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SOUZA, S.G.H. Fatores de transcricdo da familia ERF em Coffea arabica:
Identificacdo e avaliacdo transcriconal em estresses abioticos. 2011. 174 f. Tese
(Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

Os fatores de transcricdo ethylene response factor (ERF) desempenham importante
papel no desenvolvimento e na expressado dos genes que regulam a resposta de defesa
em plantas. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi identificar os fatores de transcricéo
ERFs presentes no banco de dados de ESTs em Coffea arabica e avaliar a atividade
transcricional de 13 ERFs no cafeeiro, sob diversas condicbes de estresses abioticos.
Para isso, foram realizadas buscas dentro do banco de dados do Projeto Genoma Café
para a identificacdo e caracterizacdo dos fatores de transcricio ERFs. Foram
identificados 36 ERFs em Coffea arabica com o dominio completo AP2/ERF. A
identificacdo dos dominios AP2/ERF foram conservados entre C. arabica e Arabidopsis.
A analise in silico do perfil de expressao génica mostrou que niveis elevados de
expressao foram observados em bibliotecas derivadas de tecidos de frutos, folhas, flores
e em bibliotecas submetidas a estresse hidrico. A partir da analise in silico, 13 ERFs
pertencentes a oito grupos da familia ERF foram selecionados e as andlises de
expressao sob estresses hidrico, salino e térmico foram realizadas. No que se refere ao
estresse hidrico foi observado que, através da analise do perfil transcricional dentro da
subfamilia DREB, CaERF01 teve um aumento transcricional acentuado em plantas
submetidas a déficit hidrico severo, enquanto que atividade transcricional de CaERF09
decresceu durante o mesmo estresse. Dentro da subfamilia ERF, em todos os CaERFs,
0 maximo acumulo de transcritos ocorreu no déficit hidrico severo. Foi também possivel
observar que os grupos VIl e IX apresentaram padrdes distintos de expressao no
estresse hidrico. No estresse salino, dentre os membros da subfamilia DREB, o maximo
acumulo de transcritos ocorreu seis dias apds o inicio do estresse para CaERFO01 e
CaERF09. Dentre os membros da subfamilia ERF, os genes CaERF30 e CaERF22
apresentaram o maximo acumulo de transcritos 2 e 4 dias apds o inicio do tratamento,
respectivamene. Em CaERF19 e CaERFZ29, foi observado um aumento da atividade
transcricional no sexto dia de estresse. Entretanto, para os genes CaERF27 e CaERF31
0 padrao de transcricdo se manteve alto em plantas com 12 dias de estresse salino.
Durante o estresse térmico, dentro da subfamilia DREB, nos genes CaERFO01 e
CaERFO06 o acumulo de transcritos se deu de forma gradual no inicio do estresse,
atingindo o maximo cinco dias apos o inicio tratamento. Dentro os membros da familia
ERF, os genes CaERF30 e CaERF31 apresentaram acentuado acumulo no quinto dia
de tratamento. A expressao do gene CaERF19 também foi analisada por g-PCR durante
os estresses térmico, salino e hidrico, onde foi observada a indugéo da expressao nos
trés estresses. A inducdo da expressao da familia ERF, em resposta a mais de um
estresse, sugere que existe uma resposta cruzada (crosstalk) entre as diferentes vias de
sinalizagdo dos diferentes estresses. Os dados gerados neste trabalho fornecem
subsidios para selecionar o melhores candidatos para futuras analises funcionais da
familia ERF em C. arabica, os quais ajudardo a compreender os determinantes
genéticos da tolerancia aos estresses abidticos, o que constitui um passo importante
nos programas de melhoramento genético do cafeeiro.

Palavras-chave: AP2/ERF. Café. Expressao génica. Tolerancia aos estresses.



SOUZA, S.G.H. Transcription factors of the ERF family in Coffea arabica:
identification and expression patterns under abiotic stresses. 2011.174 f. Tese
(Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

ERF (ethylene response factors) transcription factors play an important role in plant
development and on the gene expression that regulate the plant defense response.
Therefore, the objective of this study was to identify the Coffea arabica ERF transcription
factors and evaluate the transcriptional activity of 13 ERFs coffee trees, under three
abiotic stresses conditions. Searches were performed within the data bank of the
Brazilian Coffee Genome Project for the identification and characterization of ERFs
transcription factors. In this study, 36 ERFs that contained a complete AP2/ERF domain
were identified in C. arabica. The identification of the AP2/ERF conserved domains was
conserved between C. arabica and Arabidopsis. The in silico analysis of gene expression
profile have shown that high levels of expression were observed in fruits, leaves and
flowers and on libraries subjected to waters stresses. Starting from the in silico analysis,
13 ERFs belonging to eight different groups of the ERF family were selected to
transcriptional evaluation under drought, saline, and heat stresses. Concerning the
drought stress it was observed that when plants were subjected to severe hydric deficit
the gene CaERFO01 had an intense transcriptional increase while the transcriptional
activity of the gene CaERF09 had a decrease during that same stress. Within the DREB
subfamily, in all CaERFs, the maximum accumulation of transcripts occurred during
severe hydric deficit. It was also possible to observe that the groups VIII and IX
presented distinct expression patterns under water stress. Under saline stress, among
the members of the DREB subfamily, the maximum accumulation of transcripts occurred
six days after the beginning of the stress for the genes CaERF01 and CaERF09. Among
the members of the ERF family, the genes CaERF30 and CaERF22 presented the
maximum accumulation of transcripts two and four days after the beginning of treatment,
respectively. For the CaERF19 and CaERF29 genes, the increase on the transcriptional
activity was observed at the six™ day of the stress. For the CaERF27 and CaERF31,
however, the transcription pattern remained high in plants with 12 days under saline
stress. During heat stress, DREB subfamily, the upregulation occurred gradually at the
beginning of the stress for the genes CaERF01 and CaERFO06, reaching its maximum
five days after starting the treatment. Within the members of the family ERF, CaERF30
and CaERF31 presented marked accumulation of transcripts at the fif" day after
treatment. The expression of the gene CaERF19 was also analyzed by q-PCR during the
water, saline and heat stresses, and the induction of expression was observed under the
three stresses. The upregulation transcriptional of the ERF family, in response to more
than one stress, suggests that there is a crosstalk response among distinct signalization
pathways of the different stresses. This work provide support in selecting candidates for
future functional analyses in the C. arabica ERF family and will help in the
understanding of the genetic determinants of the tolerance to abiotic stresses, which
constitutes an important step in coffee breeding programs.

Key —words: AP2/ERF. Coffee. Genic expression. Stresses tolerance.
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1 INTRODUCAO

Com uma produgdo mundial de 134 milhdes de sacas de grédos em
2010 (ICO, 2011), o café é um importante produto agricola cultivado em mais de 80
paises. O Brasil € o maior produtor mundial e junto com a Colémbia e o Vietna sao
responsaveis por mais de 50% da produgdo mundial (MAPA, 2011). O Coffea
arabica, um dos maiores commodities agricolas do mundo, representa uma
importante fonte de renda para os paises tropicais em desenvolvimento (PAY, 2009).
No género Coffea, duas espécies sado responsaveis pela quase totalidade da
producdao de graos de café: C. canephora e C. arabica, que contribuem
aproximadamente com 30 e 70% da producdo mundial, respectivamente. A
producdo de café esta sujeito a oscilagdes regulares que é pode ser explicado,
principalmente, pelo ciclo bienal da cultura, mas também pelos efeitos adversos de
condigdes climaticas. Entre eles, a seca e as altas temperaturas sao fatores que
afetam o desenvolvimento e produgéo do cafeeiro (ASSAD et al, 2004; DaMATTA,
2004; DaMATTA, 2006).

O horménio etileno é importante em varios processos fisiolégicos
que ocorrem nas plantas, sendo indutor de respostas relacionadas aos diferentes
estresses. Como a taxa de transcricdo de um gene € importante determinante de
sua expressao, 0s mecanismos moleculares pelos quais a transcricdo génica é
regulada tém grande interesse crescente e se tornado um dos tépicos principais de
estudos em genética molecular envolvendo o etileno. A cascata transcriconal que ele
regula termina pela ativagao dos fatores de transcrigdo especificos que controlam as
diferentes respostas relacionadas a este horménio (SOLANO et al, 1998).

Ethylene Response Factors (ERF) sao, portanto, os ultimos
elementos da cascata transcrional que constituem uma grande familia multigénica.
Os fatores de transcricdo pertencentes a familia ERF fazem parte da superfamilia
AP2/ERF. Assim como as familias AP2 e RAV, sao caracterizadas pela presenca do
dominio AP2, caracterizado por 60-70 aminoacidos implicados na ligacao ao DNA
(RIECHMANN et al, 2000). As proteinas da familia ERF contém um uUnico dominio
AP2, enquanto que as proteinas da familia AP2 contém dois dominios repetidos AP2
(Jofuku et al, 1994). As proteinas da familia RAV, além do dominio AP2, contém um
dominio B3, que € um dominio de ligacdo ao DNA (KAGAYA et al, 1999; NAKANO

et al, 2006). A familia ERF por sua vez, apresenta uma subdivisdo em duas
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subfamilias, ERF e CBF/DREB (JOFUKU et al, 1994; SAKUMA et al, 2002;
NAKANO et al, 2006). De modo geral, os genes da subfamilia ERF estdo envolvidos
principalmente em respostas a estresses bibticos, reconhecendo o elemento cis-
acting AGCCGCC denominado GCC-box (HAO et al, 1998). Genes da subfamilia
CBF/DREB desempenham um papel crucial na resposta das plantas a estresses
abidticos, reconhecendo o elemento responsivo a desidratagdo (Dehydration
Responsive Element - DRE) com um motivo central A/IGCCGAC (SHINOZAKI,
SHINOZAKI,1994; THOMASHOW, 1999).

Fatores de transcricdo das subfamilias ERFs e CBF/DREB foram
identificados em varias espécies vegetais, incluindo arabidopsis (LIU et al, 1998;
SAKUMA et al, 2002; NAKANO et al, 2006), arroz (NAKANO et al, 2006; Sharone et
al, 2011), algoddao (CHAMPION et al, 2009), soja (ZHANG et al, 2008), alamo
(ZHUANG et al, 2008), uva (ZHUANG et al, 2009; LICAUSI et al, 2010), milho
(ZHUANG et al, 2010), tomate (SHARMA et al, 2010) , trigo (ZHUANG et al, 2011), e
maca (ZHUANG et al, 2011). Entretanto, poucos trabalhos com objetivo de
caracterizar os membros da familia ERF em Coffea ssp foram realizados.
Bustamante-Porras et al, (2005) isolou o primeiro ERF em C. canephora cuja
expressao esta envolvida nos processos de diferenciagcao celular e na maturagao de
frutos. Em C. arabica nenhum membro dessa familia foi caracterizado até o
momento.

Considerando a importancia dos ERFs na resposta aos diferentes
estresses e a falta de informacgdes da familia ERF em C. arabica, esse trabalho teve
como objetivo a identificagdo e caracterizagdo dos fatores de transcricdo ERF
presentes em Coffea arabica a partir do banco de dados de ESTs do Genoma Café
Brasileiro e estudar a sua expressdo transcricional em plantas de cafeeiro

submetidos aos diferentes estresses abidticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA CAFEICULTURA

O café € um importante produto agricola que ha décadas tem se
destacado mundialmente. Entre as commodities, o café ocupa a segunda posi¢céao
em importancia no comércio internacional perdendo somente para o petroleo (VEGA
et al., 2003). A cafeicultura movimenta anualmente algo em torno de 12 bilhdes de
dolares e emprega cerca de meio milhdo de pessoas, o que representa uma
importante fonte de renda para os paises em desenvolvimento como Africa, Asia e
América Latina (VIEIRA et al, 2006; DaMATTA et al, 2007). Mundialmente estima-se
que cerca de 15 bilhdes de arvores de café sao cultivados numa area de 100.000
km? (SAMSON et al, 2007).

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, a quarta maior familia das
angiospermas (STEVENS, 2006). O género Coffea € composto por 103 espécies
entre elas, duas séo cultivadas para fins comerciais: Coffea arabica que representa
70% da produgao total e C. canephora com cerca de 30%. O C. arabica L. é nativo
do continente Africano, tendo como seu local de origem o sudoeste da Etiopia, o
Sudao e norte do Quénia, sendo preferencialmente cultivado em areas acima de
600m de altitude, em zonas temperadas (BERTHAUD; CHARRIER, 1988). A espécie
C. arabica produz um café de melhor qualidade, difundido em todo o mundo, sendo
esta bebida consumida na forma de café expresso ou torrado, puro ou em misturas
com outras espécies. Por sua vez, C. canephora € uma espécie originaria da
Republica do Guiné, Libéria, Suddo e Uganda (LASHERMES et al, 1999). E
cultivado em areas de baixa altitude, sob temperaturas mais elevadas, produzindo
uma bebida com sabor e aroma neutro.

Dentre as espécies do género Coffea, C. arabica é a unica espécie
tetrapldide (2n = 4x = 44) autdbgama com 90% de autopolinizacdo das flores,
enquanto que as outras espécies sao dipldides autoincompativeis e geralmente se
multiplicam exclusivamente por fecundagdo cruzada (CHARRIER; BERTHAUD,
1985). Houve controvérsias sobre a origem tetraploide dessa espécie. Os primeiros
trabalhos sugeriram que essa espécie poderia ter sido produzida através de
autopoliploidia ou aloploidia. Baseada inicialmente no comportamento meidtico e seu

centro de diversidade genética, Carvalho (1952) sugeriu pela primeira vez uma
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origem autotetrapléide. Posteriormente, Carvalho (1969), estudando o
comportamento de alguns hibridos de C. arabica, mostrou que esta espécie possuia
estrutura alopolipléide. Dentro da hipotese da alopoliploidia, possiveis ancestrais
foram sugeridos. Thomas (1942) registrou a presenga de C. eugeniodes e C.
canephora nas mesmas regides das florestas de Uganda, o possivel centro de
origem de C. arabica, fazendo com que o autor sugerisse o cruzamento entre essas
duas espécies. Pesquisas recentes com base na analise da sequencia de DNA
sugerem que C. arabica resultou da combinagdo de duas espécies dipldides de
Coffea (LASHERMES et al, 1993; OROZCO-CASTILLO et al, 1996; Lashermes et al,
1999). Lashermes et al (1999) através de marcadores moleculares e técnicas de
citogenética molecular, concluiram que o genoma da C. arabica resultou da
combinagdo dos cromossomos de dois genomas distintos, sendo um anfidiploide
formado pelo cruzamento entre C. eugeniodes e C. canephora, sendo esta a

hipétese aceita atualmente.

2.2 RESPOSTA AOS ESTRESSES ABIOTICOS

As plantas sdo expostas a condigdes ambientais adversas como
seca, salinidade e temperaturas extremas durante o ciclo de vida. Esses fatores
ambientais limitam severamente o crescimento e a produtividade agricola. Os
estresses abiodticos tém influenciado de maneira negativa a cafeicultura. A produgéo
de café esta sujeita a oscilagdes regulares que € explicada principalmente pelo ciclo
bienal natural, mas também pelos efeitos adversos de condi¢des climaticas. Entre
eles, a seca e as altas temperaturas sdo os principais fatores que afetam o
desenvolvimento e a producédo do cafeeiro (ASSAD et al, 2004; DAMATTA, 2004;
DaMATTA, 2006). Se periodos de seca severa pode levar a morte da planta, os
periodos de seca moderada também sao muito prejudiciais aos cafeicultores, pois
afetam o florescimento, o desenvolvimento do fruto e, consequentemente, a
producado de café. Além disso, grandes variacbes na precipitagdo e temperatura
também aumenta os defeitos no fruto, modificando a composi¢céo bioquimica e a
qualidade final da bebida (SILVA et al, 2005; MAZZAFERA, 2005).

Entre todos os tipos de estresses abidticos, a seca e os extremos de
temperatura sdo os que mais afetam o desenvolvimento vegetal. As plantas

respondem ao estresse hidrico e as altas e baixas temperaturas com diversas
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mudancas relacionadas ao seu desenvolvimento e a sua fisiologia (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000). Uma das respostas das plantas aos estresses é a
expressédo de um grande numero de genes, cujos produtos podem estar envolvidos
em diversas fun¢des adaptativas em condigbes de estresse (THOMASHOW, 1999).
Genes induzidos durante os estresses abiodticos codificam proteinas que nao
funcionam apenas na protecdo das células contra o estresse, mas também na
expressao génica e transdugao de sinal em resposta ao estresse (THOMASHOW,
1999; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000; Zhu, 2002 ; SHINOZAKI et al,
2003).

Para compreender a natureza e a fungao dos genes envolvidos na
tolerancia aos estresses, uma intensa pesquisa foi dedicada a identificacdo e
caracterizagdo de genes estresse-induzidos. Segundo Shinozaki; Yamaguchi-
Shinozaki (2006) os produtos dos genes induzidos pelo estresse podem ser
classificados em dois grupos (Figura 1): no primeiro esta aqueles que protegem a
planta contra os estresses ambientais; e no segundo aqueles que regulam a
expressao génica e a transdugao de sinais de resposta a estresses.

O primeiro grupo inclui as proteinas que, provavelmente funcionam
na tolerancia ao estresse abiotico, e inclui as chaperonas, proteinas LEA (“late
embryogenesis abundant”), osmotinas, proteinas anticongelantes, proteinas de
ligacdo de mRNA, enzimas chave para a biossintese de osmodlitos, aquaporinas,
transportadores de acgucar e prolina, enzimas detoxificadoras e diferentes proteases.
O segundo grupo, envolvido na transducao de sinais, estdo os fatores de transcrigao
que desempenham papel fundamental na resposta da planta ao estresse, e incluem
ainda as proteinas quinases, fosfatases, enzimas envolvidas no metabolismo de
fosfolipideos, e outras moléculas sinalizadoras (SEKI et al., 2003; MARUYAMA et al,
2004). Muitos fatores de transcricdo sao estresse induzido, sugerindo que diferentes
mecanismos regulatérios trancripcionais podem funcionar regulando a sinalizagao
das vias de transducdo aos estresses a seca, o frio ou salinidade (SHINOZAKI,
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).
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Figura 1 — Genes induzidos durante o estresse hidrico e ao frio e suas possiveis
fungdes na tolerancia e resposta ao estresse (adaptado de SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006).
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Condicdes de seca desencadeiam a producdo do acido abcisico
(ABA), que causa o fechamento dos estdbmatos e induz a expressdo de genes
relacionados ao estresse. Muitos genes s&o induzidos por tratamento com ABA
exogeno, enquanto outros ndo. Isto sugere a existéncia de duas vias de sinalizagao
de estresse uma dependente de ABA e outra ABA independente. Segundo
Shinozaki; Yamaguchi-Shinozaki (2007) existem pelo menos seis vias de transducao
de sinais para desencadear a modulagdo de genes induzidos por seca, alta
salinidade e frio, sendo trés dependentes de ABA e trés independentes (Figura 2).
Nas vias dependentes de ABA, ABRE (ABA-responsive element) € o principal
elemento em resposta ao ABA e os fatores de transcricdo envolvidos nesta via séo
os AREB/ABFs (ABRE-binding protein/ABRE-binding factor). MYB2 e MYC2 e NAC
sdo outros fatores que também atuam na expressdo génica induzida por ABA,
também sdo sensiveis ao acido jasmoénico (JA) e podem estar relacionados a
resposta a estresses bidticos. Enquanto nas vias independentes de ABA, DRE
(dehydration-responsive element) é o principal elemento envolvido na regulagao de
genes induzidos por seca, salinidade e frio. Os fatores DREB1/CBFs (DRE-binding
protein/C-repeat-binding factor) estdo envolvidos na expressao génica em resposta
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ao frio e os DREB2s na resposta a desidratacao e alta salinidade. A terceira via
independente de ABA é controlada por seca e salinidade, mas nao por frio e envolve

os fatores de transcricdo NAC e HD-ZIP (homeodomain Leu zipper).

Figura 2 — Vias de transdugéao de sinal via ABA dependente e independente. ABRE
€ o principal elemento em resposta a ABA e os fatores de transcricao
desta via sdao os AREB/ABFs. MYB2 e MYC2 e NAC também s&o
induzidos por ABA, sensiveis ao JA e podem estar relacionados a
resposta a estresses bidticos. DRE € o principal elemento das vias
independentes de ABA, os fatores DREB1/CBFs estdo envolvidos na
resposta ao frio, DREB2s na resposta a desidratagcao e alta salinidade e
NAC e HD-ZIP a seca e salinidade, mas ndo ao frio.
(SHINOZAKI;YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).
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Muitos genes reguladores chave, capazes de controlar um subgrupo
de genes, fatores de transcricdo e sinalizadores celulares envolvidos na tolerancia
aos estresses em plantas ja foram descritos e seu uso pode ser interessante no
melhoramento de varias espécies via engenharia genética ja que eles podem regular
a expressao de muitos genes (UMEZAWA et al, 2006).
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2.3 FATORES DE TRANSCRICAO

Os fatores de transcricao sao importantes reguladores da expressao
génica. Em geral, um fator de transcrigao € composto por pelo menos dois dominios
distintos, um dominio de ligagdo ao DNA e um dominio de ativagao/repressao, que
operam em conjunto para regular os diferentes processos fisioldgicos e bioquimicos,
modulando a taxa de iniciagdo da transcricdo dos genes alvo (PTASHNE, 1988). As
plantas atribuem grande parte do seu genoma aos fatores de transcricdo. Mais de
1600 genes (7% do genoma) foram identificados em arabidopsis (RIECHMANN et al
2000), revelando a complexidade da regulagdo em nivel transcricional. De acordo
com os tipos de dominios de ligagdo ao DNA, os fatores de transcricdo em
eucarioticos foram classificados em diversas familias. Durante as duas ultimas
décadas, foi mostrado que os fatores de transcricdo da superfamilia AP2/ERF
desempenham um papel importante no controle genético do desenvolvimento floral e

na resposta a estresses bidticos e abidticos.

2.3.1 Superfamilia AP2/ERF

A superfamilia AP2/ERF é caracterizada pela presenga do dominio
AP2/ERF, composto por 60-70 aminoacidos implicados na ligagdo ao DNA (JOFUKU
et al, 1994; HAO et al, 1998; RIECHMANN et al, 2000). O dominio de ligagdo ao
DNA AP2/ERF é especifico de plantas, apesar de haver relatos em ciliados,
bactérias e bacteriofagos contendo endonucleases desse dominio (MAGNANI et al,
2004). O dominio AP2 foi identificado pela primeira vez em Arabidopsis thaliana
como um motivo repetido da proteina AP2 (JOFUKU et al 1994). Mais tarde foram
identificadas quatro proteinas de ligacdo ao DNA em Nicotiana tabacum chamados
de Proteinas de Ligacdo ao Elemento Etileno-Responsivo (Ethylene-Responsive
Element Binding Proteins -EREBPs ) 1, 2, 3 e 4 (OHME-TAKAGI; SHINSHI, 1995),
atualmente denominadas de Fatores de Resposta ao Etileno (ERFs) 1, 2, 3 e 4. A
estrutura do dominio ERF de AtERF1 mostrou que esse dominio consiste em uma
fita de trés B-sheets anti-paralelas e uma a-helix paralelo as (3-sheets (ALLEN et al,
1998).

A superfamilia AP2/ERF foi dividida em trés familias com base no
numero de dominios AP2 presentes (SAKUMA et al, 2002; NAKANO et al, 2006). As
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proteinas da familia AP2 contém dois dominios repetidos AP2/ERF (JOFUKU e Al,
1994); as proteinas da familia RAV além de um unico dominio AP2/ERF, contém um
dominio B3, que é um dominio de ligagdo ao DNA, conservado em outros fatores de
transcrigdo, incluindo VP1/ABI3 (KAGAYA et al, 1999; SAKUMA et al, 2002;
NAKANO et al, 2006) e as proteinas da familia ERF contém um unico dominio AP2/
ERF. A familia ERF, por sua vez, é dividida em duas subfamilias principais, a
subfamilia ERF e a subfamilia CBF/DREB (Figura 3) (SAKUMA et al, 2002;
NAKANO et al, 2006).

Figura 3 — Organizacgao estrutural da superfamilia AP2 (adaptado de SHARONI et
al, 2011).
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2.3.2 Diferencas e classificagao da familia ERF

Os fatores de transcricdo da familia ERFs foram identificados em
varias espécies vegetais, incluindo arabidopsis (LIU et al, 1998; SAKUMA et al,
2002; NAKANO et al, 2006), arroz (NAKANO et al, 2006; SHARONE et al, 2011),
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algodao (CHAMPION et al, 2009), soja (ZHANG et al, 2008), Populus (ZHUANG et
al, 2008), uva (ZHUANG et al, 2009; LICAUSI et al, 2010), milho (ZHUANG et al,
2010), tomate (SHARMA et al, 2010) , trigo (ZHUANG et al, 2011), e maca
(ZHUANG et al, 2011). Nakano et al (2006) classificou os ERFs em arabidopsis em
10 grupos principais. Os membros das grupos |, I, lll, IV sdo caracterizadas pela
presenga de uma valina na posicdo 14 e um acido glutdmico na posicdo 19 do
dominio AP2. Estes membros sdo classificados como DREBs (Dehydration
Response Element Binding). Enquanto que os membros dos grupos V, VI, VII, VIII,
IX e X sao denominados de ERFs e sio caracterizados por uma alanina e um acido
aspartico, respectivamente, nas posi¢coes 14 e 19 do dominio AP2 (SAKUMA et al.,
2002).

De modo geral, as proteinas da subfamilia CBF/DREB
desempenham um papel crucial na resposta das plantas a estresses abidticos,
reconhecendo o elemento responsivo a desidratacdo (DRE) com um motivo central
A/GCCGAC (Figura 4) (SHINOZAKI; SHINOZAKI,1994; THOMASHOW, 1999). Os
membros da subfamilia ERF estdo envolvidos principalmente em respostas a
estresses bidticos, reconhecendo o elemento cis-acting AGCCGCC denominado
GCC-box (HAO et al., 1998). No entanto, além de sua participagao nas respostas
bidticas, algumas proteinas da familia ERF podem integrar diferentes vias de
sinalizacdo. Por exemplo, Tsi1 de tabaco (PARK et al, 2001), TERF1 de tomate
(ZHANG et al, 2005) e CaFP1 de pimenta (YI et al, 2004) sao integradores de
respostas aos estresses bidtico e abiodtico através da interacdo com GCC-box e
DRE. Assim, as proteinas ERF desempenham um papel importante, ndo apenas em
respostas de defesa ao ataque a patégenos, mas também em tolerancia a diferentes

estresses abidticos (Figura 4).
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Figura 4 — Esquema das fungdes fisioldgicas dos ERFs em resposta aos diferentes
estresses (SINGH et al, 2002).
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2.3.2.1 Subfamilia DREB

Segundo Nakano et al, (2006), os fatores de transcricdo DREBs
podem ser divididos em 4 grupos (I, II, lll e IV) com base em semelhangas no
dominio de ligagao. Estes fatores de transcricdo reconhecem o elemento CRT/DRE
responsivo ao frio e a desidratagédo. Estes elementos estdo presentes nas regides
dos promotores de muitos genes responsivos ao frio e a desidratacdo em
Arabidopsis, incluindo COR (cold-regulated) (SHINOZAKI; SHINOZAKI, 1994;
THOMASHOW, 1999). A expressao constitutiva dos genes CBF em plantas
transgénicas de Arabidopsis resultou na indugédo da expressao do gene COR e um
aumento da tolerdncia ao congelamento, sem estimulo de baixa temperatura
(KASUGA et al, 1999; GILMOUR et al, 2000). Significativamente, varias alteragbes
bioquimicas sao associados com a aclimatacdao ao frio. Gilmour et al., (2000)
mostraram que em plantas transgénicas de arabidopsis que expressam

constitutivamente CBF3 houve acumulo de acucares e de prolina em plantas nao
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aclimatadas, o que pode contribuir para 0 aumento da tolerancia ao congelamento.
Além disso, Gilmour et al (2000) propuseram que os genes CBF atuam na ativacao
de multiplos componentes atuando na resposta a aclimatag&o ao frio.

