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RESUMO

O projeto genoma do café disponibilizou para a qodade cientifica uma série
de informacdes que tém viabilizado a identificagdclonagem de genes de interesse
bem como a identificagdo das principais sequénermslvidas na regulacdo dos
mesmosUtilizando-se de etiquetas de seqliéncias expréBSA9 de café com padréo
de expressao caracteristico, 0 presente projete t@mo objetivo realizar a
amplificacdo, clonagem e sequienciamento de proemtale café. Num primeiro
momento, as regides promotoras de um gene comssgarespecifica em fruto de café
e de outro com expressao ubiqua foram amplificadasneio da técnica déenome
Walking e os produtos resultantes inseridos no vpteEM-Teasy(Promega), para
posterior sequenciamento. Uma vez concluido o seiprmento dos clones obtidos,
iniciou-se a construcao dos cassetes de express@etar pCAMBIA-13814Cambia).

Os fragmentos promotores foram clonados em fusdsdricional com o gene reporter
uidA (GUS) visando a posterior caracterizacao funciolmsl mesmos. Os cassetes de
expressao obtidos foram entdo inseridosAgmobacterium tumefaci® em seguida em

plantas de tabaco visando os estudos funcionais.

Palavras chave:Promotores, Café, Expressdo Génica, SequénciadaRaias.
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ABSTRACT

The Coffee Genome Project made available to thenstic community relevant
information that made practical the identificatiand cloning of important genes, as
well as the identification of the major sequengeslved on their regulation. The aim
of the present study was to amplify, clone and saqe coffee promoters with specific
expression patterns. For that, coffee ESTs whichwkn expression profiles were
employed. First, the promoter regions of coffee egeshowing, respectively, fruit-
specific and ubiquitous expression were amplifiscthg the Genome Walking strategy.
Amplified sequences were then inserted in g@EM-Teasyvector (Promega) and
sequenced. Once completed the sequencing, an skpresassette was constructed
using the binary vectopCAMBIA-1381z(Cambia). These expression cassettes were
cloned intoAgrobacterium tumefaciensind transgenic tobacco plants were generated

aiming the functional characterization of thesenpoters.

Keywords: Promoters, Coffee, Gene expression, Regulatoryesemqs.
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1. INTRODUCAO

O café € uma das trés mais importantes mercaddaasomeércio agricola
internacional apresentando alto valor econdmicces@p de sua producdo ser baseada
em duas espéciesCoffea arabicae Coffea canephora, géneroCoffeg pertencente a
familia Rubiaceagpossui mais de 100 espécies descritas (Vitieh, 2006). A espécie
Coffea arabical., assim chamada por ter sido descrita pela prangz por Linnaeus
em 1753, surgiu provavelmente do cruzamento dacegtCoffea eugenoidesCoffea
canephora hipotese embasada por testes com marcadores RikddDermeset al,
1993). O cultivo da espécte. arabicase iniciou a 500 anos, no Yemen, e chegou ao
sudeste da Asia aproximadamente em 1700. No comiecséculo 18, plantulas da
espécie foram levadas da Indonésia até a Europasteriormente para a América
(Carvalho, 1945). Esta é a espécie que mais sacdesespecialmente devido a
aceitacdo do mercado em relacdo ao seu sabor @,acoque faz com que 70% da

producdo mundial de café esteja associada a etadAyet al, 2001).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e gtbaimento, o café é um dos
maiores geradores de riqueza do planeta. O Brasil ndaior exportador mundial,
participando com aproximadamente seis bilhdes dearek nas exportacbes do
agronegocio. As areas cafeeiras estdo concentramlasentro-sul do pais, onde se
destacam quatro estados produtores: Minas Ge@isP8&ulo, Espirito Santo e Parana.
Segundo estimativa da Companhia Nacional de Abasteto (Conab), a previséo
atual de colheita no Brasil é de 47,2 milhdes dasae 60 kg de café beneficiado em
2010, apresentando um acréscimo de 19,6 % quandpacado com a previsdo de

2009, fato justificado pela bienalidade positivaetas condigdes climéticas favoraveis
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durante o ciclo da cultura. Adicionalmente, o seatafeeiro gera em torno de sete

milhées de empregos.

Para se manter nessa condicao, o Brasil possubasgatecnoldgica condizente,
a qual estd atualmente focada na producdo de @sjeciais para responder ao
aumento da demanda por cafés de qualidade supdrm.ferramenta imprescindivel
para melhorar ainda mais a sustentacao tecnoldgic®tor cafeeiro € a biotecnologia.
Na &rea vegetal, produtos de alto valor agregadma cana de acglcar, o eucalipto, a
soja, o café, entre outros, tém se beneficiado a@ncos proporcionados pela
biotecnologia. Dentre os elementos que tém corittibpara tal destacam-se inimeros
genes identificados nos projetos de sequenciantenigenomas e transcriptomas que
passaram a tornar viavel a obtencdo de plantas cavacteristicas melhoradas via
modificacdo genética. Esta possibilidade, quandsocada as técnicas de
melhoramento genético classico, torna-se ainda mndisem espécies perenes com

importante valor econémico, como é o caso do café.

Num primeiro momento, o melhoramento genético @ésso café foi assistido
pelos marcadores moleculares. Assim, tornou-seiyess identificacdo de um maior
namero de caracteristicas de interesse agronOmicuae associagdo em mapas
genéticos, QTLs e selecao assistida. Em paralgdopducao de plantas geneticamente
modificadas passou a figurar como uma alternafpas essa abordagem tende a
viabilizar o melhoramento de genotipos cada vezsnaaiaptados selecionados por
meétodos convencionais, pela introducdo de um oggsgenes que, em muitos casos,
estdo presentes em espécies distantes. Tais gaoegoderiam ser transferidos via
recombinacdo, o que obrigatoriamente acontece eimdividuos sexualmente
compativeis. Entretanto, os avancos atuais nosrgr@s de melhoramento sao

limitados especialmente pela variabilidade genétesirita, e no caso do café, pelo
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quase total desconhecimento dos seus genes. AESu, & autogamia da espéCie
arabica contribui para um crescente déficit de producaocdteicultura frente as
demandas atuais. Neste contexto, o sequienciamentddigo genético de diferentes
organismos tem disponibilizado uma enorme quangid# informacédo que pode ser
usada para acelerar os programas de melhorameméticgede espécies de interesse.
Os sequenciamentos em larga escala para a proded@®Ts, e a posterior comparacao
destas com sequéncias disponiveis em bancos piltiicoou-se uma opcao de escolha
para a geracao rapida e eficiente de dados quesamba identificacdo de novos genes
(Vieira et al, 2006). Por este motivo, diversos projetos de esagjimento de plantas de
interesse econdmico foram desenvolvidos no Brasihio € o caso, entre outros, do
SUCEST (Sugar Cane EST Genome Project) da canaidaracoordenado pelo grupo
ONSA (Organization for Nucleotide Sequencing anal¥sis) (Arruda, 2001).

O Projeto Genoma Brasileiro do Café foi, portartieado com o intuito de
desenvolver ferramentas Uteis para a identificagéonovos genes e sua analise
funcional, tanto em café quanto em outras espéelasionadas, de maneira a permitir
0 avanco do conhecimento da estrutura do genontaféo Esse projeto foi criado em
2002 a partir de uma parceria entre o ConsorciosiBieo de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café (CBP&D-Café) com 40 Uniidades Publicas e Institutos
de Pesquisa, a Empresa Brasileira de Pesquisa égrapa (Embrapa), a Fundacéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPE®PF@&um Permanente das
Relagcbes Universidade-Empresa (Instituto UNIEMP)eifd et al, 2006). Segundo
dados publicados recentemente pela Embrapa-Caféjeto jA desvendou mais de 200
mil sequéncias de cDNA e identificou cerca de 3Dganes da planta. Agora, grande

parte das sequéncias obtidas esta sendo depasitadan banco de dados internacional
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de informacdes biotecnologicas, National Center for Biotechnology Information
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/), que permitira o livexesso a elas.

