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Previsoes recentes tém mostrado uma alteracdo significativa nas condi¢des climaticas
globais, com mudangas significadas no que refere-se aos indices pluviais o que podera
trazer prejuizos para diversas espécies vegetais. Em condigOes tropicais, onde as chuvas
sdo naturalmente mais escassas, 0s efeitos deletérios das mudancgas climaticas podem
ser ainda mais prejudiciais acarretando diminuicdo de produtividade significativa.
Devido a sua caracteristica séssil as plantas desenvolveram diversos mecanismos de
tolerancia que possibilitam a conclusdo do ciclo de vida mesmo em ambiente sob
estresse. A tolerancia ao estresse hidrico em plantas é uma caracteristica complexa
relacionada com varios mecanismos bioquimicos e moleculares; no entanto, diversos
genes relacionados a tolerancia ja foram isolados e caracterizados. O feijao-caupi
constitui-se uma espécie bastante interessante para a identificacdo de genes relacionados
com o processo de tolerancia, pois apresenta boa tolerancia a estresse hidrico. Com o
objetivo de contribuir para a compreensdao dos processos bioquimicos envolvidos nessa
ultima caracteristica, um gene de feijao-caupi relacionado a sua tolerancia ao estresse
hidrico foi clonado e a proteina para a qual este gene codifica expressa in vitro. A regiao
codificadora do gene denominado NCED foi amplificada por PCR a partir de um clone
isolado de uma biblioteca de cDNA construida a partir de nédulos submetidos a estresse
hidrico. A amplificacdo foi realizada em duas etapas para inclusdo dos sitios de
recombinacdo necessdrios para a clonagem do produto de PCR nos vetores pDONR201,
pDEST17 e pDEST24 do Sistema Gateway (Invitrogen). Apds as reacdes de
recombinacdo os clones foram utilizados para a transformacdo de Escherichia coli
DH10B. Para confirmacdo da clonagem, o DNA plasmidial extraido das bactérias
transformadas foi digerido com as endonucleases de restricao HindIII, EcoRI e Pvul e, o
tamanho dos fragmentos verificado através de eletroforese em gel de agarose. A
expressdo da proteina foi induzida com IPTG e a proteina purificada foi visualizada
através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Através destes experimentos foi
possivel obter a sequéncia codificante do gene NCED clonado em diferentes vetores de
interesse (pDONR201, pDEST17 e pDEST24) e a proteina expressa em bactérias
isoladas. Foi possivel expressar in vitro o gene NCED, que codifica uma enzima chave
na biossintese do ABA em algumas leguminosas sob déficit hidrico, em E. coli.
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