Além da inducdo ao frio, Huang et al, (2008) demontrou que a
expressdo de GhDBP2 de algoddo € induzido pela seca, salinidade e ABA.
Trabalhos tem mostrado que alguns DREBs , como é o caso de GhDBP2 podem
estar envolvidos na regulagcdo de alguns genes do tipo LEA (Late Embryogenesis
Abundant) (KIZIS;PAGES 2002; HUANG et al, 2008). Essas proteinas acumulam-se
durante os estagios avangados da embriogénese e também em tecidos expostos a
estresses como desidratacao, estresse osmético e baixa temperatura (HONG-BO et
al, 2005). GhDBP3 esta envolvido no caminho de sinalizagdo do estresse osmatico e
o ABA participa da regulacdo da resposta a esses estresses ambientais (HUANG,;
LIU, 2006). Resultados semelhantes foram encontrados em TINY2 em arabidopsis,
membro do grupo Il (NAKANO et al, 2006). Este que foi expresso em baixos niveis
em plantas ndo tratadas, entretanto foi significativamente induzida apds tratamento
com ABA, NaCl e seca (WEI et al, 2005).

Poucos trabalhos foram realizados a fim de estudar o papel dos
DREBs em resposta ao estresse térmico, embora analises in silico tenham mostrado
que os genes contendo DRE/CRT podem ser induzidos por choque térmico
(GEISLER et al, 2006). Sakuma et al, (2006) mostrou que a indu¢do da expressao
ao estresse térmico de HsfA3 em arabidopsis depende de DREBZ2A. Mais tarde,
Chen et al (2010) demonstraram que HsfA3 também é transcricionalmente ativado
durante o choque térmico por DREB2C. Em plantas transgénicas de arabidopsis, a
superexpressao constitutivamente de DREB2A de arabidopisis e ZmDREBZ2A de
milho ativou a expressao de muitos genes induzidos por estresse ao calor, tais como
proteinas de choque térmico (Hsps) e HsfA3 cuja indugdo resultou em uma maior
termotolerancia (QIN et al, 2007; SCHRAMM et al, 2008).

2.3.2.2 Subfamilia ERF

Os membros da subfamilia ERF ligam-se ao elemento cis-
regulatorio, denominado GCC-box nas regides promotoras dos genes relacionadas a
patogenecidade regulando sua expressao em resposta ao etileno. Analise detalhada

in vitro da ligacdo de trés ERFs de tabaco indicaram que os contatos de
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aminoacidos especificos dos ERFs limitam-se a 6 pb (GCCGCC), onde G1, G4 e C6
sdo essenciais para que haja a ligagao (HAO et al, 1998). Essas sequéncias podem
também modular diferentes ligagdes por diferentes ERFs (SHINSHI, 2008).

O gene Tsi1 (Tobacco stress-induced gene 1) confere resisténcia
tanto ao ataque de patdégenos como ao estresse osmoético quando superexpresso.
Desta forma, demosntrou-se que o dominio AP2/ERF pode se ligar tanto a GCC-box
bem como com o elemento DRE (PARK et al, 2001). Mais tarde, diversas proteinas
ERFs capazes de se ligar a GCC-box e DRE foram identificados e incluem DREB2A
(SAKUMA et al, 2002), CBF1 (HAO et al, 2002), JERF1 (ZHANG et al, 2004), e
BnDREBIII-1 (LIU et al, 2006), sugerindo que as vias de sinalizagdo mediada por
DREB e ERF néo séo exclusivas e que existe uma comunicagao cruzada (crosstalk)
entre elas (LEE et al, 2004, ZHANG et al, 2008). A superexpressao de genes da
familia do ERF em arabidopsis ou tabaco tem demonstrado conferir maior
resisténcia a estresses bidticos e abidticos (PARK et al, 2001; BERROCAL-LOBO et
al, 2002; XU et al, 2007; PAN et al, 2010).

Combinando abordagens genético-moleculares, uma série de genes
reguladores da subfamilia ERF envolvidos em diferentes vias metabdlicas tem sido
analisados, incluindo aqueles relacionados a seca (YAMAGUCHI-SHINOZAKI;
SHINOZAKI, 2006, DUBOUZET et al, 2003), a salinidade (DUBOUZET et al, 2003,
FU et al, 2007), a baixa temperatura (YANG et al, 2005; QIN et al, 2007) e a
doengas (GUTTERSON; REUBER, 2004). Além da resposta a estresses abibticos, a
subfamilia ERF também esta envolvida na formacao de raizes (BANNO et al, 2001),
germinagdo (PIRRELLO et al, 2006) e desenvolvimento de frutos e maturagéo
(WANG et al, 2007; EL-SHARKAWY et al, 2009).

Além dessas fungdes alguns ERFs podem estar envolvidos na
nodulagdo de algumas espécies leguminosas. A interacdo simbidtica responsavel
pela nodulagcédo necessita da expresséo dos genes-alvos, os fatores Nod. Middleton
et al, (2007) identificaram um ERF, necessario para a nodulagdo (ERN — ERF
Required for nodulation), identificado como um trans-ativador dos fatores Nod.
Asamizu et al (2008) propuseram que LjERF1 funciona como um regulador chave da
infeccdo bem sucedida de L. japonicus por Mesorhizobium loti. Andriankaja et al,
(2007) demonstraram que ERN1 e ERN2 mediam a expressao de M(ENOD11, um
gene marcador pré-infecgédo e posterior estagio da associacao simbiotica (JOURNET
et al, 2001).
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Trabalhos tém mostrado que pode existir uma expressao grupo-
especifica. As proteinas do grupo VIl estdo associados a maturacdo em frutos. Os
membros do grupo VIl possuem o motivo conservado MCGGAII/L identificado por
Tournier et al, (2003). Este autor demostrou que SIERF2 se liga a GCC-box
desempenhando um importante papel durante o processo de maturacdo em tomate.
O mesmo foi observado por Yin et al, (2010) em diferentes ERFs expressos durante
o processo de maturagéo dos frutos de kiwi. MdERF1 em macgéa (WANG et al, 2007),
PsERF2a e PsERF2b em ameixa (EL-SHARKAWY et al, 2009) e AJERF10 e
AdERF14 em kiwi (YIN et al, 2010) sao proteinas que se expressam durante a
maturagao nos frutos pertencentes ao grupo VII. Bustamante-Porras et al, (2005)
isolou em C. canephora um gene ERF (CoERF) cuja expressao demonstrou estar
envolvida nos processos de diferenciacdo celular e na maturacdo de frutos.
Entretanto trabalhos tém mostrado que este grupo também pode estar envolvido nas
respostas aos diferentes estresses. Jin et al, (2010) observou que quando as plantas
de algodao eram tratados com etileno, acido abscisico, sal, frio e seca, os transcritos
de GhERF2, GhERF3 e GhERF6 foram rapidamente levados a niveis elevados. O
mesmo foi observado por Wang et al (2010) em GoDREB de Galegae orientalis. A
superexpressdao de GoDREB em plantas transgénicas de tabaco resultou num
aumento da tolerancia a salinidade. A expressao ectépica do gene GmERF3 em
plantas transgénicas de tabaco induziu a expressdo de alguns genes PR
aumentando a resisténcia contra a infeccdo por Ralstonia solanacearum, Alternaria
alternata e virus do mosaico do tabaco (TMV), assim como aumentou a tolerancia a
salinidade e seca (ZHANG et al, 2009). Além disso, a superexpressao de GmERF3
em tabaco transgénico levou a niveis mais elevados de prolina livre e carboidratos
soluveis em plantas sob condi¢des de seca.

O motivo EAR (ERF-associated amphiphilic repression EAR) é
encontrado em membros do grupo VIII. Ohta et al, (2001) identificaram um motivo
EAR, que tem se mostrado funcionar como um dominio de repressédo. O motivo EAR
de sequéncia conservada, (L/F)DLN(L/F)xP, encontra-se nas regides C-terminal do
grupo VIII. Esse motivo foi identificado em varias proteinas repressoras incluindo
ZAT7, 10, 12, ERF3, AUX/IAA, NIMIN1, HSI2, SUPERMAN (arabidopsis), NRR
(arroz), ZFT1 (tabaco) e ZPT2-3 (petunia), que desempenham diferentes funcdes
que vao desde o desenvolvimento das plantas até a tolerancia aos diferentes
estresses (TIWARI et al, 2004; HIRATSU et al, 2004; KAZAN, 2006). Dois membros
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do grupo VIII, AtERF4 e AtERF7, foram bem caracterizados. Ambas as proteinas
regulam negativamente o gene PDF1.2, no qual contem GCC-box na regiao
promotora. AtERF4 demonstrou ser um regulador negativo da expresséo de etileno,
JA e genes ABA-responsivos (OHTA et al, 2001; McGRATH et al, 2005). Além disso,
foi mostrado que AtERF7 atua como um regulador negativo nas respostas ao ABA
(YANG et al, 2005). Pan et al, (2010) mostrou que SIERF3 foi induzido pelo frio,
seca e sal. A superexpressao de plantas transgénicas que tiveram o motivo EAR
deletado induziu a expressdao de genes como PR171, PR2 e PR5 aumentando a
tolerancia a Ralstonia solanacearum. Por outro lado, Zhang et al, (2010) demonstrou
que a expressao de GmERF4 em soja foi induzido pelo etileno, JA, o frio, o sal, a
seca, e 0 virus do mosaico da soja. As plantas transgénicas de tabaco GmERF4
mostraram reprimir a expressao da GCC-box contendo os genes PR1, PR2, PR4,
osmotina e SARS8.2. A expressao constitutiva dessas plantas promoveu um aumento
da tolerancia aos estresses salino e a seca, porém se mostraram suscetiveis a
infeccdo bacteriana. Desta forma, os membros das proteinas ERFs que contém o
motivo EAR sdo capazes de se expressar diferencialmente e alguns deles podem
ser induzidos por estresses bidticos e abidticos (FUJIMOTO et al, 2000).

Os membros do grupo IX apresentam indugao da expressao quando
sdo submetidos ao ataque de varios patdogenos. A superexpressédo constitutiva de
AtERF2 do subgrupo IXa mostrou induzir a expressao génica dos gene PDF1.2
(BROWN et al, 2003). Da mesma forma, a superexpressdao do gene AtERF1 de
Arabidopsis, um homoélogo proximo a AtERF2, confere resisténcia a Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum e Erysiphe orontii em arabidopsis (GUTTERSON; REUBER,
2004). Recentemente Anderson et al, (2010) demonstrou que a superexpressao do
gene M{ERF1-1 em raizes de Medicago truncatula aumentou a resisténcia a
Rhizoctonia solani, assim como a Phytophthora medicaginis. Krishnaswamy et al,
(2011) caracterizou RAP2.6 e RAPZ2.6L de Arabidopsis. A expressao de RAPZ2.6 foi
induzida pelos estresses salinos, calor e seca, enquanto que RAP2.6L foi induzida
pelos estresses salinos e seca. A superexpressao de RAP2.6L em transgénicos de

arabidopsis aumentou a tolerancia aos estresse salinos e a seca.
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ANALISE IN SILICO DA FAMILIA ERF EM Coffea arabica: IDENTIFICACAO E
PADRAO DE EXPRESSAO

4.1 RESumMO

Os membros da familia de fatores de transcricdo ERF possuem um papel importante no
desenvolvimento das plantas e na expressdao dos genes que regulam a resposta a
estresses bidticos e abidticos. Neste trabalho foram identificados 36 ERFs em Coffea
arabica com o dominio AP2/ERF completo utilizando o banco de ESTs do Projeto
Genoma Café Brasileiro. Os residuos conservados de aminoacidos e a reconstrugao
filogenética utilizando o dominio conservado AP2 sugeriu que a distribuicdo em nove
dos 10 grupos principais utilizados em Aradidopsis € aplicavel a familia ERF em C.
arabica. Além do dominio AP2, a analise dos motivos MEME resultou na identificacéo de
dominios conservados, caracteristicos dos membros de cada grupo. A analise in silico
do perfil de expressdo por northern eletrbnico mostrou que, niveis elevados de
expressao foram observados em bibliotecas derivadas de tecidos de frutos, folhas e
flores, assim como em bibliotecas submetidas a estresse hidrico. Esses resultados
sugerem o envolvimento dos ERFs de C. arabica em distintas fungdes bioldgicas
mediada por etileno, tais como controle de desenvolvimento, maturacao e respostas ao
estresse hidrico. Os resultados desse trabalho sera util na selegdao de genes candidatos
para futuras caracterizagdes funcionais que ajudardo na compreensao das complexas
redes reguladoras durante o desenvolvimento e respostas aos estresses, abrindo
oportunidades para aplicagdes no melhoramento do cafeeiro.

Palavras-chave: AP2/ERF. Café. Etileno. Fator de transcrigao.

4.2 ABSTRACT

The members of the ERF transcription factors family play an important role in plant
development and on the expression of the genes that regulates the responses to biotic
and abiotic stresses. In this research work, 36 ERF that contained a complete AP2/ERF
domain were identified in Coffea arabica using the bank of ESTs of the Brazilian Coffee
Genome Project. The conserved amino acids residues and the phylogenetic
reconstruction using the conserved domain AP2 suggested that the distribution in nine of
the 10 main groups utilized in Arabidopsis is applicable to the ERF family in Coffea
arabica. Besides the AP2 domain, the MEME detection motifs analysis resulted in the
identification of conserved domains, which are characteristic of the members of each
group. The in silico analysis of the expression profile using the northern electronic
technique has shown that high levels of expression were observed in libraries derived
from fruits, leaves and flowers tissues as well as in libraries subjected to drought stress.
These results suggest the involvement of the C. arabica ERFs in distinct biological
functions mediated by ethylene such as control of development, maturation and
response to drought stress. Results of this work will be useful in selecting genes for
future functional characterization that will aid the understanding of the complex
regulatory network during the development and responses to the stresses, creating
opportunities for applications in coffee breeding programs.

Keywords: AP2/ERF. Coffee. Ethylene. Transcription factor.
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4.3 INTRODUGAO

A cafeicultura atualmente é difundida em mais de 80 paises
distribuidos em quatro continentes. O C. arabica, um dos maiores commodities
agricolas do mundo, representa uma importante fonte de renda para os paises
tropicais em desenvolvimento (PAY, 2009). O Brasil € o maior produtor mundial e
junto com a Colémbia e o Vietnd sdo responsaveis por mais de 50% da produg¢ao
mundial (MAPA, 2011). Entre as 103 espécies identificadas, somente duas s&o
importantes economicamente: Coffea arabica L. e Coffea canephora P. (CHARRIER,;
BERTHAUD, 1985) que representam cerca de 70% e 30% do mercado total de café,
respectivamente.

Durante o ciclo de vida, as plantas sdo expostas a diferentes
estresses bidticos e abidticos, que acabam Ilimitando o crescimento, o
desenvolvimento e a produtividade da cultura (WANG et al, 2003). Para sobreviver
em tais condigdes, as plantas desenvolveram uma complexa rede de sinalizagdo em
nivel molecular, celular e bioquimico (FUJITA et al, 2006). A regulagdo génica em
nivel de transcricdo € um dos principais pontos no controle dos processos biolégicos
e os fatores de transcricao (TFs) desempenham um papel fundamental nesse
processo (SHARMA et al, 2010).

Os fatores de transcricdo pertencentes a familia Ethylene
Responsive Factor (ERF) fazem parte da superfamilia AP2/ERF. Assim como as
familias AP2 e RAV, sao caracterizadas pela presenca do dominio de ligacdo ao
DNA AP2, caracterizado por 60-70 aminoacidos implicados na ligagdo ao DNA
(RIECHMANN et al, 2000). As proteinas da familia ERF contém um unico dominio
AP2, enquanto que as proteinas da familia AP2 contém dois dominios repetidos AP2
(JOFUKU et al, 1994). As proteinas da familia RAV, além do dominio AP2, contém
um dominio B3, que é um dominio de ligagdo ao DNA (KAGAYA et al, 1999;
NAKANO et al, 2006). A familia ERF por sua vez, apresenta uma subdivisdo em
duas subfamilias, ERF e CBF/DREB (JOFUKU et al, 1994; SAKUMA et al, 2002;
NAKANO et al, 2006).

De modo geral, os genes da subfamilia ERF estdo envolvidos
principalmente em respostas a estresses bibticos, reconhecendo o elemento cis-
acting AGCCGCC denominado GCC-box (HAO et al, 1998). Genes da subfamilia

CBF/DREB desempenham um papel crucial na resposta das plantas a estresses
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abidticos, reconhecendo o elemento responsivo a desidratacdo (DRE) com um
motivo central AAIGCCGAC (SHINOZAKI; SHINOZAKI,1994; THOMASHOW, 1999).
Os papéis das proteinas ERF e CBF/DREB no desenvolvimento e na resposta a
estresses bidticos e abidticos em difentes espécies tém sido amplamente estudados.
Combinando abordagens genético-moleculares, uma série de genes reguladores da
familia ERF envolvidos em diferentes vias metabdlicas tem sido analisados,
incluindo aqueles relacionados a seca (YAMAGUCHI; SHINOZAKI, 2006,
DUBOUZET et al, 2003), a salinidade (DUBOUZET et al, 2003, FU et al, 2007), a
baixa temperatura (YANG et al, 2005; QIN et al, 2007), a doengas (GUTTERSON;
REUBER, 2004). Além da resposta a estresses abidticos, a familia ERF também
esta envolvida na formacé&o de raizes (BANNO et al, 2001), germina¢éo (PIRRELLO
et al, 2006) e desenvolvimento de frutos e maturagdo (WANG et al, 2007; EL-
SHARKAWY et al, 2009).

Fatores de transcricdo das subfamilias ERFs e CBF/DREB foram
identificados em varias espécies vegetais, incluindo Arabidopsis (LIU et al, 1998;
SAKUMA et al, 2002; NAKANO et al, 2006), arroz (NAKANO et al, 2006; SHARONE
et al, 2011), algodao (JIN; LIU, 2008; CHAMPION et al, 2009), soja (ZHANG et al,
2008), Populus (ZHUANG et al, 2008), uva (ZHUANG et al, 2009; LICAUSI et al.
2010), milho (ZHUANG et al, 2010), tomate (SHARMA et al, 2010), trigo (ZHUANG
et al, 2011a), e maga (ZHUANG et al, 2011b). Entretanto, poucos trabalhos com
objetivo de caracterizar os membros da familia ERF em Coffea ssp foram realizados.
Bustamante-Porras et al, (2005) isolou o primeiro ERF em C. canephora cuja
expressao esta envolvida nos processos de diferenciacao celular e na maturagao de
frutos. Em C. arabica nenhum membro dessa familia foi descrito até o momento.

A pesquisa sobre genbmica e transcriptbmica em cafeeiros tem
ganhado cada vez mais destaque. O Projeto Genoma Café Brasileiro (VIEIRA et al,
2006), foi desenvolvido para investigar as caracteristicas de cafeeiros através do
sequenciamento de cDNAs. Esse banco de dados possui um conjunto de 265.889
sequéncias expressas (ESTs) provenientes de diversos tecidos, em diferentes
etapas de desenvolvimento e diversas condigcbes ambientais derivados das espécies
C. arabica, C. canephora e C. racemosa. Portanto, esse trabalho tem como objetivo
a identificacdo e caracterizacdo dos possiveis fatores de transcricdo ERF presentes

em Coffea arabica a partir do banco de dados de ESTs do Genoma Café Brasileiro.
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4.4 MATERIAL E METODOS

Identificac&o de genes da familia ERF em Coffea arabica

Para isolar os genes da familia ERF em Coffea arabica, o dominio
AP2 do ERF4 (GENEBANK: AAO34706) de Solanum lycopersicum foi utilizado para
pesquisas no Banco de Dados Genoma Café Brasileiro
(www.Ige.ibi.unicamp.br./café), usando o programa BlastP (ALTSCHUL et al, 1997).
Nesse banco de dados estao disponibilizados mais de 265.889 sequéncias ESTs
obtidos de quarenta e trés bibliotecas de cDNA, principalmente de C. arabica. O
cDNA foi obtido a partir de diferentes tecidos do cafeeiro (folhas, raizes, flores,
sementes, frutos, entre outros) em diferentes estadios de desenvolvimento e
submetidas a diversas condigdes de estresse (VIEIRA et al, 2006; MONDEGO et al,
2011). Buscas também foram realizadas utilizando as palavras chaves: ERF, Fator
de Resposta ao Etileno e EREBP, visando aumentar as chances de identificagao de
novas ESTs. As sequéncias foram confrontadas com outras sequéncias depositadas
no banco de dados do GenBank, utilizando os programas BlastP e BlastX (National
Center for Biotechnology Information - NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para
confirmar a identidade das mesmas. A sequéncia deduzida de aminoacidos de cada
contig formado foi obtida através do programa ORF Finder (Open Reading Frame
Finder - NCBI -http://www.ncbi.nim.nih.gov/gorf/gorf.html). As seqUéncias
inicialmente coletadas, que apresentaram o dominio AP2 incompleto ou que os
ORFs se mostraram incorretos, foram excluidos da analise. As sequéncias proteicas
contendo o dominio AP2 foram alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW versao 2.0

(LARKIN et al, 2007) e as entradas redundantes foram removidas.

Andlise filogenética

A andlise filogenética foi realizada alinhando os dominios AP2 de C.
arabica e A. thaliana usando o algoritmo ClustalW versédo 2.0 (LARKIN et al, 2007).
A arvore filogenética foi construida utilizando-se o método neighbor-joining (NJ)
usando a opgao pair-wise deletion com a ajuda do programa MEGA verséo 4.0
(TAMURA et al, 2007). Para testar a confiabilidade das analises foram utilizadas

1.000 réplicas de bootstrap.
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Determinacao dos motivos conservados

A identificacdo dos motivos conservados fora do dominio altamente
conservado AP2 foi realizado em sequéncias proteicas de C. arabica usando o
algoritmo ClustalW versao 2.0 (LARKIN et al, 2007) e MEME Suite versao 4.0.0
(BAILEY; ELKAN, 1995) (http://meme.sdsc.edu/meme4/cgi-bin/meme.cgi), com o0s
seguintes parémetros: tamanho ideal: 6-80 aminoacidos; qualquer numero de
repeticoes dos motivos e numero maximo de 25 motivos. Os motivos resultantes
foram verificados nas bases de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) e ExPaSy - Expert Protein Analysis

System (http://ca.expasy.org/) para verificar sua significancia.

Padrédo de expressdao por northern eletrénico

A frequéncia de reads de cada biblioteca foi normalizada dividindo-
se 0 numero de reads encontrado pelo numero total de reads sequenciados
disponiveis no Banco de Dados e o resultado multiplicado por 10.000. O Northern

Eletronico foi realizado utilizando-se o Programa Genesis versao 1.7.5.
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4.5 RESULTADOS

Identificacdo de genes da familia ERF e relagao filogenética entre a familia ERF

em C. arabica e Arabidopsis

A andlise in silico a fim de identificar os membros da familia ERF em
C. arabica, compreendeu o processo de mineracdo de dados dentro do banco de
dados do Projeto Genoma Café no qual foram selecionadas as sequéncias (reads)
que possivelmente codificam o dominio AP2 em Coffea arabica. A procura por
palavras chave e a busca através do dominio AP2 das ESTs resultou na
identificacdo de 38 fatores de transcricao codificando as proteinas ERFs. Destes 38
possiveis ERFs, verificou-se que 36 proteinas ERFs contém um dominio AP2
completo, enquanto que os outros 2 ERFs possuem somente parte do dominio AP2
e portanto nao foram incluidos na analise. A identidade das proteinas ERFs de C.
arabica com os seus homoélogos em Arabidopsis variou de 63 a 90% (Tabela 1). O
grau de conservacado da sequéncia em comparagdo com Arabidopsis foi maior para
0os membros do grupo X, onde variou de 75 a 90%, enquanto que os menores
valores foram observados para os grupos lll (65%) e VI (63%).

Com a identificagdo dos 122 ERFs descrito anteriormente por
Sakuma et al, (2002) na planta modelo Arabidopsis, foi possivel realizar uma
reconstrugao filogenética (Figura 1). A arvore foi construida com o método neighbor-
joining usando as 58-59 sequiéncias de aminoacidos do dominio AP2 de C. arabica e
Arabidopsis. As sequencias ERFs sdo bastante conservadas entre as espécies o
que permite distinguir os 10 principais grupos, nomeados como grupos |-X por
Nakano et al, (2006). Como mostrado na Figura 1, a andlise comparativa da arvore
filogenética entre Arabidopsis e C. arabica agrupou um grande numero de
sequéncias identificadas em C. arabica (22,22%, 8 sequéncias do total de 36) com
as sequéncias de Arabidopsis pertencentes aos grupos VIl e IX. Em C. arabica, uma
quantidade menor de proteinas foi agrupada com os ERFs de Arabidopsis
pertencente aos grupos | e VIII (13,89%, 5 sequencias), seguido pelos grupos lll e IV
(8,33%, 3 sequéncias). Os grupos dos ERF com menor numero de membros em C.
arabica foram X, Il e VI (5,56%, 2,78% e 2,78%, correspondendo a 2, 1 e 1
sequéncias, respectivamente). Nenhum membro de C. arabica foi atribuido ao grupo

V e aos subgrupos VI-L e Xb-L. Esses dois subgrupos sao caracterizados em
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Arabidopsis por uma baixa homologia na regido C-terminal do dominio AP2/ERF
(CHAMPION et al, 2009).

