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RESUMO

Os fatores de transcricdo (TF) chamados de DREB pertencem a grande
familia AP2/ERF e tem envolvimento em interacfes proteina-proteina e ligacao
com o DNA. As proteinas AP2/ERF tém func¢des importantes na regulacdo da
transcricdo de genes de uma grande variedade de processos biolégicos
relacionados com o crescimento e desenvolvimento, bem como varias respostas a
estimulos ambientais, regulando a expressao de genes vegetais que respondem a
estresses bidticos e abiodticos. Neste estudo, um fator de transcricdo AP2/ERF
(chamado de RcDREB1) foi isolado de mamona (Ricinus communis L.) e sua a
expressao foi analisada em sementes em desenvolvimento, folhas, caules e flores
(sépalas, anteras e ovarios) de plantas cultivadas sob condigcbes de campo. Os
transcritos foram detectados em gréos de polen, com um pico durante a antese. A
sequéncia de aminoacidos do RcDREB1 foi comparada com outras proteinas
AP2/ERF TF e apresentou identidade de 38-78%. A analise filogenética resultou
na classificacdo desse gene como um membro da subfamilia CBF/DREB, sendo
enraizado juntamente com genes do subgrupo A-5. O promotor RcDREB1 foi
fusionado com o gene reporter gus e utilizado para transformar tabaco (Nicotiana
tabacum L.) por Agrobacterium tumefaciens. As plantas transgénicas foram
submetidas a varios tratamentos de estresse abibtico (temperaturas baixas e
elevadas, seca, salinidade e ABA exdgeno) e nenhuma expressdo de GUS foi
detectada, sugerindo que o promotor RCDREB1 ndo é ativo nas condicbes
testadas. As analises in silico revelaram a presenca de trés cépias do elemento
regulador pélen-especifico (AGAAA) na regido 5' do RcDREB1. A expressédo de
GUS foi observada somente em graos de polen, comecando durante a abertura da
flor e permanecendo no inicio do processo de senescéncia, no qual, graos de
polen maduros sdo liberados das anteras. Além disso, os grdos de pélen
desidratados também expressaram o gene gus. Este é o primeiro estudo sobre um

gene DREB apresentando expressao polen-especifica.
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ABSTRACT

DREB transcription factors (TF) belong to the superfamily of AP2/ERF and
their involvement in protein-protein interactions and DNA binding has been
proposed. AP2/ERF proteins have important functions in the transcriptional
regulation of a variety of biological processes related to growth and development,
as well as various responses to environmental stimuli, regulating expression of
plant biotic and abiotic stress-responsive genes. In this study an transcription factor
AP2/ERF (named RcDREB1) was isolated from castor bean (Ricinus communis L.)
and its expression was analyzed in developing seeds, leaves, stems and flowers
(sepals, anthers and ovaries) of plants cultivated under field conditions. Transcripts
were only observed in pollen grains, peaking during anthesis. The RcDREB1
deduced amino acid sequence was compared to other AP2/ERF TF proteins and
presented 38—78% identity. Phylogenetic analysis classified it as a member of the
CBF/DREB subfamily, rooting with the subgroup A-5. The RcDREB1 promoter was
fused to the gus reporter gene and used to transform tobacco (Nicotiana tabacum
L.) using Agrobacterium tumefaciens. Transgenic plants were exposed to various
abiotic stress treatments (low and high temperatures, drought, salinity and
exogenous ABA) and no detectable GUS expression was observed, suggesting
that the RcDREB1 promoter is not active under tested conditions. In silico analyses
revealed the presence of three copies of the regulatory late pollen-specific element
(AGAAA) in the RcDREBL1 5'-region. GUS expression was only observed in pollen
grains, starting when the flower opened and initiating the senescence process; at
this point, desiccated mature pollen grains are released from anthers. In addition,
dehydrated developing pollen grains also expressed the gus gene. This is the first

study on a DREB gene presenting pollen-specific expression.
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INTRODUCAO

A mamona (Ricinus communis L.)

A mamona pertence a ordem Gereniales, familia Euphorbiaceae, ao género
Ricinus e espécie communis. Existe uma grande variedade de mamoneiras com
seis subespécies e vinte e cinco variedades botanicas, além de diversas cultivares
comerciais e hibridos em todo o mundo (Moshkin, 1986).

A origem da mamona ainda € muito discutida porque existem relatos muito
antigos de seu cultivo na Africa Oriental e também na india (Moshkin, 1986). A
diversificacdo de um grande numero de variedades desta planta, encontradas
tanto no continente africano como no asiatico, dificulta o estabelecimento de uma
procedéncia efetiva da mamona. No Brasil, os primeiros relatos demonstram que a
mamona foi introduzida pelos portugueses que utilizavam seu Oleo para
iluminacao e lubrificacao de eixos de carrogas (Chierice & Claro Neto, 2001).

E uma espécie oleaginosa de relevante importancia econémica. O 6leo
extraido de suas sementes apresenta inUmeras aplicacbes na area industrial,
como producdo de cosmeéticos, lubrificantes, composicdo de plasticos e tintas,
mas o grande destaque é na producdo de biocombustivel renovavel e
biodegradavel (Ribeiro, 2006; Santos et al., 2007). Além do 6leo extraido das
sementes, a cadeia produtiva gera outros subprodutos, como a torta de mamona,
gue um residuo da extracao do 6leo, utilizada para alimentacdo animal e também

para adubacé&o organica (Chierice & Claro Neto, 2001).
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A mamoneira é encontrada e cultivada nas mais variadas regiées do mundo
devido sua facilidade de propagacédo e capacidade de adaptacdo em diferentes
condi¢Bes climéticas (Beltrdo et al., 2007). A mamona é encontrada em vastas
areas tropicais e subtropicais, principalmente em zonas aridas, onde as
temperaturas bastante elevadas permanecem por toda a estacéo de crescimento,
que gira em torno de 140 a 180 dias (Moshkin, 1986). No Brasil, podemos
encontra-la em quase toda extenséo territorial como planta nativa ou em cultivos
destinados a producado de 6leo. O cultivo é favorecido principalmente em regides
semiaridas brasileiras, uma vez que a mamona apresenta a caracteristica de ser
tolerante a seca, além de possuir um facil manejo. E uma planta exigente em
calor, necessitando de periodos secos para o desenvolvimento e maturacdo dos
frutos, sendo sensivel ao excesso de umidade no solo (Kouri, et al., 2004).

A mamoneira é uma planta com grande diversidade em termos de tamanho,
coloracdo das folhas e do caule, porte, habito de crescimento, conteudo de 6leo
nas sementes e tamanho das sementes (Weiss, 1983).

O caule é cilindrico, pode ser de coloracao verde, arroxeada, cinza, marrom
e vermelha, com presenca ou ndo de cera, rugosidade e nds bem definidos, com
cicatrizes foliares proeminentes (Moshkin, 1986). A haste principal cresce
verticalmente sem ramificagdo até o surgimento da primeira inflorescéncia, que
tem a denominagdo de cacho ou racemo, com um numero variavel de frutos,
dependendo da cultivar e do ambiente (Beltréo, 2002).

As folhas também apresentam variagcées na cor, que vao de verde claro até
vermelho escuro, dependendo da presenca do pigmento antocianina; sao longas,
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com peciolo fistuloso e comprido, com glandulas nectariferas, alternas e peltadas.
A largura do limbo pode variar de 10 a 40 cm, podendo chegar a até 60 cm de
comprimento (Rodrigues et al., 2002).

A inflorescéncia de mamona € um racemo monoico, com flores femininas
localizadas no apice das flores e as masculinas encontram-se na base. As flores
sado dispostas em grupos sobre racemos opostos as folhas. As flores femininas
sdo providas de estilete e estigma trifido e bifurcado e densamente papiloso. As
flores masculinas séo constituidas por numerosos estames com filetes ramificados
e anteras com tecas globulares separadas (Rodrigues et al., 2002). Essas flores
masculinas expelem o polen pela deiscéncia das anteras que ocorre muito
rapidamente, com liberacédo dos gréaos de pélen em um periodo de 3 a 5 minutos o
gue acontece com violenta explosdo (Moshkin, 1986). O pdlen arremessado é
arrastado pelas correntes aéreas para as flores femininas da mesma planta ou
para as inflorescéncias de outras plantas, procedendo-se a polinizacdo, que é
predominantemente anemofila (Savy Filho, 1999).

A planta de mamona é considerada do tipo misto quanto ao sistema
reprodutivo, podendo variar entre autofecundacdo e cruzamento natural, com
taxas de alogamia variando de acordo com o seu porte. Nas plantas com porte
ando (até 1,5 m) ou médio (2,0 m), a taxa de fecundagcdo cruzada €& de
aproximadamente 25%. Para as de porte alto (acima de 2,5 m), esta taxa atinge
aproximadamente 40%. Estes indices podem, também, ser afetados pelo tipo de

ramificacdo, aberta ou fechada (Savy Filho, 1999).
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O fruto desta planta € uma capsula tricoca, podendo apresentar diferencas
guanto ao aspecto externo, isto €, muito papiloso, pouco papiloso, inerme liso e
inerme rugoso e também formas variaveis em tamanho. Quanto a deiscéncia dos
frutos, podem se classificar em: indeiscentes, semideiscentes e deiscentes
(Weiss, 1983).

A semente também pode ter uma variagcdo em formatos e cores, podendo
ser arredondada ou elipsoide, com superficie dorsal arqueada e proeminente
caruncula. A parte interna do tegumento corresponde a uma membrana delgada
clara sobre a améndoa que é representada por endosperma oleoso, muito
desenvolvido, que envolve um embrido provido de dois cotilédones (Rodrigues et
al., 2002).

A viabilidade do pdlen € um dos fatores mais importantes e que tém
impacto direto sobre o sucesso da fecundacao e da producédo de sementes, sendo
um componente significativo de produtividade da cultura. No momento em que 0s
graos de polen sao liberados das anteras, muitas vezes, tém de lidar com o
estresse ambiental. Portanto, a protecao dos graos de pélen contra circunstancias
ambientais adversas é crucial. Estudos sobre mecanismos moleculares envolvidos
na sobrevivéncia do polen durante a dispersdo e na polinizacdo sdo de grande
relevancia ecoldgica e agronbmica e a mamona pode ser uma excelente planta

modelo.
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O estresse ambiental e os fatores de transcricdo DREB

O estresse ambiental pode ser ocasionado por influéncias desvantajosas
exercidas sobre uma planta por fatores biéticos ou abidticos. Os fatores bioticos
envolvem a interacdo entre organismos vivos como patdgenos, algas ou plantas
daninhas. J& o estresse abiotico € causado por fatores climaticos, como altas ou
baixas temperaturas, excesso ou falta de agua, alta concentracdo salina e também
por componentes quimicos (Qureshi et al.,, 2007). Um determinado estresse
ambiental que afeta uma planta pode néo ser estressante para outra. Os efeitos
do estresse sdo avaliados em relacdo a sobrevivéncia da planta, produtividade de
uma cultura e ao desenvolvimento em geral. As plantas tém desenvolvido
caracteristicas adaptativas contra esses estresses. O processo inicial envolve a
exposicao prévia ao fator de estresse abidtico ou biodtico e torna a planta mais
resistente em uma futura exposicédo (Bruce et al., 2007). Isso pode ocorrer pela
ativacdo de mecanismos de defesa. A resposta ao estresse por meio do
desenvolvimento de mecanismos de defesa € a mais crucial funcdo da célula
vegetal e ocorre através da alteracdo no modelo de expressédo génica (Qureshi et
al., 2007).

As plantas evoluiram por meio de uma variedade de respostas adaptativas
e moleculares, tais como redugdo do fechamento de estdématos, diminuigdo na
inibicdo da fotossintese e da transpiracdo e também no atraso na senescéncia
foliar (Valente et al., 2009). Alteracdes na transmissdo de metabolitos ou de

fatores de transcricdo poderiam fornecer uma explanacédo de como o metabolismo
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das plantas é alterado por meio da exposicdo a variados estresses. A expressao
génica modulada por estresse abibtico, em geral, altera a quantidade de muitos
transcritos e de proteinas (Saibo et al., 2009). Dependendo do seu potencial, o
déficit hidrico, podera ocasionar diversas consequéncias que conduzem a uma
série de alteracdes fisioldgicas, genéticas, morfolégicas e moleculares, que podem

causar danos irreparaveis ao vegetal (Bray, 1993; Mahajan & Tuteja, 2005).

As alteracdes climéaticas que vém ocorrendo por causa do aquecimento
global também seriam relevantes no ambito de tolerancia vegetal a diferentes
estresses. Diversos pesquisadores tém demonstrado esforcos em busca do
entendimento da fisiologia vegetal para a obtencdo de cultivares tolerantes
principalmente a seca, pois a falta de agua € o principal fator limitante para a
producdo mundial de alimentos. Sabe-se que o déficit hidrico altera uma variedade
de processos fisiologicos e bioguimicos que podem alterar a fotossintese, a
sintese de proteinas e o acumulo de solutos (Qureshi et al., 2007, Saibo et al.,
2009). Os principais efeitos da desidratacdo para as plantas sdo: mudancas no
volume celular; reducao da divisdo e no turgor celular; desnaturacédo de proteinas;
absciséo foliar; fotossintese limitada no interior dos cloroplastos; aumento na
concentragdo de solutos; aumento da concentragdo do hormdnio &cido abscisico
(ABA) e fechamento estomatico em resposta a presenca desse horménio (Taiz &
Zeiger, 2004).

