constantes. Apenas o tipo de microparticula (ouro ou
tungsténio) e a pressdo de disparo (1100 ou 600 psi de gas hélio) foram
modificados.

Foram realizados quatro disparos controle (pRT103 - Gus) por lote de seis
plantulas, sendo dois disparos na regiao epicotiledonar e dois na regiao
hipocotiledonar, alterando os parametros acima descritos (microparticula/pressao),
a fim de verificar a melhor forma de obtencao de expressao transiente de Gus em
folhas e raizes de café.

O ensaio enzimatico de revelacado de Gus foi feito apds 48 horas. O material
bombardeado foi submerso em solugao de 50 mM de fosfato de sédio pH 7.5, 10

mM NaxEDTA, 0.1% Sarcosil, 0.1% Triton X-100, 5 mM Ferrocianato de potassio,
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5 mM Ferrocianeto de potassio, 10 mM B-mercaptoetanol e 1 mM do substrato X-
Gluc. As amostras foram mantidas no escuro a temperatura de 30°C durante 16
horas. Apos esse periodo o material foi lavado com etanol 70%, visando o
bloqueio da atividade de Gus e a completa retirada da clorofila (no caso das

folhas), e entéo fixado em glicerol 50%.

3.9.3 Construgao do cassete de expressao no vetor pRT103

- Gus

Para viabilizar a clonagem dos fragmentos obtidos por GW (putativas
regides promotoras) no vetor pRT103-Gus, oligonucleotideos especificos foram
desenhados visando a amplificagdo completa das sequéncias regulatorias em
estudo. Sitios de reconhecimento para as enzimas de restricdo Hindlll na regiao 5’
(oligo forward) e Ncol na regido 3’ (oligo reverso) foram adicionados aos mesmos
para viabilizar a clonagem dos produtos amplificados no vetor pRT103-Gus
igualmente digerido. Assim procedendo, o promotor 35S do vetor é substituido
pela sequéncia promotora em analise de tal forma que o cdédon de iniciacdo do
gene gus fiqgue em fase como o primeiro nucleotideo da regido regulatéria a ser
testada. Cabe citar que foram escolhidas as enzimas Hindlll e Ncol, pois em

testes de digestao estas nao clivavam os fragmentos amplificados por GW.
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Como o vetor pRT103-Gus (Figura 4) apresenta dois sitios de restricdo para
a enzima Hindlll (circulado em vermelho), foi necessario realizar digestao parcial
do vetor para a retirada do promotor 35S (Figura 5).

Quatro aliquotas de aproximadamente 500 ng de pRT103-Gus foram
digeridas com 10 unidades (u) da enzima de Ncol a 37°C durante 3 horas. Depois
de monitorada, via gel de agarose, a linearizagao completa do vetor (Figura 5A),
este foi submetido a diferentes digestdes com 5 u de Hindlll em tempos de 5, 7, 10
e 15 minutos (Figura 5B). Verificou-se que a interrupgdo da reagao apos 10
minutos gerava produtos de digestdo parcial que continham o fragmento desejado
(PRT103-Gus sem o promotor 35S). Repetiu-se entdo o processo de digestdo no
tempo acima citado, e um fragmento de aproximadamente 4.3 kb, correspondente
ao vetor pRT103-Gus sem o promotor 35S, foi isolado e purificado do gel de

agarose utilizando-se o kit QIAEX Il Gel Extraction (QIAGEN).

BamH|
poly-A signal

pRT103-Gus

Figura 4. Representacdo esquematica do vetor pRT103-Gus (~5 Kb) que
apresenta o gene reporter uidA (GUS) inserido entre os sitios BamHI e Ncol sob o
controle do promotor constitutivo CaMV35S. As posi¢des dos sitios Hindlll estao

indicadas por um circulo vermelho. Adaptado de Topfer et al. (1987).
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Figura 5. Ensaio de digestdo parcial do vetor pRT103-Gus visando a retirada do
promotor constitutivo CaMV35S. Quatro amostras de 500 ng de pRT103-Gus
foram linearizadas com 10 u Ncol a 37°C durante 3 horas e analisadas em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo (A). Digestdes parciais posteriores
com Hindlll com duragdo de 5, 7, 10 e 15 minutos (B) revelaram que o melhor
tempo para o isolamento do fragmento correspondente ao vetor sem o promotor
CaMV35S encontra-se no tempo de 10 minutos. M, marcador de peso molecular;

CO, controle plasmideo linearizado.

As ligagdes foram realizadas na proporcao de 3:1 (inserto : vetor) durante
18 horas a 16°C, sendo os produtos de ligagao posteriormente utilizados para
transformacao de E. coli eletrocompetente, cepa DH5a. As transformacdes foram
realizadas em eletroporador (BioRad) como descrito, plaqueadas em meio LB
seletivo contendo antibiotico apropriado (ampicilina 100 pg/ml) e colocadas para
crescer em estufa a 37°C durante 18 horas.

Cinco clones de cada construcédo foram repicados e colocados para crescer
em meio LB liquido seletivo a 37°C durante 16 horas sob agitagdo constante (200
rom). Minipreparacbes de DNA plasmidial dos clones obtidos e ensaios de

digestdo com enzimas de restricdo foram realizados para confirmar a correta
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insercao dos fragmentos promotores no vetor. As seguintes construgdes foram
entdo obtidas: promotor do gene com expressao especifica em raiz fusionado
transcricionalmente ao gene da uidA (Figura 6A) e promotor do gene com

expressao especifica em folha fusionado transcricionalmente ao gene da uidA

(Figura 6B).
Hinflll Ncol
A) Promotor de raiz Poly-A signal
ATG
Hindilll Niol
B) Promotor de folha Poly-A signal
ATG

Figura 6. Representacao esquematica dos cassetes de expressédo desenvolvidos
para a analise funcional das regides promotoras amplificadas via genome walking
(os promotores ndao se encontram em escala). A) Promotor do gene com
expressao especifica em raiz fusionado ao gene reporter uidA e B) Promotor do
gene com expressao especifica em folha fusionado ao gene reporter uidA. Os
cassetes foram inseridos em vetor pRT103-Gus desprovido do promotor
CaMV35S.
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3.9.4 Ensaio de expressao transiente em folha e raiz de

Coffea arabica via biobalistica

Os plasmideos contendo os cassetes de expressado usados nos ensaios de
expressao transiente (Figura 6) foram purificados empregando-se o QIAGEN
Plasmid Midi Kit (QIAGEN), segundo protocolo fornecido pelo fabricante. Apos as
preparacdes, aliquotas do DNA plasmidial foram quantificadas em
espectrofotdbmetro a 260 nm e as amostras ajustadas para a concentragdo final
desejada (1 pg/pl).

Para os ensaios de biobalistica foram utilizadas as constru¢gées abaixo
relacionadas e como controle positivo o vetor pRT103-Gus fechado, isto é,
contendo o gene uidA sob controle do promotor CaMV35S. Os tratamentos foram:

e Construcao 1 - Controle positivo CaMV35S + Gus
e Construcao 2 - Promotor especifico de folha + Gus
e Construcao 3 - Promotor especifico de raiz + Gus

Todas construgbes foram bombardeadas tanto na regido hipocotiledonar
como na epicotiledonar adotando os procedimentos descritos no protocolo do
Manual de Transformacao Genética de Plantas, produzido pela Embrapa Milho e
Sorgo - Sete Lagoas, com algumas modificagdes. Foram realizados 8 disparos por

planta, sendo quatro na regido hipocotiledonar (1100 psi), dois disparos de cada
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lado da plantula e quatro na regiao epicotiledonar (600 psi), sendo repetida as
inversoes.

Apods os ensaios de biobalistica, o material vegetal foi mantido em papel de
germinacdo umedecido com agua Milli-Q em cédmara de crescimento a 30°C
durante 48 horas, tempo apds o qual foi iniciado o ensaio enzimatico de revelagao.
A revelagao foi realizada como descrito anteriormente (item 3.9.2) e o material

analisado em lupa e em microscépio optico.

3.10 Construcao do cassete de expressiao em pCAMBIA-

1381 visando transformacao estavel em tabaco

Cerca de 1 ug dos plasmideos pRT103 contendo os cassetes de expressao
em analise, utilizados e principalmente funcionais em experimentos de expressao
transiente, foram digeridos a 37°C durante 3 horas com as enzimas de restricao
Hindlll e Ncol para a excisao das regidoes promotoras. O vetor de transformagao
pCAMBIA-1381 (Figura 7) foi igualmente digerido com Hindlll e Ncol.

As ligagdes foram realizadas na proporcao de 3:1 (inserto : vetor) durante
18 horas a 16°C, sendo os produtos de ligagao posteriormente utilizados para
transformacao de E. coli eletrocompetente, cepa DH5a. As bactérias foram entao
plagueadas em meio LB seletivo contendo antibiético apropriado (canamicina 100

pg/ml) e incubadas em estufa a 37°C durante 18 horas.
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Trés clones de cada construgdo foram repicados em meio LB liquido
seletivo e colocados para crescer a 37 °C durante 16 horas sob agitagéo
constante (200 rpm). Apdés a obtengdo do DNA plasmidial, estes foram
sequenciados em sequenciador automatico visando analisar se as regides
promotoras aqui identificadas encontravam-se corretamente fusionadas ao gene

uidA do vetor pCAMBIA-1381.