Tabela 1 — Sequéncias de Coffea arabica com homologia com os genes da familia

ERF em Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana

Coffea arabica

Nome Gene ERF Cobertura (%) e-value Identidade (%)
AT1G78080 RAP2.4 CaERFO01 99 1,00E-68 81
AT1G78080 RAP2.4 CaERFO02 97 2,00E-63 81
AT1G78080 RAP2.4 CaERFO03 100 2,00E-58 80
AT1G78080 RAP2.4 CaERF04 100 5,00E-62 80
AT1G78080 RAP2.4 CaERF05 100 2,00E-34 81
AT5G67190 AtERF10 CaERF06 100 3,00E-39 74
AT5G52020 AtERF25 CaERFO07 63 8,00E-30 71
AT5G52020 AtERF25 CaERFO08 85 6,00E-45 65
AT244940 AtERF34 CaERF09 65 6,00E-48 77
AT240340 DREB2C CaERF10 84 9,00E-49 68
AT240340 DREB2C CaERF11 78 8,00E-38 70
AT1G75490 DREB2D CaERF12 87 3,00E-37 69
AT4G27950 CRF4 CaERF13 71 3,00E-30 63
AT3G16770 ATEBP/RAP2.3 CaERF14 96 8,00E-34 72
AT3G16770 ATEBP/RAP2.3 CaERF15 93 2,00E-29 73
AT3G16770 ATEBP/RAP2.3 CaERF16 96 2,00E-29 68
AT3G16770 ATEBP/RAP2.3 CaERF17 62 1,00E-28 81
AT3G16770 ATEBP/RAP2.3 CaERF18 90 6,00E-27 81
AT3G14230 RAP2.2 CaERF19 99 8,00E-33 77
AT3G16770 ATEBP/RAP2.3 CaERF20 85 8,00E-28 77
AT3G16770 ATEBP/RAP2.3 CaERF21 96 1,00E-27 84
AT3G15210 AtERF4/RAP2.5 CaERF22 42 3,00E-30 74
AT3G15210 AtERF4/RAP2.5 CaERF23 41 5,00E-30 74
AT1G50640 AtERF3 CaERF24 82 2,00E-42 76
AT5G44210 ATERF9 CaERF25 97 4,00E-30 76
AT1G28360 ATERF12 CaERF26 68 1,00E-26 85
AT4G17500 AtERF1 CaERF27 75 9,00E-53 75
AT4G17500 AtERF1 CaERF28 86 1,00E-44 73
AT4G17500 AtERF1 CaERF29 79 5,00E-52 74
AT3G23240 ERF1 CaERF30 82 4,00E-31 73
AT4G17490 AtERF-6 CaERF31 97 5,00E-42 77
AT4G17490 AtERF-6 CaERF32 84 4,00E-31 78
AT4G17490 AtERF-6 CaERF33 93 7,00E-34 74
AT3G23240 ERF1 CaERF34 54 2,00E-15 73
AT5G61890 ABR1 CaERF35 94 2,00E-33 90
At2G33710 AtERF112 CaERF36 49 4,00E-28 75
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Figura 1 — Arvore filogenética dos ERFs de C. arabica e arabidopsis. As sequéncias
de aminoacidos do dominio AP2 de 36 genes ERF de C. arabica e
arabidopsis foram alinhadas pelo Clustal W e a arvore filogenética foi
construida com MEGA 4.0 utilizando o método NJ. (Subfamilia DREB: o
- grupo |, o - grupo Il, V' - grupo Il O grupo IV; Subfamilia ERF: V-
grupo VI, e - grupo VII, m - grupo 8, A - grupo IX, L g grupo X)
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Com base na similaridade das sequéncias de aminoacidos os ERFs
também foram classificados em duas subfamilias. Doze putativos ERFs foram
identificados como sendo membros da subfamilia DREB (Grupos |, I, lll e V), em
comparagdao com 57, 40, 66 e 58 em arabidopsis, uva, alamo e arroz,
respectivamente. Foram identificados 24 genes codificando para a subfamilia ERF
(Grupos VI, VII, VI, IX, X), comparando com 65, 82, 103 e 87 em arabidopsis, uva,
alamo e arroz, respectivamente. A organizagdo dos genes da familia ERF em C.
arabica é mostrada na Tabela 2 juntamente com a distribuicdo comparativa entre

arabidopsis, uva, alamo e arroz.

Tabela2 — Numero de genes presentes em cada grupo da familia ERF em C.
arabica e nas espécies cujos genomas foram completamente
sequenciados, e tamanho dos respectivos genomas.

Familia  Subfamilia Grupo Arabidopsis® Uva®  Alamo®  ArroZ® Café
ERF | 10 5 5 9 5
Il 15 8 20 16 1
DREB 1 23 22 35 27 3
v 9 5 6 6 3
\ 5 11 10 8 0
VI 8 2 11 6 1
VI-L 4 5 4 10 0
ERF Vi 5 3 6 15 8
VI 15 11 17 15 5
IX 17 40 42 18 8
X 8 10 9 12 2
Xb-L 3 0 4 3 0
Total de genes ERFs 122 122 169 145 36
Tamanho do genoma (Mb) 125 487 465 430 1.300

ANAKANO et al, (2006), "LICAUSI et al, (2010) e ZHUANG et al, (2008).

A fim de se estudar as relagdes filogenéticas entre os genes da
familia ERF em C. arabica e Arabidopsis, multiplas analises foram realizadas com o
alinhamento das sequéncias deduzidas dos aminoacidos do dominio AP2. O
alinhamento indicou que os residuos Gly-4, Arg-6, Glu-16, Trp-28 e Gly-30 estao
completamente conservados entre todas as proteinas da familia ERF em C. arabica
e Arabidopsis. Além disso, mais de 95% dos membros da familia ERF contem os
residuos conservados Arg-8, Gly-11, lle-17, Arg-18, Arg-26, Leu-29, Ala-38, Ala-39,
Asp-43 e Asn-56. Como demonstrado anteriormente por Sakuma et al, (2002) a

subfamilia de genes ERF inclui dois residuos de aminoacidos principais, a alanina
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(A) na posicao 14 e o aspartato (D) na posicao 19, que acredita-se contribuir para
uma atividade funcional de ligacao a GCC-box em muitos ERFs. Por outro lado, a
familia de genes CBF/DREB possui uma valina (V) e um acido glutamico (E) nas
posicoes 14 e 19, respectivamente. Na subfamilia DREB, todos os genes
apresentaram o residuo conservado Valina14, ja na posi¢cao 19 os genes CaERFO01
ao 05 contem uma Leucina (L), enquanto que os genes CaERFs 06 ao 12
apresentam um acido glutdmico (E). O dominio AP2 de todos os CaERFs
apresentaram o residuo conservado para a subfamilia ERF. A regido C-terminal do
dominio de AP2/ERF da proteina CaERF34 apresentou baixa homologia na regido
de consenso com os demais genes (Figura 2). Essa regido corresponde a metade
terminal da a-hélice (ALLEN et al, 1998), que inclui os residuos altamente
conservados Asp-43 e Asn-57. De modo geral a familia ERF apresentou similaridade

significativa com o restante do dominio
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Figura 2 — Alinhamento dos dominios AP2 a partir das proteinas ERF de C. arabica.
As colunas de cores, azul escuro e azul claro, indicam residuos de
aminoacidos idénticos e conservados, respectivamente. A barra preta e
as setas representam a a-hélice e as regides (-sheets, respectivamente.
CaERF01 a 12 pertencem a subfamilia DREB; CaERF13 a 36
pertencem a subfamilia ERF.
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Distribuicdo dos motifs conservados

De maneira geral, as regides fora do dominio de ligagdo ao DNA nos
fatores de transcricdo contém importantes dominios funcionalmente envolvidos na
atividade transcricional, como interagdes proteina-proteina, e podem estar
envolvidos na localizagao nuclear (LIU et al, 1999). Esses dominios funcionais séao
frequentemente conservados entre os membros de um subgrupo em grandes
familias de fatores de transcricdo de plantas, e provavelmente esses motivos
compartilham as mesmas fungdes (KRANZ et al, 1998; REYES et al, 2004; NAKANO
et al, 2006).

A fim de associar os ERFs putativos de C. arabica a funcgdes
bioldgicas, outros motivos conservados, fora da regido AP2/ERF, foram investigados
nas sequéncias deduzidas de aminoacidos, empregando andlises de sequéncias
multiplas e o conjunto de programas MEME v.4.0 (BAILEY; ELKAN, 1995). A maioria
dos membros de um mesmo grupo compartilhou um ou mais motivos fora do
dominio AP2 (Figura 3). Por exemplo, o grupo | é composto por 5 ERFs (CaERF1 ao
5) e contém 5 motifs conservados (Figura 3). Com exceg¢ao do CaERFO05, os demais
membros desse grupo contém o motivo CMI-1 e CMI-2 na regidao C-terminal. O
gene CaERF06 unico membro em C. arabica, pertecente ao grupo Il contém o
motivo CMII-1 na regido C-terminal adjacente ao dominio AP2. Segundo Nakano et
al, (2006) todos os genes desse grupo contém o motivo CMII-1 e, este é semelhante
ao motivo CMIII-1 do grupo Ill. O fato desses motivos estarem presentes em outros
relacdes filogenéticas sugerem uma forte semelhanga entre os grupos Il e Ill. No
grupo lll estdo os CaERF07 ao 09, onde todos os genes desse grupo contem o
motivo CMIII-1 na regido C-terminal. Além do motif CMIII-1, o gene CaERF08 possui
os motivos CMIII-2 e CMIII-4, sendo que esse ultimo foi identificado como o motif
conservado LWSY em OsDREB1A/B/C e AtCBF3/DREB1A (DUBOUZET et al,
2003). O gene CaERF09 apresenta os motifvos CMIII-6 e CMIII-7. No grupo IV
(CaERF10 ao 12) foi encontrado somente o motivo CMIV-2 nos genes CaERF10 e
CaERF11.0 CMIV-2 possui o putativo sinal de localizacéo nuclear (LIU et al, 1998).

O grupo VI (CaERF13) consiste de duas proteinas que compartilham
os motivos conservados, CMVI-1 e CMVI-2, na regido N-terminal. O grupo VIl foi
primeiramente descrita por Tournier et al, (2003) e contém 8 membros em C.

arabica, caracterizada pela presenga de um motivo altamente conservada na regiao
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N-terminal (MCGGAII/L). O motivo EAR (CMVIII-1)(ERF associado a repressao
anfifilica) foi encontrado em membros do grupo VI, nos ERFs CaERF22 e
CaERF23, que também contém o motivo CMVIII-2. O grupo IX é constituido por 8
genes (CaERF 27 ao CaERF34). O genes CaERF27 ao 30 apresentam somente o
motivo CMIX-3, enquanto que o CaERF32 possui somente o motivo CMIX-2. Os
motivos CMIX-2 e CMIX-3 sao regides putativas acidas que poderiam funcionar
como um dominio de ativagdo da transcricdo (FUIJIMOTO et al, 2000). O motivo
CMIX-3 corresponde a uma sequéncia conservada que anteriormente foi referido
como um motivo DMLV (GUTTERSON; REUBER, 2004). Ja o gene CaERF32 além
de possuir o motivo CMIX-3, possui os motivos CMIX-5 e CMIX-6 que podem ser um
suposto sitio de fosforilagdo da MAP quinase na regido C-terminal da proteina
(FUJIMOTO et al, 2000). Os genes desse grupo estao relacionados a expressao de
genes de defesa em reposta ao ataque de patdégenos. O grupo X é representado por
CaERF35 e CaERF36. Os membros desse grupo normalmente contém um motivo
conservado CMX-1 na regiao N-terminal como € o caso do CaERF35, enquanto que

CaERF36 nao apresenta nenhum motivo conservado.



Figura 3 — Distribuigdo dos motivos conservados na familia ERF em Coffea arabica.
Os Motivos foram identificados em C. arabica e classificados de acordo
com a classificagao proposta por NAKANO et al, (2006). A posicao e a
ordem dos simbolos correspondem a real regido conservada na

sequéncia da proteina.
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Padrdo de expressdo génica dos fatores de transcricdo da familia ERF em
Coffea arabica

O padrao de expressao dos ERFs em C. arabica foi investigado in
silico por Northern Eletrénico, nas bibliotecas de C. arabica, a fim de se avaliar as
diferengas entre os transcriptomas dos diferentes tecidos ou 6rgaos. Niveis elevados
de expressao foram observados em bibliotecas derivadas de tecidos de frutos,
folnas e flores (Figura 4). Bibliotecas provenientes da analise diferencial de
expressao em tecidos submetidos a diferentes estresses também foram detectadas,
porém com uma menor frequéncia de transcritos quando comparados com o0s
tecidos derivados dos tecidos de diversas partes da planta e de diferentes etapas de
desenvolvimento. Para os ERFs CaERF20, CaERF21 e CaERF23 foram detectados
trancritos na maioria das bibliotecas avaliadas. No entanto, grande parte dos 36 TF
da familia ERF foram detectadas em algumas bibliotecas mas ndao em outras,
mostrando ser tecido-especificos. E o caso de CaERF03, CaERF08, CaERF12,
CaERF18, CaERF22, CaERF26, CaERF 31 e CaERF36 que se expressaram
somente em frutos. Ja CaERF07, CaERF19 e CaERF34, apresentaram expressao
somente em flores, folhas e raiz, respectivamente. Expressdo em bibliotecas
submetidas a estresse hidrico foi observado em CaERF06, CaERF07, CaERF11,
CaERF21 e CaERF23, onde os trés primeiros ERFs apresentaram uma maior

expressao nessa biblioteca.
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Figura 4 — Perfil de expressao in silico dos ERFs em Coffea arabica. O niumero de
reads foi normalizado para cada biblioteca, e os valores representados
pela escala de expressao relativa.
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4.6 DISCUSSAO

As proteinas dos fatores de transcricdo sao os principais reguladores
dos processos biolégicos e surgiram como uma poderosa ferramenta na
manipulacdo de complexas vias metabdlicas (GROTEWOLDA, 2008). A fim de
utilizar essas proteinas no melhoramento de plantas, € preciso compreender seu
papel nas redes reguladoras dos genes. A familia de fatores de transcricdo ERF
apresentam um elemento altamente conservado que inclui um dominio AP2/ERF
responsavel pela atividade de ligagdo ao DNA, sendo essenciais para o
desenvolvimento das plantas (RIECHMANN; MEYEROWITZ 1998; OHTA et al,
2001; SAKUMA et al, 2002, CAO et al, 2006). Nakano et al, (2006) estudaram
sistematicamente a filogenia, as estruturas, e os motivos conservados da familia
ERF em Arabidopsis e arroz. A fim de se obter maiores informagdes sobre essa
familia em C. arabica, este trabalho identificou e analisou 36 possiveis proteinas
ERFs a partir dos dados EST de C. arabica disponiveis no Projeto Genoma Café
Brasileiro (VIEIRA et al, 2006; MONDEGO et al, 2011).

Os dominios conservados AP2 foram usados para agrupar seus
ortdlogos em C. arabica. A maioria das sequéncias de C. arabica encontra-se
agrupados nos grupos VIl e IX, seguido pelos grupos | e VIII, enquanto que, apenas
algumas sequéncias se agruparam aos grupos lll, VI, X, Il e VI. No entanto, o grupo
VII representa cerca de 4,1% da familia em Arabidopsis (NAKANO et al, 2006),
2,46% em Vitis (LICAUSI et al, 2010), 3,55% em Populus (ZHUANG et al, 2008) e
10,34% em arroz (NAKANO et al, 2006). Em C. arabica, esse grupo representa mais
de 22% das proteinas contendo o dominio unico AP2 encontrado no banco de dados
do Genoma Café; o que pode indicar um papel bioldgico significativo do grupo nessa
espécie e uma evolugao diferencial dessa familia de genes em C. arabica. Neste
trabalho, foi observado que dos 10 principais grupos identificados na familia ERF em
Arabidopsis, 9 grupos ocorreram em C. arabica, mostrando que a metodologia
utilizada por Nakano et al, (2006) é aplicavel nessa espécie. A presenga da maioria
dos grupos e subgrupos nas 2 espécies dicotiledéneas, bem como nos sistemas de
monocotiledéneas sugere que muitos dos genes s&o anteriores a divergéncia de
monocotiledéneas e dicotiledéneas (SHARMA et al, 2010). Da mesma forma, alguns
grupos e subgrupos estdo presentes em apenas uma espécie, por exemplo, os

grupos XI-XIV ocorrem somente na familia ERF em arroz, mas ndo em arabidopsis
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ou outras espécies dicotileddneas, sugerindo que esses grupos evoluiram ou foram
perdidos em uma espécie apos a divergéncia (ZHANG et al, 2008).

Apesar do grande numero de ESTs analizados, o numero de ERFs
encotrados em C arabica foi baixo comparado com Arabidopsis e arroz, que contém
122 e 139 membros na familia ERF, respectivamente (NAKANO et al, 2006). Zhang
et al, (2008) mostrou que embora a soja tenha um genoma grande (1.115Mb), a
estrutura e a filogenia da superfamilia AP2/ERF foi semelhante quando o autor
comparou com Arabidopsis e arroz. O mesmo foi observado em genomas ja
completos, como populus (ZHUANG et al, 2008) e uva (ZHUANG et al, 2009). O
Coffea arabica € uma espécie alotetrapléide (2n=4x=44) formada por uma recente
(aproximadamente 1 milhdo de anos) hibridagdo natural entre as espécies diploides:
C. eugenioides e C. canephora (LASHERMES et al, 1999; CLARINDO; CARVALHO,
2009). Como consequéncia de sua natureza polipléide, o fato do genoma de C.
arabica encontrar-se ainda incompleto, e da exclusdo das sequéncias que
continham somente parte do dominio AP2, & dificil de se prever o tamanho da
familia de genes ERF nessa espécie, mas tende a ser de tamanho similar a de
outros organismos vegetais.

A analise estrutural revelou que todas as proteinas ERF possuem
Ala-14 e Asp-19 conservados, enquanto que, as proteinas DREB apresentam a Val-
14 e Glu/Leu-19. A analise comparativa dos residuos de aminoacidos do dominio
ERF/AP2 em C. arabica com as proteinas da familia ERF de Arabidopsis sugeriu
que os dominios AP2/ERF foram bem conservados entre as espécies. Estes
aminoacidos conservados provavelmente desempenham um papel importante na
familia de genes ERF, onde estes podem estar envolvidos em diferentes formas de
contato com o DNA. De acordo com Allen et al, (1998), o dominio AP2/ERF
reconhece o DNA através dos residuos conservados arginina e triptofano localizados
nas B-sheets. A Ala-37 no dominio ERF desempenha um papel importante na
estabilidade do dominio ERF ou na ligagcdo ao DNA com o elemento DRE ou GCC-
box (LIU et al, 2006).

Os fatores de transcricdo geralmente contém dominios conservados
funcionalmente importantes fora do dominio de ligagcdo ao DNA (De BODT et al,
2003; ARORA et al, 2007). A distribuicdo de motivos especificos em proteinas
pertencentes a grupos especificas da arvore filognética também foi observado em

proteinas ERF de C. arabica, no qual demonstram semelhancas estruturais entre as
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proteinas dentro do mesmo subgrupo. A grande maioria das sequéncias ERFs
identificadas em C. arabica compartilha um ou mais motivos fora do dominio AP2
com os seus homologos de Arabidopsis, como observado em arroz e soja (NAKANO
et al, 2006; ZHANG et al, 2008). Por exemplo, Ohta et al, (2001) identificaram um
motivo EAR (ERF associado a repressao anfifilica), que tem mostrado funcionar
como um dominio de repressdao. O motivo EAR de seqliéncia conservada,
(L/F)DLN(L/F)xP, identificado neste trabalho como CMVIII-1 encontra-se nas regides
C-terminal do grupo VIII. Esse motivo foi identificado em varias proteinas
repressoras incluindo ZAT7, 10, 12, ERF3, AUX/IAA, NIMIN1, HSI2, SUPERMAN
(Arabidopsis), NRR (arroz), ZFT1 (tabaco) e ZPT2-3 (petunia), que desempenham
diferentes fungbes que vao desde o desenvolvimento das plantas até a tolerancia
aos diferentes estresses (TIWARI et al, 2004; HIRATSU et al, 2004; KAZAN, 2006).
Dois membros do grupo VI, AtERF4 e AtERF7, foram bem caracterizados. Ambas
as proteinas regulam negativamente o gene PDF1.2, no qual contem GCC-box na
sua regido promotora. AtERF4 demonstrou ser um regulador negativo da expresséo
de etileno, JA e genes ABA-responsivos (OHTA et al, 2001; MCGRATH et al, 2005).
Além disso, foi mostrado que AtERF7 atua como um regulador negativo nas
respostas ao ABA (YANG et al, 2005). Recentemente, uma proteina DREB contendo
o motivo EAR, DEAR1 demonstrou funcionar como um repressor de proteinas de
ligacdo ao elemento responsivo a desidratagdo que mediam respostas a estresses
bidticos e abidticos (TSUTSUI et al, 2009). Kagale et al, (2010) identificaram 4
proteinas, DEAR2, DEAR3, DEAR4 e DEARS5, estruturalmente semelhantes ao
DEAR1, que contém a sequencia de DLNxxP um tipo de motivo EAR na regido C-
terminal. O motivo CMIV-2 na regido N-terminal poderia funcionar como um sinal de
localizagdo nuclear (NLS) (EL KAYAL et al, 2006). Esse se assemelha ao sinal de
transporte nuclear descrito anteriormente por Stockinger et al, (1997) indicando que
esses ERFs podem estar envolvidos no trafego de proteinas. Recentemente, este
tem sido apontado ser essencial em Arabidopsis, no qual CBF1 se liga ao DNA,
assim, € indispensavel para a sua atividade transcricional (CANELLA et al, 2009).
Um sinal de localizagao nuclear putativo (KRKRK) foi identificado nas proteinas ERF
(VAN RAEMDONCK et al, 2005, EL-SHARKAWY et al, 2009). A analise comparativa
dos motivos conservados em C. arabica e Arabidopsis sugeriu que, as fungbes da
proteina foram conservadas e divergiu durante a evolugao da familia de genes ERF.

Sharma et al, (2010) mostrou que alguns motivos foram especificos em
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espermatéfitas, enquanto que muitos motivos foram identificados desde plantas
inferiores, bactérias, fungos e animais. A presenca desses motivos conservados em
organismos evolutivamente diferentes indica que eles desempenham um papel
funcional importante, enquanto que os motivos especificos as espermatéfitas podem
ter evoluido mais tarde para atender fungdes especificas.

Nesse trabalho, 8 ERFs pertencentes aos grupos |, I, VI, VII, VIII ,
IX e X foram expressos somente em bibliotecas de frutos. Embora os fatores de
transcricdo ERFs sejam regulados por uma série de estimulos fisico-quimicos,
muitos ERFs s&o responsivos ao etileno, sugerindo que podem estar envolvidos no
processo de maturacdo em frutos climatérios. Tournier et al, (2003) demostraram
que SIERF2, um ERF que se liga a GCC-box, desempenha um importante papel
durante o processo que maturagao em tomate. O mesmo foi observado por Yin et al,
(2010) em diferentes ERFs expressos durante o processo de maturagdo dos frutos
de kiwi. Pereira et al, (2005) mostrou que a producéo de etileno autocatalitico em
frutos de C. arabica verde € muito baixa, no entanto, esta aumenta
consideravelmente durante a fase inicial de maturacdo. Essas observacdes
demonstram a natureza climatérica da maturacdo dos frutos de C. arabica e a
importancia do etileno nesse processo. Bustamante-Porras et al, (2005) isolou em C.
canephora um gene ERF (CoERF) cuja express&do demonstrou estar envolvido nos
processos de diferenciacdo celular e na maturagcdo de frutos. Ao se comparar
CoERF (GENEBANK: AY522505) com C. arabica, este compartiihou 97% de
identidade e 98% de similaridade com CaERF17. Considerando que C. canephora é
um dos ancestrais de C. arabica (LASHERMES et al, 1999) e a alta identidade
encontrada entre os ERFs de Coffea ssp, era esperado que CaERF17 também se
expressasse em frutos. Entretanto, ndo foi encontrado reads em bibliotecas de frutos
em CaERF17, embora CoERF esteja envolvido na maturagdo de frutos. Em
alotetraploides €& esperado que genes estejam presentes em duas formas
homologas, altamente semelhantes, mas nao idénticas (PETITOT et al, 2008). A
redundancia de genes pode levar ao silenciamento génico ou a divergéncia funcional
de genes duplicados (CHEN;Ni 2006). Vidal et al, (2010) encontrou em alguns casos
que aparentemente um homodlogo de C. canephora € recrutado para ser expresso
em determinados tecidos, enquanto que os homdlogos de C. eugenioides é
silenciado. Desta forma, as diferencas na expressdo em C. arabica pode ser

atribuido as contribui¢cdes dos diferentes subgenomas dos ancestrais C. canephora
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ou C. eugenioides. Esses genes podem ser bons candidatos para futuras
caracterizagdes que ajudarao a compreeder o processo de regulagcao desses genes
durante os processos de desenvolvimento e maturagdao em frutos de Coffea ssp.

A maioria dos ERF tém mostrado aumentar a tolerancia das plantas
contra estresses bidticos e abidticos (PARK et al, 2001; GUO et al, 2004; ZHANG et
al, 2009). Neste trabalho os ERFs CaERF06, CaERF07, CaERF11, apresentaram
alta expressdao em bibliotecas submetidas a estresse hidrico. Esses genes
pertencem a subfamilia DREB, que desempenha um papel importante na tolerancia
de plantas a estresses abidticos, reconhecendo o elemento responsivo a
desidratacdo (Dehydration Responsive Element - DRE), o motivo core AIGCCGAC
(LIU et al, 1998). Estudos tem mostrado que a superexpressao de genes DREB em
Arabidopsis ativam a expressdo de muitos genes relacionados ao estresse
melhorando a tolerancia a seca, sal e frio (LIU et al. 1998; SAKUMA et al, 2006).
Por exemplo, a superexpressdao do AoDREB de Asparagus officinalis L. em
Arabidopsis transgénicas induziu a expressédo dos genes rd29A e COR15A, o que
resultou em maior tolerancia das plantas transgénicas a seca e a salinidade (LIU et
al, 2010). Desta forma, esse genes podem ser candidatos para futuros estudos que
podem auxiliar na compreensdo do mecanismo de regulacdo da familia ERF nas
respostas das plantas de C. arabica aos diferentes estresses.

Trabalhos anteriores sugerem a hipétese de que poderia haver um
padrdao de expressao grupo-especifico. Por exemplo, dos 8 genes pertencentes ao
grupo VII, 5 se expressam em frutos, onde os ERFs CaERF14, CaERF15 e
CaERF18 apresentam uma alta expressao relativa em frutos. Esse grupo tem sido
particularmente associado a maturagdo em frutos. LeERF2 em tomate (TOURNIER
et al, 2003), MdERF1 em maca (WANG et al, 2007), PsERF2a e PsERF2b em
ameixa (EL-SHARKAWY et al, 2009) e AJERF10 e AJERF14 em kiwi (YIN et al,
2010) sao proteinas que se expressam durante a maturagao nos frutos pertencentes
ao grupo VII. A indugdo do amadurecimento também foi relatado no grupo VIII em
ameixa (EL-SHARKAWY et al, 2007) e uva (LICAUSI et al, 2010). Outros trabalhos
tem mostrado que os membros do grupo IX apresentam indugcdo da expressao
quando sdo submetidos ao ataque de varios patégenos. A superexpressao
constitutiva de AtERF2 do subgrupo 1Xa mostrou induzir a expressdo génica dos
gene PDF1.2 (BROWN et al, 2003). Da mesma forma, a superexpressao do gene

AtERF1 de Arabidopsis, um homodlogo préoximo a AtERF2, conferem resisténcia a
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Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum e Erysiphe oronti em Arabidopsis
(GUTTERSON; REUBER, 2004). Recentemente Anderson et al, (2010) demonstrou
que a superexpressdo do gene MtERF1-1 em raizes de Medicago truncatula
aumentou a resisténcia a Rhizoctonia solani, assim como Phytophthora medicaginis.
Desta forma, a presenca de distintos padroes de expressao dos ERFs observado em
C. arabica pela analise in silico pode estar associada a distancia filogenética entre
as sequéncias, ou seja, proteinas ERFs relacionadas filogeneticamente
apresentaram mais padrbes similares de expressdao do que as sequéncias
divergentes. Assim, a expressdo dos padroes genéticos sugere a existéncia de
algum grau de especializagao funcional dos grupos de ERFs investigados, embora
seja esperado um alto grau de sobreposicdo das fungbes nas grandes familias de
genes em plantas (SOLTIS et al, 2008; SEMON; WOLFE, 2007).