Alguns motifs responséveis pela sinalizagdo nos promotores DREB sé&o
relacionados com a presenca de célcio, de luz, agucar e hormonios (Srivastav et

al., 2010). O hormoénio de maior importancia na relacdo estabelecida entre as
19



plantas e as varias classes de estresse € o0 acido abscisico (ABA) devido a sua
capacidade de regulacdo da transducdo de sinais e da expressdo génica.
Diferentes caminhos de transducdo de sinais foram postulados para rotas que
apresentam interacdo com ABA, caminhos independentes da presenca de ABA e
um caminho onde estdo presentes genes responsivos as duas condicdes
(Magalhaes Junior, 2010).

Atualmente existem inumeros genes especificos identificados como
protetores dos vegetais quando submetidos a uma condi¢éo de estresse bidtico ou
abidtico. Os produtos desses genes podem ser classificados em dois diferentes
grupos: as proteinas funcionais e as proteinas reguladoras. No grupo das
proteinas funcionais estdo as aquaporinas (movimento da adgua na membrana
plasmatica), enzimas osmoprotetoras (acumulo de solutos no citosol, turgor
celular), proteinas protetoras de macromoléculas em membranas como a LEA
(Late Embyogenesis Abundant proteins), as chaperonas moleculares, como HSP
70 BiP (70 kDa Heat Shock Binding Protein) e as proteinas anticongelamento. As
enzimas detoxificantes também estdo presentes na resposta génica, neutralizando
radicais livres provenientes do estressse oxidativo. JA no grupo das proteinas
reguladoras, estdo presentes as proteinas quinases e os fatores de transcricdo
(Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

As proteinas reguladoras caracterizam-se pela regulacéo da transducéo de
sinais e da expressdo génica. Os fatores de transcricAo sdo proteinas que
reconhecem sequéncias especificas presentes nos promotores de diferentes
genes induzidos pelo déficit hidrico, alta concentragéo salina, estresse pelo frio ou
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por aquecimento e sdo regulados por rotas de sinalizacdo que ocasionam a
ativacdo desses fatores de transcricdo. Os fatores de transcricdo (TF) chamados
de DREB pertencem a grande familia de fatores de transcricdo AP2/ERF. Cada
proteina DREB contém um dominio altamente conservado, chamado de
APETALAZ2/Ethylene Responsive Factor (AP2/ERF), que consiste numa sequéncia
de 60 a 70 aminoacidos. Tem sido sugerido o envolvimento deste dominio em
interacbes proteina-proteina e ligacdo com o DNA. O nome APETALA2 é
destinado ao fator de transcricdo AP2, que em Arabidopsis, é responsavel por
promover o estabelecimento do meristema floral, a especificidade de identidade de
orgaos florais, como sépalas e pétalas, e também regulacédo temporal e espacial
da expressdo do gene homedtico floral (Jofuku et al., 1994; Dinh et al., 2012). O
AP2 é relacionado com o ERF na regulacdo da expressdo do gene ao nivel da
transcricdo. Estudos tém demonstrado que um dominio AP2/ERF é suficiente para
a atividade de ligacdo especifica de uma sequéncia de DNA (Ohme-Takagi &

Shinshi, 1995).

Em ERF o dominio se liga especificamente ao box GCC de 11 pb do
elemento de resposta ao etileno (ERE), que é um elemento promotor essencial na
capacidade de resposta ao etileno. As proteinas AP2/ERF tém importantes
funcdes na regulacéo da transcricdo de genes em uma variedade de processos
biolégicos relacionados com o crescimento e desenvolvimento, bem como varias
respostas a estimulos ambientais, que regulam a expressédo de genes de plantas
responsivos a estresses hibticos e abioticos (Agarwal et al., 2006; Sharoni et al.,

2011). Esses fatores de transcricdo da familia AP2/ERF também tém sido
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relacionados com envolvimento na regulacdo de processos que vao desde o

crescimento vegetativo até a floracédo (Zhang et al., 2012).

As proteinas AP2/ERF constituem uma grande familia que foi dividida em
subfamilias (chamadas AP2, RAV, CBF/DREB e ERF) com base nas semelhancas
de suas sequéncias e nos numeros de dominios de ligacdo AP2/ERF (Nakano et
al., 2006; Xu et al., 2011). Os membros das subfamilias AP2/ERF possuem pelo

menos uma repeticdo do dominio AP2/ERF (Figura 1).

As proteinas da subfamilia AP2 possuem duas repeticbes do dominio
AP2/ERF e desempenham a funcdo de regulacdo de processos no
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de plantas (Elliott et al., 1996; Chuck et

al., 1998; Bouitilier et al., 2002).

J& as proteinas da subfamilia RAV contém um unico dominio AP2/ERF em
combinag¢do com o dominio B3, que € um conservado dominio de ligacdo de DNA
em outros fatores de transcricdo especificos de plantas. Embora seja possivel ligar
o DNA com um unico dominio, uma afinidade muito mais elevada de ligacédo de
DNA é conseguida quando ambos os dominios estdo presentes O dominio
AP2/ERF num membro da subfamilia RAV-like se liga a um motivo CAACA,
enquanto que o dominio B3 liga-se a uma sequéncia CACCTG (Kagaya et al.,

1999, Nole-Wilson & Krizek, 2000).

Os fatores de transcricdo da subfamilia ERF possuem apenas um dominio
AP2/ERF e estdo envolvidos principalmente em resposta a estresses bidticos,

como patogénese, ao reconhecer o elemento cis-acting AGCCGCC, conhecido
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como box GCC (Hao et al., 1998). Em tabaco, a familia ERF possui pelo menos

239 fatores de transcricdo (Rushton et al., 2008).

As proteinas CBF/DREB também possuem apenas uma repeticdo do
dominio AP2/ERF. Essas proteinas sdo responsaveis por ligar os elementos cis-
acting DRE/CRT (Dehydration Responsive Element/C-repeat) nas regides
promotoras de muitos genes relacionados com o estresse hidrico e induzem a sua
expressao, a qual, por sua vez promove tolerancia ao estresse em plantas (Khan,
2011). O DRE/CRT motif (CCGAC) é encontrado na regido promotora de muitos

genes induzidos por frio e déficit hidrico (Huang et al., 2008)

Familia AP2/ERF

Figura 1. Representagdo esquemética dos dominios da familia AP2/ERF. Os membros da familia
AP2/ERF (AP2, RAV, CBF/DREB e ERF) possuem no minimo uma repeticdo do dominio AP2/ERF.

Apenas a subfamilia RAV possui um dominio diferenciado chamado de B3.
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O DRE/CRT foi identificado como um elemento cis essencial no promotor
RD29A para expressdao em resposta a desidratacdo e ao frio, independente da
presenca de ABA. Esse promotor chamado de RD29A (Responsive to
Dessication) tem sido muito caracterizado e € constituido por uma sequéncia DRE
de nove pares de base, TACCGACAT que regula a sua inducao sob condi¢cdes de
déficit hidrico, baixas temperaturas e estresse salino (Yamaguchi-Shinozaki &
Shinozaki, 1994; Kasuga et al. 2004). Os fatores de transcricdo interagem com o
DRE/CRT, levando a inducédo da expressao génica. Esses fatores foram isolados
de Arabidopsis e denominados como DREB1A (DREB- Dehydration Responsive
Element-Binding protein), DREB1B, DREB1C e DREB2A, DREB2B. Sendo que
DREB1A, DREB1B, DREB1C sao induzidos pelo estresse ocasionado pelo frio, e
o DREB2A e DREB2B por condi¢cdes de estresse hidrico e alta concentracdo
salinica (Dubouzet et al., 2003). A superexpressdo do promotor CaMV 35S
controlando o DNA de DREB1A ou de CBF1/DREB1B, demonstraram aumento da

tolerancia a seca (Qureshi et al., 2007).

As proteinas da subfamilia CBF/DREB sé&o divididas em seis subgrupos de
acordo com a similaridade de dominios AP2: A-1, A-2, A-3, A-4, A-5 e A-6
(Sakuma et al, 2002; Zhang et al, 2008). A expressdao do gene
AtDREB1A/AtCBF3 (A-1) é induzido por baixa temperatura, mas nao por seca e
nem por excesso de sal, enquanto que os genes AtDREB2A (A-2) sdo induzidos
por estresse hidrico e salino, mas ndo por baixa temperatura (Liu et al., 1998).

Outros genes DREB, tais como o AtTINY2, que pertence ao subgrupo A-4 (Wei et
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al., 2005), o GhDBP1, A-5 (Huang & Liu, 2006), o GmDREB2, A-5 (Chen et al.,
2007) e ZmDBF1, A-6 (Kizis & Pages, 2002) também foram caracterizados como
proteinas induzidas por estresse, uma vez que Sao responsivos a presenca de

acido abscisico.

Os fatores de transcricdo da subfamilia CBF/DREB foram identificados e
caracterizados em varias espécies de plantas e estdo associados tanto com a
resposta ao stress abidtico e bidtico como também com o controle do
florescimento (Chuck et al., 1998). O tabaco tem sido extensivamente utilizado em
estudos envolvendo a expressdao de DREB em diversas condicfes de estresses
abidticos (Ohme-Takagi & Shinshi, 1995; Shen et al. 2003; Kasuga et al. 2004).
Em um estudo realizado com plantas transgénicas de tabaco expressando o gene
GmDREB?2, classificado no subgrupo A-5, sob o controle do promotor CaMV 35S,
verificou-se aumento de toleréncia a seca e um grande acumulo de prolina, além
das plantas ndo apresentarem anormalidades fenotipicas como relatado
anteriormente em diversas outras plantas com expressao constitutiva de genes
DREB tais como retardamento no crescimento vegetativo com a introducdo do
gene AtDREB1A em Arabidopsis e também no tabaco (Khan, 2011). Em geral, os
genes da subfamilia CBF/DREB tém sido muito estudados em Arabidopsis
(Sakuma et al.,, 2002) e poucos membros tém sido caracterizados em plantas
tropicais, como por exemplo, em plantas de feijdao comum (Cortés et al., 2012),
nos quais a maioria das suas fungdes ainda nédo foi determinada. Além disso,
apesar das numerosas investigacoes fisiologicas para descobrir como os fatores

de transcricio DREB regulam os genes alvo, a regulacdo da transcricdo dos
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proprios genes DREB ainda néo foi totalmente caracterizada (Zhang et al., 2009;
Kim et al., 2011). Sabe-se muito pouco sobre a sua expresséo espacial durante o
desenvolvimento dos érgdos vegetais submetidos ao estresse ambiental. Portanto,
existe a necessidade de descobrir como esses fatores de transcricdo funcionam
durante a regulacdo de um gene especifico de maneira temporal e espacial.

A elucidacéo da func&o dos genes de tolerancia ao estresse e também do
processo de defesa vegetal nessas condi¢cdes € de fundamental importancia para
a obtencdo de variedades agricolas mais resistentes, o0 que consequentemente
podera contribuir para a reducédo de perdas nas lavouras em adversas condi¢cdes

climéaticas.
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OBJETIVO

O objetivo principal deste estudo foi isolar e caracterizar a expressao de um

promotor da subfamilia CBF/DREB de mamona (Ricinus communis L.).

Objetivos Especificos
- Determinar a expressdo do gene em diferentes tecidos vegetais;

- Caracterizacdo do promotor e avaliacdo da resposta ao estresse;

- Construcdo de um vetor quimérico com o promotor DREB de mamoma

fusionado ao gene reporter gus;

- Transformacdo de plantas de tabaco via Agrobacterium, com o vetor

pRcDREBGUS, sob o controle do promotor DREB de mamona;
- Andlise das linhagens geneticamente modificadas;

- Realizacdo de bioensaios para avaliagdo da expressao do promotor em

linhagens transgénicas de tabaco submetidas a condi¢gbes de estresse abidtico.
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MATERIAL E METODOS

Clonagem e sequenciamento do gene RcDREB1

O DNA genbmico total foi isolado a partir de folhnas de mamona, utilizando o
Dneasy Planta Mini Kit (Qiagen Valencia, CA, EUA). Primers degenerados
DREB392 (5'-GCGACGTCRTGGRCACGAGCGGC-3) e DREB297 (5-
TGGGTGGSGGAAATTAGAGARCC-3) (R =G ou A, S = G ou C) baseados em
regides conservadas de genes DREB de plantas disponiveis no GenBank, foram
utilizados para amplificar uma sequéncia interna do gene RcDREB. As reacfes de
Polimerase em Cadeia (PCR) foram realizadas em um termociclador (MyCycler
Thermal Cycler, BioRad), em 50 pL de volume contendo 50 ng de DNA, 60 mM de
Tris-SO4 (pH 8,9), 18 mM (NH4)2,SO4, 2 mM de MgSOg4, 250 nM de cada dNTP,
200 nM de cada primer e 5 U/uL de Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen). A reagéo foi tratada a 95 °C (5 min) e submetida a 35 ciclos de
amplificagéo (95 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min, 68 °C durante 1 min) com
um ciclo final de alongamento de 5 minutos a 68 °C. Os experimentos geraram 42
clones do RcDREB1 que foram clonados no vetor pGEMT Easy (Promega) e
posteriormente sequenciados pela empresa Macrogen Inc (Coréia). Na analise de
similaridade de sequéncias obteve-se um fragmento de 845 pb com grande

similaridade com outros genes DREB de Arabidopsis.
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Obtencéo do promotor RcDREB1

A regido flanqueadora 5 ' do gene RcDREB1 foi obtida por PCR Thermal
Asymmetric Interlaced (TAIL-PCR) de acordo com Liu et al. (1995), com uma
modificacdo essencial, a utilizacdo de primers de 10 nucleotideos aleatorios em
vez de 16 nucleotideos degenerados como primers curtos. Com base na
sequéncia de DNA do fragmento de 1025 pb de um gene RcDREB1, foram
construidos dois primers gene especificos em posi¢cdes nested (RCNESTEDR: 5'-
AACAGGAGCGAATAAGAACC-3'; RCR2: 5-ATCCTTGACCGCTTGTTC-3). Vinte
primers arbitrarios de 10 nucleotideos foram obtidos na empresa Operon
Biotechnologies GmbH (www.operon.com). Trés séries de TAIL-PCR foram
realizadas no termociclador MJ Investigador (PTC-100), utilizando o produto
diluido da PCR anterior como molde para a outra, e, consecutivamente,
empregando um primer arbitrario comum e primers nested gene especificos.