Com a disponibilidade desta importante ferrameetémica, genes envolvidos
em diferentes vias metabdlicas puderam ser ideadifis e disponibilizados para uso
em transgenia. Para que isso seja concretizadetamtb, novas ferramentas se fazem
necessarias para viabilizar a correta expressdesdgenes na planta. A obtencédo de
altos niveis de transcricdo do gene introduzidmweggpor exemplo, a utilizacdo de
promotores altamente ativos (Raneé al., 2002). Assim, a disponibilidade de
sequéncias regulatorias que permitam regular aesg@o espaco-temporal dos
transgenes se torna de grande valia, uma vez quiasndelas podem ser usadas em
construcdes génicas que visam obter transgéniecosamcteristicas melhoradas para a

producdo comercial.

O uso de promotores com padrédo de expressao cdohgeimite direcionar a
expressao dos genes de interesse nos Orgaos-alyapiais estes promotores estejam
ativos (Lauvergeagt al., 2002), possibilitando assim um aprimoramentoosessos
biotecnoldgicos. Nesse caso, a identificacdo denptrores Orgao/tecido-especificos
torna-se uma opcao interessante, pois permitiigirdir expressao do transgene somente
no tecido-alvo sem a desnecessaria expressao tatimatinormalmente obtida com o
emprego de promotores convencionais como, por egempromotor 35S do virus do
mosaico da couve flor (Sandessal, 1987). Muitas sequiéncias regulatérias com tais
caracteristicas ja foram identificadas e clonadasiderentes espécies vegetais, como
por exemplo, o promotor do gene que codifica unse&dlna de feijdo que viabiliza
uma expressao semente-especifica (Sengupta-Gagiadhn1985); o promotor do gene
RBCS2que contém elementos regulatérios que permiterpeessédo em frutos jovens

de tomate (Baumet al, 1997); o promotor de um gene que codifica uma
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glicosiltransferase que dirige a expressdo emsale@rabidopsis(Vijaybhaskaret al,
2008); os promotores TdPRPI de trigo e OsPRPI dezague conferem expressao
direcionada em tecidos presentes nas fases vukigrav ataques de patdgenos
(Kovalchuk et al, 2010); entre outros. No caso do café, nosso ogreipnou
recentemente um promotor capaz de dirigir a exgcess folhas que € responsivo a
estresse abiotico e bidtico (Brandalkgel, 2009). Em nosso laboratério também foram
validados diversos genes expressos especificaneemtéutos deC. arabicae cujas
sequéncias podem ser usadas nha clonagem de spastikas regidbes promotoras.
Ainda como exemplo de promotores clonados em cab@ssivel citar a seqiéncia
promotora do gene que codifica uma N-metiltranskgrauma enzima essencial na
sintese de cafeina em plantas @lecanephora(Satyanarayanat al, 2005), e um
potente promotor gréo-especifico relacionado aoe génDH2 também de C.

canephoraHinnigeret al, 2006).

Diante do exposto fica claro que a caracterizagd@rdmotores orgao/tecido
especificos representa um tema relevante de pasgigsando disponibilizar novas
ferramentas para a manipulacdo genética (Sas€4l8).2No caso do café, espécie alvo
do presente projeto, a disponibilidade de promstomn tais caracteristicas € bastante
limitada, fato que, aliado aos dados ja citadogranrnente, enfatiza ainda mais a
necessidade de esforcos de pesquisa nesse sdfgg.estudo pretende, portanto,
empreender experimentos que visam clonar e catgaromotores com padréo de
expressao 6rgdo (tecido)-especifico em uma espégieola de extremo interesse e

importancia econdémica.
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2. OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivos:
1-) Realizar a amplificacdo das regides promotodas genes previamente
validados como tendo, respectivamente, expressieifisa em frutos de café ou
ubiqua, para posterior clonagem e seqiienciamento.
2-) Construir cassetes de expressao dos promatordasao transcricional com o
gene reportenidA (GUS).
3-) Obter plantas transgénicas de tabaco transtasna&om o0s respectivos

cassetes visando a analise funcional dos promotores

19



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Extragdo de DNA gendmico de Coffea arabickando Novo

A extracdo de DNA genomico foi baseada no protocdéo Ferreira &
Grattapaglia (1998). Foram utilizados aproximadameng de tecido foliar macerado
em nitrogénio liquido com posterior solubilizacdn 8,4 ml do tampao de extragcédo
CTAB pré-aquecido [2% CTAB (cationic hexadecyl tettmyl ammonium bromide),
1% PVP (polyvinylpyrrolidone K 40), 100 mM Tris-HGH 8.0, 20 mM EDTA, 1,4 M
NacCl, 0,2 % 2-mercaptoetanol e agua Milli-Q parepletar o volume final], seguido
de incubagdo por 30 min a 65°C. Foram adicionadad & CIA (cloroférmio-alcool
isoamilico 24:1) seguido de uma centrifugacdo a0Q@4fpm durante 15 min. O
sobrenadante foi coletado, e ao mesmo foi adicorg@d pl de CIA, com posterior
centrifugacdo nos mesmos parametros anterioresb@rsadante foi coletado e o DNA
precipitado pela adicdo (2/3 do volume) de isopnopgelado (-20°C), com incubacao
a -20°C por no minimo 30 min, e centrifugacao a7%0n por 5 min. O sedimento foi
lavado com 1 ml de etanol 70% e centrifugado a #p@® por 5 min. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado ressuspendido corlUEnNM Tris-HCI, 1 mM EDTA —
pHB8.0) contendo 10 pg/ml de RNAse, sendo incubadobanho-maria a 37°C por
aproximadamente 1 hora para eliminar contaminacées RNA. A quantificacdo do
DNA foi feita em espectrofotdmetro modelo NanoDPb000 (Thermo Scientific) e a

integridade verificada em gel de agarose 1%, cotadobrometo de etidio.

3.2. Construcéo das Bibliotecas de Genome WalkeW X

As bibliotecas de GW foram construidas a partialiguotas de DNA gendémico
(2,5 pg) digerido separadamente pelas enzimasstiggéDral, EcARV, Pvul e Std,

durante 16 horas a 37°C. Uma aliquota (5 pul) da cedcédo foi aplicada em gel de
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agarose 1% para verificar a qualidade da digest@aDNA restante foi purificado e
ligado aos adaptadores seguindo as instrucbes bocgate do kit Universal

GenomeWalker(Clontech).

3.3. Amplificacdo da sequéncia promotora do gene SP

O protocolo de GW foi utilizado para amplificar egido promotora do gene
com expressdo em fruto de café (denomin&R. Para tal, foram utilizadas as
bibliotecas produzidas anteriormente e o Witiversal GenomeWalkerseguindo as
recomendacdes do fabricante (Clontech).

O Genome Walkingg uma técnica que se baseia no isolamento deeregid
localizadas a montante de uma sequéncia de DNAecadd (Devicet al, 1997). Para
tal sdo empregados oligonucleotideos complementaoss adaptadores e a uma
sequéncia conhecida (no nosso caso, do EST dpresdi@mente validado).