Hind 111 (10639)
Pst 1 {10635)
Sal 1(10625)|
Bamll 1 (10619)
Smal( l[ll"‘ln‘\]lI
LeoR | (10609}
Bst X1 ( l[JS".'l]I' Neo (1)
CaMV35S promoter W [ Ber11(8)
XNmn 1(10307) Spe 1(15)
Xemnt 1 (9980)

hygromycin (R} Nho 1 (9805) \ \

gusA (N358Q)

N358-Q Glycosylation site mutation
Histidine tag

Nhe 1 (1827)

“Pml 1 (1850)

Bst E11 (1860) Nos poly-A

T-Border (right)

Xho 1 (R711)
CaMV35S polyA

Xmn | (8526) L/ [
T-Border (left) ™~ e Sph1(2265)
Sac 11 (8193) T~ pCAMBIA1381 |
10657 bp |

kanamycin (R) /

pBR322 ori\ ] pVs1 sta

pBR3ZZbom e

pVS1 rep Nhe 1(5268)

Figura 7. Representacdo esquematica do plasmideo pCAMBIA-1381 (Cambia)
utilizado na construgdo dos cassetes de expressdo visando a posterior
transformacdo estavel de tabaco empregando Agrobacterium tumefaciens. Os
promotores identificados nesse trabalho foram clonados entre os sitios Hindlll e
Ncol em fusao com o} gene reporter uidA (Fonte:

http://www.cambia.org/daisy/cambia/home.html).
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3.11 Transformagao de Agrobacterium tumefaciens cepa
LBA4404 por eletroporacao e confirmacdao das células

transformadas

Células eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404
foram transformadas com as referidas construcdes conforme descrito no item
3.9.3, entretanto com algumas modificagbes. No processo de eletroporagao foram
aplicados pulsos de 2.200-Volts em 38 ul de células competentes contendo 2 ul
(~40 ng) da ligagao. Imediatamente apds o pulso, as células foram ressuspensas
em 1 ml de meio YEP liquido (10 g triptona; 10 g extrato de levedura, 10 g NaCl),
transferidas para tudo de microcentrifuga de 1,5 ml e mantidas sob agitagcao
constante de 300 rpm a 28°C durante 4 horas. Apods esse periodo, 300 ul foram
plaqueados em meio YEP sodlido acrescido de antibiético apropriado, no caso
canamicina 100 ug/ml, estreptomocina 300 pg/ml e rifampicina 100 pg/ml. As
placas foram mantidas em estufa a 28°C durante 48 horas.

Apods esse periodo, trés clones de cada construgdo foram repicados em 3
ml de meio YEP liquido seletivo (contendo canamicina 100 ug/ml, estreptomocina
300 pg/ml e rifampicina 100 ug/ml) e a cultura permaneceu em estufa a 28°C
durante 48 horas sob agitagdo constante de 200 rpm. Minipreparagcdes de DNA

plasmidial (QIAGEN Kit Miniprep) e analises de PCR utilizando-se de oligos
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especificos foram realizadas a fim de confirmar a transformacdo das

agrobactérias.

3.12 Obtencao de plantas transgénicas de tabaco

As agrobactérias transformadas com os cassetes de expressdo contendo
os promotores de raiz e folha, respectivamente, foram incubadas em 5 ml de meio
YEP liquido seletivo com agitagao entre 100-150 rpm a 28°C, até atingirem uma
absorbancia (600 nm) entre 0.5 e 1. Posteriormente, 1 ml do inéculo de cada
construgcado foi transferido para um tubo de centrifuga de 50 ml, ao qual foi
adicionado 4 ml de meio YEP liquido. Tais amostras foram mantidas a
temperatura ambiente até a utilizagao.

Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum SR1) cultivadas in vitro foram
utilizadas no processo de transformagao. Discos foliares de 1 cm? foram retirados
com auxilio de um vazador de ferro previamente esterilizado, e mantidos em placa
de Petri até o processo de transformacgao. Para cada construgcao foram utilizadas
cinco placas de Petri com dez discos foliares cada. Os discos foram imersos por
15 minutos no meio YEP contendo as agrobactérias sendo posteriormente secos
em papel de filtro estéril e transferidos para placas contendo meio MS sdlido
(Murashige & Skoog, 1962). Essas placas forma mantidas no escuro durante 48
horas em sala de crescimento a 28°C. Apds esse periodo, os discos foram

transferidos para placas de Petri contendo meio MS sélido adicionado de 100
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Mg/ml de higromicina, 500 pg/ml de cefotaxima, 1 pg/ml de 6-benzilaminopurina
(BAP) e 100 ug/ml acido naftalenoacético (ANA). As placas foram mantidas por
aproximadamente 30 dias em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de
luz até o surgimento de calos. Como controle positivo foram utilizados discos
foliares ndo transformados mantidos no meio seletivo acima citado.
Posteriormente as pequenas plantulas formadas a partir desses calos foram
individualizadas em potes de vidro contendo meio de enraizamento (meio MS
descrito acima, porém desprovido do hormdnio 6-benzilaminopurina) para indugao

da formacéao de raizes.

3.13 Analise dos transformantes via PCR e ensaio

enzimatico de Gus

Foram regeneradas 17 plantas transformadas com a construgdo contendo o
promotor especifico de folha e 27 com a construgdo contendo o promotor
especifico de raiz, respectivamente. A fim de confirmar a inser¢cdo dos cassete de
expressao, DNA gendmico das provaveis plantas transgénicas foi extraido a partir
de tecido foliar, utilizando o protocolo descrito por Konieczny e Ausubel (1993),
com algumas modificagoes.

Cerca de 100 mg de tecido foliar de tabaco, previamente macerado em
nitrogénio liquido, foram transferidos para tubo de microcentrifuga e a este

adicionado 500 yl de tampao de extragcao, contendo 100 mM Tris pH 8, 50 mM
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EDTA pH8, 500 mM NaCl, 10 mM de p-mercaptoetanol e 35 yl de SDS 20%. As
amostras foram incubadas a 65°C por 10 minutos e apds esse periodo foi
adicionado 130 ul de acetato de potassio 5 M. Em seguida as amostras foram
mantidas durante 5 minutos no gelo e posteriormente centrifugadas durante 15
minutos a 15000g. O sobrenadante foi entdo transferido para um novo tubo, e o
DNA precipitado com 640 ul de isopropanol e 60 yl de acetato de sdédio 3 M,
permanecendo durante 30 minutos a -20°C. As amostras foram entéo
centrifugadas a 15000g durante 15 minutos, o sobrenadante descartado e o
sedimento (DNA) lavado com 500 ul de etanol 70% gelado. Apds a completa
secagem do mesmo, o DNA foi ressuspenso em 50 ul de agua Milli-Q.

A insercdo dos cassetes de expressao nas plantas regeneradas foi
confirmada em reacdes de PCR empregando 2 pl de DNA gendmico em tampao
de reagao 1X, contendo 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 1uM
oligonucleotideo especificos forward e reverso, e 5 u de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen). Os produtos de amplificagado foram analisados em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo. As plantas tidas como positivas na reacao de PCR

foram submetidas a ensaio histoquimico de Gus como descrito no item 3.9.2.
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3.14 Analise da expressao do gene reporter uidA em plantas
transgénicas transformadas com o cassete de expressao
contendo o promotor especifico de folha em resposta a dano

mecanico

Para tal foram analisadas aleatoriamente cinco plantas da geragao F1 de
cinco diferentes eventos de transformagao (sendo amostrado portanto um total de
vinte e cinco plantas), todas positivas em analise de PCR e em ensaio
histoquimico de Gus. Plantulas de aproximadamente 30 d.a.g (dias apds
germinacgao) tiveram parte de suas folhas lesionadas, com auxilio de uma pinga
estériil e 4 horas apds tratamento, as mesmas foram submetidas a ensaio

histoquimico de Gus como descrito no item 3.9.2.

3.15 Analise da expressao do gene reporter uidA em plantas
transgénicas transformadas com o cassete de expressao
contendo o promotor especifico de raiz em resposta ao ataque de

nematoides

Neste experimento foram utilizados nematdides da espécie Meloidogyne

javanica reproduzidos e isolados de tomateiros. Aproximadamente 300 gramas de
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tecido radicular infectado com M. javanica foram triturados durante 30 segundos,
com auxilio de um liquidificador comercial, em 200 ml de hipoclorito de sédio a
0,05%. A solugao foi entdo peneirada em telas de nylon de 250 e 25 uM,
respectivamente. O material depositado na peneira de 250 uyM foi descartado
(restos de tecido radicular) e o retido na peneira de 25 uM (ovos e nematdides em
estagio juvenil) foi enxaguado com agua em abundéncia, visando a completa
retirada do hipoclorito de sédio. Posteriormente o material foi coletado, diluido em
200 ml de agua potavel e transferido para um Becker de vidro. Esta solugao foi
mantida sob aeragao constante, com auxilio de uma bomba de aquario, e mantida
em banho-maria a 28°C durante 72 horas no escuro. Esta etapa é de extrema
importancia a fim de obter um inoculo homogéneo, com grande quantidade de
nematoides em estagio juvenil. Apés esse periodo, uma amostra de 1 ml da
solucgdo foi analisada em microscoépio 6ptico e uma contagem estimada do numero
de nematoides foi realizada. Foram inoculadas 60 plantas, sendo amostradas
aleatoriamente 12 plantas de 5 diferentes eventos de transformagdo, todas
positivas em ensaio de PCR, utilizando-se para tal, aproximadamente 4.000
nematoides em estagio juvenil por planta. As plantas inoculadas foram submetidas
a ensaio histoquimico de Gus, como descrito no item 3.9.2, apos 24, 72 e 336 (14

dias) horas de tratamento.
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4. Resultados
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4.1 Selecgao in silico de ESTs orgaol/tecido—especificos

As analises in silico dos genes com expressao Orgao/tecido-especifica
foram realizadas utilizando-se as informacgdes e ferramentas disponiveis no Banco
de Dados do projeto EST Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/). Para
tal, critérios mencionados no item 3.2 foram seguidos.