O TAIL-PCR primério foi realizado em 25 pL de reacéo contendo 20 ng de
DNA genbémico, 10 pM de primer OPE 10 mer, 600mM Tris-SO4 (pH 8,9), 18 mm
(NH4)2S0O4, 50 mM de MgSO,4, 10 mM de dNTP, 5 U/puL da Platinum Tag High
Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Foram utilizados os primers arbitrarios
em combinacdo com o primer especifico DREB292. O produto final da reagéo
primaria foi diluido na propor¢cdo de 1:50 e o da reacdo secundaria em 1:100.

Estes foram utilizados como moldes nas reacdes secundarias e terciarias,
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respectivamente. Além disso, para cada reacdo foi desenvolvido um programa
especifico para a amplificacéo do fragmento.

A reacdo secundaria de TAIL-PCR foi realizada com o primer gene
especifico RCNESTEDR em combinagcdo com o mesmo primer arbitrario usado no
PCR priméario. A solucédo da reacao foi idéntica a do PCR primario, com excecao
de que 1 pL da diluicdo de 50 vezes do produto do PCR primario foi usado como
molde.

Para o TAIL-PCR terciario, o primer especifico RCR2 foi utilizado com o
mesmo primer arbitrario utilizado nas reacdes anteriores. A solucado de reacédo
para o PCR terciario foi a mesma que para o PCR priméario, exceto que 1 yL da
diluicdo de 50 vezes do produto de PCR secundario foi usado como molde, e a
concentragdo do primer arbitrario foi de 500 nM em vez de 2 yM. As reacdes
foram realizadas como descrito por Liu et al. (1995), exceto que a temperatura
para o ciclo de anelamento foi definida como 29 °C, em vez de 44 °C. Os produtos
de PCR foram separados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e
visualizados com luz UV. Os produtos do PCR terciario foram purificados
utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e os
fragmentos foram clonados no vetor pGEMT Easy (Promega) e posteriormente

sequenciados na Macrogen Inc (Coréia).
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RACE-PCR

Para obter a sequéncia completa de cDNA do RcDREB1, foram realizadas
amplificagbes das extremidades 5' e 3' de cDNA por RACE-PCR a partir de RNA
isolado de folhas de mamona. Os primers gene especificos foram construidos a
partir do fragmento interno sequenciado e o cDNA foi amplificado utilizando o
sistema de 5' e 3' RACE (Invitrogen), utilizando o nested primer especifico reverso
DREBRCRACER (5-AAGCCTTGCAGACGGGCCTC-3') em combinacdo com o
GeneRacer 5'-Primer (Invitrogen), e o primer especifico DREBRcRACEF (5'-
CGGCCGCTCGAGCCTATGAC-3'), em combinacdo com GeneRacer Oligo dT
(Invitrogen). Os produtos obtidos via PCR foram clonados no vetor pGEMT Easy

(Invitrogen) e sequenciados.

Andlises filogenéticas

Todas as pesquisas de similaridade foram executadas localmente usando o
BlastN, BlastX, ou BlastP, que sdo ferramentas encontradas na pagina do NCBI. A
deteccdo do motif foi realizada com a versao MEME 4.7.0 (Bailey et al., 2009). O
promotor RCcDREB1 foi selecionado para detectar os elementos cis usando o
PlantCARE e PLACE/Signal Scan platforms (Higo et al., 1999; Lescot et al., 2002).
A relacdo entre o RcDREBL e os fatores de transcricdo AP2/ERF foi determinada

pelo alinhamento com sequéncias disponiveis no GenBank
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(www.ncbi.nih.nim.gov) e os indices pelo gene TIGR. Apenas sequéncias
codificantes completas foram utilizadas para analise. O alinhamento foi realizado
utiizando o programa CLUSTAL W (Thompson et al.,1994). As analises
filogenéticas e moleculares foram realizadas usando a versdo MEGA 5 (Tamura et
al., 2011). As arvores filogenéticas foram construidas com valores do algoritmo
Bootstrap Neighbour-Joining e foram calculados com 1000 repeticdes para avaliar

0 apoio para os agrupamentos (Saitou & Nei, 1987).

A sequéncia da proteina foi analisada in silico utilizando o netstart 1.0, 1.1 e
TargetP NLStradamus (Pedersen & Nielsen, 1997; Emanuelsson et al., 2007,

Nguyen Ba et al., 2009).

Andlise de expresséo por RT-PCR em mamona

Sementes em desenvolvimento (5, 10, 15, e 20 dias apds a polinizacéo),
folhas, 6vulos, graos de pélen (a partir de anteras de flores masculinas durante a
antese, 1 e 2 dias antes da antese e 2 dias ap0s a antese), caules e sépalas foram
removidos a partir de plantas de mamona cultivadas em condi¢cbes de campo e
utilizados para a extracdo de RNA total usando o kit RNAeasy (Qiagen, Valencia,
CA, EUA) a partir de 200 mg de tecido fresco de folhas e flores e de embrides
imaturos. O DNA gendmico residual foi eliminado por digestdo com DNase nas
amostras de RNA. Uma aliquota de 8 pg de RNA total foi usada para sintetizar o

cDNA total usando o kit Superscript 11l (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As anteras
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estavam parcialmente deiscentes no momento da colheita do pélen no dia da
antese. Um dia apds a antese elas estavam completamente deiscentes e muito
reduzidas em tamanho. As reacdes de polimerase em cadeia via transcriptase
reversa (RT-PCR) foram realizadas num termociclador MJ Investigador (PTC-100,
EUA) em 50 pL de solucéo contendo 40 ng de cDNA, 60 mM Tris-SO4 (pH 8,9), 18
MM (NH4)2SO4, 2 mM de MgSO4, 250 nM de cada dNTP, 200 nM de cada
iniciador e 5 U de Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). A
mistura foi tratada a 95 °C (5 min) e submetida a 35 ciclos de amplificacéo (95 °C,
durante 1 min, 55 °C, durante 1 min, 68 °C, durante 1 minuto) com um ciclo de
alongamento final de 5 minutos a 68 °C. O numero de ciclos de amplificacédo foi
previamente otimizado, a fim de interromper a reacdo na fase exponencial,
assegurando que a amplificacdo fosse semi-quantitativa. Os primers RCDREBF
(5-AGAGTCGATGCTCTTGAAACCGCT-3) e RCDREBR (5'-
TCCGAATCTTCCGGGTCGGGT-3') foram utilizados para amplificar um fragmento
de 227 pb do RcDREB1. Como controle interno, os primers EF1F (5'-
TGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG-3) e EF1R (5'-
AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAC-3") foram utilizados para amplificar 358 pb
dentro do gene de mamona, RcEFa, e o EF-la foi utilizado como fator de
alongamento. Os fragmentos do RcDREB1 amplificados a partir de pélen foram

clonados no pGEMT Easy e sequenciados.
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Construcao do vetor contendo o promotor RcDREB1

A regido -5' do gene RcDREB1, de 859-pb, foi clonado a upstream da
regido de codificacdo do uidA (gus) para criar uma fusdo de promotor-gus. O par
de primers RcDPNcoR (5-TCCATGGATGGAGACAAATAATCACTC-3) e
RcDPKpn (5-CGGTACCCCCTTAGGACTATACACCTC-3Y), incluindo os sitios de
Nco | e Kpn | (sublinhados) foram utilizados para amplificar a regidao flanqueadora
5 'do RcDREB1 por PCR. A reacéo foi realizada como descrito anteriormente,
utiizando 5 U de Tag Platinum DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). O
fragmento amplificado foi clonado no vetor pPGEMT Easy (Promega) e novamente
sequenciados. A regido 5' do gene foi retirada de RcDREB1 pGEMT Easy com
Eco RI/Nco | e inserida no vetor pCambia 3201 (CAMBIA, Camberra Australia),

substituindo o promotor CaMV 35S, gerando o plasmideo pRcDREBGUS.

Transformacédo genética de plantas de tabaco

O vetor pRcDREBGUS foi transferido para a linhagem de Agrobacterium
tumefaciens LBA4404, a qual foi utilizada para transformar tabaco como descrito
por Horsch et al. (1985). A linhagem de Agrobacterium contendo o vetor
pRcDREBGUS foi inicialmente diluida em 10 mL de meio LB (Miller, 1972)
contendo os antibiéticos 100 mg/L rifampicina, 50 mg/L estreptomicina e 25 mg/L
de cloranfenicol. A cultura cresceu por 16 h a 28° C sob a agitacdo de 100 rpm até

a fase exponencial de crescimento (Asoonm=1,5). ApOS a obtencdo da cultura
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bacteriana iniciou-se o corte das folhas jovens de Nicotiana tabacum cv. Xanthi,
cultivadas em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962).

Cortou-se as folhas em quadrados de 1 cm? com auxilio de uma lamina de
bisturi estéril, sobre uma placa de Petri umedecida com agua deionizada estéril
para manté-los hidratados. Os explantes foliares foram adicionados a co-cultura
liguida em temperatura ambiente por 10 min e com leve agitacdo, depois
transferidos para uma placa de Petri com papel de filtro estéril com a finalidade de
retirar o excesso de meio contendo as bactérias. Em seguida foram colocados em
meio MS solido contendo 10 mg/L de BAP (6- benzilaminopurina) por 48 horas a
28°C, em ambiente escuro, mantendo a face adaxial em contato com o meio.

Ao término da co-cultura sélida, os explantes foram transferidos para meio
de regeneracdo MS contendo 2 mg/L de BAP, 300 mg/L de timentin e 10 mg/L do
agente seletivo herbicida glufosinato de aménio (GA). As placas foram mantidas
em camara de crescimento sob fotoperiodo de 16 h a temperatura de 27 + 2°C. Os
explantes foram cultivados por duas semanas e os calos obtidos foram separados
e transferidos para novo meio de regeneracdo com o agente seletivo especifico.
Os brotos transformados e regenerados foram transferidos para o meio de
enraizamento (meio MS contendo 0,1 mg/L de ANA com o agente seletivo GA).

As plantas transgénicas foram testadas para deteccdo da presenca de
fosfinotricina acetiltransferase com o Teste Kit Trait LL (Strategic Diagnostic
Inc.). As plantulas transgénicas regeneradas foram aclimatadas em casa de

vegetacao até a producéo e colheita das sementes.
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Tratamentos por estresse abiodtico

Trés linhagens de tabaco transgénico (To) e de ndo transgénico foram
submetidos a varias condi¢bes abibticas de acordo com Gutha & Reddy (2008),
com modificagdes. Foram realizados testes em solo, sob hidroponia e em
condicbes de estresse in vitro. Alguns tecidos como raiz, folhas e caule foram
coletados e testados para verificar a expressédo de GUS.

Para os experimentos realizados em condi¢des de solo, as plantas (n = 12)
com 40 dias de idade foram submetidas a seca, a alta salinidade, e também a
baixa e alta temperatura. Para tratamento de déficit hidrico, a rega foi retida por 15
dias e as amostras foram coletadas diariamente. Para os tratamentos de alta
salinidade, as plantas foram irrigadas com 100 mL de uma solu¢do contendo 600
mM de NaCl, durante sete dias e as amostras foram retiradas diariamente. No
tratamento de baixa temperatura, as plantas foram incubadas a 10 °C, 75% UR,
fotoperiodo de 16h, por um periodo de dois dias e amostras foram coletadas
diariamente. Para o tratamento de alta temperatura, as plantas foram incubadas a
45 °C, 15% UR, 16h de fotoperiodo, durante sete dias e as amostras foram
coletadas em 0, 2, 6 e 24 h no primeiro dia, seguido de coletas de amostras a
cada 24h durante seis dias.

Em condi¢cdes de hidroponia, as plantas (n = 6) com oito dias de idade
foram cultivadas sob fotoperiodo de 16h e submetidas a tratamentos de salinidade
e ABA. Para o tratamento estresse salino, as plantas foram cultivadas em contato
com solucdo aquosa contendo 250 mM de NaCl por cinco dias. No tratamento
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hormonal, as plantas foram cultivadas na presenca de 200 uM de ABA durante
sete dias. As amostras foram coletadas a cada hora para as primeiras 6h e a cada
24h, por cinco dias para o estresse salino e durante sete dias para as plantas em
contato com o ABA.

Nos experimentos realizados em condi¢des in vitro, plantulas (n = 10) com
sete dias de idade foram cultivadas em placas de Petri (9 cm de diametro)
contendo meio MS suplementado com 100 uM de ABA, ou PEG 10%, ou 200 mM
de manitol, ou 200 mM de NaCl durante 15 dias (Murashige & Skoog, 1962). As

amostras foram coletadas a cada sete dias.