A familia de genes ERFs desempenha um papel crucial na
regulagcdo do desenvolvimento, bem como nas respostas aos estresses ambientais.
Com o genoma do C. arabica sendo sequenciado por um consorcio brasileiro, neste
trabalho 36 ERFs foram identificados em Coffea arabica, onde 12 ERFs pertencem a
subfamilia DREB e 24 a subfamilia ERF. O padréo de expressao génica mostrou
que niveis elevados de expressdo foram observados em bibliotecas derivadas de
tecidos de frutos, folhas e flores, assim como em bibliotecas submetidas ao estresse
hidrico. Na comparagdo dos homodlogos com outras espécies, cujo genoma foi
sequenciado, juntamente com seus perfis de expressdo sugerem o envolvimento
dos ERFs de C. arabica em distintas fungdes biolégicas mediada por etileno, tais
como controle de desenvolvimento, maturagcdo e respostas ao estresse hidrico.
Coffea arabica € uma planta perene cujo valor comercial € devido a produgcao de
frutos. O conhecimento do papel dos fatores de transcricdo ERF nos processos de
desenvolvimento e maturagao dessa espécie abrira oportunidades para aplicagdes

no melhoramento aumentando a producéo e a qualidade de frutos do cafeeiro.
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ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE TREZE ERFS DE Coffea arabica
SUBMETIDOS A DIFERENTES ESTRESSES ABIOTICOS

5.1 RESUMO

Neste trabalho, 13 ERFs de C. arabica (CaERF) foram identificados e caracterizados
in silico e in vivo. Com base na caracterizagcao das sequencias, foram classificados
em oito dos 10 grupos principais da familia ERF. A analise da expressao dos 13
ERFs exibiu padrdes e niveis de expressao diferencial em resposta aos estresses
hidrico, salino e térmico. ERFs dos grupos VIl e IX apresentaram padroes distintos
de expressao no estresse hidrico. As ERFs do grupo VIII apresentaram um aumento
pronunciado de transcritos quando a planta foi submetida a um estresse hidrico
severo, decrescendo no recuperado. Ja nas ERFs do grupo IX foi observado um
aumento de transcritos no déficit hidrico severo e este aumento se manteve na
recuperacao apods o estresse. Isso sugere que membros desses grupos podem estar
envolvidos nos mecanismos de regulacdo da tolerancia a seca. Com excegao dos
ERFs CaERF04, CaERF06, CaERF13 e CaERF23 todos os demais foram induzidos
por mais de um tipo de estresse abidtico, 0 que sugere a existéncia de respostas
cruzadas (crosstalk) entre as diferentes vias de sinalizagdo dos estresses. Os dados
gerados neste trabalho ajudardo na selecdo de genes candidatos para futuras
analises funcionais da familia ERF em C. arabica, o que ajudara a compreender os
determinantes genéticos da tolerancia a estresses abidticos 0 que constitui um
passo fundamental nos programas de melhoramento genético do cafeeiro.

Palavras-chave: AP2/ERF. Calor. Expressao génica. Salinidade. Seca.

5.2 ABSTRACT

In this work, 13 Coffea. arabica ERFs (CaERF) were identified and characterized in
silico and in vivo. Based on the characterization of the sequencing, they were
classified in eight of the 10 main groups of the ERF family. The analysis of the
expression of the 13 ERFs showed patterns and differential expression levels in
response to water deficit, salt and heat stresses. The ERFs of the groups VIII and IX
showed distinct patterns of expression in water deficit stress. The ERFs from group
VIII presented a high transcript increase when the plant was subjected to the severe
water deficit stress, decreasing in the recovery. On the other hand, on the ERFs from
group IX it was observed an increase of transcripts in severe water deficit stress, and
this rise so remained in recovery after the stress. This suggests that members of
these groups may be involved in the regulation mechanisms of tolerance to drought.
Except for the ERFs CaERF04, CaERF06, CaERF13, CaERF23, all the others were
induced by more than one kind of abiotic stress, which suggests the existence of
crosstalk between the different signaling pathways of the stresses. The data
generated in this work will help in the selection of candidate genes for future
functional analyses of the ERF family in C. arabica in, which will help to understand
the genetic determinants of tolerance to abiotic stresses that consists of a
fundamental step in genetic improvement programs on the coffee plant.

Key words: AP2/ERF. Heat. Gene expression. Salinity. Drought.
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5.3 INTRODUCAO

Com uma produgdo mundial de 134 milhdes de sacas de grédos em
2010 (ICO, 2011), o café é um importante produto agricola cultivado em mais de 80
paises. O Brasil € o maior produtor mundial e junto com a Colémbia e o Vietna sao
responsaveis por mais de 50% da produgdo mundial (MAPA, 2011). O café é uma
das maiores commodities agricolas do mundo, representa uma importante fonte de
renda para os paises tropicais em desenvolvimento (PAY, 2009). No género Coffea,
duas espécies sdo responsaveis pela quase totalidade da producédo de grdos de
café: Coffea canephora e Coffea arabica, que contribuem aproximadamente com 30
e 70% da producdo mundial, respectivamente. A produgdo de café esta sujeito a
oscilagdes regulares é que explicado, principalmente, pelo ciclo bienal natural, mas
também pelos efeitos adversos das condi¢cdes climaticas. Entre eles, a seca e as
altas temperaturas sao fatores que afetam o desenvolvimento e producao do
cafeeiro (ASSAD et al, 2004; DAMATTA, 2004; DAMATTA, 2006).

Condi¢des ambientais desfavoraveis podem limitar o crescimento e
o desenvolvimento de plantas ocasionando redugdes na producéo agricola (LU et al,
2011). Para sobreviver aos diferentes estresses bidticos e abidticos, as plantas
desenvolveram uma complexa rede de sinalizagcdo que conduz a expressao
orquestrada de genes que s&o responsaveis pela tolerancia as condi¢ées ambientais
adversas (WANG et al, 2002; XIONG; ZHU 2003). A regulagdo génica em nivel de
transcricdo € um dos principais pontos no controle dos processos bioldgicos onde os
Fatores de Transcrigdo (TFs) sdo importantes para o controle da expressao
funcional desses genes (SHARMA et al, 2010). Os fatores de transcrigdo como bZIP,
NAC, MYB, MYC, zinc-finger, WRKY e ethylene response factor (ERF)
desempenham um papel crucial no controle da expressao de genes especificos
relacionados ao estresse através da ligacdo aos elementos cis-acting nos
promotores de genes responsivos aos estresses, ou através da interagdo com outros
fatores de transcricao (CHEN et al, 2004; UMEZAWAET et al, 2006).

A familia ERF é definida pela presengca de um dominio AP2/ERF,
que consiste de 58-59 aminoacidos, no qual estdo envolvidas em uma variedade de
mecanismos de regulagdo durante todo o ciclo de vida da planta (SHARONI et al,
2011). A familia ERF é de particular interesse devido ao seu papel no

desenvolvimento e nas respostas das plantas aos diferentes estresses (NAKANO et
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al, 2006). Os processos de desenvolvimento regulados pelos fatores de transcricao
ERFs incluem a formacgao de raizes (BANNO et al, 2001), germinagcao de sementes
(PIRRELLO et al, 2006) e os desenvolvimentos: do embrido (BOUTILIER et al,
2002), da flor (ELLIOTT et al, 1996; LIU et al, 2011) e dos frutos e maturacéo
(WANG et al, 2007; EL-SHARKAWY et al, 2009; YANG et al, 2010). Os falores de
transcricdo ERF pode ser divididos nas subfamilias DREB e ERF.

A subfamilia DREB desempenha um papel importante na tolerancia
de plantas a estresses abidticos, reconhecendo o elemento responsivo a
desidratacdo (Dehydration Responsive Element - DRE), com um motivo core de
A/GCCGAC (LIU et al, 1998). A superexpressao de genes DREB em Arabidopsis
ativam a expressdo de muitos genes relacionados ao estresse melhorando a
tolerancia a seca, sal e frio (LIU et al, 1998; KASUGA et al, 1999; SAKUMA et al,
2006). Por exemplo, a superexpressao do AoDREB de Asparagus officinalis L. em
plantas transgénicas de Arabidopsis induziu a expressdo dos genes rd29A e
COR15A, o que resultou em maior toleréncia das plantas transgénicas a seca e a
salinidade (LIU et al, 2010). O mesmo foi observado por Krishnaswamy et al, (2011)
com a superexpressdo do DREB719 em Arabidopsis. A subfamilia ERF tem
demonstrado participar na resposta a estresses bidticos, como o ataque de
diferentes patdégenos. As proteinas ERFs reconhecem o elemento cis-acting
AGCCGCC, conhecido como GCC-box e modulam a expressdao dos genes
relacionados a patogenicidade (PR) (SOLANO et al, 1998; GU et al, 2002; ONATE-
SANCHEZ et al, 2007). A superexpressao constitutiva de AtERF2 mostrou induzir a
expresséo do gene PDF1.2 (BROWN et al, 2003). Da mesma forma, Liu et al, (2011)
demonstrou que a superexpressao de ERFs de Bupleurum kaoi em plantas
transgénicas de Arabidopsis conferiu resisténcia a Botrytis cinerea. No entanto, além
de sua participagao nas respostas bioticas, alguns membros da familia ERF podem
integrar diferentes vias de sinalizagdo. Por exemplo, Tsi1 de tabaco (PARK et al,
2001), TERF1 de tomate (ZHANG et al, 2005.) e CaFP1 de pimenta (Yl et al, 2004)
sdo integradores de respostas aos estresses biodtico e abidtico através da interagéo
com GCC-box e DRE. Assim, as proteinas ERF desempenham um papel importante
nao apenas em respostas de defesa ao ataque a patdgenos, mas também em
tolerancia a diferentes estresses abiodticos.

Entretanto ndo existem informacdes dos ERFs em Coffea arabica, e

seus provaveis papéis na tolerdncia aos diferentes estresses ainda séao
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desconhidos. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar o padréao
transcripcional de 13 putativos ERFs em resposta aos estresses hidrico, térmico e

salino.

5.4 MATERIAL E METODOS

Andlise in silico da familia ERF em Coffea arabica

Para isolar os genes da familia ERF em Coffea arabica, o dominio
AP2 do ERF4 (Genebank: AAO34706) de Solanum lycopersicum foi utilizado para
pesquisas no Banco de Dados Genoma Café Brasileiro
(www.lge.ibi.unicamp.br./café), usando o programa BlastP. Buscas também foram
realizadas utilizando as palavras chaves: ERF, Fator de Resposta ao Etileno e
EREBP, visando aumentar as chances de identificagdo de novas ESTs. As
sequéncias foram confrontadas com outras sequéncias depositadas no banco de
dados do GenBank, utilizando os programas BlastP e BlastX (National Center for
Biotechnology Information - NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov). O alinhamento e a
arvore filogenética foram realizados a partir da sequencia completa de C. arabica,
Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera, Solanum lycopersicum e Populus trichocarpa
usando o algoritmo ClustalW versao 2.0 (LARKIN et al, 2007). A arvore filogenética
foi construida utilizando-se o método neighbor-joining (NJ) usando a opgéo pair-wise
deletion com a ajuda do programa MEGA versao 4.0 (TAMURA et al, 2007). Para
testar a confiabilidade das analises foram utilizadas 1.000 réplicas de bootstrap. A
identificacdo dos putativos motivos de localizagdo nuclear e ativador transcricional

(dominios acidos) foi realizada utilizando o programa PSORT (http://psort.hgc.jp/).

Material vegetal

O gendtipo utilizado para os experimentos de estresses foi o Coffea
arabica cv. IAPAR-59. Foram utilizadas plantas com 18 meses de idade. Os
experimentos foram realizados em casa de vegetagdo a 25° C com fotoperiodo
controlado (12h:12h) (déficit hidrico e salino) ou em camera de crescimento Fitotron
(estresse térmico). As folhas foram coletadas no mesmo estadio de desenvolvimento

(segundo par de folhas de cada ramo plagiotrépico). Para cada amostragem foram
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feitas coletas de folhas (trés pools de folhas de diferentes plantas, sob as mesmas
condigbes de estresse onde cada pool constituiu uma repeticdo biolégica). Os
materiais coletadas foram imersos imediatamente em N liquido e armazenados em

freezer — 80°C.

Experimento de estresse hidrico

Foram utilizadas 24 plantas submetidas a um periodo sem adi¢ao de
agua. As amostragens foram realizadas conforme as leituras do potencial hidrico,
sendo submetidos aos tratamentos: sem estresse (-1.34 MPa), estresse moderado (-
2.4 MPa), estresse severo (-4.5 MPa) e recuperado (material coletado 72 h apos
irrigacdo das plantas atingirem o potencial hidrico estabelecido como estresse
severo). A coleta das plantas para a realizagdo dos pools foi baseada no potencial
hidrico em funcdo dos niveis de estresses estabelecidos, realizados através do
monitoramento do potencial hidrico de cada planta por psicrometria da seguinte
forma: o potencial de agua na folha foi monitorado através de psicrometros de
termopar (modelo C-30, Wescor, Inc., Logan, Ut, U.S.A) acoplados a um datalogger
(Campbell Scientific, Inc., Logan, Ut, U.S.A., modelo CR-7). A cada dia de leitura,
entre 10h e 11h, uma amostra de aproximadamente 2 cm? da folha, coletada da
parte mediana do ramo plagiotrépico, posicionado no meio da cada planta, foi
coletada e colocada nos psicrometros. O datalogger foi programado para que as
leituras fossem efetuadas a cada 10 min até o equilibrio da pressao de vapor na
camara. A microvoltagem fornecida pelo sistema foi convertida em potencial da agua
(MPa) em funcédo de prévia calibragdo dos sensores com solugdes de cloreto de
sédio. Apds a obtencédo do potencial total da agua (Wt), os sensores foram imersos
durante 4 min em nitrogénio liquido e as leituras retomadas para obtencdo do
potencial osmético (Ws). O calculo do potencial de presséo foi realizado através de
Wt - Ws.

Experimento de estresse salino
Foram utilizadas 9 plantas. Para evitar choque osmoético, as plantas

foram irrigadas no primeiro dia com 50 mM de NaCl, e no segundo dia com 100 mM.

A partir do terceiro dia até o final do experimento as plantas foram irrigadas
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diariamente com 150 mM de NaCl. Foram realizadas as seguintes amostragens: dia
0 (controle sem adi¢cao de NaCl), dia 1 (24 horas apés a adigao de 50 mM de NaCl),
dia 2 (24 horas ap6s a adicdo de 100 mM de NaCl) e dias 4, 6 e 12 (150 mM NaCl).

Experimento de estresse térmico

Foram utilizadas 9 plantas. As plantas foram aclimatadas durante
sete dias com temperatura de 25°C com fotoperiodo controlado (12h:12h). Apos
esse periodo, deu-se 0 inicio aos tratamentos de estresse térmico: a temperatura de
37°C por cinco dias e manutencao diaria de irrigacdo. Foram realizados quatro
pontos de amostragem para o experimento de estresse térmico: Dia 0 - folhas
amostradas um dia antes do inicio do tratamento em plantas mantidas a 25°C, Dia 1,
Dia 3 e Dia 5 - folhas amostradas um, trés e cinco dias apds o inicio do tratamento
térmico, respectivamente. Foram realizadas medi¢gdes das trocas gasosas nas
plantas utilizando o sistema portatil de fotossintese (Li6200-Licor, Licon, NE, EUA),
com camara de 1 litro, para a obtencdo dos valores da taxa fotossintética apds o

inicio do estresse térmico.
Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Foi realizada a extracdao do RNA total das folhas de Coffea arabica
cv. IAPAR-59 para os experimentos de estresses abioticos descritos anteriormente.
O material vegetal foi coletado e armazenado a -80°C até a sua utilizagdo. As
extracdes foram conduzidas utilizando o tampao de extracdo CTAB de acordo com o
protocolo descrito por Chang et al, (1993). O RNA foi tratado com DNase |
(Invitrogen®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A primeira-fita de
cDNA foi sintetizada utilizando 5 pg do RNA total purificado, utilizando o Kit da
transcriptase reversa Superscript Ill (Invitrogen®), seguindo recomendacées do

fabricante.
Andlise da expresséo semi-quantitativa por RT-PCR

As reacbes de amplificacdo para analise da expressao semi-

quantitativa por RT-PCR foram realizadas em um volume final de 20 uL, contendo: 1
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X tampao (75 mM Tris-HCI pH 9; 50 mM KCI, 2 mM de (NH4)2S0;4); 0,25 mM de cada
dNTP, 0,5 mM de oligonucleotideos; 1,5 unidade de Taq DNA polimerase; 1ul cDNA
diluido 10X e agua ultra-pura para completar o volume. As reagdes foram realizadas
em termociclador modelo PT-100 (MJ Research, Massachusetts, EUA), com as
seguintes condigdes: 1 ciclo inicial de 5 min a 94°C e 28-32 ciclos de: 30 seg a 94°C
para desnaturacao, 45 seg a 60-63°C para anelamento, 1 min a 72 °C para extensao
e 1 ciclo final de 10 min a 72 °C. Os oligonucleotideos utilizados para a amplificagéo,
temperatura de anelamento (Tm) e o tamanho dos fragmentos encontram-se na
Tabela 1. O gene GAPDH foi utilizado como controle interno para normalizar o nivel
de expressao dos genes alvo entre os diferentes tratamentos. Em alguns ERFs, a
temperatura de anelamento foi fixada em 63°C para evitar a amplificacdo dos
produtos de PCR inespecificos. A reacao foi repetida por 28-32 ciclos para obter
uma adequada quantidade de DNA. As condicbes e numero de ciclos foram
determinados para evitar a saturagdo do DNA amplificado. O produto de PCR obtido
foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,2% corados com brometo de
etidio. Os géis foram fotografados utilizando camera Kodak Digital Science™ -
Eletrophoresis Documetation and Analysis System 120 e analisados
densitometricamente (FRESCHI et al, 2009) utilizando o software IMAGEJ 1.43u
(http://imagej.nih.gov/ijindex.html). Para cada reagcdo foram realizadas trés

repetigdes bioldgicas.



Tabela 1 — Sequencias dos oligonucleotideos de CaERF utilizados para a semi-quantitativa RT-PCR.

ERF Primer Foward (5') Primer Reverse (3') Tm (°C) Fragmento (bp)
CaERF01 TGGATTTCTGGAATAGTACACCTTTAGA GGAGGAAGCACCAGATTTCATAA 60 103
CaERF04 AACACCTTTGATGATTCATTGAACAG TCAGATCTTGAAGGTGATAATGATGAT 63 100
CaERF06 TCTTAGTGGGCGATACTACTG CTCTCGAACCCACCTCTATT 60 88
CaERF09 CAACGCCCCCGCTTATAA AAAGGTTGCTGTCGTGATTAGCTA 62 71
CaERF13 AATAGGCATCAGCCCTCAATCTC GTGATCTCCGGTCGTCTATGG 62 100
CaERF19 GTGGCGGAGCTATAATTTCC CTTCTTAATGTCCTTGCTATCAGG 62 121
CaERF22 CGATGGATTATGCTAACGTGGTT TTGTCGCCGTCGCTTATATTATC 60 106
CaERF23 GATGGATTATGCTAACGTGGTTG TGTCGCCGTCGCTTATATTA 60 99
CaERF27 CGGAAGACATGGTAATTTACTG GGCTCAGCTTTAACTCTAAC 60 114
CaERF29 ATCCGATATCCGCTGAACTC TCGACCTTAAGAGGCAAGTC 60 129
CaERF30 GGCAGAATTACCTCTTAACGA CTTGAAGAAGGGAAATTTGAGG 60 120
CaERF31 CTGAAACTTCTGCCTTGGAG AATCGGAGGAATTGTTAGACTG 60 137
CaERF36 GCTTCACATCCTCTGCTGCTT CGACGGTGCCGGAAAA 60 101

GAPDH AGGCTGTTGGGAAAGTTCTTC ACTGTTGGAACTCGGAATGC 60 100

82
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Anélise da expressdo quantitativa Real Time-PCR

Os oligonucleotideos dos genes especificos CaERF19
(5°GTGGCGATCTGCCTGATAGC e 3 CTCGTCGTCTAGGTCAATGATCTC) e
RPL39 (5GAACAGGCCCATCCCTTATTG e 3'CGGCGCTTGGCATTGTA) foram
desenhados com o auxilio do software Primer Express (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) com fragmento de amplificagdo de 100bp. RPL39 foi utilizado como
controle interno para normalizar o nivel de expressdo do gene alvo entre os
diferentes tratamentos. A PCR quantitativa em tempo real foi realizada em um
volume final de 25 pL utilizando o Kit Platinum® SYBR® Green qPCR Super Mix-
UDG conforme recomendacdo do fabricante. As reagdes foram realizadas em
termociclador ABI 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster, CA,
USA), com as seguintes condigdes: 1 ciclo de 2 min a 50°C; 1 ciclo de 2 min 95 °C;
40 ciclos de: 15 seg a 95°C e 30 seg a 60°C. Para cada reacao foram realizadas trés
repeticbes bioldgicas em triplicata. Os dados foram analisados usando o método
AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Andlise Estatistica

Os dados de expressao foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 1999).

5.5 RESULTADOS

Caracteristicas moleculares dos ERFs de Coffea arabica

Os ERF utilizados neste trabalho foram identificados a partir de
analise in silico do Banco de Dados Genoma Café Brasileiro e selecionados de
modo a representar o maior numero possivel dos grupos filogenéticos e de acordo
com estudos preliminares de expresséo. Treze ERFs de Coffea arabica (CaERF)
selecionado e nomeados CaERF01, CaERF04, CaERF06, CaERF09, CaERF13,
CaERF19, CaERF22, CaERF23, CaERF27, CaERF29, CaERF30, CaERF31 e
CaERF36 codificam proteinas de 270, 360, 164, 311, 246, 303, 222, 228, 244, 264,
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193, 317 e 256 residuos de aminoacidos, com pesos moleculares de 30.1, 39.9,
11.7, 33.5, 28.2, 34.0, 23.5, 24.6, 26.4, 28.4, 21.3, 35.0 e 27.7 kDa, respectivamente.
As relagdes entre a predicdo das sequéncias de aminoacidos de Coffea arabica
indicado pelas porcentagens da identidade e similaridade em relagdo a sequéncia
inteira sdo apresentadas na Tabela 2. A identidade entre elas variou de 42%
(CaERF09 e CaERF22) a 98% (CaERF22 e CaERF23), enquanto que a similaridade
entre os CaERFs variou de 59% (CaERF09 e CaERF19) a 98% (CaERF22 e
CaERF23). As sequéncias deduzidas de aminoacidos dos ERFs de café constituem
um dominio conservado de ligagdo ao DNA, o dominio ERF/AP2 variando de 58-59
aminoacidos, que é caracteristico da familia de genes ERF em plantas (Figura 1). O
dominio ERF das proteinas de café em relacdo ao de outras espécies ja
caracterizados incluindo Arabidopsis, uva, tomate e populus apresentaram alta
homologia da sequéncia (75-98% de identidade e de 92-100% de similaridade). Por
outro lado, as sequéncias completas dos ERFs apresentaram divergéncias (43-77%
similaridade e 55-90% de similaridade), em relacdo aos ERFs dessas espécies. A
baixa similaridade da sequéncia completa € devido ao baixo nivel de homologia
existente fora do dominio ERF.

A subfamilia de genes ERF inclui dois residuos de aminoacidos
principais no dominio AP2, a alanina (A) na posi¢cado 14 e o aspartato (D) na posigao
19, que acredita-se pode contribuir para uma atividade funcional de ligacdo a GCC
box em muitos ERFs (SAKUMA et al, 2002). Por outro lado, a subfamilia de genes
CBF/DREB possui uma valina (V) e um acido glutamico (E) nas posigcdes 14 e 19,
respectivamente. O dominio AP2 de todos os CaERFs (CaERF13, CaERF19,
CaERF22, CaERF23, CaERF27, CaERF29, CaERF30, CaERF31 e CaERF36)
apresentaram o residuo conservado para a subfamilia ERF. Na subfamilia DREB,
todos os genes apresentaram o residuo conservado V14, ja na posi¢cao 19 os genes
CaERF01 e CaERF 04 contem uma Leucina (L), enquanto que os genes CaERFs 06
e CaERFO09 apresentam um acido glutédmico (E). Além disso, todos os treze cDNAs
possuem uma regido basica em suas proteinas que poderiam funcionar como um
sinal de localizagao nuclear (NLS) e mantém um dominio acido que pode atuar como

um dominio de ativagédo (AD) para transcricédo (Figura 2).
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Tabela2 — Comparagao entre as sequéncias completas preditas de aminoacidos dos fatores de resposta ao etileno (CaERF)
cDNAs. Acima da diagonal estdo os valores da identidade enquanto que abaixo da diagonal estdo os valores da
similaridade entre os ERFs de Coffea arabica.

Similaridade e Identidade dos aminoacidos (%)

Noaa CaERF01 CaERF04 CaERF06 CaERF09 CaERF13 CaERF19 CaERF22 CaERF23 CaERF27 CaERF29 CaERF30 CaERF31 CaERF36

CaERFo01 270 - 50 59 61 56 63 61 61 68 68 68 66 64
CaERF04 360 63 - 62 60 64 64 63 63 69 66 68 61 65
CaERFo6 164 72 74 - 55 54 57 53 53 54 54 47 47 62
CaERF09 311 79 81 70 - 56 46 42 42 59 59 53 56 58
CaERF13 246 66 75 69 74 - 58 70 70 67 67 53 49 64
CaERF19 303 75 79 74 59 73 - 67 65 68 68 62 72 75
CaERF22 222 75 77 72 60 78 81 - 98 71 71 54 60 57
CaERF23 228 75 77 72 60 78 80 98 - 71 71 54 60 63
CaERF27 244 83 85 69 76 80 77 81 81 - 92 45 51 68
CaERF29 264 83 82 70 76 82 77 81 81 94 - 46 54 52
CaERF30 193 80 82 64 68 71 76 66 66 60 63 - 77 65
CaERF31 317 75 72 67 73 66 81 75 75 65 71 89 - 58

CaERF36 256 74 74 76 72 74 84 68 75 76 65 72 73 -
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Figura 1 — Alinhamento dos dominios AP2/ERF a partir das proteinas ERF de C.
arabica. As colunas de cores, azul escuro e azul claro, indicam residuos
de aminoacidos idénticos e conservados, respectivamente.
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Figura 2 — Estrutura das proteinas CaERFs (CaERF01, CaERF04, CaERFO6,
CaERF09, CaERF13, CaERF19, CaERF22, CaERF23, CaERF27,
CaERF29, CaERF30, CaERF31 e CaERF36). As regides em preto e
cinza representam o dominio AP2/ERF e o dominio acido,
respectivamente. Os putativos sinais de localizagdo nuclear (NLS) estao
marcados com as setas. A regido em cinza claro e 'M' indica o motivo
MCGGAII/IL  na extremidade N-terminal, enquanto que a regido
hachurada e 'EAR' corresponde ao motivo conservado repressor EAR
(ERF-associado repressao anfifilicos) na extremidade C-terminal. Os
numeros abaixo das caixas indicam as posi¢coes dos residuos de
aminoacidos.
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Andlise filogenética das proteinas CaERFs

Para determinar a relagdo entre os ERF de café com outras
proteinas ERF, uma analise filogenética com base na sequéncia de aminoacidos dos
ERFs foi realizada e os resultados sdo mostrados na Figura 3. A comparagao da

sequéncia de aminoacidos e analise de 32 ERFs ja caracterizados, em varias
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espécies de plantas mostrou que os ERFs de café pertencem a oito dos 10 grupos
ERFs caracterizados de acordo com a classificacdo proposta por Nakano et al,
(2006).

