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RESUMO: As mudangas climéticas globais tém causados danos a produtividade agricola cafeeira com impactos
econdmicos e sociais, e apresentam o potencial de reduzir areas disponiveis para o plantio de cafeeiros. Diante deste
cenario foi investigado o potencial do promotor da galactinol sintase (GolS) do género Coffea, que catalisa a primeira
etapa da via de sintese de oligossacarideos da familia da Rafinose, cujo acimulo ocorre principalmente em resposta a
estresses abidticos. Entender a estrutura e composicao de sequéncias génicas promotoras de cafeeiros é de fundamental
importancia para compreender melhor 0s mecanismos genéticos e os processos de regulacdo da expressdo génica
induzidos em periodos de estresse hidrico e salino. Neste estudo identificamos 14 promotores GolS presentes nos
genomas de Coffea arabica, C. canephora e C. eugenioides. Dentro das regifes promotoras desses genes, foram
observados 12 cis-elementos relacionados a regulacdo de genes em resposta a condi¢des adversas, dentre eles: ARE,
ABRE, MYB e STRE. Apds a caracteriza¢do in silico dos 14 promotores, o promotor da isoforma de GolS3 (CcGolS3)
de Coffea canephora (Cc) foi clonada com o objetivo de verificar o seu comportamento frente a estresses abidticos.
Plasmideos contendo a construgdo pCcGolS3::GUS (gene repdrter da S-glucuronidase) foram inseridos em Arabidopsis
thaliana via transformacdo genética com Agrobacterium tumefaciens. A coloracdo histoquimica do gene rep6rter GUS
foi verificada em todos os tecidos de A. thaliana transformadas. Para analisar 0 comportamento deste promotor, as
plantas de A. thaliana foram submetidas a estresses hidrico e salino in vitro (Oh, 12h, 24h e 48h), os seus respectivos
RNAs foram extraidos e a sintese de cDNA foi realizada para a quantificacdo da atividade transcricional do gene
reporter GUS via RT-gPCR. Os nossos resultados indicaram que o promotor de CcGolS3 pode ser caracterizado como
do tipo estresse-induzido, visto que o perfil transcricional do gene GUS diretamente proporcional ao tempo de duracéo
dos estresses. O promotor do gene CcGolS3 apresenta um grande potencial para ser utilizado em projetos futuros de
melhoramento genético de cafeeiros e obtengdo de plantas mais tolerantes a estresses abidticos.
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CHARACTERIZATION OF COFFEE PROMOTERS VIA GENETIC
TRANSFORMATION IN MODEL PLANT

ABSTRACT: Global climate change has decrease coffee crop productivity with economic and social impacts, and has
the potential to reduce areas available for coffee production culture. In this scenario, the potential of the galactinol
synthase (GolS) promoter of Coffea spp., which catalyzes the first stage of the synthesis pathway of the raffinose family
of oligosaccharides, whose accumulation occurs mainly in response to abiotic stresses, was investigated. Understanding
the structure and composition of coffee promoter gene sequences is of fundamental to better understand the genetic
mechanisms and processes of gene expression regulation induced in periods of drought and salt stress. We analyses 14
GolS promoters present in the genomes of Coffea arabica, C. canephora and C. eugenioides. Those promoters
presented, 12 cis-elements related to gene regulation in response to adverse conditions were observed, including: ARE,
ABRE, MYB and STRE. Subsequently in silico characterization of the 14 promoters, the Coffea canephora (Cc) GolS3
(CcGolS3) isoform promoter was cloned in order to verify its role against abiotic stresses. Plasmids containing the
pCcGolS3::GUS construct (B-glucuronidase reporter gene) were introduced into Arabidopsis thaliana via genetic
transformation with Agrobacterium tumefaciens. Histochemical assays of the GUS reporter gene was verified in A.
thaliana tissues. To analyze the behavior of this promoter, A. thaliana plants were subjected to drought and salt stresses
in vitro (Oh, 12h, 24h and 48h), their respective RNAs were extracted and cDNA synthesis was performed to quantify
the transcriptional activity of the GUS reporter gene via RT-gPCR. Our results indicated that the CcGolS3 promoter can
be characterized as stress-induced, since the transcriptional profile of the GUS gene is directly proportional to the period
of stress. The CcGolS3 gene promoter has great potential to be used in future coffee breeding projects and to obtain
more abiotic stress tolerant plants.
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INTRODUCAO