Para a realizacdo deste método, deve-se primeitamenstruir bibliotecas de
DNA genbdmico. Estas sé@o obtidas quando aliquotas ata qualidade de purificacao
do DNA de interesse sdo submetidas a restricaadiperentes enzimas que deixem
extremidades abruptas, e posteriormente ligadagi@es adaptadoras conhecidas (item
3.3). Apos a construcao das bibliotecas, o protodolGW consiste em doisundsde
amplificacéo por PCR por biblioteca. O PCR primaiiitiza primers relacionados a um
adaptador (AP1) e a sequéncia conhecida do geriel(GS produto deste PCR € entéo
diluido e usado como base para o PCR secundamousp de primers mais internos,
também relacionados a um adaptador (AP2) e a seiquéonhecida do gene (GSP2),

segundo ilustracdo da Figura 1.
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Figura 01 — Representacdo esquematica da reacdo de GW segukitidJniversal GenomeWalker
(Clontech). As extremidades em preto dos fragmeat@d3NA representam os adaptadores (AP).

Para o desenho dos oligonucleotideos gene-espacifitenominados SP1 e
SP2, respectivamente) foi utilizada a sequénciaddeotideos do EST CA00-XX-
FR2-061-H09-JE.F+ correspondente ao g8Rejue codifica uma proteina de reserva
(storage proteiy o qual foi selecionado junto ao banco do genoowé
(www.lge.ibi.unicamp.br/cafe) e validado como aprdgando expressao especifica em
frutos pela doutoranda Carla Barsalobres (BarsadBavallari, 2009). Os
oligonucleotideos foram desenhados com o auxilis plamgramas computacionais
Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) @eneRunnerPara tal, foram adotados critérios
como tamanho entre 25-28 nucleotideos e conteudd@€nentre 40%-60%. Essas
caracteristicas asseguram que os oligos se anfdéwamente as seqiiéncias desejadas.
O fabricante recomenda ainda a verificacdo da fofimade possiveis estruturas
secundarias e a existéncias de mais do que tréingsee trés citosinas nas ultimas seis

posicdes da regido 3' do mesmo.
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Como mencionado anteriormente, durante o GW foreatizados doisounds
de PCR. No PCR primario foram utilizados os oligdeatideos SP1
(5’ AGAACCCTGTTTTCAGCGGCTTGCATGGC 3) e AP1
(5"GTAATACGACTCACTATAGGGC3"). Uma aliquota diluidél:50) dessa reacao
foi entdo utilizada como molde para a realizacacegundoround de amplificacéo,
utilizando oS oligonucleotideos SP2
(5’CCCTTGTGGCGTTCTTGGCTGGTCTTGG'3;) e AP2

(5’ACTATAGGGCACGCGTGGTS)).

3.4. Clonagem e sequenciamento dos produtos defemagdo do GW

Os produtos de PCR derivados das reacfes de G\W fe@dados em gel de
agarose 1% e purificados. Esses produtos foranridoseno vetor pGEM-Teasy
(Promega) e transformados por choque térmico (Saoklet al, 1989) enmEscherichia
coli cepa DH&, segundo anexo 8.2. O preparo das células conipstém realizado
como descrito no anexo 8.1. A mini-preparacédo fs& &lcalina foi utilizada para a
extracdo dos referidos plasmideos (Sambreblal, 1989), e uma digestdo com a
enzimaEcdRI foi realizada para verificar a presenca dosnragtos clonados nos
tamanhos corretos, descartando assim os falsosvpesiOs transformantes validados
foram estocados no freezer -80 °C em cultura pezntarem meio Luria-Bertani (LB)
liquido (0,1% p/v de triptona, 0,05% p/v de extrdéolevedura e 0,1 % p/v de NaCl em
agua deionizada, pH 7,0 (1,5 ml) contendo 15% idergil.

Para a mini-preparacéo por lise alcalina, uma ¢al@olada foi inoculada em 3
ml de meio LB liquido contendo o antibiético amfii@ . ApGs incubagéo por 16 horas
a 37C, aproximadamente 1,4 ml da cultura foi transferidara um tubo de

microcentrifuga de 1,5 ml. O tubo foi entdo cengddo a 14000 rpm durante 60

23



segundos, e 0 sobrenadante foi descartado parigéo ate outros 1,4 ml da cultura de
bactérias, com outros 60 segundos de centrifuga¢cb4000 rpm. O sobrenadante foi
descartado, e as bactérias foram ressuspendida@0@mil de solucdo P1 contendo
RNAse [Tris-HCI (pH 8) 50 mM; EDTA (pH 8) 10 mM; Re 100ug/ml] utilizando
vortex. Apds consideravel homogeneizacao forami@tidos 300 pl de solucdo P2
(NaOH 200 mM; SDS 1%). Os tubos foram agitadosipegrsdo suave e incubados a
temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormdotem adicionados 300 pl de
solucdo P3 (Acetato de Potassio 3M pH 5,5 com &aidtico glacial). Os tubos foram
agitados, e posteriormente incubados no gelo pami2@itos. Decorrido esse tempo,
realizou-se uma centrifugacéo a 14000 rpm por 20utos a temperatura ambiente.
Logo apos esta etapa foram coletados 800 pl desatiante e o DNA precipitado pela
adicao de 400 pl de isopropanol absoluto em nobwo.tOs tubos foram incubados no
gelo por 20 minutos e centrifugados a 14000 rpm Z@®rminutos adicionais. Os
sedimentos de DNA plasmidial obtidos foram resssdiglys em agua Milli-Q e
armazenados a -20°C.

As reagOes de sequenciamento foram realizadaszamilo-se oBigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencik@ (Applied Biosystems) e os oligonucleotideos
M13 forward e reverse O sequenciamento foi realizado em sequienciadoinmeitico

modelo ABI Prism 377 (Applied Biosystems).

3.5. Construcéo do cassete de expressao contepdmotor amplificado
O promotor do gene com expressdo especifica em foitclonado no vetor
pCAMBIA-1381z(Cambia), em fusdo transcricional com o gene tep@idA que
codifica a enzimap-glucuronidase (GUS). Este vetor binario foi esplecente

desenhado para testar promotores em planta, umgueea regido codificadora do gene
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reporter € interrompida por um intron (catalasep mvitar expressao inespecifica na
planta, e por apresentar um gene de resisténcamamicina como agente de selecéo

bacteriano e um gene de resisténcia a higromi@ra gelecdo em plantas (Figura 2).

GUS First Exon
Catalase Intron
LacZ alpha quUsA176
P(LAC) gusA-354
MCS (from pUCS) . gusA350
@ QUSA4TS
»- QusA-648
HYG(R) gusA7T79
/ gusA Second Exon
POLY ASITE \ gusA-952
VEBRDERAL),. pCANBIALS12 %ﬂﬂ?ggﬁ
o | gusA1403
\ gusA-1400
kanamycin (R) gusA-1331
. QusA1701
b NOS polyA
pBR322 ori T-BORDER (R)
pBR322 bom site pVS1 Sta
pVS1-REP

Figura 02 — Representacdo esquematica do vetor bind@aMBIA-1381z(Cambia) utilizado na
construcdo dos cassetes de expressao. (http:/\amwbia.org/daisy/cambia/home.htm).

Para tal procedimento, o fragmento promotor foimmel#ficado por PCR
utilizando oligos aos quais sitios para enzimaeedticdo especificaBédmH e Ncd)
foram adicionados. Na reacao de PCR foram utiligé®lol de DNA plasmidial e 0.1
uM de cada oligonucleotideo gene-especifico. A dinpido foi realizada em um
termociclador (PTC 100 — MJ Research) adotandorsa desnaturacdo prévia por 3

minutos a 94C e um ciclo basico de 30 segundos #9415 segundos a temperatura de
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annealing de 6& e 1 minuto a 7L, o qual foi repetido 40 vezes. Um alongamento
adicional de 10 minutos a 72 foi realizado. Os produtos de amplificacdo foram
purificados em gel e digeridos pelas enzimas deg¢és descritas acima, e inseridos no

vetor de transformacgmCAMBIA-13814{Cambia) igualmente digerido.