Durante as anadlises foram identificadas treze sequiéncias com provavel
expressao especifica em raiz, isto €, contigs formados unicamente por reads
oriundos de bibliotecas de tecido radicular (Tabela 3) e quinze sequéncias com
provavel expressao especifica em folha, ou seja, contigs formados unicamente por
reads provenientes de bibliotecas de folha (Tabela 4). A fim de confirmar a
identidade dos candidatos selecionados, as sequéncias de nucleotideos dos ESTs
correspondentes foram anotadas manualmente e comparadas com as sequéncias
depositadas no Genbank (NCBI). Pares de oligos especificos aos candidatos
selecionados foram sintetizados (Tabela 3 e 4) e utilizados em experimentos de
validacdo por RT-PCR empregando RNA total extraido de diferentes

orgaos/tecidos de café.
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Tabela 3. Listagem dos candidatos identificados via analise de northern eletronico, apresentado padrao de expressao especifico
em raiz. As sequéncias dos oligonucleotideos empregados para validagao da especificidade dos ESTs selecionados in silico
estdo disponibilizadas.

Cluster Blast RT-PCR Oligos (5°- 3’)
CART8-061-D05 Glutathione S-Tranferase Peroxidase N F-ATTGATGAGGTTTGGCATGA
R-CCTTTTCAGGATCAGCAAGG
CART5-010-E02 Peroxidase (EC 1.11.1.7) Isozyme 40K Precursor R, L F-AAGCAGGCTTTCGTTTCTCA
R-CCCTTGGAAGAACTCACTGC
Contig 126944 Disease Resistance Protein (CC-NBS class) Todos F-CAAGGGCTTCTCTCCTCCTT
R-TTTGGTGACGAGTCCCTTGT
Contig 13823 Phosphomannose Isomerase R, L F-GTAGGCTGCCGTTTTTGCT
R-AGAACGTACGTAGCGCCTTG
Contig 13619 Alcohol Dehydrogenase R, L, F F-TGTTCCTCGTTGTCGATCAG
R-GTACCATCGAAGGCATGAGC
Contig 13952 Putative Regulatory Protein Todos F-TGTTCCTCGTTGTCGATCAG
R-TGGATCATCGGGATCAATTT
Contig 219558 Putative Peroxidase R, F F-GGCACCTTTTCCTGATTCAA
R-GTGCCTCCTTTTCTCCTTGG
Contig 3887 PRUAR Maijor allergen Pru ar 1 Todos F-GTTGGTATTGCGCTTGAGGT
R-TTACCAAGATGCTGCCACAG
Contig 6221 Pectin Methylesterase Todos F-GCAATTGCACCAAGTGAAGA
R-TTGGAATGCATCAATCTTGC
Contig 2507 Putative Germin-like Protein R, F F-TTGCAGGATTTTTGTGTTGC
R-AAGAACGCCCTCTAACACGA
Contig 5896 Pathogen-Inducible Alpha-Dioxygenase R, F F-TGAGCCCCACTAACAAATCC
R-TATCAATGGGTCACCAAGCA
Contig118723 Glutathione S-Transferase R, L, F F-TTTGCAAAGCCCGTAAGAAT

R-GCCCAGAACTTTGAGTGAGC

R — Raiz; L — Folha; F — Fruto; N — Ndo houve amplificagdo; Todos — Houve amplificagdo em todos os 6rgaos/tecidos analisados.

81



Tabela 4. Listagem dos candidatos identificados via analise por northern eletrbnico, apresentando padrdo de expressao
especifico em folha. As sequéncias dos oligonucleotideos empregados para validacado da especificidade dos ESTs selecionado in

silico estao disponibilizadas.

Cluster Blast RT-PCR Oligos (5°- 3’)
CALV5-050-G01 NBS-LRR- Similar Type Resistance Gene L,F,R F-GGGAACAAAGCATGATCACA
R-TAGGATTTGCGCAGGTAGGT
Contig 13074 Disease Resistance-like Protein Todos F-AAGCAGACCGACCGACTCTA
R-AGAACGTACGTAGCGCCTTG
Contig 619 Hypothetical Protein L,F F-GCGAAAAATACCACCAGCAG
R-CTGCTGTTGCACGAAACCGC

Contig 13743 Hypothetical Protein Todos F-GGCACCTTTTCCTGATTCAA
R-GTGCCTCCTTTTCTCCTTGG
Contig 12440 Oxidoreductase - Zinc-binding Dehydrogenase Family LR F-GAAAGCCTGACGCTGGTAGA

R-GCAATACGACGGCTCACAC

Contig 1117 Sensory Box Histidine Kinase-Response Regulator N F-AAGGCTTCCTTGGCTTCTTC
R-GCAACTCGATGGTGTGATCT

Contig 12571 Thioredoxin-like Protein CDSP32 L,F,R F-TGAAGCTGCTGCCTTAACAA
R-TGAAGCATCTGCACCATCTC

Contig 142 Carbonic Anhydrase Todos F-TTCTCCACCTTGAGATGCAA
R-TCGATGCAGTCGAGAAGTTG

Contig 12073 CITLA Malate Dehydrogenase L, F F-GATCAGCAATCCCGTGAACT
R-ACACCAGCATCACCCCTAAG

Contig 11772 Cytochrome B6-F Complex Iron-Sulfur Subunit 1 N F-AAGTCGCCAGTGTCCTGTCT
R-CAAGTGTGCCTGCTGATGAT

Contig 12251 GOSHI Catalase Isozyme 1 Todos F-TACTCCACAAGTGGGCTTCC
R-TTGATCTGGTGGGGAACAAT

Contig 12440 Chloroplast Ferredoxin Oxidoreductase precursor L,F F-TGTCATCGATTCCCTTCTCC
R-CGGGAAAGAAATGCTAATGC

Contig 12327 Fructose-Bisphosphate Aldolase L,F.R F-AGCTCCTCTTCACCTCACCA
R-GCTCCGATGGTTCAGTAGGA

Contig 12717 Photosystem | Subunit XI L,F F-TCTCTGCAGCTCCATTCAGA

R-TTGATGTCGGTGTTCCTCAA

R - Raiz; L — Folha; F — Fruto; N — Nao houve amplificagdo; Todos — Houve amplificagdo em todos os 6rgaos/tecidos analisados.
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4.2 Extracao e quantificacao de RNA total de diferentes
orgaos de Coffea arabica e de frutos em diferentes fases de

amadurecimento. Sintese e validagao da integridade dos cDNAs

Amostras de RNA total de diferentes 6rgdos de C. arabica, com ou sem
estresse, e de frutos em diferentes fazes de maturacdo, foram extraidas e os
respectivos cDNAs sintetizados empregando a enzima Superscript Il e oligo-dT
(Invitrogen). A fim de avaliar a integridade e a qualidade dos cDNAs sintetizados
na RT, uma amplificacdo prévia foi realizada empregando-se oligos especificos
para o gene que codifica actina em café. Conforme pode ser constatado na Figura
8, uma banda de tamanho esperado foi amplificada em todas as amostras
analisadas, indicando haver uma concentragdo similar de cDNA entre os

diferentes 6rgaos analisados.
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-0.3 kb

Figura 8. Amplificacado por RT-PCR de um transcrito ubiquo codificando actina. O
produto esperado de 300 pb foi observado em todas as amostras analisadas (1-
chumbinho, 2- chumbé&o, 3- fruto verde, 4- fruto verde-cana, 5- fruto maduro, 6-
folha sadia, 7- folha infectada com bicho mineiro (6 dias), 8- folha infectada com
bicho mineiro (11 dias), 9- raiz sadia, 10- raiz infectada com nematdide (24 horas),
11- raiz infectada com nematdide (72 horas), CO - controle positivo, M- marcador
de peso molecular. As amostras foram analisadas em gel 1% agarose corado com

brometo de etideo.

4.3 Confirmacao da especificidade de expressao dos

candidatos selecionados in silico

Treze candidatos com provavel expressdo em raizes (Tabela 3) e quinze
com provavel expressdao em folha (Tabela 4) foram selecionados nas analises in
silico. A verificagao da especificidade de expressao foi realizada através de PCR
utiizando todos os cDNAs sintetizados e testados anteriormente e
oligonucleotideos desenhados para cada um dos candidatos em analise. Esses

experimentos confirmaram a expressdo oOrgao-especifica de dois desses
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candidatos sendo um expresso exclusivamente em raiz (Figura 9) e outro em folha
(Figura 10).

O EST validado como sendo especifico de raiz foi identificado no banco de
dados do projeto Genoma Café como uma sequéncia unica (singleton), presente
em biblioteca de raiz induzida com benzothiadiazole (acibenzolar-S-methyl) (BHT),
analogo do acido salicilico. Essa sequéncia quando submetida ao banco de ESTs
do café néo se alinha com nenhuma outra sequéncia, representando portanto um
transcrito unico. Ja o EST cujo padrao de expressao foi validado como sendo
especifico de folha é formado por um contig composto por reads provenientes das
bibliotecas de folhas infectadas com ferrugem e folhas sadias (Tabela 2),
respectivamente.