As proteinas CaERF01 e CaERF04 sao classificadas como
membros do grupo |, subfamilia DREB (NAKANO et al, 2006) (Figura 3). Ambas as
sequéncias de aminoacidos compartiiham 46-62% de identidade e 54-72% de
similaridadee com seus homodlogos em Arabidopsis, uva, tomate e populus (Tabela
3). CaERF01 e CaERF04 possuem o motivo putativo NLS na regido C-terminal, o
dominio ERF constituido por 58 aminoacidos localizado perto do centro da proteina,
aléem de compreender um dominio acido, possivel ativador da transcrigao,
localizados nas na regido C-terminal (Figura 2). CaERF04 além de um dominio acido
na regido C-terminal, possui outro dominio acido na regidao N-terminal. A proteina
predita CaERFO06, pertecente a subfamilia DREB, é classificado como membro do
grupo Il (NAKANO et al, 2006) (Figura 3). Essa sequéncia compartilha 51-59% de
identidade e 66-73% de similaridade com seus homdlogos em Arabidopsis, uva,
tomate e populus. Esse ERF apresenta um dominio conservada de 58 aa préximo
da extremidade N-terminal, um putativo NLS localizado logo antes do dominio ERF e
um dominio acido na regidao C-terminal. O CaERF09 pertence ao grupo ERF lll, da
subfamilia DREB. Esse ERF possui um putativo NLS localizado localizado na regi&o
N-terminal, o dominio acido na regido C-terminal e um dominio ERF composto por
58 aa. Essa sequencia compartilha de 55-64% de identidade e 64-72% de
similaridade com seus homologos Arabidopsis, uva, tomate e populus.

O CaERF13 é membro do grupo VI, pertencente a subfamilia ERF.
Essa proteina compartilha 48-62% de identidade e 61-73% de similaridade com seus
homodlogos putativos das espécies arabidopsis, uva, tomate e populus. CaERF19
codifica para as proteinas que pertencem ao grupo VII (NAKANO et al, 2006).
CaERF19, membro da subfamilia ERF compartilha 46-56% de identidade e 59-72%
de similaridade com seus homodlogos putativos das espécies Arabidopsis, uva,
tomate e populus. Em concordancia com outros ERFs pertencentes a esse grupo,
CaERF19 tem um dominio ERF conservado de 58 aa, perto da extremidade N-
terminal, um putativo NLS (KRKRK/118-122aa) localizado logo antes do dominio
ERF e um dominio acido (22-24aa), perto da extremidade N-terminal (Figura 2) (Y| et
al, 2004, ZHANG et al, 2004). Além disso, possui uma sequéncia altamente

conservada (MCGGAII/L) na regiao N-terminal identificada por Tournier et al,
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(2003). No grupo VIl estdo os ERFs CaERF22 e CaERF23, onde todos os membros
desse grupo possuem 0 motivo conservado repressor EAR (ERF-associado
repressédo anfifilico) na extremidade C-terminal (OHTA et al, 2001). CaERF22 e
CaERF23 e seus homdélogos em Arabidopsis, uva, tomate e populus compartilham
50-77% de identidade e 58-84% de similaridade. O dominio ERF dos membros
desse grupo sao localizados proximo a regido N-terminal e consiste de 58 aa. O
motivo putativo NLS foi identificado na regido do dominio ERF, enquanto que o
dominio acido de 26 aa € localizado pouco antes do motivo EAR (Figura 2)
(TOURNIER et al, 2003). As proteinas preditas CaERF27, CaERF29, CaERF30 e
CaERF31 sao classificados como membros do grupo ERF IX (NAKANO et al, 2006)
(Fig. 2). Essas sequéncias compartiiham 43-78% de identidade e 55-90% de
similaridade com seus homologos em Arabidopsis, uva, tomate e populus. O
dominio ERF conservado desse grupo € de 59 aa e todos os ERFs desse grupo
possuem o dominio acido na regido N-terminal (FUJIMOTO et al, 2000). O dominio
acido de CaERFZ27, CaERF29 e CaERF30 foi previamente denominado de 24-
aminoacido conhecido como motivo DMLV, cuja sequencia e
(WGDLPLKENDSEDMLVYGILNDAF de AtERF1) (GUTTERSON; REUBER, 2004).
O putativo NLS dos ERFs do grupo IX encontram-se na regidao C-terminal, exceto de
CaERF30 cujo sinal encontra-se na regido N-terminal, logo antes do dominio ERF. A
proteina predita CaERF36 pertence ao grupo ERF X (NAKANO et al, 2006) (Fig. 2).
Essa sequéncia compartilha 60-75% de identidade e 73-89% de identidade com
seus homologos em Arabidopsis, uva, tomate e populus. O putativo NLS desse
ERFs encontra-se na regido N-terminal, logo antes do dominio ERF, enquanto o

dominio acido encontra-se na regido C-terminal.
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Tabela3- Organismos que apresentaram maior similaridade em Arabidopisis thaliana, Vitis vinifera, Solanum lycopersicum e
Populus trichocarpa genes ERFs de Coffea arabica.

Coffea arabica Arabidopisis thaliana® Vitis vinifera” Solanum lycopersicum® Populus trichocarpad

ERF ERF Genebank iden. simil. e-value ERF Genebank iden. simil. e-value ERF iden. simil. e-value ERF Genebank ident. simil. e-value
CaERFO1 AtERF059 AT1G78080 54 64 1.00E-68 VVERF004 GSVIVP00015253001 57 65 2.00E-76 SLERF6 62 72 1.00E-83 PtDREB19 XP_002301042.1 53 65 5.00E-63
CaERFO04 AtERF059 AT1G78080 49 60 5.00E-62 VVERF004 GSVIVP00015253001 46 54 2.00E-69 SLERF6 49 59 3.00E-70 PtDREB19 XP_002301042.1 49 62 2.00E-80
CaERFO06 AtERFO10 AT5G67190 51 66 1.00E-41 VVERF007 GSVIVP00019541001 58 68 4.00E-50 SLERF13 59 73 9.00E-47 PtDREB34 XP_002307277.1 59 71  4.00E-42
CaERF09 AtERF034 AT2G44940 55 64 6.00E-48 VVERF029 GIDVvP00033798001 58 68 3.00E-55 SLERF21 64 72 2.00E-63 PtDREB82 XP_002334238.1 59 68 2.00E-45
CaERF13 AtERF066 AT4G27950 48 64 3.00E-30 VVERFO054 GSVIVP00006483001 51 61 3.00E-38 SLERF31 62 73 3.00E-45 PtERF82 XP_002319978.1 55 70 5.00E-36
CaERF19 AtERF075 AT3G14230 46 64 8.00E-33 VVERFO059 GSVIVP00034010001 46 59 8.00E-62 SLERF76 54 67 2.00E-85 PtERF38 XP_002331217.1 56 72  5.00E-49
CaERF22 AtERF078 AT3G15210 70 79 3.00E-30 VVERF064 GSVIVP00003062001 50 58 2.00E-38 SLERF35 58 65 1.00E-51 PtERF48 XP_002305121.1 76 80 1.00E-19
CaERF23 AtERF078 AT3G15210 70 79 5.00E-30 VVERF064 GSVIVP00003062001 77 84 1.00E-36 SLERF35 58 67 1.00E-48 PtERF48 XP_002305121.1 50 55 1.00E-38
CaERF27 AtERF100 AT4G17500 60 73 9.00E-53 VWVERFO077 GSVIVP00014229001 65 74 3.00E-68 SLERF70 71 79 3.00E-77 PtERF13 XP_002304592.1 67 73  4.00E-47
CaERF29 AtERF100 AT4G17500 55 68 5.00E-52 VVERFO077 GSVIVP00014229001 58 67 1.00E-71 SLERF70 59 68 8.00E-76 PtERF13 XP_002304592.1 57 64  5.00E-67
CaERF30 AtERF100 AT4G17500 49 63 1.00E-30 VVERF077 GSVIVP00014229001 48 67 3.00E-35 SLERF70 48 67 9.00E-34 PtERF13 XP_002304592.1 43 55  3.00E-31
CaERF31 AtERF100 AT4G17500 78 90 3.00E-25 VVERFO077 GSVIVP00014229001 50 69 1.00E-32 SLERF70 67 80 7.00E-32 PtERF13 XP_002304592.1 52 69  8.00E-33
CaERF36 AtERF112 AT2G33710 75 89 4.00E-28 VVERF113 GSVIVP00019350001 60 74 1.00E-32 SLERF83 60 73 5.00E-53 PtERF76 XP_002306712.1 62 73  2.00E-25

3NAKANO et al, (2006), ° LICAUSI et al, (2010), ° SHARMA et al, (2010) e ¢ ZHUANG et al, (2008).



92

Andlise da expressdo por semi-quantitativa RT-PCR dos ERFs em C. arabica
em resposta a estresses abioticos

A analise do padréo de expressdo de novos genes pode ajudara
revelar suas possiveis fungdes bioldgicas (JIN et al, 2010a). Neste trabalho treze
genes foram selecionados, de modo a representar o maior numero possivel dos
grupos filogenéticos da familia de FT ERF para analise da expressao em diferentes
estresses abidticos, sendo quatro DREBs e nove ERFs. Os padrdes de expressao
dos CaERFs foram avaliados e os niveis de mRNAs correspondentes foram
quantificados em resposta aos estresses hidrico, térmico e salino por semi-
quantitativa RT-PCR.

Estresse hidrico

Através da analise do perfil transcricional dos ERFs de Coffea
arabica, observou-se que dos treze ERFs, oito apresentaram um aumento
pronunciado de transcritos nas folhas quando a planta foi submetida a um estresse
hidrico severo (Figura 4A). Dentro da subfamilia DREB, foi possivel observar que
para o gene CaERF01 a maxima atividade transcricional foi encontrada no estresse
hidrico severo, enquanto que CaERF09 teve sua expressao reprimida no estresse
hidrico severo. Os genes CaERF04 e CaERFO06 apresentaram uma expressao
constante durante todo o periodo do estresse. Dentre da subfamilia ERF, os genes
CaERF19, CaERF22, CaERF23 e CaERF30 apresentaram um padrdao da
transcrigdo muito semelhante (Figura 5) onde se observou um aumento pronunciado
de transcritos quando a planta foi submetida a um estresse hidrico severo, havendo
um decréscimo no recuperado. Para os genes CaERF27, CaERF29 e CaERF30),
houve um aumento transcricional acentuado em plantas submetidas ao déficit
hidrico severo e este aumento se manteve na recuperagao apdés o estresse. A
analise dos 13 EREF identificou cinco padrboes de expressao demonstrados na Figura
5.
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Estresse salino

Através da analise do perfil transcricional dos ERFs de Coffea
arabica, observou-se que dos treze ERFs, sete apresentaram um aumento de
transcritos nas folhas quando a planta foi submetida ao estresse salino (Figura 4B).
Dentre os DREBs, CaERF01 e CaERF09 apresentaram um padrdo da expressao
semelhante, onde se observou um aumento de transcritos 6 dias apos o inicio do
tratamento. Os genes CaERF04 e CaERF06 apresentaram uma expressao
constante durante todo o periodo do estresse. Dentre os ERFs, o gene CaERF30
apresentou uma indugéo da expresséao a partir do primeiro dia de estresse, atingindo
0 maximo acumulo de transcritos 2 dias apds o inicio do tratamento. Porém uma
rapida queda no numero de transcritos foi observado no dia 6 de estresse. Por outro
lado, o gene CaERF31 mostrou um padrdo de expressdo constante durante o
periodo inicial do estresse sendo observado um aumento no quarto dia e no 12 dia
apos o inicio do tratamento. Para o CaERF22 verificou-se um acumulo da atividade
transcricional 4 dias apds o inicio do tratamento de estresse salino. CaERF19 e
CaERF29 apresentaram o padrdo de expressdo muito similar, onde foi observado
um aumento da atividade transcricional no sexto dia de estresse. Entretanto, para
CaERF27 o padrao de transcricdo manteve-se alto em plantas com 12 dias de

estresse.

Estresse térmico

Através da analise do perfil transcricional dos ERFs de Coffea
arabica, observou-se que dos treze ERFs, cinco apresentaram um aumento
pronunciado de transcritos nas folhas quando a planta foi submetida ao estresse
térmico (Figura 4C). Dentre os DREBS, foi observado um aumento da expressao em
CaERFO01 a partir do primeiro dia de estresse térmico, que se manteve até o quinto
dia do estresse. Um aumento da atividade transcricional também foi observado para
CaERF06, mas no quinto dia de estresse. CaERF09 teve sua expressao reprimida
no terceiro dia do estresse térmico, de forma similar a resposta ao estresse hidrico.
O gene CaERF04 apresentou uma expressao constante durante todo o periodo do
estresse, também similarmente ao observado durante o estresse hidrico. Dentre os

ERFs, o gene CaERF19 apresentou alta expressao nos dias 3 e 5 apos o inicio do
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tratamento, sendo observado um grande aumento da atividade transcricional no
terceiro dia de estresse, diminuindo no quinto dia de estresse térmico, porem com
uma transcricdo maior que no periodo inicial de estresse (D1). CaERF30 e CaERF31
apresentaram um padrédo da expressao semelhante onde se observou um aumento
gradativo no acumulo de transcritos atingindo o maximo 5 dias apés o inicio do
tratamento. Os demais ERFs apresentaram uma expressao constante durante todo

o periodo do estresse.



Figura 4A —

Expressao relativa dos genes ERFs de Coffea arabica submetidos ao
estresse hidrico (C - controle, EM - estresse moderado, ES-estresse
severo e R - recuperado). Os niveis de expressao foram determinados
por RT-PCR semi-quantitativa usando oligonucleotideos especificos e
normalizadas com o gene GAPDH. As imagens fotograficas da
eletroforese em gel sdo mostradas na parte inferior de cada grafico.
Entre parénteses esta o numero de ciclos. Os dados representam as
médias * desvio padrdo de trés repeticdes biologicas. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si por Tukey 5%.
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Figura 4B — Expressao relativa dos genes ERFs de Coffea arabica submetidos ao
estresse salino (C-controle, D1- dia 1, D2- dia 2, D4-dia 4, D6 - dia 6 e
D12 - dia 12). Os niveis de expressado foram determinados por RT-
PCR semi-quantitativa usando oligonucleotideos especificos e
normalizadas com o gene GAPDH. As imagens fotograficas da
eletroforese em gel sdo mostradas na parte inferior de cada grafico.
Entre parénteses esta o numero de ciclos. Os dados representam as
médias * desvio padrdo de trés repeticdes biologicas. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si por Tukey 5%.
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Figura 4C — Expressao relativa dos genes ERFs de Coffea arabica submetidos ao
estresse térmico (C-controle, D1- dia 1, D3- dia 3 e D5-dia 5). Os
niveis de expressdo foram determinados por RT-PCR semi-
quantitativa usando oligonucleotideos especificos e normalizadas com
o gene GAPDH. As imagens fotograficas da eletroforese em gel séo
mostradas na parte inferior de cada grafico. Entre parénteses esta o
numero de ciclos. Os dados representam as médias + desvio padrao
de trés repetigcdes biologicas. Médias seguidas de mesma letra n&o
diferem entre si por Tukey 5%.
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Analise da expresséo por RTg-PCR do gene CaERF19 em resposta a estresses
abidticos

A expressao de CaERF19 também foi analisada por RTq-PCR
durante os estresses térmico, salino e hidrico. Os resultados observados foram
similares ao obtidos por PCR semi-quantitativo, porém a analise dos estresses
térmico e salino apresentaram uma maior diferenca nos niveis de expressao relativa.
Quando submetido a estresse hidrico (Figura 6A) foi observado um aumento
transcricional acentuado em plantas submetidas ao déficit hidrico moderado,
atingindo o maximo acumulo de transcritos no déficit hidrico severo e decrescendo
na recuperagao apos o estresse. Para o estresse salino (Figura 6B), diferentemente
da analise utilizando RT-PCR semiquantitativo, a analise por RTq-PCR detectou um
aumento de atividade a partir do segundo e quarto dia de estresse. Entretanto, o
padrdao de expressao das duas analises foi similar, com um maior aumento de
transcritos no sexto dia apds o estresse e diminuicdo nas analises no 12° dia.
Durante o estresse térmico (Figura 6C) foi observado um grande aumento da
atividade transcricional no terceiro dia, com uma diminuicdo no quinto dia, mas ainda

em niveis superiores ao primeiro dia de estresse.
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Figura 6 - A analise da expressdo de CaERF19 em resposta aaos tratamentos de

estresses abidticos por quantitativa RT-PCR. Figura 6A: Estresse hidrico
(C-controle, EM-estresse moderado, ES-estresse severo e R-
recuperado). Figura 6B: Estresse térmico (C-controle, D1 - dia 1, D3 - dia
3 e D5 - dia 5) e Figura 6C: Estresse salino (C-controle, D1 - dia 1, D2 -
dia 2, D4 - dia 4, D6 - dia 6 e D12 - dia 12). Os dados representam as
médias + desvio padréao de trés repeticdes bioldgicas. Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si por Tukey 5%.

CaERF19 A
5 _
s 4
£ a a
o 3] T
o T 1
lg J_
g2 b
2 i b
o 1 ,—I—\
0
C EM ES R
Estresse Hidrico
CaERF19 B
25 -
a
$ 20 £
©
© 45 4
o
Hu)
@ 10 -
2 b b
w51 + C
c c I_I_|
0 =
C D1 D2 D4 D6 D12
Estresse Salino
CaERF19 C
80 a
o 70+ =
Z 60 -
<
O 50
@ 40 - b
[}
@ 30
u% 20 -
10 ~ c c
0
C D1 D3 D5
Estresse Térmico




100

5.6 DiscussAo

Os FT ERFs exercem um papel importante na resposta a estresses
abioticos. No entanto a maioria dos estudos tem sido conduzido em plantas
modelos como Arabidopsis e arroz (NAKANO et al, 2006; SHARONI et al, 2011), e
pouco sdo os estudos em espécies de importancia Agrondmica, como o cafeeiro.
Neste trabalho treze membros da familia FT ERFs foram identificados e
caracterizados em Coffea arabica. A identidade entre as sequéncias foi alta,
variando de 42% a 98% entre os diferentes ERFs de C. arabica. Todos os ERFs
possuem elementos altamente conservados associados aos fatores de transcri¢ao,
incluindo a presenca de um dominio AP2/ERF que é responsavel pela atividade de
ligagcdo ao DNA, o dominio ativador acido (AD), e uma regiao de aminoacidos
basicos que supostamente funciona como um sinal localizacdo nuclear (NLS)
(FUJIMOTO et al, 2000; OHTA et al, 2001; SAKUMA et al, 2002; TOURNIER et al,
2003; CAO et al, 2006). No entanto, as variagbes dentro dos ERFs séo suficientes
para dividi-los em subfamilias ou mesmo em grupos. Baseado nos residuos
conservados do dominio AP2/ERF foi possivel identificar os ERFs de Coffea arabica
pertencentes as subfamilias DREB e ERF. Para a subfamilia DREB os quatro ERFs
de Coffea arabica apresentaram a valina na posicao 14. Ja na posicao 19, CaERF01
e CaERF04 apresentam uma leucina, enquanto que CaERF06 e CaERF09
apresentaram um acido glutamico. Trabalhos anteriores sugerem que V14 e E19 no
dominio AP2/ERF séo essenciais para ligagdo especifica ao elemento responsivo
DRE (CAO et al, 2001; SAKUMA et al 2002). No entanto, CaERF01 e CaERF04
possuem uma L19. Essa mesma diferenca também foi observado em outras plantas,
incluindo arroz, soja e milho. Em monocotiledbneas como arroz, trigo e cevada, o
aminoacido da posi¢cao 19 do dominio AP2/ERF de DREB1 é a valina (DUBOUZET
et al, 2003). Estas observagdes sugerem que a fungdo da V14 é provavelmente mais
importante do que o aminacido da posicdo 19 para a atividade de ligacdo ao DNA
(WANG et al, 2011). Todos os membros de Coffea arabica pertencentes a subfamilia
ERF apresentaram os residuos conservados alanina e aspartato nas posicoes 14 e
19, respectivamente, concordando com os resultados encontrados por Sakuma et al
(2002).

Baseado em suas organizagdes estruturais e através da construgao

da arvore filogenética contendo os ERFs de Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera,
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Solanum lycopersicum e Populus trichocarpa foi observado que dos 10 principais
grupos identificados nessas espécies, 8 grupos ocorreram em C. arabica. CaERFO01
e CaERF04 pertencem ao grupo | da subfamilia DREB que funcionam como
ativadores da transcricdo (LIN et al, 2008; XU et al, 2010). Da subfamilia DREB, o
CaERF06 pertence ao grupo Il também de ativadores da transcricdo. Entretanto,
alguns membros desse grupo podem conter o motivo EAR, com funcdo de
repressao das atividades transcripcionais. Este dominio também € encontrada em
outras proteinas DREBSs, incluindo RAP2.1 de Arabidopsis, GhDBP1 de algodéao,
GmDREB1 de soja e OsRAP2.1 de arroz (NAKANO et al ,2006; CIFTCI-YILMAZ et
al, 2007; DONG; LIU, 2010). Esses trabalhos sugerem que pode haver um
mecanismo de adaptacao molecular nas respostas de estresse da planta de forma
harmoniosa mediado por proteinas DREB que funcionam como ativadores ou
repressores. O CaERF09, pertecente ao grupo Il da subfamilia DREB, também
caracterizada como um grupo ativador da transcrigao (KIZIS; PAGES, 2002;
NAKANO et al, 2006).

Quanto aos membros da subfamilia ERF, CaERF13 pertence ao
grupo VI caracterizado como ativador da transcricdo. CaERF19 é caracterizado
como membro do grupo VIl devido a localizagdo do suposto NLS e a presencga do
motivo (MCGGAII/L) conservado na regido N-terminal (TOURNIER et al, 2003).
Tournier et al, (2003) demonstrou que esse motivo provavelmente seja necessario
para a localizagao nuclear ou para a ligagado com o GCC-box. Mais tarde, Xu et al,
(2007) verificaram que a supressao desse motivo na regido N-terminal ndo teve
efeito sobre a caracterizagdo molecular da proteina TaERF1, incluindo a localizagao
subcelular e a ativagdo transcricional, entretanto foi verificado que houve um
aumento da interacdo com a proteina quinase. Ha divergéncias sobre a funcéo do
motivo MCGGAII/L e trabalhos devem ser realizados a fim de descobrir a potencial
funcdo desse motivo. Os ERFs CaERF22 e CaERF23 pertencem ao grupo VIl e
alguns membros desse grupo tém demonstrado ser repressores ativos da
transcricao (FUJIMOTO et al, 2000; OHTA et al, 2001; MATSUI; OHME-TAKAGI,
2010). O dominio de repressao esta situado na regidao C-terminal denominado como
ERF-associado a repressao anfifilicas (EAR) e contém uma sequéncia de consenso
conservada (L/F)DLN(L/F)xP (OHTA et al, 2001). Dois membros do grupo VIII,
AtERF4 e AtERF7, foram bem caracterizados. Ambas as proteinas regulam

negativamente o gene PDF1.2, no qual contem GCC-box na regidao promotora.
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AtERF4 demonstrou ser um regulador negativo da expressao de etileno, JA e genes
ABA-responsivos (OHTA et al, 2001; McGRATH et al, 2005). Além disso, foi
mostrado que AtERF7 atua como um regulador negativo nas respostas ao ABA
(YANG et al, 2005). Os FT ERF do grupo IX e dos quais fazem parte CaERF27,
CaERF29, CaERF30, CaERF31 e do grupo X do qual faz parte CaERF36 também
foram caracterizados como ativadores da transcricao (CHAMPION et al, 2010;
WANG 2007).

A atividade de grande parte dos genes da familia ERF esta
relacionada com aumento da tolerancia das plantas a estresses biodticos e abidticos
(PARK et al, 2001; GUO et al, 2004; ZHANG et al, 2009). Com base na analise
filogenética e sua expressdo de resposta ao estresse abidtico, a maioria dos
CaERFs possuem um possivel papel como ativadores de transcricdo que podem
fazer parte dos mecanismos de aumento da tolerancia aos estresses abidticos em C.
arabica. Dentre os treze ERFs analisados, onze foram diferencialmente regulados
em niveis de mMRNA nas folhas das plantas de café submetidas ao estresse hidrico.
Dentre os DREBs estudados, CaERFO01 foi o unico gene up-regulated durante o
estresse hidrico, onde o nivel maximo de transcritos foram acumulados durante o
estresse severo, decrescendo na recuperagdo. Niveis elevados dos DREBs
ZmDBF1 e GhDBPZ2 foram encontrados em milho e algod&o, respectivamente,
quando as plantas foram submetidas a seca (KIZIS; PAGES, 2002; HUANG et al,
2008). Os autores mostraram que tanto ZmDBF1 como GhDBPZ2 podem estar
envolvidos na regulagdo de alguns genes do tipo LEA (Late Embryogenesis
Abundant). Essas proteinas acumulam-se durante os estagios avangados da
embriogénese e também em tecidos expostos a estresses como desidratagéo,
estresse osmotico e baixa temperatura desempenhando um papel importante na
estabilizagado das proteinas e estrutura da membrana durante a desidratacao celular
(HONG-BO et al, 2005).

Dentre da subfamilia ERF, todos os genes analisados foram up-
regulated quando submetidos ao estresse hidrico, com um aumento predominante
de transcritos durante o estresse severo. Niveis de expressado elevados do ERF
CitERF em condigbes de seca também foram observados em plantas de citrus,
mostrando que ele pode estar envolvido nos mecanismos de tolerancia a seca
(YANG et al, 2011). Baseado no padrdo de expressdo dos CaERFs pode-se

observar que houve um padrao distinto em alguns grupos, quando submetidos ao
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estresse hidrico. CaERF22 e CaERF23 ambos pertencentes ao grupo VIII, exibiram
um aumento pronunciado no acumulo de transcritos durante o estresse severo,
decrescendo quando a planta foi reidratada (Figura 5). Zhang et al, (2010) mostrou
que a expressao constitutiva de GmERF4 (membro do grupo VIII) em plantas
transgénicas de tabaco, promoveu um aumento da tolerancia aos estresses salino e
a seca, porém suscetiveis a infecgdo bacteriana. Sugere-se que membros deste
grupo podem estar envolvidos na regulacdo nos mecanismos de resposta ao
estresse hidrico levando a um possivel aumento da tolerancia a seca. Outro tipo de
padrao foi observado no grupo IX. Em CaERF27, CaERF29 e CaERF31 observou-
se um aumento transcricional acentuado em plantas submetidas ao déficit hidrico
severo e este aumento se manteve na recuperagdo apos o estresse (Figura 5).
Fukao et al, (2011) observou que gendtipos que tiveram a introgressao de SUBT,
um fator de transcricdo ERF encontrado em arroz, melhorou a recuperacdo de
plantas na fase vegetativa submetidas a periodos de seca prolongados, através da
reducdo da perda de agua pela folha, da peroxidagédo lipidica e aumento da
expressado de genes associados com aclimatagdo a desidratagdo. Oh et al, (2009)
demonstrou que a expressao constitutiva de AP59 pertencente a familia AP2/ERF
do grupo IXa, aumentou a recuperacao de plantas submetidas a periodos de déficits
hidricos em arroz. Entretanto, o papel da familia ERF na recuperacédo de plantas foi
estudo somente em plantas monocotiledoneas. Neste trabalho, mostrou-se que
alguns membros do grupo IX também podem estar envolvidos nos mecanismos de
regulacdo na recuperacdo de plantas dicotiliedoneas como o C. arabica apoés
periodos de déficit hidrico.