3.6. Transformacéo de agrobactéria

O cassete de expressao obtido anteriormente feridts em Agrobacterium
tumefaciensComo € possivel notar na Tabela 1, duas outnastroges contendo os
promotores dos gendsl-3-3e GAPDH que se encontravam disponiveis no laboratério
(Barsalobres-Cavallari, 2009), também foram intmdas em agrobactéria para

posterior obtencéo de plantas transgénicas. Esses ¢ém expressao ubiqua em café.

Tabela 1- Cassetes de Expressao introduzidof\gnbacterium tumefaciens

Gene Tecido - Especificidade] Informacdes
SP Fruto especifico Clonado enpCAMBIA-1381z durante este
estudo.
14-3-3 Ubiquo J& disponivel empCAMBIA-1381z em
laboratorio.
GAPDH Ubiquo J& disponivel empCAMBIA-1381z em
laboratorio.

Para a obtencdo de células competentes e trang@onmde Agrobacterium
tumefaciensutilizou-se o protocolo descrito por Brasileiro @arneiro (1998), com
adaptacdes. Uma coldnia isolada da cepa LBA440hdéaulada em 3 ml de meio LB
liguido contendo 5Qug/ml de rifampicina e 30@g/ml de estreptomicina, e incubada
por 48 horas a 28°C sob agitacdo (225 rpm). Emideg ml dessa suspensao foram
transferidos para 50 ml de meio LB liquido contendanesmos antibioticos descritos

acima. A cultura permaneceu sob agitacdo e temyarabntrolada até se obter uma

26



absorbancia a 600 nm entre 0,5 e 1,0 (aproximadani&h horas). ApoOs alcancar a
densidade de células necessaria, a suspensacidbana em gelo por 15 minutos, e
entdo centrifugada a 3000 rgoar 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descadaio
precipitado ressuspendido em 1 ml de G20ImM.

Um pg de DNA plasmidial foi entdo adicionado as céldampetentes, e essa
suspenséao foi incubada no gelo por 1 hora, sendtef@amente congelada por 2
minutos em nitrogénio liquido, e em seguida incabadr 5 minutos a 37°C. Em
seguida foram adicionados 0,5 ml de meio LB liqusdondo acrescido de um tempo de
incubagcdo de 2 horas, a 28°C, sem agitacdo. Afasdioram entdo plaqueadas em
placas de Petri contendo meio LB sdlido (0,1% @\rigptona, 0,05% p/v de extrato de
levedura, 0,1 % p/v de NaCl e 0,15% p/vSkdectAgar em agua deionizada, pH 7,0)
com os antibidticos descritos acima e adicionadbGdeg/ml de canamicina. As placas
foram incubadas por trés dias a 28°C.

Para a confirmacdo da insercdo, os plasmideos ba&cantes foram extraidos
das coldnias dé\. tumefaciengecombinantes por mini-preparacdo pise alcalina
conforme descrito anteriormente (Sambreokl., 1989), e a verificacdo da insercéo foi
realizada por PCR. Os seguintes oligos gene-especfbram empregados: SPBamHI
(5" ATCGGATCCGSAAAGAAGTATCTACAACTCAGAAGTTG 3) e SPNcol
(5"CCATCCATGGCTTGATTTCTTCTCTTTTTTCTCTTGGC'3) para candidato
fruto especifico; 14-3-3 Xhol (5" AAACTCGAGATCTTAGTAATGTGACC 3) e 14-
3-3 Ncol (5’"CTACCATGGATTGTCTTACTCAAATGTGAG 3) para candidato 14-
3-3; e GAPDH-Xhol (5" AAACTCGACTATGCCCTTCATTAATGATGA) e
GAPDH-Ncol (5"CTACCATGGCATCTATGGCTTTAATTGAG 3) para candidato

GAPDH.

27



As amplificacbes foram realizadas em um termocalaPTC 100 — MJ
Research). As condicbes de amplificacdo consistiden uma fase inicial de
desnaturacao a 94°C por 3 minutos, seguida poickfs de desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a temperatura especificaaddiprimer utilizado (SP a 63°C e
14-3-3 e GAPDH a 58°C) por 45 segundos e exteng&%@ por 2 minutos, seguidas
por mais 10 minutos de amplificacdo a 72°C. Osytaxdda PCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1%, corados comebo de etidio e visualizados em
transiluminador com luz UV. Os transformantes \adios foram estocados no freezer -

80 °C em cultura permanente com LB liquido (1,5a¢uhtendo 15% de glicerol.

3.7. Obtencéo de plantas de tabaco para transfoénag

Foram obtidas plantas de tabaco selvagéhcofiana tabacumSR1) como
resultado cultivo de sementes esterilizadas. Pastaailizacdo, as sementes passaram
inicialmente por solucdo etanol ? a 70% por 1 meguida de uma incubagdo em
hipoclorito de sddio 50% com Tween-20 por 20 mimposterior lavagem em agua
deionizada autoclavada por 5 vezes. Apds a egtgdo, as sementes foram
distribuidas em placa com meio Murashige & Skoo&(Murashige & Skoog, 1962) a

4.4 g/l, pH 5.7, contendo Phytagel (2.29 g/l).

3.8. Transformacéo genética de tabaco

A transformacéo das plantas de tabaddmdtiana tabacunSR1) foi realizada
com base no protocolo descrito por Aragéi@l (2002). Para a preparacao da cultura
de A. tumefaciensfoi inoculada uma colbnia isoladda linhagem LBA4404
transformada com os cassetes de expressdo coraguaonotor em estudo em 10 mi

de meio liquido LB contendo 1Qdy/ml de rifampicina, 5Qug/ml de estreptomicina e
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50 ug/ml de hygromicina-B. A cultura foi incubada saitacéo a 100 rpm por 16 horas
a 28C até a fase exponencial de crescimento (absoeban@®0 nm igual a 1.5). Uma
aliquota do inoculo foi entdo diluida até atingimauabsorbancia a 600 nm de ~0.1 para
entdo ser utilizada na co-cultura com os discoarfs de tabaco.

Em um fluxo estéril, discos foliares de aproximadata 2 cm de diametro
foram cortados de folhas jovens das plantadld&abacumSR1 cultivadasn vitro e,
com o intuito de manté-los hidratados, colocadosisra placa de Petri umedecida com
agua deionizada estéril. Um mililitro da culturlutta deA. tumefacienoi adicionado
a 10 ml de LB liquido num tubo de centrifuga esti 50 ml. Com uma pin¢a estéril,
os explantes foram colocados no tubo e a co-cultii@antida a temperatura ambiente
por 5 minutos sob leve agitacédo. Transferiram-séisgos foliares para uma nova placa
de Petri contendo papel de filtro estéril paraaetd excesso de bactérias.

Os discos foliares co-cultivados foram transferidasa placas de Petri contendo
meio MS sdlido, pH 5.7, suplementado comgIml de citocinina 6-benzilaminopurina
(BAP), sendo as mesmas mantidas no escuro por #& [a028C, tempo necessario

para a infeccdo da bactéria.

3.9. Regeneracéo das plantas transformadas

ApoOs 48 horas de incubacdo no escw® explantes transformados foram
transferidos para novas placas com meio MS séliggementado com 2g/ml de
BAP, 300 ug/ml de cefotaxima e 5Qg/ml de hygromicina-B. Nesse meio, o tecido
vegetal ndo transformado ndo ir4 apresentar reggi@rja que nao apresenta
resisténcia a higromicina-B, enquanto que a ceiimi@xra inibir o crescimento da.
tumefaciensTodas as placas foram mantidas em sala de cualtibdotoperiodo de 16

horas e temperatura de 2529C. Apds o aparecimento de partes aéreas no material
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regenerante, essas foram transferidas para fragcoglro estéreis contendo meio MS
adicionado dos agentes de selecdo e do hormérdo aeitaleno acético (ANA) para
induzir o enraizamento.