O café é uma das principais commodities agricolas dos paises em desenvolvimento, sendo o Brasil seu maior produtor e
exportador. O género Coffea pertence a familia Rubiaceae e inclui aproximadamente 124 espécies (Davis et al., 2011),
com especial relevancia para C. arabica e C. canephora.

As mudancas climaticas globais determinam fortemente a produtividade agricola e causam impactos econémicos e
sociais, podendo ocorrer a redugdo em areas disponiveis para plantio do género Coffea. Dentre os estresses que mais
influenciam o desenvolvimento vegetal, o estresse hidrico afeta as funcoes fisioldgicas e bioquimicas em todas as fases
ciclo de crescimento do café. A transformacao genética visando o aumento da tolerancia a estresse hidrico é uma das
estratégias que pode ser empregada diante desse cenario de mudancas climaticas. Com isso, a identificacdo de regides
promotoras e a caracterizacdo de genes relacionados aos mecanismos de resposta a condicdes adversas é de
fundamental para o sucesso e o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas.

A regido codificadora de proteina de cada gene é regulado por uma regido promotora Unica e especifica. A
caracterizacdo funcional desta regido é interessante pois pode-se direcionar a expressdo de um transgene para um
determinado 6rgdo, tecido e/ou condicdo ambiental especifica, e com isso, otimizar a resposta da planta para enfrentar
diversos tipos de estresses. Os oligossacarideos da rafinose (RFOs) sdo produzidos em maiores quantidades e
acumulados quando a planta € submetida a situagdes de estresse abiotico, essas proteinas conferem osmoprotecdo as
plantas. A galactinol sintase (GolS) é um dos principais genes envolvidos na biossintese de RFOs.

Neste trabalho, foi realizado a caracterizagdo de um promotor do gene GolS, especifico de Coffea spp. Foi analisada in
silico a arquitetura promotora através dos papéis dos cis-elementos identificados nos promotores GolS especificos de
café, localizados nos genomas disponiveis de Coffea spp. Discutimos os principais cis-elementos encontrados nos
promotores GolS de Coffea spp. envolvidos na regulagdo da transcricdo das respostas de defesa e estresse nas plantas.
Em seguida, foram transformadas plantas geneticamente modificadas de A. thaliana empregando o promotor GolS,
isoforma de C. canephora, fusionados ao gene reporter GUS. Verificou-se a expressdo do gene GUS através de
experimentos de estresse abidtico, para prova de conceito e correlacionar um papel de tolerancia desse promotor frente
a situages de estresses.

MATERIAL E METODOS

Sequencias das regides promotoras do GolSs (a montante —2000 do cddon de iniciacao), foram selecionadas do genoma
de C. canephora (Denoeud et al., 2014), disponivel no Coffee Genome Hub (http://coffee-genome.org/), Genoma de C.
arabica (https:/phytozome.jgi.doe.gov/) disponivel em Coffea arabica UCDv 0.5. e C. eugenioides (dados ndo
publicados), gentilmente cedidos pelo Consorcio do Genoma do Café Ardbica (ACGC Consortium). Sequéncias GolS
foram selecionadas nos bancos de dados Coffee Genome Hub e Phytozome através de pesquisa por palavras-chave. Para
C. eugenioides, usamos galactinol sintases ja caracterizadas funcionalmente em Arabidopsis como sequéncias isca, para
identificar suas respectivas regides promotoras.