O perfil de expressdo de mRNA dos 13 ERFs de C. arabica sob o
estresse salino demonstrou que estes foram diferencialmente induzidos. Dentro da
subfamilia DREB, somente CaERF09 foi up-regulated, onde se observou um
aumento de transcritos 6 dias apos o inicio do tratamento. Huang;Liu (2006) mostrou
que a expressao do gene GhDBP1 foi induzido sob condi¢des de estresse osmatico,
como seca e alta salinidade. A expressdo estesse induzido de GmDREB1, um
ortdlogo DREB da soja, conferiu tolerancia a salinidade em plantas transgénicas de
alfafa através do aumento do nivel de transcricio de P5CS, o que
consequentemente, levou a um maior acumulo de prolina livre (JIN et al, 2010a).
Singh et al, (2000) mostrou que sob condigdes de estresse salino, a prolina livre tem

as fungdes de ajuste osmatico, protecdo de macromoléculas celulares e eliminagao
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de radicais hidroxila. Esses resultados sugerem que esses DREB/ERFs podem estar
envolvidos na regulagao da transducao de sinal de diferentes vias responsivos ao
estresse.

Apesar de CaERF22 e CaERF23 pertencerem a0 mesmo grupo
(grupo VIII) e ambos terem sido induzidos pelo estresse hidrico, estes apresentaram
padroes de expressao distintos quando submetidos ao estresse salino. CaERF22
nao foi induzido durante o estresse salino, enquanto que em CaERF23 observou-se
um aumento no acumulo de transcritos quatro dias apds o estresse. Esses
resultados sugerem que expressado desses CaERFs sao diferentemente induzidos
pelos estresses hidricos e salino. Todos os membros do grupo IX foram induzidos
pelo estresse salino, de forma similar ao observado no estresse hidrico. A maxima
atividade transcrional ocorreu dois e seis dias apds o inicio do tratamento para os
genes CaERF30 e CaERF29, respectivamente. Enquanto que em CaERF27 e
CaERF31 o maximo de acumulos de transcritos ocorreu 12 dias apos o inicio do
estresse. Sharoni et al, (2011) demostrou que dos 19 genes identificados em arroz
pertencentes ao grupo IX, sete foram up-regulated em reposta a estresses abidticos.
Os genes desse grupo foram responsivos a mais de um tipo de estresse.
Similarmente, as quatro CaERFs aqui estudadas também foram induzidos pelos
estresses hidrico e salino.

Somente seis ERFs foram diferentemente regulados durante o
estresse térmico, um numero bem abaixo do que encontrado durante os estresses
hidrico e salino. Dentre os DREBs, CaERF01 e CaERF06 foram up-regulated. Em
CaERFO01 foi observado um acumulo de transcritos a partir do primeiro dia de
tratamento e este se manteve até o 5° dia de estresse térmico, enquanto que em
CaERF06 o acumulo de transcritos se deu de forma gradual no inicio do estresse,
atingindo o maximo 5 dias apods o inicio do estresse. CaERF06 foi induzido somente
pelo estresse térmico (calor) , enquanto que CaERFO01 foi induzido pelos estresses
hidrico e térmico. CaERF09 foi down-regulated de forma similar ao observado no
estresse hidrico. Embora analises in silico tenham mostrado que os genes contendo
DRE/CRT podem ser induzidos por choque térmico, poucos trabalhos foram
realizados nesse sentido (GEISLER et al, 2006). Sakuma et al, (2006) mostrou que a
inducdo da expressao ao estresse térmico de HsfA3 em Arabidopsis depende de
DREB2A. Mais tarde, Chen et al, (2010) demonstraram que HsfA3 também é

transcricionalmente ativado durante o choque térmico por DREB2C. Em plantas
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transgénicas de Arabidopsis, a superexpressao constitutivamente de DREB2A de
Arabidopisis e ZmDREBZ2A de milho ativou a expressdo de muitos genes induzidos
por estresse ao calor, tais como proteinas de choque térmico (Hsps) e HsfA3 cuja
indugao resultou em uma maior termotolerancia (QIN et al, 2007; SCHRAMM et al,
2008). Desta forma, CaERF01 e CaERF06 podem desempenhar um papel essencial
como fatores de transcricdo da subfamilia DREB na sinalizalizagcdo em resposta ao
estresse térmico em C. arabica.

Na subfamilia ERF, somente CaERF19, CaERF30 e CaERF31
foram up-regulated sob o estresse térmico. Membros do grupo IX, CaERF30 e
CaERF31 foram induzidos pelos trés estresses abidticos estudados. Ambos se
expressaram de forma similiar quando submetidos ao estresse térmico, onde se
observou um aumento de transcritos gradual no inico do estresse, com acentuado
acumulo no 5° dia de estresse. Assim como para subfamilia DREB, poucos trabalhos
foram realizados a fim de estudar a sinalizagdo da subfamilia ERF em resposta ao
calor. Estes resultado sdo similares ao encontrato por Sharma et al, (2010). Este
autor mostrou que dos 16 membros da subfamilia ERF em tomate, pertencentes aos
grupos V, VI, VII, VIII, IX e X foram down-regulated quando submetidos ao estresse
ao calor, enquanto que, somente SIERF42 pertencente ao grupo Xl foi up-regulated
duas vezes mais que o controle sem tratamento térmico. Sendo assim, mostrou-se
nesse trabalho que alguns membros da subfamilia ERF podem desempenhar um
importante papel em resposta ao calor em C. arabica.

Pertencente ao grupo VII, CaERF19 foi diferencialmente regulado
em niveis de mRNA em C. arabica quando submetidas aos estresses hidrico, salino
e térmico. O padrao de expressdo foi analisado por semiquantiva-PCR e por RTg-
PCR durante os trés estresses, com resultados semelhantes. A expressdo do gene
CaERF19 foi up-regulated 67, 21 e 3 vezes por RTg-PCR; enquanto que, por semi-
quantitativa PCR foi up-regqulated 5, 3 e 2 vezes para os estresses térmico, salino e
hidrico, respectivamente. Os resultados observados foram similares nas duas
técnicas, entretanto a analise dos estresses térmico e salino apresentaram uma
maior diferenca nos niveis de expressao relativa. Embora esse grupo esteja
associado a maturacdo de frutos (TOURNIER et al, 2003; EL-SHARKAWY et al,
2009) trabalhos tem mostrado que ERFs do grupo VIl podem estar envolvidos nas
respostas aos diferentes estresses. Niveis elevados de expressao foi observado nos
ERFs GhERF2, GhERF3 e GhERF6 em algoddo quando as plantas foram
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submetidos aos estresses abidticos como o salino, o frio e a seca (JIN et al, 2010b).
A expressado ectéopica do gene GmERF3 em plantas transgénicas de tabaco
aumentou a tolerancia a salinidade e seca. Além disso, a superexpressao de
GmERF3 em plantas de tabaco transgénico levou a niveis elevados de prolina livre e
carboidratos soluveis em plantas sob condigcbes de seca (ZHANG et al, 2009).
Neste trabalho, varios ERFs foram induzidos por mais de um tipo de estresse. A
inducéo de genes da familia ERF em resposta a mais de um estresse € mais uma
indicagdo da existéncia de respostas cruzadas (crosstalk) entre as diferentes vias de
sinalizagcdo dos estresses. O acumulo de transcritos do gene CaERF04 nao foi
alterado nos estresses hidricos, salino e térmico. O padrao de expressao constitutivo
de CaERF04 durante todo o periodo dos trés estresses estudados, indica que este
pode ser um gene candidato para ser utilizado como normalizador em estudos de
expressao em plantas submetidas a estresses abibéticos. Entretanto futuros trabalhos
devem ser realizados para confirmar o padrao transcricional desse gene.

Através da caracterizagdo in silico e in vivo de 13 ERFs neste
trabalho foi possivel identificar genes que devem desempenhar um papel essencial
na regulagcdo de genes de resposta aos estresses abidticos em C. arabica. O
controle da regulagao pela familia ERF e os seus genes alvos é fundamental para o
entendimento de como as plantas de cafeeiro respondem aos diferentes estresses
ambientais. Desta forma, os dados gerados neste trabalho fornecem subsidios para
selecionar os melhores candidatos para futuras analises funcionais da familia ERF
em C. arabica, no qual ajudara a entender os determinantes genéticos da tolerancia
a estresses abioticos. Isso constituira um passo fundamental para os programas de
melhoramento genético do cafeeiro que tém como objetivo aumentar a qualidade e a

producao de frutos de café e a obtencdo de um sistema agricola mais sustentavel.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Foram identificados 36 ERFs em C. arabica, classificados em nove
grupos, dos quais 12 pertecencem a subfamilia DREBe 24 a subfamilia ERF.

Niveis elevados de expressao foram observados em bibliotecas
derivadas de tecidos de frutos, folhas e flores, e em bibliotecas submetidas as
estresse hidrico.

A andlise da atividade transcricional dos 13 ERFs exibiu padrdes e
niveis de expressao diferencial em resposta aos estresses hidrico, salino e térmico.

Os grupos VIl e IX apresentaram paddes distintos de expressao no
estresse hidrico. As ERFs do grupo VIII (CaERF22 e CaERF23) apresentaram um
aumento pronunciado de transcritos quando a planta foi submetida ao estresse
hidrico severo, descrendo no recuperado. As ERFs do grupo IX (CaERF27 e
CaERF29 e CaERF31) apresentaram um aumento pronunciado de transcritos
quando a planta foi submetida ao estresse hidrico severo e este se manteve na
recuperacao apos o estresse.

Os ERFs foram induzidos por mais de um tipo de estresse. A
resposta a mais de um estresse € uma indicagdo da existéncia de respostas
cruzadas (crosstalk) entre as diferentes vias de sinalizagdo dos estresses.

O padrao de expressao estavel e constitutiva de CaERFO04 nos
estresses hidrico, salino e térmico, indica que este pode ser um candidato para ser
utilizado como normalizador em estudos de expressao em plantas submetidas a

estresses abiodticos.
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APENDICE A — Alinnhamento dos dominios AP2/ERF de Coffea arabica e Arabidopsis thaliana

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

ATAGL1140  mmm e
ATAQ23750  mmmm e
CAaERFL3 e
AE5G53290  m oo
ATAG27950  mmm e
AE2GA6310  mmmmmmmm e
AT2G20880 = --——-—- MATAKNKGKS IRVLGTSEAEKKDEMELEEEFQFSSGKYKDSGPGSDMWLGDAS 53
AT4G28140 —mmm e MDFDEELNLC I TKGKNVDHS---FGGEAS 26
AT1g22190 mmmmm e MTTSMDFYSN-KTFQQSDPFGGELM 24
ATIg78080 =  —mmmmmmmmemee e MAAAMNLYTCSRSFQDS---GGELM 22
AT1G36060 = ===mmmm e MADLFGG-——--——- GHGGELM 14
CAaERFOL e
CAaERFO2 e
CaERFO5 ~ —m—mmmmmmmmmmmeee MEALEPFMKSGASSPSYSSSYYNPQSFSTASPSSFPSM 38
AT2g22200  mmmmmmmm e
ATAQ39780 =——memm e MAA I DMFNSNTDPFQEELMKALQPY 25
CaERFO04 ~  mmmmmmmm e MKALEPFMKGASSLPSSPTTTSSPF 25
CAaERFO3 e
AT5@B5130 mmmmmmmm e MALNMNAYVDEFMEALEPFMKVTSSSSTSN 30
ATAG31060  m oo mmm e
At2g23340  mmmm e e
ALAG36900  m oo e
AE5G67190  m oo e
AE3g50260 mmmm e
CAaERFOB  —mmmeme e e
ATAQOB7AB  mmmmm e
AEIGAB768 oo e
AE1g21910 m e e
AELQ77640 oo
At1GA4830  mmmmmmm e
AE1g22810  mmmmmmmm e
AE1G71520  m oo e
AE1g19210  m o e



At1g74930
At5g21960
At2g40220
At1g71450
At1g33760
At1g63040
At1g12630
At5952020
CaERF08

CaERFO7

At2g36450
At4g25470
At4g25480
At4g25490
At5g51990
At1g63030
At1g12610
At3g60490
CaERF09

At2g35700
At4g16750
At2g44940
At5g25810
At5g11590
At2g25820
At4g32800
At1g77200
At3g16280
At3g11020
At5g05410
CaERF10

At2g40350
At2g40340
CaERF11

At2g38340
At1g75490
At5g18450
At3g57600
CaERF12

At5g11190
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At5g25390
At1g15360
At5925190
At5g19790
At3g15210
At1g53170
At1g28370
CaERF22
CaERF23
CaERF25
At1g03800
At5g44210
At1g50640
At3g20310
CaERF24
CaERF26
At1g28360
At1g12980
At5g13910
At5g18560
At1g28160
At1g12890
At1g24590
At2g47520
At1g72360
CaERF14
CaERF15
CaERF16
At3g16770
CaERF17
CaERF18
At1g53910
At3g14230
CaERF19
CaERF20
CaERF21
At5g61890
At5g07310
CaERF36
At5g13330

------------------------------------- MYGKRPFGGDESEER---EEDEN 20
-------------------------------- MANSGNYGKRPFRGDESDEKKEADDDEN 28
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At1g43160
At5g50080
CaERF37

At5g64750
At2g33710
At2g31230
At1g06160
At3g23240
At5g43410
At1g04370
At3g23220
At3g23230
At4g18450
At4g17500
At5g47220
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At2g44840
CaERF30
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At5g47230
At4g17490
At5g61600
At5g51190
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CaERF34
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At5g07580
At5g61590
At1g80580
CaERF35

At2g20350
At5g67000
At5g67010
At1g25470
At1g68550
At3g25890
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At3g23240
At5g43410
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At5g67000
At5g67010
At1g25470
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APENDICE B — Motivos conservados da familia ERF de Coffea arabica e Arabidopsis thaliana
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Grupo |
AP2
[ Sequence name Start  P-value Site
CaERF-01 94 8.22e-73 SASPPKPTKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPKNRTRLWLGTFDTAEEAALAYDKAAFKLRGDFTRLNFP HLRHNGSLIG
CaERF-02 46 8.22e-73 SASPPKPTKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPKNRTRLWLGTFDTAEEAALAYDKAAFKLRGDFTRLNFP HLRHNGSLIG
CaERF-03 12 2.20e-73 VATPPKPAKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPKNRTRLWLGTFDTAEEAALAYDKAAYKLRGEFARLNFP NLRHQLSQDF
CaERF-04 168 2.20e-73 VGTPPKPAKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPKNRTRLWLGTFDTAEEAALAYDKAAYKLRGEFARLNFP NLRHQLSQDF
CaERF-05 163 7.20e-64 SASPPKPTKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPKNRTRLWLGTFDTAEGAALAYDKAAFKLRSDFTRAELP SSSP
AT4g39780 93 4.07e-72 PMKNMTAQKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPKNRTRLWLGTFDTAEEAAMAYDLAAYKLRGEFARLNFP QFRHEDGYYG
AT1G36060 143 7.76e-71 SGSVSKPAKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPRNRTRLWLGTFDTAEEAALAYDRAAFKLRGDSARLNFP ALRYQTGSSP
AT2G20880 187 2.98e-68 PVQPFSATKL YRGVRQRHWGKWVAEIRKPRNRTRLWLGTFDTAEEAAMAYDREAFKLRGETARLNFP ELFLNKQEPT
AT4g13620 232 1.96e-65 VVQTTTPTKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPRNRTRVWLGTFETAEQAAMAYDTAAY ILRGEFAHLNFP DLKHQLKSGS
AT1g64380 136 2.62e-65 AGRVTKKKKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPQNRMRVWLGTYDTAEAAAYAYDRAAYKLRGEYARLNFP NLKDPSELLG
AT2g22200 71 1.47e-64 TPSTSKTKNL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPKNRTRLWLGTFETAEKAALAYDQAAFQLRGDIAKLNFP NLIHEDMNPL
AT5g65130 111 7.90e-64 IDVATKPVKL YRGVRQRQWGKWVAEIRLPKNRTRLWLGTFETAQEAALAYDQAAHKIRGDNARLNFP DIVRQGHYKQ
AT4G28140 143 7.74e-61 AVQPYIATKL YRGVRQRQWGKWVAEIRKPRSRARLWLGTFDTAEEAAMAYDRQAFKLRGHSATLNFP EHFVNKESEL
AT1g78080 152 5.39e-74 SGVPSKPTKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPRNRTRLWLGTFDTAEEAALAYDKAAYKLRGDFARLNFP NLRHNGSHIG
AT1g22190 83 5.39e-74 GTSAAKPTKL YRGVRQRHWGKWVAEIRLPRNRTRLWLGTFDTAEEAALAYDKAAYKLRGDFARLNFP DLRHNDEYQP
Multilevel YRGVRQRHWGKWVAE IRLPKNRTRLWLGTFDTAEEAALAYDKAAFKLRGDFARLNFP
consensus R E M R Y ET
sequence
CMI-1
Sequence name Start P-value Site
CaERF-01 250 1.58e-21 DFTEEEGSWE AYPENLMLEKYPSYEIDWAAL
CaERF-02 202 1.58e-21 DFTEEEGSWE AYPENLMLEKYPSYEIDWAAL
CaERF-03 184 1.22e-22 TFLDFAEPTF DESENFLLQKYPSVEIDWAAL
CaERF-04 340 4.07e-22 TFLDFAEPTF DESENFLLQKFPSVEIDWAAL
AT4g39780 246 3.93e-24 TFLDFSDSGF DEIGSFGLEKFPSVEIDWDAI SKLSES
AT2g22200 235 1.56e-22 TFLDFSDTEF EEIGSFGLRKFPSVEIDWDAI SKLANS
AT1G36060 292 2.86e-22 VQEMCQEPEM PWNENFMLGKCPSYEIDWASI LS
AT1g78080 312 3.74e-21 LTFADPEEPP QWNETFSLEKYPSYEIDWDSI LA
AT5g65130 253 1.43e-19 LDFSSDCVKE DESFLMGLHKYPSLEIDWDAI EKLF
AT1g22190 233 1.46e-18 TFGDTEEEIQ PPWNENALEKYPSYEIDWDSI LQCSSLVN
Multilevel DEIENFGLEKYPSVE I1DWDAI
consensus SGS M F Y ASL
sequence
CMI1-2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-01 162 7.90e-34 LRHNGSLIGG DFGEYKPLHSSVDAKLQAICQSLAEGKGI DGKKSKGTRR
CaERF-02 114 7.90e-34 LRHNGSLIGG DFGEYKPLHSSVDAKLQAICQSLAEGKGI DGKKSKGTRR
CaERF-03 77 3.00e-32 FPNLRHQLSQ DFGDFKPLHSSVDAKLEAICQSLADSQKQ GNTGEQHQKK
CaERF-04 233 3.00e-32 FPNLRHQLSQ DFGDFKPLHSSVDAKLEAICQSLADSQKQ GNTGEQHQKK
AT1g78080 220 1.41e-34 LRHNGSHIGG DFGEYKPLHSSVDAKLEAICKSMAETQKQ DKSTKSSKKR
AT1g22190 143 1.63e-25 FARLNFPDLR HNDEYQPLQSSVDAKLEAICQNLAETTQK QVRSTKKSSS
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AT49g39780 160 4.21e-25 QFRHEDGYYG GGSCFNPLHSSVDAKLQEICQSLRKTEDI DLPCSETELF
AT2g22200 130 2.96e-23 DIAKLNFPNL IHEDMNPLPSSVDTKLQAICKSLRKTEEI CSVSDQTKEY
AT1G36060 211 3.60e-19 LRYQTGSSPS DTGEYGPIQAAVDAKLEAILAEPKNQPGK TERTSRKRAK
Multilevel DFGEYKPLHSSVDAKLEAICQSLAETQKI
consensus DFEN Q Q K MRDGEGQ
sequence KSK K
CMI-3
Sequence name Start P-value Site
CaERF-01 17 1.23e-25 YSSQSTYGLV DQQGSLGLNQLTPSQIHDIQSRFSLQN ENRHHMISGP
CaERF-04 91 8.97e-22 SFDEMGFDEQ SGGGSIGLNHLTPYQILQVEAQIKLQN QQQQYLAAQS
CaERF-05 86 1.23e-25 YSSQSTYGLV DQQGSLGLNQLTPSQIHDIQSRFSLQN ENRHHMISGP
AT2g22200 18 2.79e-32 FPVPNTSFGV NKSMPLGLNQLTPYQIHQIQNQLNHRR STISNLSPNR
AT49g39780 44 1.06e-29 PTYSNTVFGF NQTTSLGLNQLTPYQIHQIQNQLNQRR NI ISPNLAPK
AT5g65130 53 3.84e-26 PNNDQVLPVS NQTGPIGLNQLTPTQILQIQTELHLRQ NQSRRRAGSH
AT1g78080 80 4.65e-20 QPFSYGSDLQ QTGSLIGLNNLSSSQIHQIQSQIHHPL PPTHHNNNNS
Multilevel NQGGSLGLNQLTPYQIHQIQNQLNLRN
consensus DKQMP1 S LD SRFHHQR
sequence S 1S
T
CMI-4
Sequence name Start P-value Site
CaERF-04 1 1.91e-13 . MKALEPFMKGASSL PSSPTTTSSP
CaERF-05 1 1.78e-14 . MEALEPFMKSGASS PSYSSSYYNP
AT1G36060 14 7.51e-16 LFGGGHGGEL MEALQPFYKSASTS ASNPAFASSN
AT5g65130 13 2.47e-15 LNMNAYVDEF MEALEPFMKVTSSS STSNSSNPKP
AT1g78080 22 1.58e-13 RSFQDSGGEL MDALVPFIKSVSDS PSSSSAASAS
AT1g22190 24 1.42e-12 QQSDPFGGEL MEALLPFIKSPSND SSAFAFSLPA
AT4939780 19 3.10e-10 SNTDPFQEEL MKALQPYTTNTDSS SPTYSNTVFG
Multilevel MEALEPFMKSASSS
consensus K Q I TT
sequence Y

CMI-5 ndo contém

CMI-6 ndo contém

CMI-7
Sequence name Start P-value Site
CaERF-01 206 1.69e-24 KGTRRKAAEE EKAAAKTVDAGSESETGSGHLTDGSSPVSDL TVPDFTEEEG
CaERF-02 158 1.69e-24 KGTRRKAAEE EKAAAKTVDAGSESETGSGHLTDGSSPVSDL TVPDFTEEEG
AT2G20880 291 1.61e-39 LAVGGVSEET GWAEAWFNAIPEEWGPGSPLWDDYHFPISNH KDDLDATQNS
AT4G28140 245 2.37e-24 LPVIDVGREE GMAEAWYNAITSGWGPESPLWDDLDSSHQFS SESSSSSPLS
Multilevel GKAEAWFNA IGSEWGPGSPLWDDGHSP 1 SDH
consensus EW A KTVDAPEGSETE GHLT YSFSVQNL

sequence M Y T LD H FS
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Grupoll
AP2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-06 20 9.28e-67 GAGKKKSERL YKGIRMRKWGKWVAEIREPNKRSRIWLGSYSTPVAAARAYDTAVYYLRGPTARLNFP ELLVGDTTAA
At49g36900 30 2.25e-69 AVATRKRDKP YKGIRMRKWGKWVAEIREPNKRSRIWLGSYSTPEAAARAYDTAVFYLRGPSARLNFP ELLAGVTVTG
At5g67190 21 6.11e-68 VPGTRKRDRP YKGIRMRKWGKWVAEIREPNKRSRLWLGSYSTPEAAARAYDTAVFYLRGPTARLNFP ELLPGEKFSD
At29g23340 28 3.69e-67 IGTRKRDLKP YKGIRMRKWGKWVAEIREPNKRSRIWLGSYATPEAAARAYDTAVFYLRGPSARLNFP ELLAGLTVSN
At4906746 36 4.68e-65 RNLISSNEKR YKGIRMRKWGKWVAEIREPNKRSRIWLGSYKTAVAAARAYDTAVFYLRGPSARLNFP EEVFKDGNGG
At3g50260 21 9.8le-65 VAVKMKRERP FKGIRMRKWGKWVAEIREPNKRSRLWLGSYSTPEAAARAYDTAVFYLRGPTATLNFP ELLPCTSAED
At1g21910 50 1.57e-60 NKNKKSKIKK YKGVRMRSWGSWVSEIRAPNQKTRIWLGSYSTAEAAARAYDVALLCLKGPQANLNFP TSSSSHHLLD
Atlg46768 31 3.91e-60 VPNHVATRKP YRGIRRRKWGKWVAEIREPNKRSRLWLGSYTTDIAAARAYDVAVFYLRGPSARLNFP DLLLQEEDHL
Atlg77640 43 7.66e-60 HQSCKNKIKK YKGVRMRSWGSWVTEIRAPNQKTRIWLGSYSTAEAAARAYDAALLCLKGPKANLNFP NITTTSPFLM
At1g19210 12 1.19e-59 EGSSSSMQSK YKGVRKRKWGKWVSEIRLPNSRERIWLGSYDTPEKAARAFDAALYCLRGNNAKFNFP DNPPVISGGR
At1g74930 21 1.44e-58 KKRNTAMQSK YKGVRKRKWGKWVSEIRLPHSRERIWLGSYDTPEKAARAFDAAQFCLRGGDANFNFP NNPPSISVEK
A15g21960 7 1.80e-56 MDASPK YTGVRKRKWGKWVAE IRLPNSRDRIWLGSFDSAEKAARAFDAALYCLRGPGARFNFP DNPPEIPGGR
At1g44830 35 2.11e-52 TSSSSIRMKK YKGVRMRSWGSWVSEIRAPNQKTRIWLGSYSTAEAAARAYDAALLCLKGSSANNLNF PEISTSLYHI
At4g31060 27 3.79e-51 GAHEDRKFKC YRGVRKRSWGKWVSEIRVPKTGRRIWLGSYDAPEKAARAYDAALFCIRGEKGVYNFP TDKKPQLPEG
At1g22810 14 5.44e-49 RESTGESQSK YKGIRRRKWGKWVSEIRVPGTRDRLWLGSFSTAEGAAVAHDVAFFCLHQPDSLESLN FPHLLNPSLV
Atlg71520 14 3.27e-48 RDTGETDQSK YKGIRRRKWGKWVSEIRVPGTRQRLWLGSFSTAEGAAVAHDVAFYCLHRPSSLDDES FNFPHLLTTS

Multilevel YKG IRMRKWGKWVAE IREPNKRSRIWLGSYSTPEAAARAYDAAVFCLRGPSARLNFP

consensus V K S S L D AK T LYY N

sequence \Y
CMII-1
Sequence name Start P-value Site
CaERF-06 88 1.59e-21 LLVGDTTAAN GGDLSAAAIRKKAIEVGSRVDA
At49g36900 105 7.01le-27 TGGGGGGVNG GGDMSAAYIRRKAAEVGAQVDA LEAAGAGGNR
At2g23340 99 6.17e-25 GLTVSNGGGR GGDLSAAYIRRKAAEVGAQVDA LGATVVVNTG
At4906746 106 1.97e-23 FKDGNGGEGL GGDMSPTLIRKKAAEVGARVDA ELRLENRMVE
At5g67190 87 2.88e-23 PELLPGEKFS DEDMSAATIRKKATEVGAQVDA LGTAVQNNRH
At3g50260 85 3.18e-23 NFPELLPCTS AEDMSAATIRKKATEVGAQVDA IGATVVQNNK
At1g46768 102 7.92e-21 QEEDHLSAAT TADMPAALIREKAAEVGARVDA LLASAAPSMA