Uma analise detalhada dos resultados de RT-PCR obtidos para o candidato
com expressdo em raiz demonstra a amplificagdo de um fragmento de tamanho
esperado (500 pb) na amostra de cDNA proveniente de tecido radicular (Figura 9;
linha 8). Nenhum produto de amplificagdo foi observado nos demais
orgaos/tecidos analisados. Adicionalmente, uma banda de maior intensidade,
provavelmente refletindo um maior acumulo do transcrito em questédo, foi
observada em tecido radicular infectado com nematdides (Figura 9; linhas 9, 10 e

11), sugerindo que o gene em questao é induzido pelo ataque de nematoides.
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Figura 9. Analise de RT-PCR revelando amplificagdo de transcrito especifico de
raiz em Coffea arabica, variedade Mundo Novo. A amplificagdo de um fragmento
de tamanho esperado (500 pb) em amostras provenientes de RNA total de raiz
demonstra que o gene é somente expresso nesse orgao. Um aumento de
expressao desse gene em raizes infectadas por nematoides pode ser observada
(comparar linhas 8, 9, 10 e 11). As amostras foram analisadas em gel 1% agarose
corado com brometo de etideo. Amostras: 1- chumbinho, 2- chumbdo, 3- fruto
verde, 4- fruto verde-cana, 5- fruto maduro, 6- folha sadia, 7-folha atacada por
bicho mineiro, 8- raiz sadia, 9- raiz infectada com nematoide (24 horas), 10- raiz
infectada com nematdide (72 horas), 11- raiz infectada com nematdide (240

horas), M- marcador de peso molecular.

Ao analisarmos os resultados obtidos nos experimentos de RT-PCR para o
gene com expressdo especifica em folha, verificamos a amplificagdo de um
fragmento de tamanho esperado (300 pb) em amostras de cDNA provenientes de
tecido foliar sadio e em folhas infectadas com bicho mineiro e ferrugem (Figura 10;
linhas 7, 8 e 10). Entretanto, o transcrito estudado n&o foi amplificado em
amostras provenientes de plantas de C. arabica (Catuai) resistentes a ferrugem,
sugerindo que em tais plantas a via de ativacdo do gene em questdo esta

desligada.
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Figura 10. Analise de RT-PCR revelando a amplificagdo de transcrito especifico
de folha em Coffea arabica, variedade Mundo Novo. A amplificacdo de um
fragmento de tamanho esperado (300 pb) em amostras provenientes de RNA total
de folha demonstra que o gene € somente expresso nesse tecido, mesmo quando
atacado por bicho mineiro. As amostras foram analisadas em gel 1% agarose
corado com brometo de etideo. Amostras: 1-chumbinho, 2-chumbao, 3-fruto verde,
4-fruto verde-cana, 5-fruto maduro, 6-raiz, 7-folha sadia, 8-folha atacada por bicho
mineiro e ferrugem (6 dias), 9- folha de hibrido resistente (Coffea arabica com
Coffea racemosa) atacada por bicho mineiro e ferrugem (6 dias), 10- folha atacada
por bicho mineiro e ferrugem (11 dias), 11- folha de hibrido resistente (Coffea
arabica com Coffea racemosa) atacada com bicho mineiro e ferrugem (11 dias),

M-marcador de peso molecular.

A falta de material vegetal na época do ano em que os experimentos de
validacdo foram realizados inviabilizou a inclusdo de amostras de flor em tais
analises. Entretanto, experimentos posteriores realizados pela doutoranda Carla
Barsalobres, utilizando os oligonucleotideos especificos aqui obtidos e amostras
de cDNA de flor e caule de C. arabica, indicaram que os genes validados ndo sao

eXpressos nesses érgéos.
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4.4 Analise da expressao do gene com expressao em raiz

frente a injuria mecanica

Como observado nos experimentos de validacdo do candidato com
expresséo especifica em raiz (Figura 9), um maior acumulo do transcrito estudado
em raizes infectadas por nematoide foi observado, sugerindo que além de
orgaol/tecido-especifico, este gene tem seu padrédo de expressdo aumentado
quando induzido pelo ataque do parasita. Visando descartar a hipotese de que o
aumento de expressido observado ocorreu devido ao dano mecanico
(machucado), novos experimentos foram elaborados.

Nesse caso, lesdes radiculares foram induzidas artificialmente e amostras
foram coletadas em diferentes tempos visando a extracao de RNA total e analise
de expressao via northern blot empregando sonda especifica. Os resultados
obtidos (Figura 11) indicam que nao existe uma correlagéao entre a lesdo induzida
e 0 aumento da expressao do gene em estudo. Tal fato sugere uma indugao

especifica pelo ataque do parasita e nao pela injuria mecanica.
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Figura 11. Analise por northern blot da acumulacéo do transcrito especifico de raiz
em condigdes de estresse mecanico. Amostras de RNA total (20 ug) de raizes
lesionadas artificialmente foram coletadas em diferentes tempos, separadas em
gel de agarose desnaturante e transferidas para membrana Hybond N*. Esta foi
hibridizada com sonda especifica ao transcrito, marcada com **P. A) tempo 0; 24-
24 h sem ferimento; 24+ 24 h pods-ferimento; 48+ 48 h pds-ferimento; 72+ 72 h

pos-ferimento; B) Padrao de carregamento corado com brometo de etideo.

4.5 Isolamento e identificagao das regides promotoras

Confirmada a especificidade da expresséo génica via RT-PCR, iniciou-se o
isolamento da regido posicionada a montante (5°) da sequéncia do EST
depositada no banco (provavel regido promotora) empregando o kit Universal
Genome Walker (Clontech).

Apds alguns rounds de PCR utilizando ciclos particulares e uma

combinagdo dos oligonucleotideos especificos (AP1-GSP1), um produto de
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amplificacdo unico de aproximadamente 2 kb para o gene com expressao
especifica em raiz foi amplificado (Figura 12 — biblioteca Stul). Da mesma
maneira, quando a combinagcdo AP1-GSP1 foi utilizada para isolar a regiao
promotora do gene com expressao especifica em folha, um produto também unico
de 850 pb foi amplificado (Figura 13 — biblioteca Dral). Ambos os fragmentos
amplificados confirmaram a especificidade quando reamplificados com oligos
internos (combinacdo AP2-GSP2) (Figura 12B e 13B). Os fragmentos em questao
foram purificados em gel de agarose, clonados em vetor pGEM®-T Easy

(Promega) e inseridos em E. coli cepa DH5a.

Dral Stul C- C+ C- M Stul StulM C- C+

—

-2.0 Kb

AP1-GSP1 AP2-GSP2

Figura 12. Gel de agarose contendo os produtos de amplificagdo obtidos para o
candidato com expressao especifica em raiz empregando a técnica de genome
walking e a combinagao dos oligos AP1/GSP1 e AP2/GSP2. A) produto unico de
amplificacdo, de aproximadamente 2 kb, obtido a partir da biblioteca Stul
utilizando-se AP1/GSP1. B) Produto obtido a partir de um segundo round de
amplificacdo utilizando os oligos AP2/GSP2 (canaleta 1 - Stu I) confirmando a
especificidade da amplificacdo. C+, controle positivo; C-, controle negativo; M,

marcador de peso molecular.
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AP1-GSP1 AP2-GSP2

Figura 13. Gel de agarose contendo os produtos de amplificagdo obtidos para o
candidato com expressao especifica em folha empregando a técnica de genome
walking e a combinagao dos oligos AP1/GSP1 e AP2/GSP2. A) produto unico de
amplificacdo, de aproximadamente 850 pb, obtido a partir da biblioteca Dral
utilizando os oligos AP1/GSP1. B) Produto obtido a partir de um segundo round
de amplificagao utilizando os oligos AP2/GSP2 (canaleta 1 - Dral) confirmando a
especificidade da amplificacdo. C+, controle positivo; C-, controle negativo; M,

marcador de peso molecular.

4.6 Sequenciamento dos produtos de GW e obtencdo dos

consensos

Trés clones que continham o inserto de 850 pb foram sequienciados e um
consenso foi formado a partir das seqléncias obtidas, sendo este denominado
regido promotora especifica de folha. O mesmo foi realizado com o fragmento de 2

kb, mas devido ao tamanho do produto amplificado, nado foi possivel finalizar a
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sequéncia do mesmo numa unica tentativa. Novos oligos, internos a regiao
sequenciada, foram sintetizados e novas reacdes de sequenciamento permitiram a
obtencdo de uma sequéncia consenso de 2097 pb.

Visando verificar se as sequéncias amplificadas estavam realmente
situadas a montante dos ESTs validados, reagdes de PCR empregando DNA
genbmico de café e oligos especificos (F - dentro da regido promotora e R -
situado na regidao 5 do EST) resultaram na amplificacdo de produtos especificos
(ndo apresentado), demonstrando que a sequéncia amplificada por GW estava
correta e apresentava uma sobreposicdo com a porgdo 5 do candidato
selecionado. Esse resultado confirma que as sequéncias amplificadas estado
realmente situadas a montante dos ESTs depositados no banco.

A submissdo das sequéncias amplificadas por GW no Genbank
empregando a ferramenta Blastn revelou a auséncia de qualquer identidade ou
similaridade com sequéncias depositadas, indicando tratar-se de sequéncias até

entdo desconhecidas.

4.7 Busca por elementos cis- regulatérios nos promotores

Foram realizadas buscas por elementos regulatérios nas sequéncias
amplificadas por GW utilizando-se o banco de dados PLACE

(http:///www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/) (Higo et al., 1999).
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4.7.1 Elementos cis-regulatérios presentes na regiao

promotora do candidato com expressao especifica em folha

Uma comparacao da sequéncia amplificada por GW com o EST depositado
no banco do Genoma Café revelou a existéncia de uma regido 5 nao traduzida
(UTR) de aproximadamente 280 pb, indicando portanto que o fragmento
amplificado (875 pb) continha 280 pb de regido 5 UTR e 595 pb de provavel
regiao promotora. Os resultados obtidos nas analises computacionais desse
fragmento, utilizando informagdes do banco de dados do PLACE, revelaram a
presenca de elementos regulatérios especificos (Figura 14 e 15) que corroboram a
provavel funcao fisiolégica desempenhada pelo gene em estudo na planta.