A presenca e a frequéncia dos cis-elementos relacionados a resposta de defesa e estresse, resposta hormonal, regulagéo
de luz, expressdo tecidual e outros motivos foram analisados utilizando o PlantCARE (Plant Cis-Actin Regulatory
Element) (Lescot et al., 2002). Plantas de A. thaliana (ecotipo Columbia 0) foram transformadas via A. tumefaciens
(EHAL105), contendo o promotor GolS, isoforma de C. canephora (Cc02_35360) (pCcGolS3::GUS), através do método
adaptado de asperséao + vacuo infiltracdo (Chung et al.; 2000; Clough et al., 2005; Tangue & Mantis, 2006).

Para avaliar in vitro o estresse hidrico, nas plantas de A. thaliana pCcGolS3::GUS (terceira geracdo de transformantes),
utilizou-se 0 meio MS (Murashige & Skoog, 1962) (pH 5,6), suplementado com o agente osmotico, polietilenoglicol
(PEG) 8000, nas concentracfes de 10%, 20% e 30%. Plantas com um més, foram transferidas para as diferentes
concentragdes de PEG e mantidas em cAmara de crescimento (16 horas de luz/dia e temperatura de 22 + 2°C) por 12, 24
e 48 horas de incubacdo. Para simular efeito de estresse salino, equivalente protocolo foi utilizado, com o0 meio MS (pH
5,6), suplementado com o agente estressante, cloreto de sédio (NaCl), nas concentragdes de 50 mM, 100 mM e 250
mM.

Para confirmagdo da inser¢do do promotor pCcGolS3::GUS nas plantas transformadas de A. thaliana, amostras
coletadas foram imersas em solugdo de X-Gluc (Jefferson et al., 1987) e 0 DNA gendmico das plantas foi extraido
(Doyle & Doyle, 1987) e usado na reacdo de PCR convencional com trés pares de oligonucleotideos iniciadores que
amplificam a construcdo pCcGolS3::GUS.

O perfil de atividade transcricional foi avaliado através da metodologia de PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-
gPCR) com a utilizacdo do equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) e seguindo protocolos previamente descritos para cafeeiros (Ivamoto et al., 2017).

RESULTADOS
Foram encontrados 14 promotores GolS nos genomas estudados. Sete no genoma de C. canephora, quatro em C.

arabica e trés em C. eugenioides (Fig. 1). Os cis-elementos foram classificados em cinco categorias de processos
bioldgicos. Em todos os promotores, a maioria dos motivos encontrados foram relacionados as respostas de defesa e
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estresse, confirmando a possibilidade deste promotor ser estresse-induzido. Em seguida, presentes em todos 0s
promotores, em menor nimero, estavam relacionados a resposta hormonal, seguido de regulacéo de luz, observado em
12 promotores.
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Figural. Representacdo grafica do nimero de cis-elementos encontrados nos promotores GolS de Coffea spp. Os
promotores foram agrupados de acordo com suas func¢@es relacionadas a partir do banco de dados de promotores de
plantas PlantCARE [3]. (Cc - Coffea canephora; Ca - C. arabica e Ceug - C. eugenioides).

A Tabela 1 apresenta os 12 tipos de cis-elementos relacionados a funcéo de defesa e estresse apresentados através das
anélises com PlantCARE. Todos os promotores apresentaram trés ou mais motivos dentro desta categoria. O MYB foi o
motivo mais abundante relacionado ao estresse, presente em todos os promotores com 3 a 11 cdpias. O 4cido abscisico
(ABA) é um regulador chave da adaptacdo, resposta e tolerancia da planta, regulando a expressdo de muitos genes sob
estresse hidrico, niveis de salinidade, ataque patogénico e resposta a condigdes ambientais em constante mudanca
(Cheng et al., 2017, 2018). Isto sugere um possivel papel da sinalizagdo ABA a montante do gene GolS.

Seguido pelo cis-elemento ARE (12 promotores), e pelo WUN-motif (11 promotores). MBS, STRE e W-Box foram
encontrados em nove dos 14 promotores GolS, ABRE em sete promotores e TC-rich repeats cinco promotores. Cis-
elementos DRE e LTR o foram localizados em quatro promotores e GC-motif em trés.