ApoOs o estagio de enraizamento, as plantas foransferidas para copos de
plastico de 300 ml contendo vermiculita e terra etelg na proporcédo de 1:2,
respectivamente, e acondicionadas em caixas @agiarcialmente fechadas com filme
PVC transparente, onde permaneceram por quatrgpdrasefeito de aclimatacao. As
plantas com tamanho adequado foram entdo traresepigra vasos maiores e mantidas

em estufa para posterior coleta de sementes esankigeracao R1.

3.10. Confirmagéo da insercdo do cassete de exgwesms plantas
transformadas

A insercdo dos cassetes de expressdao com os presieto estudo (SP, 14-3-3
e GAPDH) nas plantas regeneradas foi confirmadaR®R empregando-se DNA
gendmico extraido de folha conforme o protocolacd@spor Koniecznyet al. (1993).
No total obteve-se 15 plantas regeneradas parastragdo contendo o promotor 14-3-
3, 7 plantas para o promotor GAPDH, e 8 plantaa pgromotor SP.

Para o PCR confirmatério foram utilizados 50uhgle DNA gendmico extraido
de cada linhagem transgénica e de tabaco selvay@iy que foi usado como controle
negativo. A amplificacdo foi realizada com uma tenagura de anelamento de 63°C
para o candidato fruto especifico e 58°C para o$quob, utilizando os
oligonucleotideos 14-3-3 Xhol (5"'AAACTCGAGATCTTAGTIATGTGACC 3) para
o gene 14-3-3, GAPDH Xhol (5" AAACTCGACTATGCCCTTCARATGATGC 3)
para 0 gene GAPDH, e SPBamHI

(5" ATCGGATCCAOGAAAGAAGTATCTACAACTCAGAAGTTG 3) para o gene SP,
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e o0 oligonucleotideo reverso GUSR (5 GTCTGCCAGTT&ENCGTTGTTC 3)

complementar a regido codificadora do gene repGités.

3.11. Testes histoquimicos da atividade GUS

A atividade GUS foi localizada histoquimicamente pesgando protocolo
padrado descrito por Jeffersen al. (1987). Para tal, folhas das plantas transformadas
foram incubadas em tampao de reacdo contendo 100NaMO,.H,O, 0,5 mM
K4Fe(CN}.3H,0, 10 mM NaEDTA.2H,O, 0,1 % Triton X-100 e 1 mM do substrato
X-Gluc (50 mg/ml) sendo infiltradas a vacuo por ihnApos a infiltracdo, as folhas
foram incubadas a 3C por 16 horas. Apds esse periodo, as amostras fararsas em
etanol 70 % por 24 h para retirar a clorofila, édenanalisadas. Folhas de plantas
transformadas com um cassete de expressao cordegelreuidA sob controle de um

promotor 35S foram usadas como controle positivo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo de DNA gendmico e amplificacdo por @ regiao
promotora de um gene candidato com expresséao digpeeim fruto (SP)

A extragdo de DNA gendmico foi realizada a parer amostras de folha de
Coffea arabicacv Mundo Novo. A extracéo, adaptada para evitatidagao do tecido,
se mostrou muito eficiente, pois resultou em um OiNWo, e em concentracéo alta (1,7
ng/ul), fato esse confirmado por quantificacdo speetrofotdmetro NanoDrd 1000
(Thermo Scientific).

As bibliotecas de DNA genémico foram construidapastir da digestdo do

referido DNA gendomico pelas enzimas de restriCkal, EcoRV, Pvul e Stu. A

31



eletroforese de uma aliquota de cada reacao demonsha digestdo mais adequada do
DNA gendmico na amostra correspondente a enHowR/ (Figura 2; linha 4). Tais
bibliotecas foram utilizadas para realizacdo dag@es de PCR, primaria e secundaria,

do GW.

Figura 3 - DNA gendmico de café digerido com enzimas deigégt para construcdo das bibliotecas de
GW. 1. DNA néo digerido2. DNA digerido com a enzimBral; 3. DNA digerido com a enzimRvul;
4. DNA digerido com a enzimBcaRV; e5. DNA digerido com a enzim&tu.

Uma vez construidas tais bibliotecas, os experiosede GW foram iniciados
com o objetivo de amplificar a regido promotoracdndidato correspondente ao EST
CA00-XX-FR2-061-H09-JE.F+, que apresenta expressjecifica em fruto de café
(Barsalobres-Cavallari, 2009) e que codifica un@gina de armazenamento (storage
protein; SP). Oligos gene-especificos (SP1 e SB@nT desenhados com base na
sequéncia de nucleotideos desse EST que se emeod&positada no banco de ESTs
do café.

Em paralelo as duas rodadas de PCR do GW foranzadat reacdes de
controle negativo utilizando somente os oligomplementares aos adaptadores. Assim
procedendo, os produtos de amplificacdo derivadssas reacdes controles podem ser
comparados aos amplificados nas reacdes contendbgos gene-especificos. Nesse
caso, todos os produtos de tamanho semelhanteos@merados falsos positivos, pois
selecionam preferencialmente a populacédo de frag®ejue contenham adaptadores

nas duas extremidades.
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AplOs a execucdo dos procedimentos descritos amennde, os produtos
oriundos da reacdo de PCR secundario foram visukl&zem gel de agarose 1%. Dois
produtos de amplificacdo com tamanhos aproxima@o44®0 e 3000 pares de base
(pb), respectivamente, foram observados na reamd@espondente a biblioteéoRV

(Figura 4; linha 2).

1,5kb
I

Figura 4 - Produtos de amplificacdo oriundos do PCR secundi@i@W para o gen8P. 1. Ladder 1kb;
2. Produtos observados na rea¢do da biblidiecRV. 3. Controle negativo. As setas indicam as bandas
de 1500 e 3000 pb do marcador GeneRuler 1 kb DNAléa

4.2. Clonagem e Sequenciamento do produto de aragBio obtido para
0 gene candidato com expressao em fruto (SP)

O fragmento de 1400 pb visualizado na Figura $toificado do gel de agarose
usando oQuick Gel Extraction Kit(Invitrogen) e clonado no vetor pGEM-Teasy,
segundo as recomendacdes do fabricante. Os cleoesibinantes foram validados a
partir de digestdo com a enzima de restriegoRl Esta enzima libera o fragmento
clonado no vetor pGEM-Teasy, e a presenca do mgsmde ser confirmada por
eletroforese (Figura 4). Os clones analisados gigkestao apresentaram um fragmento

cujo tamanho corresponde aquele do produto amgdidicio GW.
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Figura 5 — Analise da digestdo de um dos clones recombinartesetor pGEM-Teasy (3 kb) com a
enzimaEcaRI 1. Ladder 1 kb2. Clone do candidato fruto especifico SP (1,4 kb).sA&s indicam as
bandas de 1500 e 3000 pb do marcador. Os produtas) fvisualizados em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo.