Além da presenca de motivos tipicos de regides promotoras de eucariotos,
como o TATA-box, normalmente presente a 30 pb do ponto de inicio da
transcricdo (+1), e elementos proximais tipicamente localizados a
aproximadamente 100 (CCAAT-box) e 200 pb (GC-box) acima do ponto de inicio
da transcricao (Stephen e James, 2003), outros elementos chaves foram
encontrados, especialmente aqueles relacionados com a indugdo por fatores
abiodticos e principalmente bidticos (Figura 15).

Um desses elementos regulatorios corresponde a sequéncia TGTCA,
motivo caracteristico de ligagao a fatores de transcricdo associados a resposta de

resisténcia em plantas.
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Um outro elemento encontrado na regidao amplificada foi o motivo W Box
composto por sequéncias do tipo [(T)TGAC(C)] ou TGAC (Eugem et al., 1999).
No fragmento em analise, a sequéncia TGAC encontra-se repetida in tandem e
separada por um elemento GATA-box (Figura 14). Dezessete nucleotideos pés a
seqiiéncia acima, mais trés repeticdes de motivos W Box (TAATTTCGEBETTA)

com a mesma disposi¢cdo sao encontradas.

-444 cTAATTTCHBMBETTACAAGATAATACTAATTTCBMBETTACAR  -399

TAATTTC_TTACCTTZ—\GZ—\AGATATTZ—\TCTTACT]—\GZ—\TAATTTC-TTAZ—\TTCTAZ—\TTTCTZ—\ACCTTZ—\CZ—\AGATATTATCTTACAAGATAATTTC TTAC
- 382 -272

Figura 14. Sequéncia parcial de nucleotideos do promotor especifico de folha
analisado com auxilio do banco de dados do PLACE. As seqléncias sublinhadas
representam sitios conservados do tipo W Box, elementos caracterizados por

serem regides de reconhecimento de fatores de transcri¢do do tipo WRKY.

A aproximadamente -215 pb, uma sequéncia de ativagdo induzida por
giberilina e acido abscisico (GARE — TTTTTTCC) pode ser observada. Um
sitio MYC (CATGTG), que possui um importante papel no processo de
indugcdo do gene ERD1 (Early Responsive to Dehydration Stress 1) em
resposta a estresse hidrico em A. thaliana (Tran et al., 2004), também foi
constatado.

Mais adiante, chegando proximo ao provavel ponto de inicio de
transcricdo, identificou-se um novo sitio W-box contendo a sequéncia

TTGACC, que é encontrado nos elementos W1 e W2 dos promotores dos
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genes PR1-1e PR1-2 de salsa (Petroselinum crispum), sendo PR1 um gene
induzido por patdégenos. Os boxes W1 e W2 séao sitios de ligagdo para os
fatores WRKY1 e WRKY2, respectivamente.

Dois motivos caracteristicos de promotores de genes induzidos por
luz e principalmente envolvidos na biosintese de flavondides, denominados
ACE (ACGT) e MRE (MYB) (Hartmann et al., 2005) também estéo

presentes e localizados proximo a ponto de inicio de transcrigao.

456436 410 375 335 280 100 44
i . . . . . .
595 1

B TGTCA 1 myc
Bl W Box Bl ACE

El GATA B MRE
[] GARE Bl TATA BOX

Figura 15. Esquema de localizagdo dos elementos regulatérios encontrados no
promotor do gene com expressao especifica em folha por analise comparativa
com banco de dados do PLACE.
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4.7.2 Elementos cis-regulatérios presentes na regiao

promotora do gene com expressao especifica em raiz

A busca por elementos cis-regulatérios presentes na regido promotora do
gene com expressao especifica em raiz, utilizando-se de informagdes disponiveis
no banco de dados do PLACE, revelou a presenca de inumeros motivos
comumente encontrados em regides promotoras de plantas.

Além da presenca dos bem caracterizados TATA Box, CCAAT Box e GC
Box (Stephen e James, 2003) encontrados em promotores de eucariotos, foram
também encontrados diversos elementos especificamente presente em regides
promotoras de genes induzidos por fatores biéticos (Figura 16).

Préximo a extremidade 5 do fragmento de 2 kb foi possivel identificar um
motivo TGACG (“as-1 element activity), comumente presente em promotores de
genes ativados por auxina e acido salicilico (Klinedinst et al., 2000). Em plantas,
esses elementos conferem uma expressao especifica em raiz, sendo induzidos
em resposta a horménios e estresse xenobidticos (An et al., 1990; Liu and Lam,
1994; Ulmasov et al., 1994; Xiang et al., 1996).

Duas repeticbes da sequéncia TGTCA também sao encontradas. A
sequéncia TGTCA corresponde ao sitio de reconhecimento de proteinas do tipo
BIHD1 (BELL type homedomain proteins) caracterizadas em arroz. Luo et al.
(2005) demonstraram que o gene OsBIHD1 de arroz ¢é induzido por

benzotiadiazole (BTH).
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Ao longo da regido promotora isolada verificamos a presenca de trés
repeticbes da sequéncia CATATG encontrada no promotor do gene SAUR 15A de
soja, cuja expressao é regulada por auxina (Xu et al., 1997). Proximo a regiao do
putativo TATA-box encontra-se o sitio GT-1 que é capaz de estabilizar o complexo
TFIIA-TBP-DNA, e esta presente em varios promotores de diferentes espécies de
plantas (Terzaghi et al., 1995).

Além disso, foi encontrado um sitio GARE (sitio de ativagao induzido por
giberilina e acido abscisico) bem como inumeros sitios de ligagdo para os fatores
de transcricao descritos no item anterior como WRKY, ERF, bZIP, MYB e MYC,
fatores estes considerados chaves na resposta de defesa das plantas (Rushton
and Somssich, 1998; Riechmann and Ratcliffe, 2000; Singh et al., 2002). Cabe
destacar a presenga dos motivos AAAGAT e CTCTT encontrados inicialmente na
regido promotora do gene /bc3 que codifica leghemoglobina em soja e € especifico
de raiz. A regidao apresenta também, ao centro da regido amplificada, um motivo
GAGAC caracterizado em promotores de genes induzidos por deficiéncia de
enxofre em A. thaliana.  Varias sequéncias do tipo CANNTG (MYC) e uma
sequéncia do tipo CAATTG foram encontradas proximo ao provavel TATA-box.
Escobar e colaboradores (1999) caracterizaram a regido CAATTG em um
promotor de um gene altamente induzido em raiz de tomate quando infectadas

com nematoides causadores de galha (Meloidogyne incognita).
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= TGACG = cTCeTT [ CAATTG
Bl TGTCA Bl GACAAT [ GATA

Bl CATATG L[] GAGAC ES CANNTG
[C1 AAAGAT HEH TATA BOX

Figura 16. Localizagdo dos elementos regulatérios encontrados no promotor do
gene com expressao especifica em raiz por analise comparativa com banco de
dados do PLACE. Cabe ressaltar que a numeracgéo negativa € putativa, ja que nao

se conhece a exata localizagao do sitio de inicio de transcri¢ao.

4.8 Analise das regidoes promotoras através de expressao

transiente do gene reporter uidA em raiz e folha de Coffea arabica

Visando avaliar a funcionalidade e especificidade das regides promotoras
isoladas no presente trabalho, cassetes de expressdo foram desenvolvidos de
acordo com o item 3.9.3 e utilizados em experimentos de expressao transiente em
plantulas de café. Para tal, foram utilizadas as seguintes construgdes: 1) controle
positivo (vetor pRT103-Gus fechado ;Figura 4), 2) promotor especifico de folha +
uidA (Figura 6A), 3) promotor especifico de raiz + uidA (Figura 6B). Analises
prévias realizadas no presente trabalho indicaram que a técnica de transformacéao

transiente via biobalistica em plantulas de café € viavel e apresenta maior
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eficiéncia de transformacédo quando sao utilizadas microparticulas de ouro sob
pressao de 1100 psi na regiao hipocotiledonar e 600 psi na regiao epicotiledonar.
Todas construgbes foram bombardeadas tanto na regido hipocotiledonar
como na epicotiledonar adotando os procedimentos descritos no item 3.9.2
Andlises da atividade da enzima B-glucuronidase em plantulas controle
(bombardeadas com a construgdo 1), utilizando-se uma lupa com aumento de
10X, indicaram que o experimento foi bem sucedido. Estas demonstraram
atividades pontuais da enzima em ambas regides bombardeadas, as quais foram

mais evidentes em tecidos jovens (Figura 17A e B).

A)

Figura 17. Ensaio de expressao transiente, via biobalistica, em raiz e folha de
Coffea arabica. Deteccdo da atividade do gene repérter uidA em raizes (A) e
folhas (B) transformadas com o vetor pRT103-Gus. Foram utilizadas particulas de
ouro BioRad 1.0 micron sob pressao de disparo de 1100 psi e 600 psi em raiz e

folha, respectivamente.
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As plantulas bombardeadas com a construgcédo 2 (uidA sob o controle do
promotor especifico de folha) apresentaram um padrao de expressao da atividade
Gus diferente das plantulas controle, sendo os pontos correspondentes a essa
atividade (pontos azuis) observados nitidamente somente em tecido foliar (Figura
18A, B e C). Por outro lado, nenhuma atividade foi verificada (auséncia de pontos
azuis) na regiao hipocotiledonar, mais especificamente em tecido radicular.