Ensaio histoquimico do gene gus

A expressdo do gene em todos 0s O6rgaos vegetativos e reprodutivos, em
diferentes fases de desenvolvimento foi analisada através do ensaio histoquimico
do gene gus de acordo com Jefferson et al. (1986). Os micrésporos/graos de
polen foram removidos de anteras em oito fases do desenvolvimento floral (a-h)
correspondentes para os estagios 1 (=a), 2(=b),6 (=c),8(=d),11 (=e)e 12 (=
f), como descrito por Koltunow et al. (1990). Os estagios g e h correspondem a

periodos de senescéncia da flor.
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Quantificacdo da expressdo de GUS em graos de pélen

A contagem dos grdos de polen que apresentaram coloracdo azul apos o

ensaio histoquimico do gene gus foi realizada utilizando-se a camara de Neubauer

(Maéda, 1985).
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RESULTADOS

Clonagem de um gene DREB de R. communis

Por meio de PCR utilizando primers degenerados, TAIL-PCR e 5-e 3'-
(RACE)-PCR, foi possivel obter uma sequéncia de 1782 pb do genoma de R.
communis. A sequéncia obtida foi depositada no banco de dados do NCBI
GenBank com o numero de acesso JQ361741. O cDNA contém uma fase de
leitura aberta (ORF) de 588 pb codificando 195 amino&cidos com massa molecular
prevista de 21,7 kDa (pl 7,08), sendo 1.025 pb correspondentes a regido 5' e 169
pb correspondentes a regido 3'. A iniciacdo da traducédo foi prevista utilizando o
NetStart 1.0 (Pedersen & Nielsen, 1997).

A sequéncia deduzida de aminoacidos foi utilizada para comparar a
composicdo de aminoacidos do polipeptidio RcDREB1 com os TFs AP2/ERF de
outros vegetais, e apresentou identidade 38-78% para a sequéncia de
aminoacidos global. Foi previsto que o RcDREB1 codifica um uUnico dominio
AP2/ERF (na posicao 26-82), com 94-99% de identidade. Nenhum dominio B3 foi
encontrado. A sequéncia codificante de nucleotideos da regido putativa do gene
RcDREB1 foi comparada com sequéncias de genes de AP2/ERF encontrados em
Viridiplantae disponiveis nos bancos de dados do GenBank e TIGR. Os residuos
de aminoacidos, E16, W27, L28, G29 do dominio AP2/ERF RcDREB1 foram
conservados quando comparados com todas as outras 220 proteinas AP2/ERF

identificadas nas culturas de soja e Arabidopsis thaliana. Além disso, os residuos
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R8 e G29 eram completamente conservados, quando comparados com todas as
139 proteinas AP2/ERF identificadas em arroz (Oryza sativa). O algoritmo 1,1
TargetP mostrou que ndo ha transito de peptideos sinal alvo no cloroplasto ou
mitocondriais na regido N-terminal de RcDREB1 (Emanuelsson et al., 2007). Ja4 o
NLStradamus previu um sinal de localizacdo nuclear putativa (NLS) do dominio
(Nguyen Ba et al., 2009).

Os motifs conservados fora do dominio RcDREB1 AP2/ERF foram
examinados usando o MEME. Alguns motifs conservados identificados em
proteinas da familia ERF em Arabidopsis e Glycine max também foram
observados nas sequéncias de aminoacidos do RcDREB1. O motif ERF-
Associated Amphiphilic Repression (EAR) [D (L / M) NxxP] foi encontrado na
regido C-terminal. No entanto, o tipo de motif LxLxL EAR ndo esta presente. A
assinatura ERF da proteina (FKGIRMRKWGKW), os motifs de iniciacdo do fator
de transcricdo - TFIID (SSSNNNNNNSN e SSSSNNNNNNS) e um motif PEST
potencial (KVPDPEDSDVEWER) também foram encontrados.

A andlise de sequéncia da regido 5' do RcDREB1 nédo revelou nenhum
TATA box (TATAWAW; W = A / T) tipico. Entretanto, foram encontrados cinco
TATA box no RcDREB1, que anteriormente tinham sido detectados na regido 5' do
gene da glutamina sintetase de Pisum sativum e confirmadas como um elemento
TATA por analise in vivo (Figura 2) (Tjaden et al., 1995). Além disso, o erdl
(ACGTG,; Early Response to Dehydration element) foi encontrado na posigéo 202
(Simpson et al., 2003). Havia cinco caixas CAAT, que sdo sequéncias necessarias
para a correta e eficiente transcricdo de um gene. Para identificar os elementos
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reguladores, a sequéncia upstream 5' foi analisada por meio do banco de dados
PlantCARE e PLACE. Foram detectados os motifs AGAAA e GTGA, que sao dois
elementos regulatérios cis-acting conhecidos por estarem envolvidos na
expressdo especifica de pdlen/antera (Figura 2). Havia trés copias de motifs
AGAAA (Filichkin et al., 2004) e trés copias de motifs GTGA. Tantas cépias de
AGAAA e motifs GTGA sugerem que este promotor pode ser um promotor

especifico de pélen/antera (Tabela 1).

-863 TAATCCCTTAGGACTATACACCTCACTCTTCCTTTTATTCATTCATTAAACTATTTTTAT
-803 AAACAATATCTCTCAGCATAANCAATATCTQCAATITTGATATTGTAATTTATGATAATAG
-743 ATTAAATTTTCATTTTTCAAATGCTGAAAATTATTATTTTCATGTGTATACTATAATGCA
-683 AGAAATAAGTTTTAGAAACCTACAACATTTTATAATTTG'ITTATT%TTTTATTAATAAA
-623 TTATAATTTTATTAATTTTAAATATAGCTTTATAATTTGTTTATT TTTATTATATA
-563 GTAATTAATTTATATTTAATATAAAAAGAATATTTTTATAGTATATATACTTGTTTTAAA
-503 TAAAAATTACTTCAAAAAATATACAAACGAGGAAGGCATTCCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
-443 TCTCTCTCTCTCTCCCTCTCTTTCTCTCTCGCCCTATAAGGGAAACAACATAAACACACC
-383 CTTCACACTCGCACAGACAACAGCACAAAGCCTTTCTTTTTCATTTTTCTTTCCCTTTAA
-323 ACAATTTCCACAAAGATTTGTGTCGETGAATTTGGATTTTCTATCTTTATTITCTTTTTC
-263 CCCTTATCAAACCCCATCTCTTAATATTAAAATAAAAAACAAAACCCAAAAATCACAATC
-203 AACGTGTAAGCTTACCTGAATGACACCCCCGTTTCTTTTCATACCCAGCTGAGCAGAGCT
-143 CTACCCATGAAAACCCATCTTCTCTAAACTAAACTCCTTCCTCCATGAAAGCTCGGTAAC
-83 ATCTTCGCTTAGGTTTCTICAATITTTTTTTAGTGATACAAAAAATAAAAAAGAAGAAATT
-23  CGAGTEGATTATTGTCTCCATAJATIGAAATGGAAGGCGARACGGAGAAGGTGATAACAA

Figura 2. Sequéncia de nucleotideos do promotor RcDREB1. A numeracdo é desde a primeira
base do sitio de inicio da tradugédo (+1). O TATA putativo, boxes CAAT e o0 ponto de inicio da
traducdo ATG em caixas retangulares. Indicacdo dos elementos cis especificos de pdlen (AGAAA

e GTGA) marcados com fundo cinza e o erd1 sublinhado.
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Tabela 1. Lista de elementos encontrados in silico no promotor RcDREBLI.

Elementos/Caracteristicas Sequéncia Numero de copias

Box - transcricao eficiente CAAT 5
TATA box TTATTT 5
POLLEN2LELATES?2 - AGAAA/ 3

cis - especifico de pélen/antera TCCACCATA
cis - especifico de pélen/antera GTGA 3
Gene erdl - resposta a desidratacdo ACGTG 1
ABRE - resposta a ABA GACGCGTGTC 1

Andlise filogenética

Para classificar e analisar as relacbes filogenéticas foram realizadas
analises de alinhamento mudultiplo de sequéncias de aminoacidos do dominio
AP2/ERF comparadas com a proteina RcDREB1. Com base no alinhamento foi
gerada uma arvore filogenética, a qual divide proteinas AP2/ERF em grupos de
acordo com a subfamilia (Figura 3). Esta arvore filogenética sugere que o
RcDREB1 pertence a subfamilia CBF/DREB. A segunda analise filogenética foi
realizada com sequéncias de proteinas da subfamilia CBF/DREB (Figura 4). A
arvore filogenética dividiu as proteinas em seis subgrupos, designados de A-1 a A-
6, de acordo com a classificacdo descrita por Sakuma et al. (2002). O gene é

RcDREBL1 foi agrupado no subgrupo A-5.
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Figura 3. Andlise filogenética da proteina RcDREB1 com outras proteinas AP2/ERF. A RcDREB1
foi agrupada na subfamilia CBF/DREB. As sequéncias de aminoacidos dos dominios AP2/ERF
foram alinhadas por Clustal W e a arvore filogenética foi construida usando o MEGA 5 com método

Neighbor-Joining. A arvore inclui os dominios AP2/ERF disponiveis nos bancos de dados GenBank

e TIGR. Os valores de consenso considerados para a arvore foram cut-off bootstrap > 50.
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Identificacdo das proteinas, organismos e seus respectivos numeros de
acesso no GenBank utilizados para a construcdo da arvore filogenética da Figura
3: AtERF-1 (Arabidopsis thaliana) AEE76738.1; AtERF-2 (Arabidopsis thaliana)
AED95487.1; AtERF3 (Arabidopsis thaliana) AEE32574.1; AtERF4 (Arabidopsis
thaliana) 080340.1; AtERF5 (Arabidopsis thaliana) AED95489.1; AtERF6
(Arabidopsis thaliana) AEE83902.1; ORCA1 (Catharanthus roseus) CAB93939;
ORCA2 (Catharanthus roseus) CAB93940.1; ORCA3 (Catharanthus roseus)
ABW77571.1; LEAFY PETIOLE (Arabidopsis thaliana) AAF32292.1; BAC F9D16
(Arabidopsis thaliana) AL035394 ; BAC F23N20 (Arabidopsis thaliana) AC016972;
RAV1 (Arabidopsis thaliana) BAA34250.1; RAV2 (Arabidopsis thaliana):
BAA34251.1; DREB2A (Arabidopsis thaliana) BAA36705.1; DREB2B (Arabidopsis
thaliana) BAA36706.1; ABI4 (Arabidopsis thaliana) AAD25937; RcDREB1 (Ricinus
communis)  AFI08637; RAP2.1 (Arabidopsis thaliana) AEE32129; RAP2.2
(Arabidopsis thaliana) AEE75492; RAP2.3 (Arabidopsis thaliana) AEE75863.1;
RAP2.4 (Arabidopsis thaliana) AEE36065; RAP2.7 (Arabidopsis thaliana)
AEC08138.1; RAP2.10 (Arabidopsis thaliana) AEE86715; RAP2.11 (Arabidopsis
thaliana) AED92749.1; RAP2.12 (Arabidopsis thaliana) AEE33023.1; TINY
(Arabidopsis thaliana) AAC29139; DREB1B/ CBF1 (Arabidopsis thaliana)
AEE85066; DREB1C/CBF2 (Arabidopsis thaliana) Q9SYS6; DREB1A/CBF3
(Arabidopsis thaliana) AEE85065; (Arabidopsis thaliana) AC002339; (Arabidopsis

thaliana) AC004697.
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Figura 4. Andlise filogenética da proteina RcDREB1 com outras proteinas DREB. A RcDREBL foi

agrupada no subgrupo A-5. As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas por Clustal W e a

arvore filogenética foi construida utilizando o0 MEGA 5 com método Neighbor-Joining. A arvore