Trés clones recombinantes foram entdo selecionadodmetidos a reacdes de
sequenciamento. A analise da sequéncia consenstidgh mo banco de ESTs do café
utilizando a ferramenta BLAST demonstrou que esgaapresenta similaridade com
nenhuma sequéncia depositada, indicando que o éragmamplificado € uma regido
ainda ndo caracterizada do genoma do café. O mdsmobservado quando tal
consenso foi analisado no banco do NCBI (http://wwalvi.nlm.nih.gov/). Por outro
lado, uma regido de sobreposicéo entre a sequénesznsual obtida e a sequéncia do
EST de origem foi observada quando ambas foramhaaes (Figura 6). O
sequenciamento do fragmento clonado mostrou queesmm apresenta 1453 pb,

conforme demonstrado na Figura 7.
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Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence &

|h-'1|:|use over to see the defline, click to show alignments |

Color Key for alighment scores

<40 40-50 20-200 »=200
G ure | —
| | | | | |
0 250 500 750 1000 1250

=lcl| 223589 est

Length="748
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Identities = 1217124 [(97%), Faps = 37124 (2%)

Gtrand=Plus/Plus

Query 1331 ATTTTCCTGTTTTATGATCCCTIGAGATTTGCTTCCACCAATCAATACTGTCATTCARLL 1390
FEEEEEE et et e e et e et e e e e e e e e e e e et e ety
Zhijct 1 ATTTTCCTGTITTATATCCCTTGAGATTTGGTTCCACCAATCALTACTGTCATTCALLL &0

Query 1391 GCCAAG-AGAAAALACLGALGALLTCLLGATGAGCCALGACCAGCCALGAACGLGGCCACE 1449
Frreer reeerrrerrerrerrerrrrrerrrerrerrerrerrrerr e red
Fbjct Al GOCALGTAGAALAALGAGLR FAAATCALGAT GAGCCALGACCAGCCARGAMCG—-CCACE 118

Query 1450 AGGE 1453

[111
Jbjct 119 AGGG 122

Figura 06 — Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do fragmemplificado com a sequéncia do
EST validado disponivel no banco de ESTs do Caféedido alinhada correspondente a regido de
sobreposicdo dos mesmos. Query = Seqliéncia araghfipor GW e clonada em pGEM-Teasy; Shjct =
EST validado (CA00-XX-FR2-061-H09-JE.F+). O alintento foi obtido empregando BLAST 2
Sequences (BI2Seq).

CGACGGECCCGEECT GGTATCAAATAAT CGAAAGAAGT ATCTACAACT CAGAAGT TGGAGGGT GGAAATAC
CTAAAATATAGTACCGAGTAATAAAGAAATAAGATATTTCTTCTGT TTGGT TAGCATGATTTGCAAAAAA
CTTTTTAAATATTATTCAACATATATTATAAATATAACTTTTAACTTTTTTTTTATCTTACATACGTTAC
GTCATAAAAGAATGI TATAGCACAATTCTAAACAATTTTTTTCAAATGATTTCCGATAGAAACACACCAT
ATATGGT TGACTTAAAAAATTTGGT GGTGAAGTACCTATGT CCTATAGCTTTTTCCCCCTGCACCTTGI T
TTAATAAAGAAAT CATCGGGAAT GAACAACCGAAAT GAAAAACCAAGT CGATAATTGATCAGI TTTGGAG
ATACGACATGT GGCAACATGATTTCAT CGCGT CAGCCAAAAGT CAAACGGTGEECTTTCTGT TCAAACTT
CAAAACGAT GCTCAGACAGAACCCCCCCCCCCCT CATCTTTTAAGAAGCCCCCAAAAAAACAAAAAAAAA
TCTTTTTTAATTGACTCTTCTTTTTTGGCTATTTGTCAAAAGTATAAACTTTGT TTATATACACCAAATA
GTATCAAATATATAATTACACCCTCCATTCTATTTTGATAGITTTTGITTTCTTTTTCATTTATTCTAAA
TTATAATTCACTTTCTAATTGAAAATATAGTCAACTTTTAATTTTTTTTAAATATTCTTATTTAATGTAC
TTTGTCATAAGTGATTATAACCTACTTTATTCACTAATTCTTTGATTCATGTTTTGAATGGTGCAACTTT
CTATTAGTATTATTATTGTAATTAATGTAAAGATATAATGATTAGTCATATTCTTAATATTAATATAAGG
GTATTTTAAGAAAATAATATATTAGATTGATTCTTCTTTACTAATTTTATTAAACTATGTAAAAAAAATA
AATTAAAACTATTAAAAT GGGAT GGAGGGAATATATATTTTTTTACTAAAAAAACATACAATTTACGAAA
TGTACACCAAAAATTATACATACT TGCACCATACATAGCCGTATCTGCCTCATTATCCGACCATCATGCC
AAGATTTAACAATTGCCACCTCCTGTATGCCTGTATCATAAGATTGATGTGTTCCATTTCTAAGCATGAC
ACTTATCATAAGATTGATGCGT TCCATTACTAAGCATGACACCT GTAATCGGTGCTGT CAACTCAACCTG
ACCTTGATCACTTCATCTCAGTACCATAAGAGGAACAAGT CCCTGGCCTCCTTGGECTAACAAAGGT CCCC
ATTTTCCTGITTTATGATCCCTTGAGATTTGGT TCCACCAATCAATACT GT CATTCAAAAGCCAAGAGAA
AAAAGAGAAGAAAT CAAGAT GAGCCAAGACCAGCCAAGAACGGGECCACAAGEG

Figura 7 — Sequéncia consensual de nucleotideos do prordotgeneSP (1453pb) amplificado por
GW.
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4.3. Sequenciamento da regido promotora do candidaim expressao
ubiqua (14-3-3)

Em paralelo aos ensaios de GW visando amplificaseglienciar a regido
promotora do gene candidato com expressdo espedfic fruto, um fragmento
correspondente a regido promotora de um gene @ndicbm expressao ubiqua
também foi sequenciado. Esse candidato codificeoteipa 14-3-3 (ESTCA00-XX-
LV5-042-D11-RF) e sua regidao promotora (1.5 kb)idaido previamente amplificada
em nosso laboratério e clonada no vetor pGEM-Teasy.

ApoOs inumeras tentativas de obtencdo de uma sequéniesensual para esse
candidato, em analises mais detalhadas das seg$éuiuiidas, verificou-se que um
elemento de transposicdo encontrava-se presemtedamegido promotora amplificada.
Por essa razao, optou-se pela utilizacdo de unmdeguroduto de amplificacéo obtido
para uma provavel isoforma da 14-3-3 que se ersamtdisponivel em nosso
laboratorio (Barsalobres-Cavallari, 2009).

Além deste, outro candidato com expressdo ubiquaedi@cionado para os
testes. O gene escolhido codifica a enzima glidefdb-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) sendo correspondente ao EST CAO00-XX-FB1-B08-SB.F+. A regido
promotora amplificada por GW tem 1459 pb. Esses ttagmentos amplificados no
GW ja se encontravam inseridos no vetor bin@@AMBIA-1381z(Cambia) para as

posteriores analises (Barsalobres-Cavallari, 2009).

4.4. Confirmacgao do posicionamento do fragmentoléicgdo no GW
Ainda com o intuito de confirmar o posicionamentoftagmento amplificado
nos ensaios de GW para o candidato fruto-espedfitcoelacdo ao EST de origem, um

oligonucleotideo complementar & por¢cdo 3 da regduplificada (SPconf -
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5 CGTTCCATTACTAAGCATGACACCZ) foi desenhado. Objando amplificar a

regido situada entre o fragmento clonado e a regpédicadora do EST usado como
base para o GW, uma reacdo de PCR utilizando DN#®rgeo de café e os oligos
SPconf e SP2 (empregado no GW) foi realizada. gar&i8 é possivel observar a
amplificacdo de um produto de tamanho esperado [fBp0dado que confirma que o
fragmento amplificado e o EST de origem sdo caieteados e encontram-se no
mesmo locus. Como controle positivo da reacao tibzado DNA plasmidial (pbGEM-

Teasy) contendo o produto de amplificacdo do GW eeferidos oligos (Figura 8; linha

2).

i

I -

|

Figura 8 — PCR confirmatério do posicionamento do produto GW do candidato com expressao
especifica em fruto em relacdo ao EST de origenadder 1kb2. Controle Positivo (DNA plasmidial);

3. Amplificacdo empregando DNA gendmico de café. @slptos foram visualizados em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo. A seta indicas&@0 do produto esperado.