Analises do tecido bombardeado por microscopia 6ptica (aumento de 20X e
40X vezes) confirmaram a expressao celular pontual de Gus (Figura 19), sendo

essa a caracteristica principal da técnica de biobalistica.

Figura 18. Ensaio enzimatico de Gus em folha de Coffea arabica transformada via
biobalistica com o cassete de expressao contendo o promotor especifico de folha.
A deteccao da atividade do gene reporter em folha (setas em A, B e C) revela que
a regiao isolada via genome walking apresenta atividade transcricional especifica
nesse orgdo. Foram utilizadas particulas de ouro BioRad 1.0 micron sob presséo

de disparo de 600 psi.
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Figura 19. Expressao transiente de Gus em folha de Coffea arabica transformada

via biobalistica com o cassete de expressao contendo o promotor especifico de
folha. A analise de microscopia 6ptica confirma transformacéo pontual das células
epidermais (A, B, C, D e E), sendo verificada a presenga de microparticulas nas
células transformadas. Foram utilizadas particulas de ouro BioRad 1.0 micron

(painel F) sob presséao de disparo de 600 psi.

Andlises mais detalhadas, em microscépio 6ptico, do tecido foliar de café
bombardeado com a construgao 2 (uidA sob o controle do promotor especifico de
folha) revelaram a presenga um grande numero de estdmatos transformados
(Figura 19, painel B e C) quando comparados com outras células.

Quando a construgao 3 (uidA sob controle do promotor especifico de raiz)
foi empregada, os pontos de atividade Gus foram observados somente na regido

hipocotiledonar, nas raizes mais precisamente, ndo sendo detectados quaisquer
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resquicios de atividade em outras partes da planta. Observagdes em microscopia
Optica também confirmaram a transformagdao e expressao celular pontual da
atividade de Gus em raizes (Figura 20).

Cabe ressaltar que um alto indice de transformacdao de células
meristematicas, localizadas nas pontas das raizes, foi observado. Esse fato
sugere uma maior atividade promotora nessas células quando comparadas com
células adultas, indicando haver uma correlagao entre os motivos caracterizados

in silico e a ativagao do promotor em células meristematicas.
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Figura 20. Expressao transiente de Gus em raiz de Coffea arabica transformada

via biobalistica com o cassete de expressao contendo o promotor especifico de
raiz. A deteccao da atividade do gene repodrter Gus em raizes transformadas via
biobalistica revela que a regido isolada via genome walking apresenta atividade
transcricional especifica (A). Confirmagao da transformagao pontual das células
por analise de microscopia optica. (A, B, C, D, E e F). Foram utilizadas particulas
de ouro BioRad 1.0 micron sob pressao de disparo de 1100 psi.
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4.9 Analise das plantas de tabaco transgénicas

Analises de PCR utilizando DNA gendmico e oligonucleotideos especificos
revelaram que das 17 plantas de tabaco regeneradas e transformadas com o
cassete de expressao contendo o gene uidA sob controle do promotor especifico
de folha, 14 eram positivas e continham o referido cassete. Ja das 27 plantas de
tabaco transformadas com o cassete de expressdo contendo o promotor
especifico de raiz, 20 foram positivas. Todas as plantas regeneradas, inclusive as
negativas em PCR, foram mantidas em casa de vegetacdo até obtencdo de
sementes. Plantulas da geracao F1 de todos os regenerantes foram analisadas
pelo ensaio histoquimico de Gus. Neste caso, das 14 plantas positivas em PCR
para o promotor de folha, 12 estavam realmente expressando o gene reporter
(Figura 21A). Por outro lado, das 20 plantas positivas em PCR para o promotor de
raiz, todas foram positivas para a atividade Gus (Figura 21B).

Como pode ser constatado na Figura 21A, nas plantulas transgénicas
transformadas com o gene reporter uidA sob controle do promotor especifico de
folha, a expressao de Gus limita-se a regido epicotiledonar, mais precisamente em
tecido foliar, indicado que o a regido promotora isolada de Coffea arabica é
funcional e apresenta expressao tecido-especifica. Cabe ressaltar que nenhum
sinal de Gus foi observado em tecido radicular de todas as plantas analisadas.

Ja quando as plantulas transformadas com o promotor especifico de raiz

foram analisadas, para nossa surpresa, a expressao do gene reporter foi
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detectada tanto na regido epicotiledonar como na regiao hipocotiledonar (Figura

21B).

L. B

Figura 21. Ensaio histoquimico da atividade de B-glucuronidase em plantulas
transgénicas de tabaco transformadas, respectivamente, com os cassetes de
expressao contendo os promotores especificos de folha (A) e de raiz (B) isolados
de Coffea arabica. Painel A encontra-se uma amostra que define o padrao de
expressdo do gene reporter observado em todas as pléntulas transgénicas
transformadas com o cassete contendo o promotor especifico de folha. Painel B
encontra-se uma amostra que define o padréao de expresséo do gene repérter
observado em todas as plantulas transgénicas transformadas com o cassete

contendo o promotor especifico de raiz.

A perda de especificidade verificada nas plantulas transformadas com o
gene uidA sob controle do promotor especifico de raiz (Figura 21B), foi observada
apenas nos estagios iniciais de desenvolvimento, limitando-se a regido

epicotiledonar. Acredita-se que esta disfungcdo deva ser decorrente de uma
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incorreta regulacdo do sistema transcricional nos estagios iniciais de
desenvolvimento das plantulas de tabaco, uma vez que, apds o surgimento do

terceiro par de folhas, nenhum sinal de atividade Gus foi detectado nessa regiéo.

4.10 Analise da indugao da expressao do gene repoérter uidA
em plantas transgénicas transformadas com o cassete contendo

o promotor especifico de folha em resposta a dano mecéanico

Vinte e cinco plantas (geracdao F1) de cinco diferentes eventos de
transformacdo com o cassete de expressdo contendo o promotor especifico de
folha, todas positivas em PCR e nos ensaios histoquimicos (Figura 22), foram
avaliadas nos experimentos de dano mecanico. Minimas pressoes foram
cuidadosamente geradas, com auxilio de uma pinga estéril, em todas as plantas
avaliadas. As injurias foram limitadas a uma folha por planta (em apenas um lado
da folha) com preferéncia para o terceiro par de folhas. As plantulas foram entao
analisadas, através de ensaio histoquimico, 4 horas apos indugao do estresse

mecéanico.
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Figura 22. Ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase em discos foliares
de tabacos transgénicos transformados com o cassete de expresséo contendo o
gene uidA sob controle do promotor especifico de folha. Este ensaio foi realizado
visando a selegcdo de plantas positivas para utilizagcdo em experimentos de

estresse mecanico. Coluna 1, linha 3-planta controle n&do transformada.

Como pode ser constatado na Figura 23A, nao foi possivel detectar a
atividade do gene repédrter em plantas controles (ndo transformadas) submetidas
ao estresse por dano mecanico. Entretanto, foi possivel constatar que o dano
mecanico em plantas transgénicas (Figura 23B, C, D, E, F) ativou uma resposta
de expressao temporal e localizada do gene reporter. A somatoria dos resultados
obtidos confirmam com seguranga a hip6tese de que a regido promotora isolada a
partir do candidato com expressao especifica em folha de Coffea arabica, além de

apresentar especificidade de expressao, € rapidamente induzida por ferimento.
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Figura 23. Ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase em folhas de

tabacos transgénicos transformados com o cassete de expressao contendo o
gene uidA sob controle do promotor especifico de folha, em resposta a dano
mecanico. A) Planta selvagem lesionada, onde ndo ha detecgédo da atividade do
gene reporter. Os painéis B, C, D, E e F representam o padrdo de expressao de
Gus observado em todas as plantas transgénicas submetidas ao estresse por

dano mecéanico.
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4.11 Analise da inducao da expressao do gene repérter uidA
em plantas transgénicas transformadas com o cassete de
expressao contendo o promotor especifico de raiz em resposta

ao ataque de nematdides

Sessenta plantas de tabaco transgénicos (geracdo F1) de
aproximadamente 60 dias, todas positivas em PCR para o cassete de expressao
contendo o promotor especifico de raiz, foram inoculadas com nematoides da
espécie Meloidogyne javanica como descrito no item 3.15. Amostras foram
coletadas nos tempos de 24, 72 e 336 (14 dias) horas pos-inoculagdo com base
em resultados de expressdo diferencial obtidos por Uehara et al. (2007) em
tomateiros infectados com nematodides causadores de galha. Nesse caso, 0s
autores verificaram que um homélogo do gene cujo promotor foi isolado em café, é
altamente expresso nas raizes de plantas infectadas poucos dias apds penetracao
do parasita.

Nenhum sinal de atividade do gene repdrter pode ser detectado 24 horas
pos-inoculagdo (Figura 24; 20 plantas analisadas); entretanto, uma expresséo
acentuada do gene reporter na raiz principal pode ser observada 72 horas pés-

inoculagdo em todas as plantas analisadas (20 plantas).
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Figura 24. Ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase em raizes de

tabacos transgénicos transformados com o cassete de expressao contendo o
gene uidA sob controle do promotor especifico de raiz em resposta ao ataque de
nematoides. Os painéis A, B, C, D, E, F, G, H e | representam o padrao de
expressdo de Gus observado em todas as plantas transgénicas submetidas ao

estresse bidtico apds 72 horas.

