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Identificacao e caracterizagao do gene M6PR de
Coffea spp
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Devido as mudancas climdticas a tolerancia a estresses abiéticos, como estresse hidrico e salino, tém tido cada vez
maior importancia na agricultura. Plantas com alta produgéo de manitol apresentam elevado grau de tolerancia
a esses estresses abidticos. Em plantas superiores, a enzima chave na produgéo de manitol é a manose -6- fosfato
redutase dependente de NADPH (M6PR), que converte manose- 6 fosfato em manitol-1-fosfato. Este trabalho visa
aidentificacdo e caracterizacdo in silico e in vivo de genes de M6PR, em Coffea spp,.bem como aidentificagdo deste
gene em uma biblioteca BAC de Coffea arabica. Através da comparacgéo da expressdo dos reads e contigs intra
e inter bibliotecas utilizando a ferramenta Norther Eletronico-Teste Exato de Fischer (https://alanine.cenargen.
embrapa.br/) foi observado que o gene M6PR apresenta uma maior expressdo em bibliotecas submetidas a estresse
hidrico e salino. Foram clusterizadas 350 sequéncias de ESTs do banco de dados do Projeto Genoma Café que
permitiram identificar 2 haplétipos de M6PR em C. arabica e 1 hapldtipo em C. canephora. Andlise da seqiiéncia
deduzida apresentou uma proteina com tamanho, ponto isoelétrico, peso molecular e dominio semelhante
ao encontrados em M6PR de Apium graveolens. Para producdo de sonda visando hibridiza¢ées de Southern
e Northern Blot, o gene M6PR foi amplificado, clonado no vetor PCR 2.1-TOPOA4 cloning, (Invitrogen”, Life
Technologies) e seqiienciado. Iniciou- se também a identificagéo de clones de Cromossomo Artificial de Bactéria
(BAC), contendo gene de M6PR. Foi utilizada uma biblioteca BAC de café contendo 55.000 clones representando
5X o genoma do Coffea arabica. A identifica¢do de clones BACs na biblioteca foi feita através da selegcdo por PCR
de pools de BACs e posteriormente por hibridizagdo em filtros de membrana de colonia. Os clones identificados
foram submetidos a PCR individualmente e confirmaram a presenca do gene. Os BACs positivos e DNA gendmico
de C.canephora e C. eugeniodes estdo sendo seqlienciados a fim de confirmar a presenca de dois haplétipos em
C. arabica. Anélises de expressdo por Northern Blot em condi¢oes de estresse hidrico, salino e térmico em C.
arabica e C. canephora possibilitou detectar maiores niveis de expressdo quando submetido a estresse hidrico
moderado ( - 2.39 MPa) e severo (- 4.5 MPa). Também foi observada expressdo durante estresse salino em plantas
irrigadas com solugdo de NaCl 150 mM por 25 dias). Ndo foi observada expressdo em plantas submetidas ao
estresse térmico. A caracterizacédo e identificacdo do M6PR possibilitard compreender melhor o papel do aciimulo
de manitol em condigdes de estresses abidticos em Coffea spp. Através da identificacdo de BACs de C. arabica
contendo genes de M6PR serd possivel realizar a caracterizagdo gendmica do gene, e auxiliar o mapeamento
fisico desta espécie para caracteristicas de interesse agrondmico como a tolerancia a estresses abioticos.
Apoio Financeiro: CNPq, Consércio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café.