4.5. Construcao do cassete de expressao contepcmnmtor amplificado
(gene SP)

A construcdo do cassete de expressdo contendonmfmodo candidato com
expressdo em fruto em fusdo ao gene GUS foi iracedartir da confirmacdo do

posicionamento da sequéncia amplificada no GW pektes descritos nos itens 4.3 e
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4.4. Para a construcao do cassete de expresséascfilhido o vetor de transformacao
pCAMBIA-13814{Cambia) e os sitios de restrigdod e BamH.

Para tal, o fragmento promotor inicialmente clonao pGEM-Teasy foi
amplificado por PCR usando-se 0s oligos SPBamHI
(5" ATCGGATCCGSAAAGAAGTATCTACAACTCAGAAGTTG 3) e SPNcol
(5"CCATCCATGETTGATTTCTTCTCTTTTTTCTCTTGGC 3), que pareiam nas
porcdes 5’ e 3' do promotor, e aos quais foramiadaxlos os sitios de restricdo para as
referidas enzimas (sublinhados). O produto residtale tal amplificacdo pode ser

visualizado na Figura 9.

Figura 9 — Amplificacdo da regido promotora do ge8®€ clonada em pGEM-Teasy para posterior
insercdo no vetogpCAMBIA-1381z. 1. Ladder 1kb2. Produto de amplificacdo obtido usando os oligos
SPBamHI e SPNcol (1.453pb). Os produtos foram liados em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo. A seta indica a posicdo da bdedh500 pb do marcador GeneRuler 1 kb DNA
Ladder.

O fragmento indicado na Figura 9 foi purificadoaatip do gel de agarose 1%, e
em seguida digerido com as enzimas de restric&sisehdas. Realizou-se entdo uma
reacao de ligacdo que permitiu a insercdo desgenémato no vetor de transformacao

pCAMBIA-13814gualmente digerido. A transformacao &mcoli resultou em algumas
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coldnias positivas, das quais quatro foram seleciag para analise. Apés a extracao
dos plasmideos recombinantes empregando mini-@ega@aipor lise alcalina, a insercéo
do fragmento no vetor binario foi confirmada pogeditdo com as enzima&cd e

BamH (Figura 10).

1 £ 3 4 ]

.

Figura 10 — Andlise de digestdo dos clones recombinanteteicdo a regido promotora do ge®8f
(1.453 pb) inserida em vetpCAMBIA-1381z11 kb).1. Ladder 1kb2-5. Clones 5, 6, 7 e 9. Os produtos
foram visualizados em gel de agarose 1% corado lmometo de etideo. A seta indica a posi¢do da
banda de 1500 pb do marcador GeneRuler 1 kb DNAld¢=ad

4.6. Transformacéo de Agrobactéria com 0s cassEexpressao

Uma vez construido o cassete de expressdo contengecomotor fruto-
especifico enpCAMBIA-1381z a insercdo deste emgrobacterium tumefacien®i
empreendida. Em paralelo, os cassetes de expresstmdo os promotores dos genes
candidatos com expressao ubiqua obtidos previamanitbém foram inseridos em
agrobactéria.

A confirmacgédo da insercdo em agrobactéria foi zadh por PCR utilizando os
oligos empregados na clonagem do fragmento promutovetor binario. Para tal,
algumas colonias de cada construcdo foram seletasngara extracdo de DNA

plasmidial por lise alcalina.

39



Como se pode observar nas Figuras 11, 12 e 13ném@tgs de tamanho
esperado foram amplificados nas amostras provesiedos diferentes clones de
agrobactéria selecionados, confirmando assim easftanacdo destas com o vetor
binario contendo os 3 promotores em estudo. A noaftdo destes dados deu subsidio
para o inicio da transformacédo e regeneracdo deaglanodelo de tabaco, a fim de

iniciar a caracterizacao funcional dos referidasotores.

Figura 11 — Amplificacdo do fragmento promotor do geBPE (1453 pb) para confirmagéo da insercéo
em Agrobacterium tumefaciend. Ladder 1kb;2 -5. Clones recombinantes edgrobacterium.Os
produtos foram visualizados em gel de agarose I#doacom brometo de etideo A seta indica a posicao
da banda de 1500 pb do marcador GeneRuler 1 kb Dxidider.

750 pb

22 e

Figura 12 — Amplificacdo da regido promotora do gele3-3 (756 pb) para confirmacédo da clonagem
em Agrobacterium tumefaciensl. Ladder 1kb;2-4. Clones do candidato ubiquo 14-3-3 em
Agrobacterium Os produtos foram visualizados em gel de agat®seorado com brometo de etideo. A
seta indica a posi¢do da banda de 750 pb do marGaheeRuler 1 kb DNA Ladder.
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Figura 13 — Amplificacdo da regido promotora do ge@APDH (1459 pb) para confirmagdo da
clonagem enmfAgrobacterium tumefacien&. Ladder 1kb;2-7. Clones do candidato ubiquo GAPDH em
Agrobacterium. Os produtos foram visualizados ehdg agarose 1% corado com brometo de etideo. A
seta indica a posi¢éo da banda de 1500 pb do nuarGaheRuler 1 kb DNA Ladder.

4.7. Transformacéo genética e regeneracao de tabaco

Uma vez confirmada a insercdo dos cassetes dessfipremA. tumefaciens
deu-se inicio aos ensaios de transformacdo dossdfstiares de tabaco. Apos a co-
cultura, os discos foliares de tabaco foram masteto placas de Petri contendo meio
de cultura MS adicionado dos agentes de selec@&otdesanteriormente (Figura 14).

Apo6s algumas semanas foi possivel verificar a i&duda parte aérea nos
explantes. Nessa etapa transferiu-se a parte paragotes com meio MS adicionado
do fitohormdnio ANA para induzir o enraizamentangee em presenca dos agentes de
selecdo. Apés algumas semanas verificou-se o delsenento do sistema radicular
dos tabacos transformados (Figura 15). Nesse estigplantas foram transferidas para

copos plasticos e aclimatadas para o novo ambiente.
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Figura 14 —Discos foliares d&l. tabacumapods infeccédo pok. tumefaciensem meio MS suplementado
com BAP.

Figura 15— Parte aérea d¢ tabacuntransformada e mantida em meio MS suplementadoAd¥
Observa-se o desenvolvimento dos primérdios raatiesl

4.8. Confirmagcao da insercdo do cassete de expoesss plantas

transformadas
Com o intuito de confirmar a inser¢cdo dos casseéegxpressao nas plantas

transformadas foram realizadas extracdes de DNArgmo de diferentes linhagens. A
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extracdo seguiu o protocolo descrito por Koniecg§93). ApOs a extracdo foram
realizadas reacfes de PCR individuais com as tatypas de anelamento especificas
de cada um dos promotores em estudo.

No caso do promotor fruto especifico, a reacaoC@R Btilizou a temperatura de
63°C na fase de anelamento, amplificando um prodigtatamanho esperado nas
amostras de DNA provenientes das diferentes linfgansgénicas geradas, enquanto
que o controle negativo ndo apresentou amplifica@dgura 16). Esse resultado
confirma a insercdo do cassete de expressdo namgewas diferentes linhagens
transgénicas analisadas.