inclui dominios AP2/ERF disponiveis nos bancos de dados GenBank e TIGR. Os valores de
consenso considerados foram cut-off bootstrap > 50.
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Identificacdo das proteinas, organismos e seus respectivos numeros de
acesso no GenBank utilizados para a construcdo da arvore filogenética da Figura
4: TINY (Arabidopsis thaliana) AAC29139; DREB1B/ CBF1 (Arabidopsis thaliana)
AEE85066; DREB1C/CBF2 (Arabidopsis thaliana) Q9SYS6; DREB1A/CBF3
(Arabidopsis thaliana) AEE85065; ABI4 (Arabidopsis thaliana) AAD25937;
RcDREB1 (Ricinus communis) AFI08637; OsDREB1A (Oryza sativa) AEW67332;
T12C24 (Arabidopsis thaliana) AC025417.1; T5M16 (Arabidopsis thaliana)
AC010704; BAC T26F17 (Arabidopsis thaliana) AC013482; BAC T12C22
(Arabidopsis thaliana) AC0020576; BAC F25A4 (Arabidopsis thaliana) AC008263;
AL161578 (Arabidopsis thaliana) AL161578; BAC T29M8 (Arabidopsis thaliana)
AC069143; BAC F16M19.17 (Arabidopsis thaliana) AC010795; BAC T22J18
(Arabidopsis thaliana) AC003979; BAC F26A9 (Arabidopsis thaliana) AC016163;
T20D16 (Arabidopsis thaliana) AC002391; RAP2.1 (Arabidopsis thaliana)
AEE32129; RAP2.4 (Arabidopsis thaliana) AEE36065; RAP2.9 (Arabidopsis
thaliana) AEE82561; RAP2.10 (Arabidopsis thaliana) AEE86715; TAC K21H1
(Arabidopsis thaliana) AB020742; DREB2A (Arabidopsis thaliana) BAA36705.1;
DREB2B (Arabidopsis thaliana) BAA36706.1; T19C21 (Arabidopsis thaliana)
AC004683; TO7M07.24 (Arabidopsis thaliana) AF085279; T3G21.12 (Arabidopsis
thaliana) AC007020; F20L16 (Arabidopsis thaliana) AC051626; F5H14
(Arabidopsis thaliana) AC006234; MQNZ23 (Arabidopsis thaliana) AB013395;
T26C19 (Arabidopsis thaliana) AC007168; BAC T22A15 (Arabidopsis thaliana)
AC021666; BAC F11C1 (Arabidopsis thaliana) AL132976; BAC F15B8
(Arabidopsis thaliana) AL049660; BAC F1B16 (Arabidopsis thaliana) AC023754;
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BAC F15H21 (Arabidopsis thaliana) AC066689; BAC F18A5 (Arabidopsis thaliana)
AL035528; BAC F15N18 (Arabidopsis thaliana) AL163815; BAC T14N5
(Arabidopsis thaliana) AC004260; BAC F16M19 (Arabidopsis thaliana) AC010795;
BAC T8B10 (Arabidopsis thaliana) AL138646; BAC T14N5 (Arabidopsis thaliana)
AC004260; BAC F26A9 (Arabidopsis thaliana) AC016163; BAC F14M2
(Arabidopsis thaliana) AC010164; BAC F6F3 (Arabidopsis thaliana) AC023628;
MYAG (Arabidopsis thaliana) AB023046; T13E15/T14P1 (Arabidopsis thaliana)
AC007659; F17H15 (Arabidopsis thaliana) AC005395; T20F21(Arabidopsis
thaliana) ACO006068; ESSA1FCA (Arabidopsis thaliana) Z97341; F1011
(Arabidopsis thaliana) AC006919; T12C24.2 (Arabidopsis thaliana) AC025417-2;
(Arabidopsis thaliana) AV536915; (Arabidopsis thaliana) AL161572; (Arabidopsis
thaliana) AL161595; (Arabidopsis thaliana) AL161582; (Arabidopsis thaliana)

AB015478-2.

Nivel de transcritos RcDREB1 em érgdos de R. communis

As analises de expressdo por RT-PCR foram realizadas para detectar
transcritos endégenos do RcDREB1 em diferentes 6rgdos de R. communis e em
sementes em desenvolvimento. Os resultados revelaram a auséncia de transcritos
do gene RcDREB1 nas sementes em desenvolvimento, folhas, 6vulos, caules e
nas flores de plantas cultivadas em condi¢cdes de campo (dados ndo mostrados).
Os transcritos do RcDREB1 foram observados nos graos de polen, com um pico
durante a antese (Figura 5). No entanto, ndo € possivel concluir definitivamente

gue apenas o0 RcDREBL1 é expresso, porque outros genes DREB estdo presentes
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no genoma de mamona e estes genes possuem uma grande similaridade de

sequéncia.

1 2 3 4

RcDREB1

PR ~ccro

Figura 5. Expressao do gene RcDREB1 em graos de pdlen de flores masculinas de mamona. (1,

2) Um e dois dias antes da antese. (3) Durante a antese. (4) Dois dias apds a antese. As bandas
superiores amplificadas coincidem com o fragmento esperado do gene RcDREB1 e as bandas
inferiores correspondem a transcricdo do gene RcEFa (fator de alongamento EF-1a; controle

interno).

Expressao do gene gus sob o controle do promotor RcDREB1

Para determinar se o promotor RcDREB1 seria funcional sob condi¢des de
estresse, a regido 3' do promotor fusionou-se com a sequéncia de codificacado do
gene reporter gus, gerando o vetor pPRCcDREBGUS (Figura 6). Esse vetor foi
utilizado para transformacdo de plantas de tabaco por Agrobacterium e o0s
explantes permaneceram in vitro até a regeneracdo e enraizamento das plantulas

(Figura 7).
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Figura 6. Desenho do vetor pPRcDREBGUS utilizado para a transformacédo genética de tabaco. O
promotor RcDREB1, em vermelho, controlando o gene gus, em amarelo. O vetor possui o gene bar

gue codifica para a proteina fosfinotricina acetiltransferase.

Figura 7. Desenvolvimento de explantes foliares de tabaco apoés a transformagdo por
Agrobacterium. (a) Explantes apos a co-cultura. (b), (c) e (d) Regeneracdo de brotos na presenca
do agente seletivo GA. (e) Plantula de fumo em meio de enraizamento trés meses posterior a
transformacéo genética.
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O vetor construido para transformar as plantas de tabaco possui o gene
marcador de selecdo bar que codifica para a proteina fosfinotricina
acetiltransferase (PAT), que por sua vez, inativa o herbicida fosfinotricina (PPT) ou
o analogo glufosinato de aménio. A identificacdo da integracdo do gene bar nas
plantas regeneradas deu-se pela analise com o Kit Trait LL, que a partir de
anticorpos especificos, detectou a presenca da proteina PAT no extrato vegetal
das plantas de tabaco regeneradas. Essa presenca foi confirmada com o
aparecimento da linha inferior na tira (Figura 8).

Quinze linhagens de tabaco transgénico foram obtidas pela transformacéo
dos explantes com o vetor contendo o promotor RcDREB1. Sendo que destas,

trés linhagens foram utilizadas para experimentos posteriores.

Figura 8. Teste realizado com extrato de folhas de tabaco para deteccdo da proteina PAT. (1)
Teste com uma planta transgénica, o aparecimento da linha inferior demonstra a presenca da
proteina PAT. (2) Controle negativo realizado com folha de tabaco ndo transformada, apenas a

linha do controle negativo foi observada.
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As plantas ndo transgénicas e transgénicas cultivadas em solo, sob
hidroponia e em condi¢bes in vitro, foram expostas a varios tratamentos de
estresses abiodticos (baixa e alta temperatura, seca, salinidade e ABA exdgeno). A
expressdo do gene reporter gus foi examinada em varios tecidos das linhagens
transgénicas. Amostras aleatorias de folhas, caules e raizes das plantas T1 ndo
apresentaram visivel coloracdo histoquimica de GUS, sugerindo que o promotor
RcDREB1 néo esté ativo nas condicfes de estresse testadas.

As plantas transgénicas, ndo testadas para tratamentos de estresse,
desenvolveram-se em condicBes de casa de vegetacao, com fotoperiodo de 16h,
com regime normal de irrigacdo e foram analisadas quanto a expressao do gene
gus. Nenhuma expressao foi detectada em folhas, caules, raizes, sépalas e
ovarios. Mais tarde, a expressao foi avaliada durante o desenvolvimento do
microsporo/pélen. Foi possivel detectar intensos niveis de expressao do gene gus
direcionados pelo promotor RcDREB1 em determinadas fases do desenvolvimento

do pdlen (Figura 9).

A frequéncia de coloracao azul no pélen foi maior nas fases f e g (99 e 97%,
respectivamente), nas quais as flores estdo abertas e as anteras deiscentes,
liberando os graos de pélen (Fig. 9f e g). Nas fases c, d, e, foi possivel visualizar
uma frequéncia de 6, 11 e 19% (respectivamente) de grédos de pdlen que
expressam o gene gus (Fig. 9c-e). Nessas etapas (c-e), a expressao de GUS foi
observada apenas nos gréos de polen dessecados. Isso coincide com o pico de
expressao também verificado por RT-PCR (Fig. 5) em mamona durante a antese

nas anteras, o0 que corrobora o resultado de que expressao é polen especifica. Na
51



etapa h as flores iniciam a senescéncia e a expressao do gene gus foi observada
em cerca de 50% dos pélens que apresentavam desidratacdo. Essa frequéncia de
coloracdo azul, referente a expressdo do gene gus em funcdo das fases de
desenvolvimento da flor de tabaco pode ser verificada na Figura 10, com inicio da
expressdo de GUS na fase c e pico na antese, fase f. Nenhuma expressao do
gene gus foi detectada no pélen de plantas ndo transgénicas de tabaco. Em todos
os testes, a linhagem controle positivo transformada com o promotor CaMV 35S
controlando a expressao do gene gus mostrou coloracdo azul intensa (dados néao

mostrados).
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Figura 9. Estagio de desenvolvimento da flor/micrésporo/pdlen de tabaco e expresséo do gene gus
sob controle do promotor RcDREBL1. (a) Anteras e os pistilos totalmente diferenciados (b) Calice
ligeiramente aberto na parte superior do botdo. (c) Célice aberto e corola. (d) Corola alongada com
pétalas verdes e ligeiramente aberta. (e) corola semiaberta e anteras e estigmas visiveis. (f) Flor
completamente aberta, anteras deiscentes e corola expandida com cor rosa intenso, sendo o
momento de maior expressao de GUS. (g, h) Flor em senescéncia. As setas indicam os graos de
polen desidratados de c até h. A barra branca no painel superior corresponde a 1 cm (escala para

as flores). A barra preta corresponde a 50 um (escala para grédos de pélen).
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Figura 10. Frequéncia de coloracdo azul em graos de pélen, referentes a expresséo do gene gus
em relacdo aos estagios, a, b, c, d, e, f, g e h do desenvolvimento floral em tabaco. O pico de
coloracé@o azul encontra-se no estagio f que corresponde a antese floral e inicio do decréscimo a

partir da fase g, correspondente a senescéncia.
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DISCUSSAO

Neste estudo, o primeiro membro da familia de fatores de transcricdo
AP2/ERF, chamado de RcDREB1 foi caracterizado em mamona, uma espécie
tropical perene que apresenta natural tolerdncia a seca, a solos de baixa
fertilidade e altas temperaturas. As plantas tém mecanismos bioquimicos para
tolerar o estresse e responder a estas condicdes, com uma variedade de
alteracdes bioquimicas e fisiolégicas, que envolvem a expressdo de muitos genes
que promovem a capacidade da planta de sobreviver a estes estimulos. Um
namero significativo de alterag6es foi mostrado sob o controle do fator de
transcricdo DREB (Zhou et al., 2010; Lata & Prasad, 2011). Estes fatores de
transcricdo ativam e/ou regulam a expressao de um grande nimero de genes, que
desempenham importantes papéis na tolerancia ao estresse ambiental. Muitas
espécies vegetais, especialmente as de origem tropical, ttm que responder e se
adaptar aos estresses em niveis fisioldégicos e bioquimicos de uma forma rapida e
plastica, devido as grandes variacfes de temperatura e umidade neste tipo de
clima. No entanto, o gene DREB isolado de mamona ndo apresentou expressao
nos diferentes tecidos avaliados. A expressdo RcDREB1 soO foi observada em
células de pdlen com picos maximos durante a antese. Esse mesmo resultado foi
verificado nos transcritos de gréos de polen retirados de plantas de mamona e
avaliados por RT-PCR, o que fortalece a confirmacdo de que esse é um promotor

especifico de graos de polen.
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De acordo com Sakuma et al. (2002), as subfamilias CBF/DREB e ERF
diferem por dois residuos de aminoacidos conservados no dominio AP2/ERF. Na
proteina AtDREB, uma valina e um acido glutdmico sdo conservados nas posi¢coes
14 e 19, respectivamente, enquanto que em proteinas ERF, os residuos de
alanina e de &cido aspartico sdo conservados nestas posi¢cdes. De acordo com
outras proteinas da subfamilia CBF/DREB, RcDREB1 tem os residuos de
aminoéacidos V14 € E;9 no dominio AP2/ERF, sugerindo que € um membro da
subfamilia CBF/DREB. Além disso, as analises filogenéticas revelaram que o
RcDREBL foi agrupado na subfamilia DREB.

A andlise filogenética adicional posicionou o gene RcDREB1 no subgrupo
A-5 da subfamilia CBF/DREB, de acordo com a classificacdo proposta por
Sakuma et al. (2002). Algumas proteinas DREB pertencentes ao subgrupo A-5
foram caracterizadas como induzidas por estresse, uma vez que Sao responsivas
a presenca de ABA (Kizis & Pages, 2002; Wei et al., 2005; Huang & Liu, 2006;
Chen et al., 2007).

Das mais de 140 proteinas do dominio AP2/ERF previstas para serem
codificadas por Arabidopsis, Brassica napus, trigo, centeio, tomate, apenas nas
CBFs foram encontradas as assinaturas circundantes ao dominio AP2/ERF, sendo
a upstream (PKK/RPAGRXKFXETRHP) e downstream (DSAWR). Os dominios PK
(KIR)PAGRXKFXETRHP e DSAWR nao foram detectados no RcDREBIL,
corroborando a sugestdo de que ndo é uma proteina CBF. Além disso, estas
assinaturas ndo estdo presentes na proteina AtDREB2a (AP2/ERF) de
Arabidopsis (Liu et al., 1998; Jaglo et al., 2001).
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O motif ERF/Associated Amphiphilic Repression (EAR) estd presente no
RcDREBI1. Zhang et al. (2008), demonstraram as sequéncias do motif conservado
EAR na regido C-terminal do subgrupo A-5 nas proteinas da subfamilia
CBF/DREB em soja e Arabidopsis.