Quando analisadas amostras com 14 dias pés-tratamento (Figura 25 e 26),
a expressao do gene reporter Gus foi especificamente localizada nas regides
parasitadas pelos nematoides, as galhas (Figura 26A, B, C, D, E, F, G, H e I).

Pontos de atividade de Gus foram também observados nas fases iniciais de
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infeccao, regides estas onde ha inicio de hipertrofia celular (Figura 25A, B, C, D,
E, F, G, H e ). E possivel verificar na Figura 25, painéis B e F, que a expressao do
gene reporter fica limitada a regido central da raiz (cilindro vascular), local este
onde os nematoides iniciam a atividade parasitaria com consequente formagao do
sitio de alimentagao e das células gigantes.

Tais resultados indicam claramente que a regido promotora isolada de café,
além de apresentar uma expressdo especifica em o6rgdo radicular, é

preferencialmente ativada em situagdées onde ocorre infecgdo por nematoides.
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Figura 25. Ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase em raizes de

tabacos transgénicos transformados com o cassete de expressao contendo o
gene uidA sob controle do promotor especifico de raiz, em resposta ao ataque de
nematodides. Os painéis A, B, C, D, E, F, G, H e | representam o padrdo de
expressao do gene uidA observado em todas as raizes das plantas transgénicas

submetidas ao estresse bidtico 14 dias apds a infecgao.
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Figura 26. Ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase em raizes de

tabacos transgénicos transformados com o cassete de expressao contendo o
gene uidA sob controle do promotor especifico de raiz, em resposta ao ataque de
nematoides. Os painéis A, B, C, D, E, F, G, H e | representam o padrao de
expressao do gene uidA observado em todas as galhas das plantas transgénicas

submetidas ao estresse bidtico 14 dias apds a infecgao.
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5. Discussdo
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5.1 ESTs 6rgaoltecido especificos e a analise in silico

Vinte e oito ESTs com provavel expressdo orgao/tecido-especifica foram
selecionados do banco do Genoma Café a partir de uma analise in silico utilizando
a ferramenta virtual de northern eletrénico. Tal tecnologia nos permitiu identificar
com rapidez candidatos potencialmente tecido-especificos, entretanto, apds
validagcao da expressdo dos mesmos por RT-PCR, verificamos que a maioria
apresentava expressao inespecifica, detectada em tecidos n&o alvos.

A taxa de validagao positiva foi muito baixa, ao redor de 7,14%, sendo esta
decorrente da confirmacdo do padrdao de expressao orgao/tecido especifico por
RT-PCR de apenas 2 ESTs (um de folha e outro de raiz). Um elevado numero de
falsos positivos € normalmente esperado quando se compara os dados obtidos in
silico com as analises de expressao in vivo. Em trabalho semelhante de validagao
de ESTs tecido-especificos em eucalipto e cana-de-agucar, por exemplo, Sassaki
(comunicacado pessoal) e Hoshino (2007) obtiveram uma taxa de validagdo de
8,6% e de 13,8%, respectivamente. A ndo confirmagao da tecido-especificidade
resulta muito provavelmente do fato de que os candidatos selecionados
apresentam uma taxa de transcricdo muito baixa em determinados o6rgéaos,
fazendo com que os mesmos nao sejam amostrados durante a preparagcdo das
bibliotecas. Estes genes sdo, na realidade, enriquecidos no 6rgao considerado
especifico pela analise in silico, mas durante a validagcdo sdo amplificados nos

demais 6rgaos analisados devido a sensibilidade da PCR.
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5.2 Candidato com expressao em folha

A anadlise da expresséao diferencial do candidato com provavel expressao
em folha, em diferentes 6rgdos de café sob diferentes situagbes de estresse,
permitiu constatar que o gene em estudo apresenta expressdo em folhas sadias
bem como em folhas infectadas com bicho mineiro e ferrugem. Entretanto, a
analise da expressao desse candidato em amostras provenientes de plantas de C.
arabica (Catuai) resistentes a ferrugem, revelou a auséncia do transcrito
correspondente, indicando que em tal variedade a via de ativagdo do gene esta
reprimida. Este fato sugere que em plantas susceptiveis este gene é regulado de
forma positiva pelo patégeno.

Dados da literatura corroboram a hipdtese levantada, ja que homologos
desse gene, presentes em outras espécies, sao induzidos pelo ataque de fungos
(Kim et al.,, 2003). Cabe ressaltar que o material infectado utilizado nesse
experimento foi obtido em campo de forma aleatdria. Em experimentos mais
precisos de inoculagdo do fungo em condicbes assépticas e amostragem em
funcdo do tempo de germinacao do esporo em folhas de café Mundo Novo, a
avaliacao da expressao desse gene por PCR em tempo real revelou um aumento

de 50 vezes quatro horas pés-inoculagao (Severino, comunicagao pessoal).
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5.2.1 Caracterizacao dos elementos regulatérios e analise

funcional do promotor especifico de folha

Além da presenga de elementos tipicos de regides promotoras de
eucariotos, foi possivel verificar na sequéncia promotora amplificada a presenca
de inumeros elementos regulatérios de plantas (Figura 15). Um dos mais
interessantes foi o elemento de sequéncia TGTCA, caracteristico de ligagdo a
fatores de transcricdo associados a resposta de resisténcia em plantas. Luo e
colaboradores (2005), por exemplo, caracterizaram um gene que codifica um fator
de transcricdo em arroz (denominado OsBIHD1) cuja proteina recombinante liga-
se ao motivo TGTCA in vivo. Analises de northern blot demonstraram um aumento
da expressdo do gene OsBIHD1 em plantulas de arroz tratadas com
benzotiadiazole (BTH), composto capaz de induzir resisténcia. Verificou-se
também que a expressao de OsBIHD1 é rapidamente aumentada apds 6 horas de
inoculagao das plantas com Magnaporthe grisea, sugerindo que OsBIHD1 é um
fator de transcricao cuja indugao estaria associada a resposta de resisténcia em
arroz. Dessa maneira, a presenca do elemento TGTCA no promotor do gene
especifico de folha sugere uma possivel ativagao dessa regido regulatéria por
fatores ligados a resposta de resisténcia da planta.

Ainda mais empolgante é a presenca nesse promotor de cinco repeti¢cdes
do motivo W-box, dispostas in tandem, e compostas por uma sequéncia idéntica
de 15 nucleotideos cada. Dong et al. (2003) identificaram um numero elevado de

motivos W-box em promotores de genes de Arabidopsis induzidos por patdégenos
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e acido salicilico regulados por fatores de transcricdo do tipo WRKY. Dados da
literatura sugerem que os mecanismos de defesa das plantas mediados pela
regulacdo por fatores WRKY envolvem uma extensa ativacdo e/ou repressao
transcricional pelos préprios membros dessa familia (Dong et al., 2003).

Um outro motivo interessante encontrado na referida regido promotora foi o
elemento MYC, que possui um importante papel no processo de indugao do gene
ERD1 em resposta a estresse hidrico em Arabidopsis. Tran et al. (2004) isolaram
trés clones de cDNA que codificam proteinas ligantes ao promotor de EDR1 (que
apresenta o motivo CATGTG), identificando-as como fatores de transcrigdo
pertencentes a familia das NACs. Experimentos realizados in vitro e in vivo
confirmaram a especificidade de ligagado das NACs ao sitio CATGTG, sendo estas
ainda capazes de ativar a transcricdo de GUS através de uma regido de 63 pb
contendo o motivo CATGTG. As NACs isoladas nesse trabalho eram induzidas por
seca, estresse salino e acido abscisico. Anadlises histoquimicas a partir de
Arabidopsis transformadas com o gene repérter GUS sob controle do promotor de
um gene NAC, revelaram a expressao especifica do repérter em tecido foliar.

Um outro motivo W-box foi identificado préoximo ao provavel ponto de inicio
de transcrigdo, motivo esse presente nos promotores dos genes PR71-1 e PR1-2
de salsa (Petroselinum crispum), sendo PR1 um gene induzido por patégenos.
Experimentos de expressao transiente demonstraram a presenga de dois
elementos de resposta ao ataque por fungos nos promotores dos genes PR1-1 e
PR1-2. Esses elementos contém a sequéncia (T)TGAC(C), que quando mutadas

conduzem a uma inativagcao da fungdo do promotor (Rushton et al.,1996). Laloi et
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al. (2004) caracterizaram um gene que codifica uma tioredoxina, AtTRXh5, cuja
expressao € induzida por lesdo mecanica, ataque de patégeno e em situagoes
capazes de gerar estresse oxidativo em Arabidopsis. Durante o tratamento com
um elicitor bacteriano, observou-se que um fator nuclear é capaz de reconhecer e
se ligar a um elemento W-box proximal presente na regido promotora do gene
AtTRXh5, sugerindo que a resposta, nesse caso, pode ser mediada por um fator
de transcricao do tipo WRKY. Curiosamente, uma analise detalhada do promotor
desse gene revelou a presengca de sete copias da sequéncia TTGACC/T
distribuidas na regiao (1 kb) a montante do sitio de inicio de transcrigéo,
distribuicdo esta similar a encontrada no promotor que regula o gene com
expressao tecido-especifica em folha caracterizado no presente trabalho.

A funcionalidade da regido promotora em estudo quando analisada em
experimentos de expressao transiente em plantulas de Coffea arabica foi positiva,
apresentando um padrdo de expressao especifico em tecido foliar. J& nos
experimentos de expressao estavel em tabaco transgénico foi possivel observar
que em folhas sadias, ndo estressadas, o promotor isolado nao apresenta
atividade transcricional. Entretanto, quando as folhas sdao submetidas a lesées
mecanicas, 0 mesmo € rapidamente ativado (poucas horas pés-indug¢ao) sendo tal
resposta altamente especifica e localizada.