Multilevel GGDMSAAY IRKKAAEVGAQVDA

consensus EL L R T R

sequence T
CMII-2 ndo contém
CMII-3 n&o contém
Grupolll
AP2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-07 82 5.32e-71 PHFRGVRSRS GKWVSEIREPRKTTRIWLGTYPTPEMAAAAYDAATLALKGPDAILNFPELAPTYPIPASLSAADVRAAAASAAAAR EPPQEPAVLD
CaERF-08 82 5.32e-71 PHFRGVRSRS GKWVSEIREPRKTTRIWLGTYPTPEMAAAAYDAATLALKGPDAILNFPELAPTYPIPASLSAADVRAAAASAAAAR EPLQEPPVLD
CaERF-09 133 2.43e-80 TYRGVRKRNW GKWVSEIREPRKKSRIWLGTYPTAEMAARAHDVAALAIKGHSAYLNFPHLAHELPRPATTSPKDIQAAAAKAAAAT FPGENGGGAE
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At4925480 60 1.17e-78 1YRGVRRRNS GKWVCEVREPNKKTRIWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFADSAWRLRIPESTCAKDIQKAAAEAALAF QDEMCDATTD
At2g25820 35 1.37e-78 VYRGARMRSW GKWVSEIREPRKKSRIWLGTFPTAEMAARAHDVAALSIKGSSAILNFPELADFLPRPVSLSQQDIQAAAAEAALMD FKTVPFHLQD
At4925490 57 3.98e-78 1YRGVRQRNS GKWVSEVREPNKKTRIWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFADSAWRLRIPESTCAKDIQKAAAEAALAF QDETCDTTTT
At2g35700 54 1.13e-77 NFRGVRMRQW GKWVSEIREPKKKSRIWLGTFSTAEMAARAHDVAALAIKGGSAHLNFPELAYHLPRPASADPKD IQAAAAAAAAAV AIDMDVETSS
At5g11590 60 1.99e-76 VYRGVRMRNW GKWVSEIREPRKKSRIWLGTFPTPEMAARAHDVAALSIKGTAAILNFPELADSFPRPVSLSPRDIQTAALKAAHME PTTSFSSSTS
At49g16750 49 2.63e-76 NFRGVRMRQW GKWVSEIREPRKKSRIWLGTFSTPEMAARAHDVAALAIKGGSAHLNFPELAYHLPRPASADPKDIQEAAAAAAAVD WKAPESPSST
At3g60490 80 5.23e-76 SYRGVRMRSW GKWVSEIREPRKKSRIWLGTYPTAEMAARAHDVAALAIKGNSGFLNFPELSGLLPRPVSCSPKDIQAAATKAAEAT TWHKPVIDKK
At2g44940 109 8.61e-75 TYRGVRMRSW GKWVSEIREPRKKSRIWLGTYPTAEMAARAHDVAALAIKGTTAYLNFPKLAGELPRPVTNSPKDIQAAASLAAVNW QDSVNDVSNS
At5g51990 63 3.12e-74 1YRGVRQRNS GKWVCEVREPNKKSRIWLGTFPTVEMAARAHDVAALALRGRSACLNFADSAWRLRIPETTCPKEIQKAASEAAMAF QNETTTEGSK
A15g25810 45 4.02e-74 VYRGVRKRNW GKWVSEIREPRKKSRIWLGTFPSPEMAARAHDVAALSIKGASAILNFPDLAGSFPRPSSLSPRDIQVAALKAAHME TSQSFSSSSS
Atlg77200 52 4.02e-74 GYRGVRMRTW GKWVSEIREPRKKSRIWLGTFSTPEMAARAHDAAALT IKGTSAVLNFPELATYLPRPASSSPRDVQAAAAVAAAMD FSPSSSSLVV
At4925470 60 4.56e-74 1YRGVRQRNS GKWVCELREPNKKTRIWLGTFQTAEMAARAHDVAAIALRGRSACLNFADSAWRLRIPESTCAKEIQKAAAEAALNF QDEMCHMTTD
At49g32800 28 2.04e-73 VYRGVRMRSW GKWVSEIREPRKKSRIWLGTFPTAEMAMRAHDVAAMS IKGTSAILNFPELSKLLPRPVSLSPRDVRAAATKAALMD FDTTAFRSDT
At3g16280 70 8.43e-72 VYRGVRMRSW GKWVSEIRQPRKKTRIWLGTFVTADMAARAHDVAALT IKGSSAVLNFPELASLFPRPASSSPHD IQTAAAEAAAMV VEEKLLEKDE
At1g12630 27 7.47e-71 PVYRGIRCRS GKWVSEIREPRKTTRIWLGTYPMAEMAAAAYDVAAMALKGREAVLNFPGSVGSYPVPESTSAAD IRAAAAAAAAMK GCEEGEEEKK
At5g52020 73 2.66e-68 SIFRGIRLRN GKWVSEIREPRKTTRIWLGTYPVPEMAAAAYDVAALALKGPDAVLNFPGLALTYVAPVSNSAAD IRAAASRAAEMK QPDQGGDEKV
At1g01250 54 1.18e-66 VYHGVRKRRW GKWVSEIREPRKKSRIWLGSFPVPEMAAKAYDVAAFCLKGRKAQLNFPEEIEDLPRPSTCTPRDIQVAAAKAANAV K1 IKMGDDDV
At1g63040 98 7.04e-66 PVYRGIRCRS GKWVSEIREPKKTTRVWLGTYPTPEMAAAAYDVAALALKGGDTLLNFPDSLGSYPIPLSSSAAHIRCAAAAAAATR GAAGAAVKVG
At2g36450 25 7.76e-66 YRGVRQRKNS NKWVSEIREPRKPNRIWLGTFSTPEMAAIAYDVAALALKGSQAELNFPNSVSSLPAPTSMSPAD IQAAAASAAAAF GAARDAITVMA
Atl1g12610 39 1.15e-65 VYRGIRRRNG DKWVCEVREPTHQRRIWLGTYPTADMAARAHDVAVLALRGRSACLNFADSAWRLPVPESNDPDVIRRVAAEAAEMF RPVDLESGIT
At1g33760 29 4.47e-65 SYRGIRRRKW GKWVSEIREPGKKTRIWLGSYETAEMAAAAYDAAALHLRGRGTNLNFPELVDSFPRPESSSSEHIQAAAQDAALMF KPGRLSEPAL
At1g63030 39 3.31le-64 IYRGVRRRDG DKWVCEVREPIHQRRVWLGTYPTADMAARAHDVAVLALRGRSACLNFSDSAWRLPVPASTDPDT IRRTAAEAAEMF RPPEFSTGIT
Atlg71450 33 3.16e-58 AYRGVRKRKW GKWVSEIREPGTKNRIWLGSFETPEMAATAYDVAAFHFRGREARLNFPELASSLPRPADSSSDSIRMAVHEATLCR TTEGTESAMQ
Multilevel GKWVSE IREPRKKSRIWLGTFPTAEMAARAHDVAALALKGRSACLNFPELAWSLPRPASTSPKD IQAAAAEAAAMF
consensus T Y P AY 1 ELAA R
sequence
CMITI-1
Sequence name Start P-value
CaERF-07 139 6.07e-14 PELAPTYPIP ASLSAADVRAAAASAAAAR EPPQEPAVLD
CaERF-08 139 6.07e-14 PELAPTYPIP ASLSAADVRAAAASAAAAR EPLQEPPVLD
CaERF-09 190 8.82e-18 PHLAHELPRP ATTSPKDIQAAAAKAAAAT FPGENGGGAE
At4925480 117 7.79e-20 ADSAWRLRIP ESTCAKDIQKAAAEAALAF QDEMCDATTD
At4925490 114 7.79e-20 ADSAWRLRIP ESTCAKDIQKAAAEAALAF QDETCDTTTT
At2g25820 92 3.01e-17 PELADFLPRP VSLSQQDIQAAAAEAALMD FKTVPFHLQD
At4925470 117 5.73e-17 ADSAWRLRIP ESTCAKEIQKAAAEAALNF QDEMCHMTTD
At3g60490 137 7.36e-17 PELSGLLPRP VSCSPKDIQAAATKAAEAT TWHKPVIDKK
At3g16280 127 1.20e-16 PELASLFPRP ASSSPHDIQTAAAEAAAMV VEEKLLEKDE
At5g11590 117 3.45e-16 PELADSFPRP VSLSPRDIQTAALKAAHME PTTSFSSSTS
At2g35700 111 3.45e-16 PELAYHLPRP ASADPKDIQAAAAAAAAAV AIDMDVETSS
At1g12630 84 4.33e-16 PGSVGSYPVP ESTSAADIRAAAAAAAAMK GCEEGEEEKK
At2g36450 82 7.53e-16 PNSVSSLPAP TSMSPADIQAAAASAAAAF GAARDAIVMA
Atlg77200 109 1.16e-15 PELATYLPRP ASSSPRDVQAAAAVAAAMD FSPSSSSLVV
A15g51990 120 1.43e-15 ADSAWRLRIP ETTCPKEIQKAASEAAMAF QNETTTEGSK
At49g32800 85 1.96e-15 PELSKLLPRP VSLSPRDVRAAATKAALMD FDTTAFRSDT
At5g25810 102 3.28e-15 PDLAGSFPRP SSLSPRDIQVAALKAAHME TSQSFSSSSS
At49g16750 106 2.25e-14 PELAYHLPRP ASADPKDIQEAAAAAAAVD WKAPESPSST
At2944940 166 2.47e-14 PKLAGELPRP VTNSPKDIQAAASLAAVNW QDSVNDVSNS
At1g01250 111 2.96e-14 PEEIEDLPRP STCTPRDIQVAAAKAANAV KI11KMGDDDV



163

At5g52020 130 4.25e-14 PGLALTYVAP VSNSAADIRAAASRAAEMK QPDQGGDEKV
At1g33760 86 4.23e-13 PELVDSFPRP ESSSSEHIQAAAQDAALMF KPGRLSEPAL
Atl1g12610 96 4.97e-13 ADSAWRLPVP ESNDPDVIRRVAAEAAEMF RPVDLESGIT
At1g63030 96 5.38e-13 SDSAWRLPVP ASTDPDTIRRTAAEAAEMF RPPEFSTGIT
At1g63040 155 3.98e-12 PDSLGSYPIP LSSSAAHIRCAAAAAAATR GAAGAAVKVG
Multilevel ASTSPKD IQAAAAEAAAAF
consensus ELAA R K LM
sequence Vv
CMIIT-2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-08 188 1.07e-31 VEINEDINAS TSGDNQMGQDQFVDEEELFDMPNLLVDMAEGMLVSPPRMK PAVSGESPEN
At29g36450 123 8.10e-29 NSQTSGVACM NSSYDNTNMNGFMDEDLVFDMPNVLMNMAEGMLLSPPRPT VFDAAYDADG
At1g63040 190 1.43e-28 VKVGQKKEDK VYDTAESSTMGFVDEEELLNMPGLLADMAKGMMVAPPWMG SPPSDDSPEN
At4925490 156 1.7l1e-45 LDMEETMVEA 1YTPEQSEGAFYMDEETMFGMPTLLDNMAEGMLLPPPSVQ WNHNYDGEGD
At4925470 159 4.38e-42 LDMEETLVEA 1YTPEQSQDAFYMDEEAMLGMSSLLDNMAEGMLLPSPSVQ WNYNFDVEGD
At4925480 158 3.03e-37 FDMEETLVEA 1YTAEQSENAFYMHDEAMFEMPSLLANMAEGMLLPLPSVQ WNHNHEVDGD
At5g51990 166 8.68e-33 AAGEGVREGE RRAEEQNGGVFYMDDEALLGMPNFFENMAEGMLLPPPEVG WNHNDFDGVG
At5g52020 171 1.05e-32 PVQPGKEEEL EEVSCNSCSLEFMDEEAMLNMPTLLTEMAEGMLMSPPRMM IHPTMEDDSP
At1g12630 133 8.92e-32 SRARECHVDN DVGSSSWCGTEFMDEEEVLNMPNLLANMAEGMMVAPPSWM GSRPSDDSPE
Multilevel 1YTPEQSCGAFFMDEEAMLGMPNLLANMAEGMLLPPPSVQ
consensus SGS N ED EYV D ELFN SS DD MVSS RMG
sequence G G VD T A M
Q
CMI11-3 ndo contém
CMIT1-4
Sequence name Start P-value Site
CaERF-08 232 1.44e-11 SPPRMKPAVS GESPENSDADNLWSY P
At3g16280 220 1.33e-09 CWVYPPVMDF YEEISEFNFVELWSF NH
At2g36450 169 2.61e-09 PRPTVFDAAY DADGFPGGDDYLWNF P
At5g25810 176 5.40e-09 GSSYDGLTQL GNEFIFSDSADLWPY PPQWSEGDYQ
Atl1g12610 193 3.65e-16 MEDMTPTNVY TEEEMCYEDMSLWSY RY
At1g63030 167 7.71le-15 SYIDMNTSVY VDEEMCYEDLSLWSY
At4925490 199 1.10e-13 LPPPSVQWNH NYDGEGDGDVSLWSY
At4925470 202 1.61e-13 LPSPSVQWNY NFDVEGDDDVSLWSY
At59g52020 217 8.58e-13 PRMMIHPTME DDSPENHEGDNLWSY K
At5g51990 208 1.87e-12 LLPPPEVGWN HNDFDGVGDVSLWSF DE
At1g63040 234 2.58e-12 APPWMGSPPS DDSPENSDGESLWSY
At4925480 202 4.35e-12 PLPSVQWNHN HEVDGDDDDVSLWSY
At1g12630 178 7.24e-12 PPSWMGSRPS DDSPENSNDEDLWGY
Multilevel DEEPENSDDVSLWSY
consensus DDEMCDE D F
sequence S GYG
CMI11-5 ndo contém

CMITI-6
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Sequence name Start P-value Site
CaERF-09 255 1.62e-11 NSPSTDDDID DTFFDLPDLSFDVTG ATDHLDGFNC
At2g35700 160 8.89e-14 SSPAMIALSD DAFSDLPDLLLNVNH NIDGFWDSFP
At5g25810 157 1.64e-13 SSSATGSEEL GEIVELPSLGSSYDG LTQLGNEFIF
At4932800 157 3.32e-13 IEESTVSDDL DEIVKLPSLGTSLNE SNEFVIFDSL
Atlg77200 179 4.16e-13 EEAASTAEEL SEIVELPSLETSYDE SLSEFVYVDS
At4g16750 143 8.94e-13 STVTSSPVAD DAFSDLPDLLLDVND HNKNDGFWDS
At2g25820 164 1.23e-12 SSSSMLSGEL GDIVELPSLENNVKY DCALYDSLEG
At2g44940 247 5.97e-12 SACTDKDSEE EKLFDLPDLFTDENE MMIRNDAFCY
At3g60490 206 8.69e-11 TSSTDKESNE ETVFDLPDLFTDGLM NPNDAFCLCN
At3g16280 179 1.16e-09 AAESEDEERL EKIVELPNIEEGSYD ESVTSRADLA
Multilevel DE1VDLPDLGTSVNE
consensus GAFFE S ELDYD
sequence E S L N
CMITI-7
Sequence name Start P-value Site
CaERF-09 294 9.38e-13 SSWWPQLHPA PAAEPVFRLEEPFLW EWY
At2g44940 279 6.17e-19 FCYYSSTWQL CGADAGFRLEEPFFL SE
At4g16750 162 4.83e-14 LLDVNDHNKN DGFWDSFPYEDPFFL ENY
At2g35700 177 9.63e-14 DLLLNVNHNI DGFWDSFPYEEPFLS QSY
At3g60490 239 1.24e-13 CNGTFTWQLY GEEDVGFRFEEPFNW QND
Multilevel CGADAGFRLEEPFFL
consensus D FWDS PY LW
sequence
Grupo 1V
AP2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-10 60 2.06e-91 DEEGKVIRKV PAKGSKKGCMKGKGGPENARCNYRGVRQRTWGKWVAE IREPNRGSRLWLGTFGTAVEAALAYDEAARSMYGPCARLNLP NYGPQQEASI
CaERF-11 59 1.85e-81 SINGKLVRKA PGRGSKKGCMKGKGGPENFRHNYRGVRQRTWGKWVAE IREPKKGSRLWLGTFGTAIEAALAYDKAARVMYGPSAQLNLP NYNVVKEAST
CaERF-12 18 8.00e-81 NGNGRPGKKP AQASSRKGCMRGKGGPENASCAYKGVRQRTWGKWVAEIREPNRGSRLWLGTFDTSHEAAIAYDAAARKLYGTAAKLNLP HLYRRPQHIP
At5g05410 57 1.26e-86 EEVSTKKRKV PAKGSKKGCMKGKGGPENSRCSFRGVRQRIWGKWVAEIREPNRGSRLWLGTFPTAQEAASAYDEAAKAMYGPLARLNFP RSDASEVTST
At5g18450 12 6.86e-83 EEEQPPAKKR NMGRSRKGCMKGKGGPENATCTFRGVRQRTWGKWVAEIREPNRGTRLWLGTFNTSVEAAMAYDEAAKKLYGHEAKLNLY HPQQQQQVVV
At2g40340 50 1.01e-82 GGGPKSIRKP PPKGSRKGCMKGKGGPENGICDYRGVRQRRWGKWVAE IREPDGGARLWLGTFSSSYEAALAYDEAAKALIYGQSARLNLP EITNRSSSTA
At3g11020 56 4.13e-82 KEGEKPKRKV PAKGSKKGCMKGKGGPDNSHCSFRGVRQRIWGKWVAEIREPKIGTRLWLGTFPTAEKAASAYDEAATAMYGSLARLNFP QSVGSEFTST
Atlg75490 11 4.36e-81 MVGANKKQRT VQASSRKGCMRGKGGPDNASCTYKGVRQRTWGKWVAEIREPNRGARLWLGTFDTSREAALAYDSAARKLYGPEAHLNLP ESLRSYPKTA
At2g40350 45 1.38e-79 GGGSKPIRKA PPKRSRKGCMKGKGGPENG ICDYTGVRQRTWGKWVAE IREPGRGAKLWLGTFSSSYEAALAYDEASKAIYGQSARLNLP LLPLCQARLL
At3g57600 6 2.57e-73 MEKSS SMKQWKKGPARGKGGPQNALCQYRGVRQRTWGKWVAE IREPKKRARLWLGSFATAEEAAMAYDEAALKLYGHDAYLNLP HLQRNTRPSL
At2g40220 33 2.55e-60 NNPQSDSTTD SSTSSAQRKRKGKGGPDNSKFRYRGVRQRSWGKWVAEIREPRKRTRKWLGTFATAEDAARAYDRAAVYLYGSRAQLNLT PSSPSSVSSS
At2g38340 48 2.72e-49 EEGLARARRV QAKGSKKGCMRGKGGPENPVCRFRGVRQRVWGKWVAE IREPVSHRGANSSRSKRLWLGTFATAAEAALAYDRAASVMYG PYARLNFPED
Multilevel PAKGSKKGCMKGKGGPENARCXYRGVRQRTWGKWVAE I REPNRGARLWLGTFXTAEEAALAYDEAAKALYGPSARLNLP
consensus S R R DS F KK S S RKM
sequence T

CMIV-1 ndo contém
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CMIV-2

Sequence name Start P-value Site

CaERF-10 22 7.30e-22 SVPMDYSRKR KSRRRDGTNNVADTLAKWKEYNDKLDS LDEEGKVIRK

CaERF-11 23 7.95e-22 LTLGPFGRKN SKRRSDASKHVAETLNKWKEYFDKIES INGKLVRKAP

At2g40340 8 1.67e-31 MPSEIVD RKRKSRGTRDVAEILRQWREYNEQIEA ESCIDGGGPK
At2g40350 3 2.51e-29 MP RKRKSRGTRDVAEILRKWREYNEQTEA DSCIDGGGSK
At3g11020 16 2.45e-24 QTGTEQPKKR KSRARAGGLTVADRLKKWKEYNEIVEA SAVKEGEKPK
At5g05410 22 1.43e-21 RTQIDTSRKR KSRSRGDGTTVAERLKRWKEYNETVEE VSTKKRKVPA

Multilevel

KKRKSRGTRDVAE I LRKWKEYNEQIEA

consensus RS RRD G T DR KQ R DKV S
sequence T
CMIV-3 ndo contém
GrupoVl
AP2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-13 119 1.13e-60 PPAEPDVSSR KKFRGVRQRPWGRWAAEIRDPTKRKRVWLGTYDTPEEAASVYDRAAVKLKGPDAVTNFPVES IKERSVGRVR
At4g27950 116 1.58e-73 QKPSVSGQNQ KKYRGVRQRPWGKWAAEIRDPEQRRRIWLGTFATAEEAAIVYDNAAIKLRGPDALTNFTVQP EPEPVQEQEQ
At5g53290 123 4.90e-72 NNKVSVSGQI KKFRGVRQRPWGKWAAEIRDPEQRRRIWLGTFETAEEAAVVYDNAAIRLRGPDALTNFSIPP QEEEEEEEPE
At4g23750 120 2.16e-70 VSATTTTTGE KKFRGVRQRPWGKWAAEIRDPLKRVRLWLGTYNTAEEAAMVYDNAAIQLRGPDALTNFSVTP TTATEKKAPP
At4g11140 85 1.98e-68 TVPVVVTTAT RKFRGVRQRPWGKWAAEIRDPSRRVRVWLGTFDTAEEAAIVYDNAAIQLRGPNAELNFPPPP VTENVEEAST
At2g46310 97 3.25e-61 ENGGDLVKSV VKYRGVRQRPWGKFAAEIRDPSSRTRLWLGTFATAEEAAIGYDRAAIRIKGHNAQTNFLTPP PSPTTEVLPE
At1g22985 76 3.10e-43 RNTTANKKKF RGVRQRPWGKWAAEIRCGRVKGRPERIWLGTFETAEEAALAYDNAAIQLIGPDAPTNFGRPD VDSAVVKKQD
Atlg71130 82 2.20e-41 TAKTEKKYRG VRQRPWGKWVAEIRCGRGACKGRRDRLWLGTFNTAEEAALAYDNASIKLIGPHAPTNFGLPA ENQEDKTVIG
Multilevel KKFRGVRQRPWGKWAAE IRDPERRRR IWLGTFATAEEAAIVYDNAAIKLRGPDALTNFGVPP
consensus RY G KGK V L YD LA R Ql NP P
sequence \ SQ V E R K S
N
CMvVI-1
Sequence name Start P-value Site
CaERF-13 49 4.27e-20 SGQSLTVVRQ KVVRIIYTDADATDSSDDEEE TRNVRRVKRH
At2g46310 26 5.40e-20 ITSTPFDGFP KIVKIIVTDPCATDSSSDEEN DNKSVAPRVK
At4g27950 41 8.65e-20 ERKTSVRDSA RLVRVSMTDRDATDSSSDEEE FLFPRRRVKR
At1g22985 3 1.38e-19 MK RIVRISFTDMEATDSSSSEDE SPPSSRRRGK
Atl1lg71130 3 2.18e-19 MK RIIRISFTDAEATDSSSDEDT EERGGASQTR
At5g53290 37 3.19e-19 SEKLSGGKSL KKVSICYTDPDATDSSSDEDE EDFLFPRRRV
At4g11140 11 1.48e-23 METEKKVSLP RILRISVTDPYATDSSSDEEE EVDFDALSTK
At4g23750 35 2.24e-21 VSELTNTHQT RILRISVTDPDATDSSSDDEE EEHQRFVSKR
Multilevel RIVRISVTDPDATDSSSDEEE
consensus KL IF AE D
sequence Y Y
CMVI-2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-13 73 6.03e-13 SSDDEEETRN VRRVKRHVEEINFGP PPKTTKIEQP
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At2g46310 52 1.86e-11 SDEENDNKSV APRVKRYVDEIRFCD EDDEPKPARK
At5g53290 64 2.35e-16 DEDEEDFLFP RRRVKRFVNEITVEP SCNNVVTGVS
Atlg71130 33 8.97e-16 TEERGGASQT RRRGKRLVKEIVIDP SDSADKLDVC
At4g27950 66 4.71e-15 SSDEEEFLFP RRRVKRLINEIRVEP SSSSTGDVSA
At1g22985 29 9.92e-15 SSEDESPPSS RRRGKKLVKEIVIDH SDPPEVGKTR
At4g23750 65 2.61e-14 EEEHQRFVSK RRRVKKFVNEVYLDS GAVVTGSCGQ
At4g11140 42 3.10e-14 EVDFDALSTK RRRVKKYVKEVVLDS VVSDKEKPMK

Multilevel RRRVKRFVNE1VVDP

consensus G KL K VRFES

sequence Y T1

L

CMVI-3 ndo contém
CMVI-4 ndo contém
CMVI-5 n&do contém
Grupo V11
AP2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-14 62 3.25e-87 NKHPKKGAGN QKSEKISQKPRKNKYRGIRQRPWGKWAAE IRDPQKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDKAAKR IRGDKAKLNFVADDQPPPTT PSQPTPPRQP
CaERF-15 62 1.09e-86 NKHPKKGAGN QKAEKISQKPRKNKYRGIRQRPWGKWAAE IRDPQKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDKAAKR IRGDKAKLNFVADDQPPPTT PSQPTPPREP
CaERF-16 62 3.25e-87 NKHPKKGAGN QKSEKISQKPRKNKYRGIRQRPWGKWAAE IRDPQKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDKAAKR IRGDKAKLNFVADDQPPPTT PSQPTPPRQP
CaERF-17 73 4.17e-84 DPHDEAGGKQ QVLPKGAKRQRKNLYRGIRQRPWGKWAAEIRDPXKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDKEARKIRGKKAKVNFPNEDSTSHPT CIPSQPQYQQ
CaERF-18 10 8.62e-83 MCKQTGGKQ QVLPKGAKRQRKNLYRGIRQRPRGKWAAE IRDPRKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDKEARKIRGKKAKVNFPNEDSTSHPT CIPSQPQYQ
CaERF-19 111 8.27e-86 TKCGNSSDSS DESGKYLKRKRKNHYRGIRQRPWGKWAAE IRDPRKGVRVWLGTFNTAEAAARAYDTEARRIRGKKAKLNFPDDTQLSASR RTVVANAQKV
CaERF-20 35 3.51e-86 TKCGNSSDSS DESGKYLKRKRKNHYRGIRQRPWGKWAAE IRDPRKGVRVWLGTFNTAEGAARAYDTEARRIRGKKAKLNFPDETQLSASR RTVVANPQKV
CaERF-21 118 7.93e-88 TKYGKSSDSS DESEKYSKRKRKNQYRGIRQRPWGKWAAE IRDPRKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDTEARRIRGKKAKVNFPDXTQGSASR RPVAVNPQKL
At3g16770 65 2.10e-77 NVKEEAVKKE QATEPGKRRKRKNVYRGIRKRPWGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTAEEAAMAYDVAAKQIRGDKAKLNFPDLHHPPPPN YTPPPSSPRS
At3g14230 114 2.19e-76 AYAKKTVESA EQAEKSSKRKRKNQYRGIRQRPWGKWAAEIRDPRKGSREWLGTFDTAEEAARAYDAAARRIRGTKAKVNFPEEKNPSVVS QKRPSAKTNN
Atl1g53910 111 1.11e-73 VFGKKVTGLD GDAEKSANRKRKNQYRGIRQRPWGKWAAE IRDPREGARIWLGTFKTAEEAARAYDAAARRIRGSKAKVNFPEENMKANSQ KRSVKANLQK
At2g47520 36 2.78e-71 SSRKKRKPVS VSEERDGKRERKNLYRGIRQRPWGKWAAE IRDPSKGVRVWLGTFKTADEAARAYDVAAIKIRGRKAKLNFPNTQVEEEAD TKPGGNQNEL
Atlg72360 62 3.65e-65 VFSSTHKHHA SGSASDGKKKQSSRYKGIRRRPWGRWAAE IRDPIKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDLEAKRIRGAKAKLNFPNESSGKRKA KAKTVQQVEE