Os motifs conservados fora do dominio RcDREB1 AP2/ERF foram
examinados usando MEME. Alguns motifs conservados nas proteinas da familia
ERF identificados em Arabidopsis e Glycine max foram também observados nas
sequéncias de aminoécidos deduzidas de RcDREB1. O motif ERF/EAR [D (L / M)
NxxP] foi encontrado na regiao C-terminal, mas néo o tipo de motif LxLxL EAR. A
assinatura da proteina ERF (FKGIRMRKWGKW), os motifs de iniciagdo do fator
de transcricdo TFIID (SSSNNNNNNSN e SSSSNNNNNNS) e um motif PEST
potencial com 12 aminoacidos (KVPDPEDSDVEWER) também foram
encontrados. O EAR é um maotif de transcricdo identificado em membros da ERF,
C2H2, e nas familias de reguladores de transcricao de acido auxin/indole-3-acetic.
O motif EAR de Arabidopsis, contendo proteinas descritas na literatura € dividido
em dois grupos, com base no padrao de conservagédo da sequéncia no motif EAR
(Kagale et al., 2010). O motif DLNxxP é conservado em alguns membros da
classe Il ERFs, do tipo TFIIIA ZFP e proteinas da familia ABI3/VP1, enquanto que
o motif LXLXL é conservado em AUX/laaS e alguns membros da MYB e proteinas
da familia HD-Zip. A assinatura da proteina ERF e os motifs do fator de iniciagdo
da transcricdo TFIID também foram encontrados.

Neste estudo, as linhagens transgénicas de tabaco foram geradas para
expressar 0 gene reporter gus sob o controle do promotor RecDREB1. Embora um
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anico elemento de resposta ABA (ABA-Responsive Element - ABRE) tenha sido
identificado no 5 RcDREB, a fusdo 5' RcDREB1:gus nao foi funcional em
tratamentos com ABA em condigdes in vitro ou em condi¢des hidroponicas. Um
elemento adicional é geralmente necessario para alto nivel de inducédo por ABA,
tais como CE1 (Coupling Element 1), cuja sequéncia € CCACC (Shen et al., 2004)
e CE3 (Coupling Element 3), GCGTGTC (Shen et al., 1996), que nao foram
encontrados no 5' RcDREB1. Tem sido demonstrado que a presenca do ABRE é
necessaria, mas nao € suficiente, para a expressdo do gene induzido por ABA
(Shen et al., 2004; Kim et al., 2011). Duas sequéncias ABRE sao necessarias para
a expressao do RD29B de Arabidopsis em sementes e para a expressao de
RD29B ABA-responsivo no tecido vegetativo (Uno et al., 2000).

O padrao de expressdao do RcDREB1 é muito diferente dos padrBes de
outras proteinas DREB pertencentes ao subgrupo A-5. A caracterizacdo do gene
DREB de Physcomitrella patens (PpDBF1) revelou acumulo de transcritos sob
varios estresses abioticos [déficit hidrico, alta salinidade (NaCl), baixa
temperatura] e tratamentos com o horménio vegetal ABA (Liu et al., 2007). Além
disso, as plantas transgénicas de tabaco superexpressando o PpDBF1 tiveram
uma maior tolerancia a seca, a salinidade e a estresse por baixas temperaturas.
Os trabalhos anteriores sugeriram que existem diferentes mecanismos de
regulacdo entre os trés AtCBF/DREB genes. Por exemplo, o gene ICE1 que
codifica uma proteina tipo-MYC bHLH foi identificado como sendo um regulador de
expressao do gene AtCBF3/AtDREB1A mas nado de outros genes
AtCBF/AtDREBL1 (Chinnusamy et al., 2003).
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A senescéncia da flor estd associada com o aumento da producdo de
etileno (Borochov & Woodson, 1989). A expressdo do gene RcDREB1:gus
somente foi observada em graos de polen, que comecam a aparecer quando a flor
se abre e no inicio do processo de senescéncia, apos a dessecacédo dos grédos de
polen maduros, os quais sado liberados das anteras sobre a superficie do estigma
que esta coberto com exsudatos pegajosos e prontos para a fecundacdo. A
andlise in silico do promotor RcDREB1 revelou a presenca de trés coOpias do
elemento tardio regulador especifico do pdlen (Late Pollen-Specific Element -
POLLEN1LELAT52; AGAAA) responsavel pela expressdo do gene especifico do
polen em tabaco, tomate e trigo (Tebbutt & Lonsdale, 1995; Bate & Twell, 1998;
Rogers et al., 2001; Filichkin et al., 2004, Chen et al., 2010). O gene de tomate
lat52 codifica uma proteina rica em cisteina, preferencialmente transcrita na célula
vegetativa, durante a maturacao do pélen. Andlises da organizacao e do papel dos
elementos cis reguladores no controle da expressao no desenvolvimento preciso e
tecido especifico do lat52 durante o desenvolvimento do pélen revelaram que os
elementos cis reguladores sao necessarios para a transcricao pélen especificos e
foram localizados dentro da regido upstream 492-52. Trés ativadores
independentes dos dominios foram identificados, cada um suficiente para ativar no
minimo o promotor CaMV 35S de um modo pdlen especifico (Bate & Twell, 1998).
Do mesmo modo, uma construcdo da sequéncia de codificacdo do gus controlada
pelo promotor LeMAN5, que contém quatro copias do POLLEN1LELAT52, foi
usada para transformar Arabidopsis. A atividade de GUS né&o foi detectada em
raizes, caules, folhas e vagens, mas intensa coloracdo azul foi observada em
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anteras e graos de pélen em desenvolvimento e nas flores abertas nas plantas

transformadas (Filichkin et al., 2004).
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CONCLUSAO

De acordo com os nossos resultados, o gene RcDREB1 codifica para um
fator de transcricio DREB que néao é ativado por varios estresses ambientais e
nem pela presenca de ABA em folhas, caules ou raizes. De maneira interessante,
dentre os testes que foram realizados, observamos que o promotor RcDREB1 foi
funcional apenas em grdos de poélen desidratados ou no momento que graos de
pélen maduros desidratados estavam prontos para ser liberados das anteras
sendo expostos ao ambiente externo. Isso foi comprovado tanto nos graos de
pélen de mamona em condicbes de campo, quanto nos poélens das plantas
transgénicas de tabaco. Este é o primeiro relato sobre a caracterizacdo dos
fatores de transcricdo DREB isolados de mamona e funcional especificamente em

gréos de pélen.
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PERSPECTIVAS

Tem-se demonstrado que o aumento moderado da temperatura poderia
influenciar fortemente o desenvolvimento do pdlen (Snider et al.,, 2011). Os
resultados do presente estudo podem ser a base para o desenvolvimento de
culturas com polens altamente tolerantes ao estresse, o que poderia ter impacto
na produtividade em um cenério de aumento da temperatura ou de mudancas
climaticas globais. Uma possibilidade para uso dos promotores especificos de
pélen é no estudo da viabilidade dos graos no periodo que vai desde a disperséo
das anteras até o processo de fecundacao. Além disso, o uso de promotores
pélen-especificos pode ser uma ferramenta para expressar genes alvo de
interesse biotecnoldgico em grdos de polen. Como outro potencial de aplicacéo,
plantas transformadas com grdos de podlen de longa vida também poderdo ser
produzidas e em consequéncia pode ocorrer 0 aumento da polinizacdo e também

da produtividade.
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Abstract

DREB transcription factors (TF) belong to the superfamily of AP2/ERF and their involvement in
protein-protein interactions and DNA binding has been proposed. AP2/ERF proteins have important
functions in the transcriptional regulation of a variety of biological processes related to growth and
development, as well as various responses to environmental stimuli, regulating expression of plant
biotic and abiotic stress-responsive genes. In this study an AP2/ERF TF gene (named RcDREB1)
was isolated from castor bean (Ricinus communis L.) and its expression was analyzed in
developing seeds, leaves, stems and flowers of plants cultivated under field conditions. Transcripts
were only observed in pollen grains, peaking during anthesis. The RcDREB1 deduced amino acid
sequence was compared to other AP2/ERF TF proteins and presented 38-78% identity.
Phylogenetic analysis classified it as a member of the CBF/DREB subfamily, rooting with the
subgroup A-5. The RcDREB1 promoter was fused to the gus reporter gene and used to transform
tobacco. Transgenic plants were exposed to various abiotic stress treatments (low and high
temperatures, drought, salinity and exogenous ABA) and no detectable GUS expression was
observed, suggesting that the RcDREB1 promoter is not active under tested conditions. In silico
analyses revealed the presence of three copies of the regulatory late pollen-specific element
(AGAAA) in the RcDREB1 5'-region. Interestingly, GUS expression was only observed in pollen
grains, starting when the flower opened and initiating the senescence process; at this point,
desiccated mature pollen grains are released from anthers. In addition, dehydrated developing
pollen grains also expressed the gus gene. This is the first study on a DREB gene presenting
pollen-specific expression.

Introduction

DREB transcription factors (TF) belong to the superfamily of AP2/ERF transcription factors.
Each DREB/CBF protein contains a highly conserved APETALA2/Ethylene Responsive Factor
(AP2/ERF) domain, which consists of 60 to 70 amino acids. The involvement of this domain in
protein-protein interactions and DNA binding has been proposed.l In ERF the domain specifically
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binds to the 11bp GCC box of the ethylene response element (ERE), a promoter element essential
for ethylene responsiveness. The AP2/ERF proteins have important functions in the transcriptional
regulation of a variety of biological processes related to growth and development, as well as various
responses to environmental stimuli, regulating the expression of plant biotic and abiotic stress-
responsive genes.” * AP2/ERF genes constitute a large superfamily that has been divided into
subfamilies (named AP2, RAV, CBF/DREB and ERF) based on their sequence similarities and
numbers of AP2/ERF DNA binding domains.” > AP2 subfamily proteins contain two repeated
AP2/ERF domains and play a role in the regulation of plant developmental processes.® "% RAV
subfamily proteins contain a single AP2/ERF domain and a B3 domain, which is a DNA-binding
domain conserved in other plant-specific transcription factors. The ERF subfamily genes are mainly
involved in response to biotic stresses, such as pathogenesis, by recognizing the cis-acting element
AGCCGCC, known as the GCC box.’

The CBF/DREB subfamily proteins are divided into six subgroups (A-1 to A-6).
Expression of the AtDREB1A/AtCBF3 (A-1) genes is induced by low temperature stress, but not by
drought or high salt stresses, Whereas AtDREB2A (A-2) genes are induced by drought and high
salt, but not by low temperature.”® Other DREB genes such as AtTINY2 (A-4), GhDBP1 (A-5),
GmDREB2 (A-5), and ZmDBFl (A 6) have also been characterized as stress-inducible proteins,
since they are ABA- responswe

CBF/DREB subfamily transcription factors have been identified and characterized in various
plant spemes as being associated with the response to abiotic and biotic stresses and with control
of flowenng In general, the CBF/DREB subfamily genes have been well studied in Arabidopsis
and only a few members have been characterized in tropical plants, in which most of their functions
remain to be determined.™ In addition, in spite of the numerous physiological investigations into
how DREB transcription factors regulate target genes, the transcriptional regulation of DREB genes
itself has not been fully characterized.’® ** Moreover, little is known about their spatial expression
during plant organs’ development under environmental stress. The objectives of this study were to
isolate and characterize the expression of a CBF/DREB subfamily gene from castor bean (Ricinus
communis L.). The promoter was fused to a report gene in order to study gene expression under
different abiotic stresses and during the development of some organs. We found that the AP2/ERF
gene (named RcDREB1) seems to be specifically expressed in mature pollen grains during the
desiccation process.

10, 11, 12

Materials and Methods
Cloning the RcDREB1 promoter and coding sequence

Total genomic DNA was isolated from leaves using the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen
Valencia, CA, USA). Degenerated primers DREB392 (5'-GCGACGTCRTGGRCACGAGCGGC-3")
and DREB297 (5"-TGGGTGGSGGAAATTAGAGARCC-3) (R = G or A; S = G or C) based on
conserved regions of available plant DREB genes were used to amplify an internal sequence from
the RcDREB gene. Polymerase Chain Reactions (PCRs) were carried out in a thermocycler
(MyCycler Thermal Cycler, BioRad) in 50 uL of solution containing 50 ng of DNA, 60 mM Tris-SO,
(pH 8.9), 18 mM (NH,).S0O4, 2mM MgSO,, 250 nM of each dNTP, 200 nM of each primer and 5 U of
Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). The mixture was treated at 95 °C (5 min)
and subjected to 35 cycles of amplification (95 °C for 1 min, 55 °C for 1 min, 68 °C for 1 min) with a
final elongation cycle of 5 min at 68 °C. A 845 bp fragment was cloned into the pGEMT-Easy vector
(Promega) and sequenced.

The 5° flanking region from the RcDREBl gene was obtained by Thermal Asymmetric
Interlaced PCR (TAIL-PCR) according to Liu* with one essential modification: the use of 10 mer
random primers instead of degenerate 16 mer as the short primers. On the basis of the 1,025 bp
fragment DNA sequence of an RcDREB1 gene, a total of two gene-specific primers in nested
positions were designed (RCNESTEDR: 5- AACAGGAGCGAATAAGAACC-3; RCR2: 5'-
ATCCTTGACCGCTTGTTC-3"). Twenty arbitrary 10 mer primers were chosen from the 10 mer
primer sets obtained from Operon Biotechnologies GmbH (www.operon.com). Three rounds of
TAIL-PCR were carried out on an MJ Researcher thermocycler (PTC-100) using the diluted product
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of the previous PCR as template for the next, and consecutively employing a common arbitrary
primer and nested gene-specific primers. The primary TAIL-PCR was carried out in 25 pL of
reaction mixture containing 20 ng of genomic DNA, 10 yM of the 10 mer OPE primer, 600mM Tris-
SO, (pH 8.9), 18mM (NH,),SO, 50mM of the MgSO, 10mM of dNTP mixture, 5 U/uL of the
Platinum Taq High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The final product of the primary
reaction was diluted 1:50 in sterile water and secondary 1:100, which were used as templates in the
secondary and tertiary reactions, respectively. In addition, each reaction provided a specific
program for fragment amplification.