Tabela 1. NUmero de cis-elementos relacionado a estresse em promotores do gene GolS de Coffea.
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Para caracterizacdo in vitro e invivo, clonamos o promotor do gene CcGolS3, que é um ortélogo ao previamente
descrito em C. arabica (CaGolS3) (dos Santos et al., 2011). O promotor seguido pelo gene repdrter GUS foi
transformado em plantas de A. thaliana. Caracterizamos a resposta da regido promotora do gene da galactinol sintase de
C. canephora (CcGolS3) para resposta a estresse hidrico, em simulagdes com meio de cultura contendo PEG e NaCl.
Nas concentragBes intermediarias dos agentes estressantes, evidenciaram que as plantas transgénicas de A. thaliana
(PEG 20%) apresentaram uma redugdo no numero de transcritos em 12 horas de tratamento, em relagdo as plantas
controle. Apo6s 24 horas, 0s niveis transcricionais de GUS aumentaram em relacdo ao periodo de 12 horas, e foram
semelhantes aos niveis observados nas plantas controle. Com 48h de exposi¢do ao estresse, as plantas aumentaram
quase trés vezes os niveis transcricionais do gene GUS, em relagdo ao periodo de 24 horas. Esses resultados evidenciam
que o gene GUS foi diferencialmente expresso com o aumento de 48 horas de tempo de estresse (Fig. 2- a).

Para o estresse salino médio de 100 mM, foi possivel perceber a diferenca entre niveis de transcritos do gene GUS, onde
houve uma expressdo crescente entre 12 e 48 horas de tratamento. Esta expressdo apresenta uma maior diferenca entre
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os tratamentos de 48 horas em relacdo ao controle (Fig. 2- b).
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Figura 2. Expressao relativa do gene GUS com o promotor CcGolS3 em plantas de A. thaliana. Submetidas a estresse
hidrico in vitro (PEG 20%) (a). Submetidas a estresse salino in vitro (NaCl 1200 mM) (b).

Nos experimentos de estresse abioticos realizados, a expressao histoquimica de GUS foi avaliada e revelou forte sinal,
com coloracdo positiva em diferentes tecidos e regides, em todas as plantas de A. thaliana, com um més de idade,
contendo a construgdo pCcGolS3::GUS, conforme observados nas Figura 3 e 4. Apesar do promotor CcGolS3
apresentar-se como um bom candidato para regular os transcritos de genes relacionados ao aumento da tolerancia das
plantas frente a estes estresses, onde ocorreu um aumento da expressdo genica, faz-se necessario mencionar que
também foi observado a expressdo do gene GUS nas plantas controle. Provavelmente, o promotor CcGolS3 tem uma
acdo leaky , induzindo transcritos, em um nivel menor, sem a presenca de estresse.

48 horas 48 horas
Figura 3. Expressdo de GUS dirigida pelo Figura 4. Expressdo de GUS dirigida pelo promotor do
promotor do gene CcGolS3 de Coffea no gene CcGolS3 de Coffea no experimento de estresse
experimento de estresse hidrico in vitro (PEG). salino in vitro (NacCl). Controle negativo (planta ndo

transformada (A)), controle positivo (0 horas (B)), 12
horas (C), 24 horas (D), 48 horas (E) de estresse.
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CONCLUSAO

1. Nossos estudos levaram a descoberta dos principais cis-elementos, associados aos promotores estresse-induzido,
fornecendo uma vis&o estrutural dos promotores GolS do género Coffea spp.;

2. Esta observacdo sugere que o promotor GolS desempenha um papel importante na resposta da planta ao ABA e
estresses abidticos, evidenciando o seu potencial uso como um promotor estresse-induzido;

3. Indicamos que este é um promotor estresse-induzido, por possuir atividade de respostas a estresses abioticos, como
nos experimentos de estresse hidrico e salino, apesar de apresentar uma atividade leaky em plantas de A. thaliana.

4. Estes resultados auxiliam na compreensdo do promotor CcGolS3 onde em futuros trabalhos, podera se tornar um
sistema para expressao de genes em cafeeiros visando uma diminuicéo de danos causados por estresses abioticos.
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