Multilevel QESEKGSKRKRKNKYRG IRQRPWGKWAAE I RDPRKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDKAARR I RGKKAKLNFPDEDQPSPST

consensus DKA  TAQKP L Q TE KK D V  VNDTS PAPR

sequence Y Q A T
CMVIIT-1
Sequence name Start P-value Site
CaERF-14 1 3.0l1le-20 MCGGAI 1SGGSPINPGRKLT PKELWAEFDT
CaERF-15 1 3.01le-20 MCGGAI1 1SGGSPINPGRKLT PKELWAEFDT
CaERF-16 1 3.01le-20 MCGGAI1 1SGGSPINPGRKLT PKELWAEFDT
CaERF-17 1 2.43e-16 MCGGAILEGLIPPRNNNDGT RRLSSADLWP
CaERF-19 1 8.67e-20 MCGGAI1SDY1QPSRSSHRL SADLLWGIGG
CaERF-21 1 3.88e-21 MCGGAI1 1SDFIPPSRSSRRL TADLLWGTGA
At3g16770 1 7.94e-17 MCGGAI1 1SDYAPLVTKAKGR KLTAEELWSE
At2g47520 1 4.73e-16 MCGGAI1 I SDFIWSKSESEPS QLGSVSSRKK
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At1g53910 1 2.84e-25 MCGGAI1SDFIPPPRSRRVT SEFIWPDLKK
At3g14230 1 1.39%-24 MCGGAI 1SDFIPPPRSLRVT NEFIWPDLKN
Atlg72360 1 5.59%-17 MCGGAVI1SDY IAPEKIARSS GKSSWRSNGV
Multilevel MCGGAI I SDFIPPNRSRRLT
consensus GGS 1PPGSKV
sequence Y
CMVII-2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-19 81 8.32e-17 EFSDQAVEEL EDVKPFGFSASKHSA ILSRGTKCGN
CaERF-20 5 8.32e-17 MEEL EDVKPFGFSASKHSA ILSRGTKCGN
CaERF-22 88 8.32e-17 DHSDDEAEEL EDVKPFGFSASKHSA IPPRGTKYGK
Atlg72360 46 4.36e-16 YDFDGNFDEL ESDEPFVFSSTHKHH ASGSASDGKK
At1g53910 78 3.63e-14 DDDFDVGDVF ADVKPFVFTSTPKPA VSAAAEGSVF
At3g14230 75 8.20e-14 FDCEDDDDVF VNVKPFVFTATTKPV ASAFVSTGIY
Multilevel EDVKPFVFSATKKSA
consensus SDE G TSSHHHH
sequence P
CMVII-3 ndo contém
CMVII-4 ndo contém
CMVII-5
Sequence name Start P-value Site
CaERF-14 239 3.18e-10 SQFGGITESD PVDLWMMD DLVATAQQPN
At3g14230 362 2.58e-09 AGAVTQEEEN PVELWSLD EINFMLEGDF
At1g53910 341 1.00e-08 AVTTQDNGAN PMDLWSID EIHSMIGGVF
At2g47520 161 2.63e-07 PVADDQSATD IGNLWSYQ DSN
At3g16770 234 7.39e-07 QPSQLDESVS EVDMWMLD DVIASYE
Multilevel PVELWSLD
consensus 1GDM MMQ
sequence EV 1
Y
CMVII-6
Sequence name Start P-value Site
CaERF-19 50 5.59e-26 IKKKKSTSNF YSKQLRSEI IDLDDEFEADFREFSDQ AVEELEDVKP
CaERF-21 54 7.14e-28 KNNKKNTSDL YSKPLRSEVVDLDDEFETDFQEFNDH SDDEAEELED
At3g14230 37 5.03e-25 DLKNKVKASK KRSNKRSDFFDLDDDFEADFQGFKDD SAFDCEDDDD
At1g53910 37 1.01e-24 DLKKNLKGSK KSSKNRSNFFDFDAEFEADFQGFKDD SSIDCDDDFD
Multilevel KSKKLRSEFFDLDDEFEADFQEFKDD
consensus YRSNK DIl FAD T RG NH
sequence PN NWV
Q
CMvII-7
Sequence name Start P-value Site
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CaERF-19 268 1.08e-29 KSYFQSDCAN LCFNSDQGSSSFGCSDFGWEEQCPKTPEISSI FHLQ
At3g14230 269 3.61le-41 SFDAGGNNGY QYFSSDQGSNSFDCSEFGWSDHGPKTPEISSM LVNNNEASFV
At1g53910 255 1.90e-34 NSVDAGCNGY QYFSSDQGSNSFDCSEFGWSDQAPITPDISSA VINNNNSALF

Multilevel QYFSSDQGSNSFDCSEFGWSDHGPKTPEISSM

consensus LC N S G D EEQAl D A

sequence C 1
CMVII-8 ndo contém
Grupo VIII
AP2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-22 20 2.88e-72 VKPSTGKANA VKEVHFRGVRKRPWGRYAAEIRDPGKKSRVWLGTFDTAEEAARAYDAAARDFRGPKAKTNF PSPSEIQSPS
CaERF-23 20 2.88e-72 VKPSTGKANA VKEVHFRGVRKRPWGRYAAEIRDPGKKSRVWLGTFDTAEEAARAYDAAARDFRGPKAKTNF PSPSEIQSPS
CaERF-24 28 7.96e-67 AAGETNGSGG SKEIRFRGVRKRPWGRFAAEIRDPWKKTRVWLGTFDSAEDAARAYDAAARTLRGPKAKTNF PLPSTSSYHH
CaERF-25 20 9.75e-71 VKPSTGKANA VKEVHFRGVRKRPWGRYAAEIRDPSKKSRVWLGTFDTAEEAARAYDAAAREFRGPKAKTNF PSPSEIQSPS
CaERF-26 31 5.37e-69 VQVTPSSLRV VKESHFRGVRKRPWGRYAAE IRDPWKKTRRWLGTFDTAEEAALAYDEAARSLRGPKAKTNF GSPALTPMSF
At3g15210 20 6.50e-71 PATTNQTHNN AKEIRYRGVRKRPWGRYAAEIRDPGKKTRVWLGTFDTAEEAARAYDTAARDFRGAKAKTNF PTFLELSDQK
At5g44210 28 2.30e-69 GGKTMTMTTM RKEVHFRGVRKRPWGRYAAEIRDPGKKTRVWLGTFDTAEEAARAYDTAAREFRGSKAKTNF PLPGESTTVN
At1g50640 23 7.86e-68 PTVVAAINGS VKEIRFRGVRKRPWGRFAAEIRDPWKKARVWLGTFDSAEEAARAYDSAARNLRGPKAKTNF PIDSSSPPPP
At1g53170 26 7.96e-67 TNPTHHESNA AKEIRYRGVRKRPWGRYAAEIRDPVKKTRVWLGTFDTAQQAARAYDAAARDFRGVKAKTNF GVIVGSSPTQ
At1g28360 7 9.15e-67 MASTTC AREVHYRGVRKRPWGRYAAE IRDPWKKTRVWLGTFDTPEEAALAYDGAARFLRGIKAKTNF PSPLSLDLNH
At1g24590 53 4.97e-64 KAASGAGASG VSTIRYRGVRRRPWGRYAAEIRDPLSKERRWLGTFDTAEEAACAYDCAARAMRGLKARTNF VYPMPSLDSY
At3g20310 22 1.63e-62 PALPVTAGGS VKEPRYRGVRKRPWGRFAAEIRDPLKKSRVWLGTFDSAVDAARAYDTAARNLRGPKAKTNF PIDCSPSSPL
At1g28370 15 6.96e-62 VKTAAVKTNE GNGVRYRGVRKRPWGRYAAEIRDPFKKSRVWLGTFDTPEEAARAYDKRAIEFRGAKAKTNF PCYNINAHCL
At1g12980 52 2.87e-61 DTTVTIAGAG SSTTRYRGVRRRPWGRYAAEIRDPMSKERRWLGTFDTAEQAACAYDSAARAFRGAKARTNF TYPTAVIMPE
At5g13910 15 5.48e-61 SSKSKKKQDD QVGTRFLGVRRRPWGRYAAEIRDPTTKERHWLGTFDTAEEAALAYDRAARSMRGTRARTNF VYSDMPPSSS
At1g03800 48 2.41e-60 ALAVNDGGEK SKEVRYRGVRRRPWGRYAAEIRDPVKKKRVWLGSFNTGEEAARAYDSAAIRFRGSKATTNF PLIGYYGISS
At1g28160 34 6.15e-60 QQPQPQPQQH IEEIKYVGVRRRPWGRYAAEIRNPTTKERYWLGTFDTAEEAALAYDRAARSIRGLTARTNF VYSDMPRGSS
At1g80580 111 1.57e-58 GGVKRGRKMP QKTGGFMGVRKRPWGRWSAEIRDRIGRCRHWLGTFDTAEEAARAYDAAARRLRGTKAKTNF VIPPLFPKEI
At5g18560 50 1.36e-57 GERRGRRSKQ AEPGRFLGVRRRPWGRYAAEIRDPTTKERHWLGTFDTAHEAALAYDRAALSMRGTQARTNF VYTPTDVHTI
Atl1g12890 16 1.22e-56 NKRKSKEEKK LQEGKYLGVRRRPWGRYAAEIRNPFTKERHWLGTFDTAEEAAFAYDVAARSISGSLATTNF FYTENTSLER

Multilevel VKEVRFRGVRKRPWGRYAAE IRDPGKKERVWLGTFDTAEEAARAYDAAARSFRGPKAKTNF

consensus A THY R WT TH L DL R

sequence S
CMVIII-1
Sequence name Start P-value Site
CaERF-23 205 6.25e-17 DDNISDGDNM KRGGGLDLDLNFPPP VEA
CaERF-24 205 1.36e-12 DDNISDGDNM KRGGGLDLDLIFHHL WKLEERLMR
At1g28370 149 6.60e-15 SVVMDVVRYE GRRVVLDLDLNFPPP PEN
At1g53170 169 9.47e-14 SVVDFEGGAG KISPPLDLDLNLAPP AE
At3g20310 210 4.51e-13 DGDDIASSSS RRKTPFQFDLNFPPL DGVDLFAGGI
At1g50640 192 4.51e-13 DDDDIASSSR RRNPPFQFDLNFPPL DCVDLFNGAD
At3g15210 204 3.75e-17 SVVDFEGGME KRSQLLDLDLNLPPP SEQA
At5g44210 182 2.88e-11 SIGIRETVKV EPRRELNLDLNLAPP VVDV
At1g28360 172 6.17e-11 PMMNSSPSPV TVRRGLAIDLNEPPP LWL
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Multilevel KRRGGLDLDLNFPPP

consensus R SPPFQF LA L

sequence GQL

R

CMVITI-2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-22 184 3.12e-13 VVGRGRGGGA VHSDSDTSSVVDDNI SDGDNMKRGG
CaERF-23 184 3.12e-13 VVGRGRGGGA VHSDSDTSSVVDDNI SDGDNMKRGG
CaERF-24 189 1.52e-13 PRSPPVVPDD CHSDCDSSFSVIDDG DCDIASSSIR
At3g20310 187 8.91e-15 PRTPPVAPED CHSDCDSSSSVIDDG DDIASSSSRR
At3g15210 186 2.81e-14 VHVATKMACG AQSDSDSSSVVDFEG GMEKRSQLLD
Atl1g53170 151 5.66e-14 ATYPKMTTCG VQSESETSSVVDFEG GAGKISPPLD
Atl1g50640 169 8.28e-13 PRTPPVVPED CHSDCDSSSSVIDDD DDIASSSRRR
At1g28370 131 2.96e-10 QVKAGMMVFD ERSESDSSSVVMDVV RYEGRRVVLD

Multilevel VQSDSDSSSVVDDDG

consensus CH E T FS IFNI

sequence AE S M D

E \Y

CMVIII-3 ndo contém
Grupo IX
AP2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-27 116 4.79e-60 PPATAGAAQP KGRHFRGVRQRPWGKFAAEIRDPAKNGARVWLGTYETAEEAALAYDRAAYRMRG SKALLNFPHR
CaERF-28 104 4.79e-60 PPATAGAAQP KGRHFRGVRQRPWGKFAAEIRDPAKNGARVWLGTYETAXXAALAYDRAAYXMRG XKALLNSL
CaERF-29 116 3.24e-59 PPAAAGAAQP KGRHFRGVRQRPWGKFAAEIRDPSKNGARVWLGTYETAEEAALAYDRAAYRMRG SKALLNFPHR
CaERF-30 57 1.99e-61 KMLHRPSHAT GKKHYRGVRRRPWGKYAAEIRDSTRNGTRVWLGTFQTAEEAALAYDRAAFRMRG AKALLNFPSE
CaERF-31 156 4.07e-62 EQKKVQEGSG EKKHYRGVRQRPWGKFAAEIRDPNRKGSRVWLGTFDTAVEAAKAYDKAAFRLRG SKAILNFPHE
CaERF-32 155 4.07e-62 EQKKVQEGSG EKKHYRGVRQRPWGKFAAEIRDPNRKGSRVWLGTFDTAVEAAKAYDKAAFRLRG SKAILIXHTE
CaERF-33 155 4.07e-62 EQKKVQEGSG EKKHYRGVRQRPWGKFAAEIRDPNRKGSRVWLGTFDTAVEAAKAYDKAAFRLRG SKAIPHFPHX
CaERF-34 95 1.66e-56 ENENNIFSLQK EPEKQYIGVRKRPWGNNAAEIRDSTRNGIRVWRGTFDTAEEGAVAYDHCRKWDY KTWVENPQLQ
At5g47220 113 1.42e-61 KAIPVTETAV KAKHYRGVRQRPWGKFAAEIRDPAKNGARVWLGTFETAEDAALAYDIAAFRMRG SRALLNFPLR
At5g47230 152 2.04e-60 PEVTKPVSEE EKKHYRGVRQRPWGKFAAEIRDPNKRGSRVWLGTFDTAIEAARAYDEAAFRLRG SKAILNFPLE
At5g61600 84 1.27e-58 TVSTKTEKEE EERHYRGVRRRPWGKYAAEIRDPNKKGCRIWLGTYDTAVEAGRAYDQAAFQLRG RKAILNFPLD
At4gl17490 133 1.84e-58 ELPVPVVAAE EKRHYRGVRMRPWGKFAAEIRDPTRRGTRVWLGTFETAIEAARAYDKEAFRLRG SKAILNFPLE
At5g51190 68 2.07e-58 PTTAPVVQEN DQRHYRGVRRRPWGKYAAEIRDPNKKGVRVWLGTFDTAMEAARGYDKAAFKLRG SKAILNFPLE
At5g43410 11 8.56e-57 MDQGGRGVGA EHGKYRGVRRRPWGKYAAEIRDSRKHGERVWLGTFDTAEEAARAYDQAAYSMRG QAAILNFPHE
At1g04370 16 1.07e-56 RSSGSGGGGA EQGKYRGVRRRPWGKYAAEIRDSRKHGERVWLGTFDTAEDAARAYDRAAYSMRG KAAILNFPHE
At3g23240 78 1.66e-56 LPIKSVSSRK SEKSYRGVRRRPWGKFAAEIRDSTRNGIRVWLGTFESAEEAALAYDQAAFSMRG SSAILNFSAE
At3g23220 10 2.07e-56 MERIESYNT NEMKYRGVRKRPWGKYAAEIRDSARHGARVWLGTFNTAEDAARAYDRAAFGMRG QRAILNFPHE
At5g61590 103 3.96e-56 SNRKKTKRFE ETRHYRGVRRRPWGKFAAEIRDPAKKGSRIWLGTFESDIDAARAYDYAAFKLRG RKAVLNFPLD
At5g07580 173 8.35e-56 KKAERFEEEV DARHYRGVRRRPWGKFAAEIRDPAKKGSRIWLGTFESDVDAARAYDCAAFKLRG RKAVLNFPLD
At2g44840 88 8.35e-56 KASGSHAPRQ KGMQYRGVRRRPWGKFAAEIRDPKKNGARVWLGTYETPEDAAVAYDRAAFQLRG SKAKLNFPHL
At4g18450 106 8.35e-56 SCSLSSRVSC KTRKYRGVRKRPWGKFAAEIRDSTRNGVRVWLGTFQTAEEAAMAYDKAAVRIRG TQKAHTNFQL

Atl1g06160 78 1.74e-55 GKEATVAAEE EEKSYRGVRKRPWGKFAAEIRDSTRKGIRVWLGTFDTAEAAALAYDQAAFALKG SLAVLNFPAD
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At3g23230 16 1.36e-54 RSSNNQSQDD KQARFRGVRRRPWGKFAAEIRDPSRNGARLWLGTFETAEEAARAYDRAAFNLRG HLAILNFPNE
At2g31230 82 2.47e-54 SEEEEKVGID EERSYRGVRKRPWGKFAAEIRDSTRNGIRVWLGTFDKAEEAALAYDQAAFATKG SLATLNFPVE
Multilevel EKKHYRGVRRRPWGKFAAE IRDPTKNGARVWLGTFDTAEEAARAYDRAAFRLRG
consensus KER Q Y SARK S E VD L K M
sequence N Q

CMIX-1 nao contém

CMIX-2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-31 4 7.60e-30 MAS QTQITETSALELIKQHLLDDFAFMEN YCVSDDRLSQ
CaERF-32 4 7.60e-30 MAS QTQITETSALELIKQHLLDDFAFMEN YCVSDDRLSQ
CaERF-33 4 7.60e-30 MAS QTQITETSALELIKQHLLDDFAFMEN YCASDDRLSQ
At5g47230 1 8.75e-24 . MATPNEVSALWFIEKHLLDEASPVAT DPWMKHESSS
At4g17490 1 3.60e-22 . MATPNEVSALFLIKKYLLDELSPLPT TATTNRWMND
At5g61600 1 9.72e-22 . MATKQEALAIDFISQHLLTDFVSMET DHPSLFTNQL
At5g51190 7 1.38e-20 MASSHQ QQQEQDQSALDLITQHLLTDFPSLDT FASTIHHCTT
At5g61590 1 3.40e-20 . METFEESSDLDVIQKHLFEDLMIPDG FIEDFVFDDT
Multilevel MAT INETSALEL 1KQHLLDDFAFMET
consensus QTQPT V D DF EK EELSPLDN
sequence FE S W Q T A SVAG
Q
CMIX-3
Sequence name Start P-value Site
CaERF-27 27 3.10e-50 EFPAYRRSSS FSSLVPCLTETWGDLPLKVDDSEDMV1YWLLRDAVNVGWSP FNLTASSDVS
CaERF-28 27 3.10e-50 EFPAYRRSSS FSSLVPCLTETWGDLPLKVDDSEDMV1YWLLRDAVNVGWSP FNLTASSDVS
CaERF-29 27 1.49e-49 EFPAYRGSCS FSSLVPCLTETWGDLPLKVDDPEDMV1YWILRDAVNVGWSP FNLTASSDVS
CaERF-30 1 4.49e-54 MVPYPQAELPLNENDSQEMVLYEVLTEANAISPSN FPSSR
At4g17500 57 5.81e-47 IKPVYGRNPS FSKLYPCFTESWGDLPLKENDSEDMLVYGILNDAFHGGWEP SSSSSDEDRS
At5g47220 34 2.49e-33 GGGENELRLN ESTPSSCFTESWGGLPLKENDSEDMLVYGLLKDAFHFDTSS SDLSCLFDFP
At2g44840 20 1.28e-28 GVNSRMYFRN PSFSNVILNDNWSDLPLSVDDSQDMAIYNTLRDAVSSGWTP SVPPVTSPAE
Multilevel FSSLVPCLTESWGDLPLKVDDSEDML1YGILRDAVHVGWSP
consensus KY F T EN VW WL N FNG E
sequence
CMIX-4 ndo contém
CMIX-5
Sequence name Start P-value Site
CaERF-31 297 3.36e-21 DCGDVKGIFE IPPLSPPSPHPSLGYSQLMVI
At4g17490 262 1.83e-27 DDWDLTEFLS MPLLSPLSPHPPFGYPQLTVV
At5g47230 280 1.04e-25 CDWDLTGFLN FPLLSPLSPHPPFGYSQLTVV
At5g51190 201 5.80e-16 WDGADSKDMG IFSVPLLSPCPSLGHSQLVVT
Multilevel IPLLSPLSPHPPFGYSQLTVV
consensus MFPVPLP C SL HP M 1
sequence F S vV T

CMIX-6
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Sequence name Start P-value Site
CaERF31 275 5.70e-21 RKGEERGLPT DPLTPSSWTAVWDCGDVKGIF EIPPLSPPSP
At5g51190 180 1.72e-26 REEAQVQADA CPLTPSSWKGFWDGADSKDMG IFSVPLLSPC
At5g61600 203 9.37e-21 ETTEAEVEPV VPLTPSSWMGFWDVGAGDGIF SIPPLSPTSP
Multilevel CPLTPSSWKGFWDGADSKDIF
consensus D MAV  CGAGDGMG
sequence \Y T vV Vv
Grupo X
AP2
Sequence name Start P-value Site
CaERF-35 51 7.35e-81 NRAQQEQGNQ RRRHYRGVRQRPWGKWAAEIRDPKKAARVWLGTFETAEAAALAYDEAALRFKGNKAKLNFPERVQG KTEYGYLTTR
CaERF-36 38 1.98e-77 PAEAAEETGE RRRRYRGVRQRPWGKWAAEIRDPHKAARVWLGTFDTAEAAARAYDEAALRFRGNRAKLNFPENVRL LPPLQASSQS
At5g61890 86 1.68e-79 APTHQDQGDL RRRHYRGVRQRPWGKWAAE IRDPKKAARVWLGTFETAESAALAYDEAALKFKGSKAKLNFPERVQL GSNSTYYSSN
At5g13330 35 2.42e-78 DQHQPDQDQP RRRHYRGVRQRPWGKWAAE IRDPKKAARVWLGTFETAEEAALAYDRAALKFKGTKAKLNFPERVQG PTTTTTISHA
At5g07310 88 7.54e-76 APPTQDQGLL RKRHYRGVRQRPWGKWAAEIRDPQKAARVWLGTFETAEAAALAYDNAALKFKGSKAKLNFPERAQL ASNTSTTTGP
At5g50080 73 1.58e-75 SKAFPEEARE KKRRYRGVRQRPWGKWAAEIRDPHRAARVWLGTFDTAEAAARAYDEAALRFRGNKAKLNFPEDVRI LPPPPPLLRS
At5g64750 181 3.89e-74 SETSSFSGDQ PRRRYRGVRQRPWGKWAAEIRDPFKAARVWLGTFDNAESAARAYDEAALRFRGNKAKLNFPENVKL VRPASTEAQP
Atl1g43160 57 4.17e-73 KECESSMSLE RPKKYRGVRQRPWGKWAAEIRDPHKATRVWLGTFETAEAAARAYDAAALRFRGSKAKLNFPENVGT QTIQRNSHFL
At2g33710 66 4.58e-72 SLTLQEKSNS RQRNYRGVRQRPWGKWAAE IRDPNKAARVWLGTFDTAEEAALAYDKAAFEFRGHKAKLNFPEHIRY NPTQLYPSPA
At4934410 132 2.56e-61 GGGKIRKRKN KKNGYRGVRQRPWGKFAAE IRDPKRATRVWLGTFETAEDAARAYDRAAIGFRGPRAKLNFPFVDYT SSVSSPVAAD
Multilevel RRRHYRGVRQRPWGKWAAE I RDPKKAARVWLGTFETAEAAALAYDEAALRFRGNKAKLNFPERVQL
consensus KK R HR T D E R R K K SR N RG
sequence S T
CMX-1
Sequence name Start P-value Site
CaERF-35 4 1.74e-12 MTA MVSALSQVIGS TDNNNSVAVV
At5g07310 44 7.62e-15 SARSQYDMRA MVSALTQVIGN QSSSHDNNQH
At5g61890 36 7.62e-15 SARSQHDMRV MVSALTQVIGN QQSKSHDNIS
At5g50080 4 2.06e-12 MSA MVSALTQVVSA RSQTEAEGAH
At5g13330 1 2.18e-11 . MVSALSRVIEN PTDPPVKQEL
At5g64750 76 3.97e-11 GFSREMEMSA 1VSALTHVVAG NVPQHQQGGG
Atl1g43160 1 4.27e-11 . MVSMLTNVVSG ETEPSASATW
At4g34410 33 9.77e-11 QLSPEQELSV I1VSALQHVISG ENETAPCQGF
Multilevel MVSALTQVIGN
consensus 1 SH VSG
sequence

CMX-2 ndo contém

CMX-3 nao contém
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APENDICE C — Alinhamento entre as sequéncias completas de aminodcidos
CaERF17 de Coffea arabica e COERF de Coffea canephora

»>1cl| 63807 CoERF (Coffea canephora)

1Eﬂgth:329

Score = 369 kits (948), Expect = 2e-107, Method: Compositional matrix adjust.

Identities = 173/17E8 (97%), Positives = 174/178 (88%), Gaps = 0/178 (0%)

guery 1 MCGGAILEGLIPPRNNNDGTRRLS SADLWPSATDFWPNSHLARPSRENPTDAPHEATHET 60
MCGGAILEGLIFFENNNDGTRERLSSADLWES: DEWENSHLARPSRSHNETDAPHRATHET

Sbjct 1 MCGGAILEGLIPPRENNNDGTRERLS SADLWPSALDFWPNSHLARPSESNPTDAPHEATHET &0

Query 61 CHDPHDERGGEQOVLPEGARRQRENLYRGIRQRPHGEWALE TRDPXEGVEVHLGTEFNTAE 120
CHDPHDEAGGRQOVLPREGARROEFNLYRGIRQRPRGEWARETREDE R JRU?_EﬁFNﬁLE

Sbijct &1 CHDRHDELGEEQOVLEPEGAERQRENLYRCIRQRENGEWALE IRDERECGVEVWLGTENTRE 120

—_

Query 121 EARBRYDREARKIRGRRARVNFENEDSTSHPTCIPSQPQYQUVHIPSPPTVCGESSSHN 17
EALBAYDREEARREIRGERAREVNEFEFNEDSTS+PTCIESY QYQOVHIEPSEFET CGES55N
Skijct 121 EARRRYDREARRIRGREARVNFENEDSTSYPTCIPSQTUYQQVHIPSPPTFCGESSSN 17

i E]

[N E]
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APENDICE D — Dados fisiolgicos referentes aos estresses hidrico e térmico.

Figura 01 - Medidas da taxa de fotossintese referente aos dias de estresse térmico
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Figura 02 — Medidas de potencial hidrico referentes ao estresse hidrico.
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Figura 03 - Medidas da taxa de fotossintese referente aos dias de estresse térmico.
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Figura 1 — Curva de dissociagao do gene RPL39.
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APENDICE E — Curvas de dissociacdo dos genes RPL39 e CaERF19
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Figura 2 — Curva de dissociacdo do gene CaERF19.
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