No caso dos promotores dos genes ubiquos utilizourscialmente a
temperatura de anelamento de 58°C, conforme aogudes anteriores. Porém, a
presenca de produto de amplificacdo néo foi obdaresn ambos os casos. A fim de
sanar o problema, esta temperatura foi ajustad@mnasomo outros parametros da
reacdo, como tempo de duracdo das etapas de antlamede polimerizacdo, e
concentracdo de oligos e amostra de DNA. Mesmoaajuste destes parametros, nao
foi possivel detectar produto de amplificacdo @poedente aos promotores inseridos
nas plantas analisadas. Adicionalmente, objetivaretdicar a integridade do DNA
gendmico extraido, reacfes individuais de PCRzatililo um par de oligos para
amplificacdo de um gene endogeno de tabegoCan) foram realizadas, e neste caso
produtos de amplificacdo com tamanho esperado falet®ctados, indicando que o
DNA extraido era de boa qualidade e encontra-see lide qualquer tipo de
contaminagdo. Como Uultima alternativa, folhas démtps transformadas com os
cassetes de expressdo contendo os promotores sibioggan submetidas ao teste
histoquimico para verificar se 0 gene repérter GloSontrava-se ativo, confirmando

assim os eventos de transformacéao.
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Entretanto, nenhuma coloracdo azul caracteristicatividade da enzimp-
glucoronidase sobre o substrato X-Gluc pode seectleta nos tecidos foliares
analisados.

De maneira geral, esses resultados indicam qukaase transformadas com os
cassetes de expressdo contendo os promotores kes 1ge3-3 e GAPDH ndo sao
transgénicas, sugerindo que as mesmas correspangeovaveis falsos positivos com
resisténcia a higromicina. Por outro lado, a n&eatgio da atividade GUS pode estar
relacionada a erros ocorridos durante a construd@® cassetes de expressao.
Atualmente, esses cassetes estdo sendo reseqoengéd tentar identificar se a raiz

do problema esta efetivamente na construgdo dosioses

Figura 16 —PCR confirmatorio da inser¢@o do cassete de exoels gene SP em plantas de tabéaco.
Ladder 1kb;2. Controle Positivo (DNA Tabaco Selvager}11l. DNA gendmico das plantas de tabaco
2,3,5,6,7,9, 11, 13 e 14, contendo o gene fapecifico SP (1,4 kb). Os produtos foram vigadibs

em gel de agarose 1% corado com brometo de e#idesta indica a posi¢do do produto esperado.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os objetivos propostos nos presente trabalho, gueldam a amplificagéo,
clonagem e sequienciamento das regides promotogengs com tecido especificidade,
construcdo dos cassetes de expressdo em fus&itiansl com o gene repoértaidA
(GUS), e obtencéo de plantas transgénicas de taloaam alcancados a contento.

A despeito dos problemas surgidos com os promotdréagios, a metodologia
aplicada para os procedimentos foi muito bem ald@re a experiéncia adquirida
durante a realizacdo do presente trabalho foi dedgr valia. Esforcos estdo sendo
realizados para localizar a fonte do problema admrcom tais promotores para que as
analises funcionais possam ser retomadas.

Com relacdo ao candidato com expressdo especificgrigo, pretende-se
empreender também a transformacdo de plantas deetoonma vez que essa espécie
apresenta fruto em baga, assim como o café. Hartartanovo cassete de expresséao foi
construido empregando-se o vetor binario pPR97 bgkles, 1995) que confere
resisténcia a canamicina (pré-requisito para acdelele plantas transformadas de
tomate). Esse vetor apresenta o gene repoérter GuBnate a insercdo de fragmentos
promotores, pois apresenta um sitio multiplo deadem localizado acima do gene
repérter. O novo cassete de expressao obtido &arifto na cepa LBA4404 dé.
tumefaciengpara posterior transformacéo de tomate.

Ainda em continuidade, as andlises moleculares plastas de tabaco
transformadas com o promotor fruto-especifico sefiializadas, e as analises
funcionais visando validar completamente a atividdds promotores em estudo através

de ensaios histoquimicos de GUS serdo empreendidas.
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7. ANEXOS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

7.1. Preparacéo de células competentes de Escha ot

Fazer um pré-inoculo de uma coléniakieoliem meio SOB. Crescewrernight.

Na manha seguinte, passar uma aliquota para 500 mhesmo meio. Crescer a
37°C.

Acompanhar a absorbancia (600 nm) até que a melsaraca 0,5-0,6 (cerca de 2
horas), e entdo incubar no gelo. Adicionar a caltuml de MgGl 1 M gelado, e
incubar por 15 minutos.

Centrifugar a 4500 rpm, a 4°C por 12 minutos.

Descartar o sobrenadante, ressuspender o sedibsaitmiano em 20 ml de solucéo
RF1 gelada, e deixar em repouso no gelo por 15tosnu

Centrifugar a 4500 rpm, a 4°C por 12 minutos.

Descartar o sobrenadante, ressuspender gentilmeedimento em 2 ml da solucéo
RF2 gelada, e aliquotar %0 em eppendorfs gelados.

Congelar em banho de alcool e gelo seco, ou emg#éitio liquido, e manter em

freezer -80°C.

Solucgbes:

Meio SOB (100 ml)

2,4 g de Triptona

1 g de Extrato de Levedura

1,7 mlde NaCl 1 M

500ul de KCI 1 M

1 ml de MgC} 1 M apdés autoclavar.
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Meio RF1 (50 ml)

5mlde KClI1 M

25mlde MnCl4xHO 1M

3 ml de KAc 0,5M pH 6,9

0,5mlde CaGl2 x H,O 1 M

7,5 ml de glicerol 15% p/v

Ajustar pH para 5,8 e filtrar

Meio RF2 (50 ml)

1 ml de Na-MOPS 0,5 M pH 7

0,5mlde KCI1M

3,7mlde CaGl2 x H,O 1M

7,5 ml de Glicerol 10%

7.2. Transformacéo de células competentes de EDétda

1) Colocar o produto da ligacao no tubo contendo ksastcompetentes de coli,

2) Incubar no gelo por 30 min;

3) Incubar a 42°C por 1,5 min exatamente;

4) Rapidamente transferir para o gelo e incubar pair

5) Adicionar 500ul de meio LB liquido ao tubo;

6) Incubar a amostra a 37°C sob agitacdo (100-150 pom$»0 min (Aoo entre 0.5-
1.0);

7) Centrifugar o tubo rapidamente para concentrarédas, e retirar o excesso de

meio.
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8) Ressuspender e plaquear 100da suspensdo de células em placa de Petri
contendo meio LB sélido adicionado dos antibiétiespecificos.
9) Incubar a 37°C até o crescimento de coldnias isslagdvernigh). Coletar

algumas colbnias transformadas para conferir gtigtgde do vetor transferido.

7.3. Extracdo de DNA gendmico de tabaco

1) Macerar o tecido em nitrogénio liquido dentro deotide 1,5 ml até transformar
0 mesmo em po;

2) Adicionar 500ul de tampéao de extragao;

3) Adicionar 70 pl de SDS 10%;

4) Incubar a 65°C por 10 min;

5) Adicionar 130 pl de acetato de potassio 5 M;

6) Incubar 5 min no gelo;

7) Centrifugar a 15000 g por 10 min;

8) Transferir o sobrenadante para um tubo de 2 mleoolot 640 pul de alcool
isopropilico e 60 ul de acetato de sodio 3 M;

9) Incubar a -20°C por 10 min;

10)Centrifugar a 15000 g por 15 min

11)Redissolver o sedimento em 200 pl de Tris 50 mMBEHEDTA 10 mM pH 8;

12)Centrifugar a 15000 g por 5 min;

13) Transferir o sobrenadante para um tubo contendol 2@ acetato de sédio 3 M e
440 pl de etanol;

14)Incubar a -20°C por 10 min;

15)Centrifugar a 15000 g por 5 min;
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16)Lavar com 500 pl de etanol 70%;

17)Descartar o sobrenadante, e dissolver o sedimenta0gul de agua.

Tampao de Extracao

100 mM Tris pH 8

50 mM EDTA pH 8

500 mM NaCl

10 mM Mercaptoethanol
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