The secondary TAIL-PCR was carried out with the gene-specific primer RCNESTEDR in
combination with the same arbitrary primer as used in the primary PCR. The reaction solution was
the same as for the primary PCR, except that 1 pL of a 50-fold dilution of the primary PCR product
was used as template. For the tertiary TAIL-PCR, the gene-specific primer RCR2 was used with the
same arbitrary primer. The reaction solution for the tertiary PCR was the same as for the primary
PCR except that 1 uL of a 50-fold dilution of the secondary PCR product was used as template, and
the concentration of the arbitrary primer was 500 nM instead of 2 uM. Reactions were carried out as
described by Liu, 2 except that the annealing temperature for the low-stringency cycle was set to
29°C, instead of 44°C. The PCR products were separated onto a 1% agarose gel, stained with
ethidium bromide and visualized with UV light. Discrete products from the tertiary PCR were purified
using the Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) and the fragments cloned into
the pGEMT-Easy vector (Promega) and sequenced.

To obtain a full-length RcDREB1 cDNA sequence, 5 - and 3"-rapid amplifications of cDNA
ends (RACE)-PCR were carried out. Gene-specific primers were designed from the internal
sequenced fragment and the cDNA end was amplified by using the 5- and 3"-RACE System
(Invitrogen), using the reverse specific nested primer DREBRCRACER (5'-
AAGCCTTGCAGACGGGCCTC-3") in combination with the GeneRacer 5 -Primer (Invitrogen), and
the forward specific primer DREBRCRACEF (5"-CGGCCGCTCGAGCCTATGAC-3") in combination
with GeneRacer Oligo dT (Invitrogen). Nested PCRs were carried out as described above. PCR
products were cloned into the pGEMT-Easy vector (Invitrogen) and sequenced.

All fragments and vector were sequenced by Macrogen Inc (Korea).

Sequence and phylogenetic analyses

All similarity searches were executed locally using the BlastN, BlastX, or BlastP tools at the
NCBI web site. Motif detection was performed with MEME version 4.7.0.** ReDREB1 promoter was
screened for cis-elements using the web-based PlantCARE and PLACE/Signal Scan platforms.?* %3
The relationship between the RcDREB1 and AP2/ERF transcription factor genes was determined
by aligning it with sequences available at GenBank (www.ncbi.nih.nlm.gov) and the TIGR Gene
Indices. Only complete coding sequences were used for analysis. The alignment was performed
using CLUSTAL w.2 Phylogenetic and molecular evolutionary analyses were conducted using
MEGA version 5.%° Phylogenetic trees were constructed using the Neighbour-joining algorithm
Bootstrap values were computed using 1000 replicates to evaluate support for the groupings. 2

Protein secLuence was in silico analyzed using NetStart 1.0, TargetP 1.1 and
NLStradamus.?” 2% 2

RT-PCR expression analysis

Developing seeds (5, 10, 15, and 20 d after pollination), leaves, ovules, pollen grains (from
anthers of male flowers during anthesis, 1 and 2 days before anthesis and 2 days after anthesis),
stems, and flowers were removed from plants cultivated under field conditions and used for total
RNA extraction as previously described by Abreu and Aragz”io.30 Anthers were partially dehisced at
the time of pollen harvest on the day of anthesis. They were completely dehisced and much
reduced in size by the day after anthesis. Total RNA extraction, cDNA synthesis and RT-PCR were
carried out according to Abreu and Aragéo. % The number of amplification cycles was previously
optimized in order to stop the reaction at the exponential stage, ensuring that amplification was
semi-quantitative. Primers RCDREBF (5"-AGAGTCGATGCTCTTGAAACCGCT-3") and RCDREBR
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(5"-TCCGAATCTTCCGGGTCGGGT-3") were used to amplify a 227 bp fragment from the
RcDREBI1. As an internal control, primers EF1F (5"-TGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG-3") and
EF1R (5-AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAC-3") were utilized to amplify 358 bp within the castor
bean housekeeping gene, RcEFa, elongation factor EF-1a. Fragments of the RcDREB1 amplified
from pollen were cloned into the pPGEMT-Easy and sequenced.

Abiotic treatments

Transgenic and non-transgenic tobacco plants (from three lines) were subjected to various
abiotic stresses according to Gutha and Reddy,31 with modifications. Tests were performed on soil,
under hydroponic and in vitro conditions. Tissues (leaf, root and stem) were collected and tested for
GUS expression.

For experiments carried out under soil conditions, 40-day-old plants (n=12) were submitted
to drought, high salinity, and low and high temperatures. For water deficit stress treatment, watering
was withheld for 15 days and samples collected daily. For high-salinity treatments, plants were
irrigated with 100 mL of solution containing 600mM NacCl for seven days and samples collected
daily. For low-temperature treatment, the plants were incubated at 10 °C, 75% RH, 16h-photoperiod
for two days and samples collected daily. For high temperature treatment, plants were incubated at
45°C, 15% RH, 16h-photoperiod during seven days and samples were collected at 0, 2, 6, and 24 h
on the first day, followed by sample collections every 24h for six days.

For experiments carried out under hydroponic conditions, 8-day-old plants (n=6) were
cultivated at 16h-photoperiod and submitted to salinity and ABA treatments. For salinity stress
treatment, plants were cultivated in contact with aqueous solution containing 250 mM NacCl for five
days and samples were collected every hour for the first 6h and every 24h for five days. For
hormone treatment, plants were cultivated in presence of 200uM ABA (abscisic acid) for seven
days and samples were collected every hour for the first 6h and every 24h for five days.

For experiments carried out under in vitro conditions, 7-day-old seedlings (n=10) were
cultured in Petri dishes (9 cm diameter) containing MS medium supplemented with 100 uM ABA, or
10%PEG, or 200 mM mannitol, or 200 mM NacCl for 15 days. % Samples were collected every
seven days.

GUS expression regulated by the RcDREB1 promoter

The 859-bp 5 -region of the RcDREB1 gene was cloned upstream of the uidA coding region
(qus) to create a promoter-gus fusion. Primer pair RcDPNcoR (5°-
TCCATGGATGGAGACAAATAATCACTC-3) and RcDPKpn (5°-
CGGTACCCCCTTAGGACTATACACCTC-3"), including the sites for Ncol and Kpnl (underlined)
were used to amplify the 5” flanking region from the RcDREB1 by PCR. Reaction was carried out as
previously described using 5 U of Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). The
amplified fragment was cloned into the pGEMT-Easy vector (Promega) and re-sequenced. The 5
region from the RcDREB1 gene was excised from pGEMTEasy with BamHI/Ncol and inserted into
the vector pCambia 3201 (CAMBIA, Camberra Australia), replacing the 35S CaMV promoter, to
generate the plasmid pRcDREBGUS.

The plasmid vector pPRcDREBGUS was transferred to Agrobacterium tumefaciens strain
LBA4404, which was used to transform tobacco as previously described.*® Transgenic plants were
selected using the herbicide glufosinate ammonium and tested for presence of the phosphinothricin
acetyltransferase using the Trait LL Test Kit, (Strategic Diagnostic Inc.). Regenerated transgenic
plantlets were acclimatized and allowed to set seeds.

GUS histochemical assay

The gene expression in all vegetative and reproductive organs, at different developmental
stages, was analyzed by a histochemical assay of the gus gene according to Jefferson.** Pollen
grains were removed from anthers at eight stages (a-h) corresponding to the stages 1 (=a), 2 (=b),
6 (=c), 8 (=d), 11 (=e) and 12 (=f), as previously described.*® Stages g and h correspond to flower
senescence events.
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Results
Cloning of a DREB gene from R. communis

Using PCR with degenerated primers, TAIL-PCR and 5- and 3"-(RACE)-PCR it was
possible to obtain a 1,781 bp sequence from R. communis genome. The sequence was entered in
the NCBI GenBank database with the accession number JQ361741. The cDNA contains one open
reading frame of 588 bp encoding 195 amino acids with predicted molecular mass of 21.7 kDa (pl
7.08), 1,025 pb corresponding to the 5°region and 169 bp corresponding to the 3’region.
Translation start was predicted using the NetStart 1.0.” The deduced amino acid sequence was
used to compare the amino acid composition of the RcDREB1 polypeptide with those of other plant
AP2/ERF TFs, and presented 38—78% identity for overall amino acid sequence. RcDREB1 was
predicted to encode a single AP2/ERF domain (in the position 26-82) with 94—99% identity. No B3
domain was found. The nucleotide sequence of the intronless putative RcDREB1 gene-coding
region was compared with sequences of AP2/ERF genes from Viridiplantae available in the
GenBank and TIGR databases. The amino acid residues Eis, W57, Log, and G,9 from AP2/ERF
RcDREB1 domain were conserved when compared with all 220 AP2/ERF proteins identified in
soybean and Arabidopsis thaliana. In addition, the residues Rg and G,5 were completely conserved
when compared with all 139 AP2/ERF proteins identified in rice (Oryza sativa). The TargetP 1.1
algorithm predicted no chloroplast transit or mitochondrial targeting signal peptides in the N-terminal
region ofzgthe RcDREB1.?® The NLStradamus predicted a putative nuclear localization signal (NLS)
domain.

Conserved motifs outside of the AP2/ERF RcDREB1 domain were examined using MEME.
Some conserved motifs identified in the Arabidopsis and Glycine max ERF family proteins were
also observed in the deduced amino acid sequences of RcDREB1. The ERF-associated
amphiphilic repression (EAR) motif [D(L/M)NxxP] was found in the C-terminal region. However, the
LxLxL type of EAR motif is not present. ERF protein signature (FKGIRMRKWGKW), the
Transcription initiation factor TFIID motifs (SSSNNNNNNSN and SSSSNNNNNNS) and a potential
PEST motif (KVPDPEDSDVEWER) were also found.

Sequence analysis of the 5 -region of the RcDREBL1 revealed that no typical TATA boxes
(TATAWAW; W= A/T) were found. However, five TATA boxes were detected that had previously
been detected in the 5 upstream region of Pisum sativum glutamine synthetase gene and
confirmed as a TATA element by in vivo analysis (Figure 1).36 In addition, the erd1l (ACGTG,; early
response to dehydration element)37 was found at -202 position. There were five CAAT boxes. To
identify regulatory elements, the 5° upstream sequence was analyzed by using PlantCARE
database and PLACE database. Motifs AGAAA and GTGA, two cis-acting regulatory elements that
are known to be involved in pollen/anther-specific expression, were detected (Figure 1). There were
three copies of AGAAA motifs and three copies of GTGA motifs. So many copies of AGAAA and
GTGA motifs suggested that this promoter might be a specific pollen/anther promoter.
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-863 TAATCCCTTAGGACTATACACCTCACTCTTCCTTTTATTCATTCATTAAACTATTTTTAT
-803 AAACAATIRTCTCTCAGCATAANCAATATCTJCAATITTGATATTGTAATTTATGATAATAG
-743 ATTAAATTTTCATTTTTCAAATGCTGAAAATTATTATTTTCATGTGTATACTATAATGCA
-683 AGAAATAAGTTTTAGAAACCTACAACATTTTATAATTTGYTTATTTATTTTATTAATAAA
623 TTATAATTTTATTAATTTTAAATATAGCTTTATAATTTGYTTATTTAAATTTATTATATA
-563 GTAATTAATTTATATTTAATATAAAAAGAATATTTTTATAGTATATATACTTGTTTTAAA
-503 TAAAAATTACTTCAAAAAATATACAAACGAGGAAGGCATTCCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
-443 TCTCTCTCTCTCTCCCTCTCTTTCTCTCTCGCCCTATAAGGGAAACAACATAAACACACC
-383 CTTCACACTCGCACAGACAACAGCACAAAGCCTTTCTTTTTCATTTTTCTTTCCCTTTAA
-323 ACAATTTCCACAAAGATTTGTGTCGGIGAATTTGGATTTTCTATCITTATTITCTTTTTC
-263 CCCTTATCAAACCCCATCTCTTAATATTAAAATAAAAAACAAAACCCAAAAATCACAATC
-203 AACGTGTAAGCTTACCTGAATGACACCCCCGTTTCTTTTCATACCCAGCTGAGCAGAGCT
-143 CTACCCATGAAAACCCATCTTCTCTAAACTAAACTCCTTCCTCCATGAAAGCTCGGTAAC
-83 ATCTTCGCTTAGGTTTCTICAATTTTTTTTAGTGATACAAAAAATAAAAAAGAAGAAATT
-23  ceAGTGATTATTIGTCTCCATAJATAGAAA TGGAAGGCGAAACGGAGAAGGTGATAACAA

Figure 1. Nucleotide sequence of RcDREB1 promoter. Numbering is from the first base of
translation start site (+1). Putative TATA, CAAT boxes and the translation start point ATG are
shown in rectangular boxes. Pollen-specific cis-elements (AGAAA and GTGA) (gray background)
and erd1 (early response to dehydration element) (underlined) are denoted.