Os resultados obtidos nos referidos experimentos quando consorciados aos
dados obtidos em PCR em tempo real, revelam um aumento significativo da
expressdo do gene em estudo em amostras de folhas de café apds 4 horas de

inoculagdo com esporos da ferrugem. Esse tempo é somente suficiente para que
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ocorra a germinagdao dos esporos e inicio da atividade parasitaria através da
penetracao das hifas germinativas por meio das células estomaticas. Dados da
literatura corroboram tal observacdo e demonstram que em outras espécies
vegetais, a expressdao de genes homodlogos ao estudado em café também é
induzida por fungo, atingindo seu pico maximo de indugdo nas primeiras horas
pos-infecgdo. Estes fatos sugerem fortemente que o promotor isolado de café
apresenta uma rapida ativagao em células estomaticas, sendo altamente regulado

por estresse bidtico.

5.3 Candidato com expressao especifica em raiz

As analises de RT-PCR do candidato com expressao especifica em raiz,
em diferentes 6rgdos de café sob diferentes situagbes de estresse, permitiram
inferir que o gene estudado, além de tecido-especifico, também ¢é induzido pelo
ataque de nematdides. Dados da literatura corroboram a hipétese levantada, ja
que genes homodlogos ao gene investigado, presentes em outras espécies, sao
induzidos pelo parasita em poucos dias poés-infeccdo (Uehara, et al.,2007,
Alkharouf, et al., 2003).

Uma regido de 2000 pb situada a montante do provavel ponto de inicio de
transcricdo do EST selecionado no banco foi sequenciada, sendo identificados

inumeros elementos regulatérios ao longo da mesma.
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5.3.1 Caracterizacao dos elementos regulatérios e analise

funcional do promotor especifico de raiz

Na regido promotora especifica de raiz foram identificados inumeros
elementos regulatérios. Dentre os mais importantes e que corroboram a fungao
fisioldgica desempenhada pelo produto do gene em plantas, destaca-se o
elemento as1 (as-1 element activity), comumente presente em promotores de
genes ativados por auxina e acido salicilico (Klinedinst et al., 2000) e
principalmente, conferindo uma expressao especifica em tecido radicular (An et
al., 1990; Liu e Lam, 1994; Ulmasov et al., 1994; Xiang et al., 1996). Genes que
codificam proteinas que se ligam aos elementos as-71, denominadas de fatores
TGA, foram isolados em um grande numero de plantas superiores. Fatores TGA
pertencem a familia dos fatores de transcricdo do tipo bZIP e apresentam papel
importante na regulacao da expressao tecido-especifica. Os genes TGATae PG13
homologos aos TGAs de tabaco, por exemplo, séo altamente expressos em raiz
(Katagiri et al., 1989; Fromm et al., 1991). Experimentos realizados in vivo via
transfeccao de protoplastos, demonstraram que TGA1a é um fator de transcricao
induzido por estresse xenobidtico (Pascuzzi et al., 1998). Adicionalmente,
Klinedinst et al. (2000) demonstraram em experimentos de localizagao celular que
o gene TGA17a é preferencialmente expresso na ponta das raizes, especialmente
em tecido meristematico.

Recentemente, Fehlberg et al. (2005) caracterizaram o promotor do gene

VILb29 que codifica uma leghaemoglobina de Vicia faba e demonstraram que o
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mesmo € ativado em células nodulares de raiz infectadas por bactérias in vivo. A
presenca de dois elementos de regulagao, AAAGAT e CTCTT, foi necessaria para
que o promotor desse gene fosse funcional em células nodulares sendo os
mesmos considerados elementos 6rgao-especificos (Stougaard et al., 1990).
Esses elementos também sdo encontrados na regidao promotora raiz-especifica
aqui caracterizada. No centro da regido promotora amplificada, observa-se o
elemento GAGAC comumente presente em promotores de genes induzidos por
deficiéncia de enxofre em Arabidopsis. Maruyama-Nakashita et al. (2005)
analisando as regides promotoras de genes prematuramente expressos em raiz
de Arabidopsis em resposta a deficiéncia de enxofre, verificaram a presenca
conservada desse motivo em todas regides analisadas. Esse resultado sugere
que esse elemento é conservado e comumente regulado visando adaptacéo das
plantas a deficiéncia de enxofre.

Cabe ressaltar que, de maneira geral, os elementos regulatorios
identificados através da analise in silico na regiao promotora especifica de raiz,
corroboraram os resultados obtidos até entdo nas analises funcionais realizadas in
vivo. Tais analises evidenciam que a expressdo do gene reporter sob controle
desse promotor € induzida por fatores bidticos e especialmente ativada na
interacdo nematoide - hospedeiro.

Os experimentos de expressao transiente em plantulas de café revelaram
que a regiao promotora especifica de raiz apresenta um padrao de expressao
diferenciado, sendo o gene repdrter pouco expresso e sua localizagao limitada a

células meristematicas. De posse dos resultados de northern blot, onde nao foram
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constatadas quaisquer alteragdes nos niveis de expressao do gene regulado pelo
promotor investigado em raizes machucadas de café, das analises de RT-PCR e
dos elementos regulatérios identificados in silico, € possivel concluir que esse
gene é pouco expresso em tecido radicular de Coffea arabica vindo a ser induzido
na presenca de nematéides.

Abad et al. (2003) caracterizando a expressao diferencial de genes em
células gigantes parasitadas por nematéides, demonstram um maior acumulo de
transcritos de genes de defesa nos primeiros dias apds a infeccédo do parasita
(formagao do sitio de alimentagao, hipertrofia celular e multinucleagéo), vindo a
diminuir ao longo da infeccdo. Esses dados corroboram com o resultado
observado na Figura 9, onde um maior acumulo do transcrito estudado foi
observado na fase inicial de infecgao.

Curiosamente, as andlises histoquimicas em plantulas trangénicas de
tabaco demonstraram uma perda da especificidade de expressédo do gene reporter
sob controle do promotor especifico de raiz, sendo este detectado em tecido foliar
e na regiao hipocotiledonar. Koyama et al. (2005) ao caracterizarem um promotor
raiz-especifico em Arabidopsis, também verificaram uma perda de especificidade
durante a analise funcional em plantas transgénicas, detectada pela expressao do
gene reporter Gus em plantulas com até 10 dias pés-germinagao. Por outro lado,
a expressao voltava a ser especifica em plantas adultas, corroborando os
resultados observados em nossas analises.

Todas essas hipéteses foram validadas no experimento do item 3.15 onde

foi possivel verificar nitidamente uma rapida ativagdo na raiz principal, 72 horas
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pos-inoculagdo, da expressdo do gene reporter sob controle desse promotor em
resposta a infeccao por nematéides. Nematoides causadores de galha, em estagio
juvenil (J2), penetram através do cortex radicular (12-24 horas), migrando a partir
dai para o cilindro vascular, onde se estabelecem e desenvolvem o sitio de
alimentacao (Barthels, et al., 1997). Nos experimentos aqui descritos foi possivel
verificar que ao longo da infeccdo (14 dias), a expressao do gene reporter foi
sendo limitada as regides das galhas. E possivel verificar na Figura 25 (painéis B,
D e F) que expressdo do gene reporter, induzida pelo parasita, localiza-se em
locais de hipertrofia celular, ou seja, onde ocorreu a instalagdo do sitio de

alimentacao.
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6. Conclusoes e Perspectivas
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Diante dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que o
método in silico utilizado para identificagdo de genes com expressao érgao/tecido
especifica € pouco sensivel, gerando grande quantidade de falsos positivos.

Os fragmentos isolados empregando a técnica de genome walking e
provenientes de genes com expressao especifica em folha (0.8 kb) e raiz (2 kb),
respectivamente, apresentam atividade transcricional dirigindo a expressao de um
gene reporter nos 6rgaos esperados tanto em experimentos de expressao
transiente em plantulas de café, bem como em experimentos de expressao
estavel, utilizando para tal tabaco transgénico.

O método de bombardeamento desenvolvido e utilizado para confirmacgéao
da atividade transcricional das regides promotoras aqui isoladas foi extremamente
funcional e seguro, demonstrando com rapidez que as regides isoladas sao
funcionais e érgao-especificas.

Podemos afirmar com seguranga que a regido promotora do gene com
expressao especifica em folha, isolada de Coffea arabica, apresenta um padrao
de expressao altamente especifico, sendo o mesmo limitado ao tecido foliar e
rapidamente ativado em situacbes de estresse bidtico e abidtico. Ja o promotor
isolado do gene com expressao especifica em raiz apresenta um padrao de
expressao diferenciado, sendo especifico de raiz e ativado somente em resposta
ao ataque de nematdides e ndo por dano mecanico.

Do ponto de vista biotecnoldgico e principalmente de biosseguranga o

presente trabalho disponibiliza duas importantes ferramentas que viabilizam a
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expressao racional de transgenes, em oOrgaos chaves da planta, livrando os
orgaos destinados a alimentagao humana da proteina heteréloga indesejada.
Muitos estudos ainda deverdo ser conduzidos com intuito de checar a
viabilidade de utilizacdo das sequéncias promotoras caracterizadas no presente
trabalho em outras espécies de interesse agronémico como milho, soja, algodao,
cana de agucar, dentre outras. Essas sdo espécies de grande importancia para o
agronegocio brasileiro e altamente prejudicadas por parasitas foliares e

radiculares, o que evidencia o potencial de uso de tais promotores.
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