Phylogenetic analysis

To classify and to analyze the phylogenetic relationships, multiple alignment analysis of the
amino acid sequences of the AP2/ERF domain in the RcDREB1 was carried out. Based on
alignment, an NJ phylogenetic tree was generated, which divided AP2/ERF proteins into clusters in
agreement with the subfamily (Figure 2). This phylogenetic tree suggested that the RcDREB1
belongs to the CBF/DREB subfamily. The second phylogenic analysis was carried out with
CBF/DREB subfamily protein sequences (Figure 3). The phylogenetic tree divided the proteins into
six subgroups, designated A-1 to A-6, in accordance with the classification described by Sakuma.™
The RcDREBL1 grouped with the subgroup A-5.
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Figure 2. Phylogenetic analysis of RcDREB1 with other AP2/ERF proteins. The RcDREB1 grouped
with the CBF/DREB subfamily. The amino acid sequences of the AP2/ERF domains were aligned
by Clustal W and the phylogenetic tree was constructed using MEGA 5 with Neighbor—Joining
method. The tree includes AP2 domains available in GenBank and TIGR databases. Cut-off
bootstrap values >50 % were considered for the consensus tree.
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Figure 3. Phylogenetic analysis of RcDREB1 with other DREB proteins. The RcDREB1 grouped
with the A-5 subgroup. The amino acid sequences were aligned by Clustal W and the phylogenetic
tree was constructed using MEGA 5.0 and the Neighbor—Joining method. The tree includes AP2

domains available in GenBank and TIGR databases. Cut-off bootstrap values >50 % were
considered for the consensus tree.
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Levels of RcDREBL transcripts in organs of R. communis

RT—PCR expression analyses were carried out to detect endogenous RcDREB1 transcripts
in different R. communis organs and developing seeds. The results revealed the absence of
RcDREB1 transcripts developing seeds, leaves, ovules, stems and flowers of plants cultivated
under field conditions (data not shown). RcDREBL1 transcripts were observed pollen grains, peaking
during anthesis (Figure 4). However, can not definitively conclude that only the RcDREB1 is being
expressed, because other DREB genes are present in the castor bean genome and these genes
have a high degree of sequence similarity.

1 2 3 4

RcDREB1

RcEFa

Figure 4. Expression of the RcDREB1 gene in castor bean pollen grains from male flowers 1 and 2
days before anthesis (1, 2), during anthesis (3) and 2 days after anthesis (4). The upper bands are
consistent with the expected fragment amplified from the RcDREB1 gene and the lower band
corresponds to transcripts from the RcEFa gene (elongation factor EF-1a; internal control).

GUS expression under control of the RcDREB1 promoter

To determine whether the RcDREB1 promoter would be functional under stress conditions,
the 3"-region of the gene was fused to the gus reporter gene coding sequencing. Fifteen transgenic
tobacco lines were achieved, transformed with the RcDREB1 promoter-gus fusion, and three lines
were used for further experiments.

Plants cultivated in the soil, under hydroponic and in vitro conditions were exposed to
various abiotic stress treatments (low and high temperatures, drought, salinity and exogenous
ABA). Expression of the GUS-reporter gene was examined in different tissues of the transgenic
lines. Random samples of leaves, stems and roots of the T, plants did not show any visible
histochemical GUS staining, suggesting that the RcDREB1 promoter is not active under tested
conditions.

Transgenic plants were allowed to develop under greenhouse conditions with normal
irrigation regime and analyzed for GUS expression. No expression could be detected in leaves,
stems, roots, petals, sepals and ovaries. Later, GUS expression was investigated during
microspore/pollen development. Interestingly, it was possible to detect intense expression levels of
the gus gene driven by the RcDREB1 promoter (Figure 5) at some stages of pollen development.
The frequency of blue-staining pollen was higher at stages f and g (99 and 97% respectively), when
the flowers are open and anthers dehisced, releasing pollen grains (Figure 5f and g). At stages c, d
and e it was possible to visualize a frequency of 6, 11 and 19% (respectively) of pollen grains
expressing the gus gene (Figure 5c-e). At these stages (c to e), gus expression was observed only
in desiccated pollen grains. It is in agreement with the expression peaking during anthesis of castor
bean anthers. At stage h flowers initiated senescence and the GUS was observed in about 50% of
the pollens presenting dehydration. No gus expression was detected in pollen of non-transgenic
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tobacco plants. In all cases, the positive control line transformed with the CaMV 35S promoter
driving the gus showed intense blue staining (data not shown).

A e

Figure 5. RcDREB1 promoter controlling GUS expression during pollen/microspore grains
development in transgenic tobacco plants. At stage a, the anthers and pistil are fully differentiated.
Stage b: calyx opens slightly at top of bud; stage c: corolla tube bulges at tip of calyx; stage d:
corolla is elongating and petals are green and slightly open. Stage e: corolla limb is semi open and
stigma and anthers are visible. Stage f: flower open and anthers dehisced, and corolla limb is fully
expanded and deep pink. Stages g and h: flower in senescent. Arrows point to dehydrated pollen
grains in ¢ to h. White bar in the upper panel corresponds to 1 cm and serves as scale for flowers.
Black bar corresponds to 50 um and serves as scale for pollen grains in a to h.

Discussion

In this study, the first member of the AP2/ERF transcription factor family, named RcDREB1,
was characterized in castor bean, a perennial tropical species that presents natural tolerance to
drought, low fertility soils and high temperature. Plants have biochemical mechanisms to tolerate
stress and respond to these conditions with an array of biochemical and physiological changes,
which involve the expression of many genes to promote the ability of the plant to survive these
stress conditions. A significant number of these changes was shown to be under the control of the
DREB factor pathway. %39 These transcription factors activate/regulate the expression of a number
of downstream genes that play important roles in environmental stress tolerance. Many plant
species, especially those of tropical origin, have to respond and adapt to stresses at the
physiological and biochemical levels, in a plastic and rapid manner. Nevertheless the isolated
castor bean DREB gene did not presented expression in several tissues. Surprisingly, RcDREB1
expression was only observed in pollen cells with maximum values being during anthesis.

According to Sakuma,** the CBF/DREB and ERF subfamilies differ by two conserved amino
acid residues in the AP2/ERF domain. In AtDREB protein, a valine and glutamic acid are conserved
in positions 14 and 19 respectively, while in ERF proteins alanine and aspartic acid residues are
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conserved at these positions. In agreement with other CBF/DREB subfamily proteins, RcDREB1
has the V14, and E;9 amino acid residues in the AP2/ERF domain, suggesting it is a member of the
CBF/DREB subfamily. In addition, phylogenetic analyses revealed that the RcDREB1 grouped in
the DREB subfamily.

Further phylogenetic analysis positioned RcDREB1 in A-5 subgroup CBF/DREB of the
CBF/DREB subfamily, according to the classification proposed by Sakuma.'* Some DREB proteins
from the subgroup A-5 have been characterized as stress-inducible proteins, since they are ABA-
responsive.** 1> 1% 17

Out of more than 140 AP2/ERF domain proteins predicted to be encoded by Arabidopsis,
and also in Brassica napus, wheat, rye, and tomato, only CBFs were found to have immediately
upstream (PKK/RPAGRXKFXETRHP) and downstream (DSAWR) signatures surrounding the
AP2/ERF domain. The domains PK(K/R)PAGRxKFXETRHP and DSAWR were not detected in the
RcDREB1, corroborating the suggestion that it is not a CBF protein. In addition, these signatures
are not present in the Arabidopsis AP2/ERF protein AtDREB2a."® *°

The ERF-associated amphiphilic repression (EAR) motif is present in the RcDREB1. Zhang
2 have shown the EAR motif sequences conserved in the C-terminal region of subgroup A-5 of the
CBF/DREB subfamily proteins in soybean and Arabidopsis.

Conserved motifs outside the AP2/ERF RcDREB1 domain were examined using MEME.
Some conserved motifs identified in the Arabidopsis and Glycine max ERF family proteins were
also observed in the deduced amino acid sequences of RcDREB1. The ERF-associated
amphiphilic repression (EAR) motif [D(L/M)NxxP] was found in the C-terminal region, but not the
LxLxL type of EAR motif. ERF protein signature (FKGIRMRKWGKW), the Transcription initiation
factor TFIID motifs (SSSNNNNNNSN and SSSSNNNNNNS) and a potential PEST motif with 12
amino acids (KVPDPEDSDVEWER) were also found. EAR is a transcriptional regulatory motif
identified in members of the ERF, C2H2, and auxin/indole-3-acetic acid families of transcriptional
regulators. Arabidopsis EAR motif-containing proteins described in the literature are divided into two
groups based on the sequence conservation pattern within the core EAR motif sites.** The DLNxxP
motif is conserved in some members of class Il ERFs, TFIlIA-type ZFPs, and ABI3/VP1 family
proteins, while the LxLxL motif is conserved in AUX/IAAs and some members of the MYB and HD-
Zip family proteins. ERF protein signature and the transcription initiation factor TFIID motifs were
also found.

In this study, transgenic tobacco lines were generated to express the gus report gene under
control of the RcDREB1 promoter. Although a single ABA-responsive element (ABRE) was
identified in the 5’"RcDREB, the 5"RcDREB1::gus fusion was not functional in either in vitro or
hydroponic conditions under ABA treatments. It has been shown that ABRE is necessary but not
sufficient for ABA-induced gene expression. An additional element is usually required for high level
ABA-induction, such as CE1 and CE3, which were not found in the 5"RcDREB1.* **Two ABRE
sequences are necessary for the expression of Arabidopsis RD29B in seeds and for the ABA-
responsive expression of RD29B in vegetative tissue. **

The RcDREB1 expression pattern is very different from the other DREB proteins from
subgroup A-5. Characterization of the DREB gene from Physcomitrella patens (PpDBF1) revealed
transcript accumulation under various abiotic stresses [water deficit, high salinity (NaCl), low
temperature] and phytohormone treatments (ABA).” In addition, transgenic tobacco plants
overexpressing the PpDBF1 gained higher tolerance to salt, drought and cold stresses. Previous
reports have suggested that there are different expression mechanisms among the three
AtCBF/DREB genes. For instance, the ICE1 gene that encodes a MYC-like bHLH protein was
identifigﬁd as being an expression regulator of AtCBF3/AtDREB1A but not of other AtCBF/AtDREB1
genes.

Flower senescence is associated with increased ethylene production in many flowers.
GUS expression was only observed in pollen grains, which start to appear when the flower opens
and initiate the senescence process, after which desiccated mature pollen grains are dispersed
from anthers onto the stigma surface covered with sticky exudates and ready for fertilization.
Interestingly, the RcDREB1 promoter analysis revealed the presence of three copies of the
regulatory late pollen-specific element (POLLEN1LELAT52; AGAAA) responsible for pollen specific
gene expression in tomato, tobacco and wheat.*® 9 %% 5 %2 The tomato lat52 gene encodes a
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cysteine-rich protein preferentially transcribed in the vegetative cell during pollen maturation.
Analyses of the organization and role of cis-regulatory elements in controlling the precise
developmental and tissue-specific expression of lat52 during pollen development revealed that cis-
regulatory elements required for pollen-specific transcription were located within the upstream
region 492 to 52. Three independent activator domains were identified, each sufficient to activate
the minimal CaMV 35S promoter in a pollen-specific manner.* Similarly, a construction of gus
coding sequence controlled by the LeMAN5 promoter, which contains four copies of
POLLEN1LELAT52, was used to transform Arabidopsis. GUS activity was not detected in roots,
stems, leaves, and siliques, but intense GUS staining was observed in anthers and pollen grains of
developing and open flowers of the transformants.>

The viability of pollen is one of the most important factors that have direct influence on the
success of fertilization and seed production, being an important component of crop yield. Castor
bean is indigenous to the southeastern Mediterranean Basin, Eastern Africa, and India, but is
widespread throughout tropical and subtropical regions (mostly in arid zones), where temperatures
remain fairly high throughout the growing season of 140 to 180 days. In general, the castor bean
inflorescence is a monoecious raceme, with female flowers located at the apex and male flowers at
the base. Dehiscence of anthers occurs very rapidly, pollen grains are released in 3 to 5 minutes
and wind dispersed to reach other flowers of the same plant or of other plants.53 At that moment
pollen grains often have to cope with environmental stress. Consequently, the protection of the
pollen grains from adverse environmental conditions is crucial. Studies on molecular mechanisms
involved in pollen survival during dispersion and pollination are of ecological and agronomic
relevance and castor bean could be an excellent model.

In conclusion, our results show that RecDREB1 encodes a novel DRE-binding transcription
factor that is not activated by various environmental stresses and ABA in leaf, stem and root.
Interestingly, among the tests that were carried out, we observed that the RcDREB1 promoter was
only functional in dehydrated pollen grains or at the moment that desiccated mature pollen grains
are ready to be dispersed from anthers, being exposed to the external environment. To our
knowledge, this is the first report on the characterization of DREB transcription factors isolated from
castor bean and specifically functional in pollen grains. It has been demonstrated that moderate
temperature increases could strongly influence pollen development.54 Results of the present study
could be the foundation for production of crops with highly stress-tolerant pollen, which could have
an impact on productivity in a scenario of increasing temperatures, such as those projected to result
from global climate change. In addition, pollen-specific promoters have the potential to target genes
of biotechnological interest in pollen grains. As a potential application, engineered plants with long-
life pollen grains could be produced, increasing pollination and in consequence, productivity.
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