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SILVA, Nathalia Volpi e. Clonagem e caracterizacdo de promotores de trés
iIsoformas de expansinas deCoffea arabica. 2012. 98 f. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2012.

RESUMO

A maturacgéao de frutos do cafeeiro € um processo bioquimico e fisiologico que altera
cor, sabor aroma e textura.Esses processos envolvem a expressao de diferentes
enzimas e proteinas tais como as expansinas, responsaveis por promoverem o
relaxamento da parede celular. A caracterizacdo do padrdo de expressao de
expansinas do cafeeiro (CaExpl, 2 e 3) em diferentes tecidos do fruto despertou o
interesse no estudo da regidao promotora desses genes. Deste modo este trabalho
teve por objetivo clonar as regides promotoras dos genes, CaExpl, CaExp2 e
CaExp3 de C. arabica em duas cultivares IAPAR 59 e IAPAR 59 Graudo; comparar
e caracterizar in silico as regides promotoras assim como validar a fungdo do
promotor (ProCaExp2). Os fragmentos dos promotores foram gerados utilizando o kit
Genome Walker e ligados ao vetor PCR 2.1-TOPO. As sequencias foram
comparadas utilizando os bancos de dados: PLACE, RegSite, Matlnspector e
PlantCare. A analise in silico dos promotores revelou a presenga de motivos de
resposta a luminosidadenos quatro promotores. Também foi observada a presenca
de motivos para fitorreguladores como etileno e auxina no ProCaExp2e ABA,
Brassinosterdides e GA nos ProCaExp1 e ProCaExp3. O ProCaExp2foi fusionado
ao gene GUSA e inserido via A. tumefaciens no tomateiro. A analise histomiquica
do gene GUSAfoi realizada em diferentes tecidos das plantas transformadas e
controles ndo transformados. A analise da expressdo do gene GUSA demonstrou
que o ProCaExp2 direciona a expressao do gene para o endosperma antes do inicio
da maturagcdo e para o endosperma e polpa durante a maturacdo do fruto. A
disponibilidade de promotores especificos €& uma importante ferramenta
biotecnoldgica para direcionar a expressao de genes para os frutos sem interferir em
outros processos metabolicos das plantas.

Palavras-chave: a-expansinas. Promotores. C.arabica. Maturag&o do fruto



SILVA, Nathalia Volpi e. Cloning and characterization of promoters of three
iIsoforms of expansins Coffea arabica. 2012. 98 p. Dissertation (Master in
Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2012.

ABSTRACT

The maturation of coffee fruits is a physiological and biochemical process that
changes color, flavor, aroma and texture. These processes involve the expression of
different enzymes and proteins such as expansins, responsible for promoting the cell
wall expansion. The characterization of expression pattern of expansions (CaExpl,
CaExp2, CaExp3) in different fruit tissues in coffee instigate the interest in the
promoter region of these genes. Thus, this study aimed to clone the promoter regions
of genes, CaExpl, CaExp2 and CaExp3 in two cultivars of C. arabica: IAPAR 59 and
59 IAPAR Graudo in order to compare in silico these promoter regions and to
validate the function of the promoter (ProCaExp2). Promoter fragments were
generated using the Genome Walker kit and ligated to PCR 2.1-TOPO vector. These
sequences were compared using the databases: PLACE, RegSite, MatIinspector and
PlantCare. The ProCaExp2 was fused to the GUSA gene and inserted via A.
tumefaciens in tomato. In silico analysis of the promoters revealed the presence of
motifs responsive to light in the four promoters analysed. Furthermore, we also
detected the presence of motifs for growth regulators such as ethylene and auxin in
ProCaExp2; and ABA, brassinosteroids and GA in ProCaExp1 and ProCaExp3. The
histochemical analysis of the GUSA gene was accomplished in different stages of
development in transformed and non transformed plants. The expression of gene
GUSA demonstrated that the ProCaExp2 drives the gene expression to the
endosperm before the beginning of maturation and for the endosperm and pericarp
during maturation of the fruit. The availability of specific promoters is an important
biotechnological tool to direct the expression of genes for fruit without interfering with
other metabolic processes of plants.

Keywords: a-expansins. Fruit development. Maturation. Promoter. C.arabica
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1 INTRODUCAO

O café € um dos principais produtos agricolas mundiais, sendo
cultivado em mais de 60 paises. O Brasil € o maior produtor mundial de café com
estimativa de produgcdo em 2011 de 43,15 milhdes de sacas de 60 kg de café
beneficiado (CONAB 2011). O género Coffea L. contém aproximadamente 100
espécies, cujo centro de origem é o continente africano. As espécies Coffea arabica
e C. canephora tém maior importancia comercial, representando 70% e 30%,
respectivamente, do mercado mundial de café, sendo o C. arabica o café mais
apreciado pelos consumidores.

A produgdo do café é uma atividade de grande importéncia
econdmica e social. Aproximadamente dois tercos dos produtores de café no Brasil
sdo pequenos e médios agricultores, sendo que nestas propriedades a atividade
cafeeira € uma das principais culturas geradoras de renda. Além disto, o
agronegocio do café tem grande impacto econémico pela transferéncia de capital a
outros setores da economia, sendo responsavel por expressiva capacidade de
absorcdo de mao de obra no campo, industria e comércio.

A producao de cafés de qualidade é a chave para manutencao e
conquista de novos mercados do agronegdcio café. A qualidade do café produzido e
consequentemente da bebida é bastante influenciada pela condigdo de maturagcao
dos frutos. A presenga de frutos verdes e maduros no mesmo lote de grdos do
cafeeiro altera teores de acidez, amargor e consequientemente a qualidade da
bebida (RIBAS et al., 2006). Uma maneira de minimizar este problema é a utilizagao
de plantas de café com desenvolvimento e maturagdo uniforme dos frutos. Nas
fases iniciais de desenvolvimento o fruto do cafeeiro € composto por pericarpo e
perisperma, sendo este substituido pelo endosperma com o decorrer da maturacgao,
quando ocorre também mudanga na coloragdo do pericarpo (DE CASTRO e
MARRACCINI, 2006). O entendimento desse processo de maturagdo nos seus
diversos niveis é fundamental para o desenvolvimento de estratégias visando
melhorar a qualidade dos cafés.

A maturagdo € um processo bioquimico e fisiolégico que altera cor,
sabor aroma e textura dos frutos, e envolve a expressédo de diferentes enzimas e

proteinas relacionadas com o alongamento, relaxamento e expansao da parede
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celular e despolimerizagdo das pectinas.Através da clonagem e manipulagcdo dos
genes envolvidos nas fases de desenvolvimento e maturagio, torna-se possivel
retardar ou até mesmo inibir esses processos fisiologicos, principalmente em frutos
climatéricos (PEREIRA et al., 2005). Neste contexto, as expansinas destacam-se
como proteinas responsaveis por promoverem o relaxamento da parede celular.
Elas estdo envolvidas nos processos que requerem expansao celular como:
organogénese, germinagdo de sementes, solubilizagdo da parede, desenvolvimento
e maturagao dos frutos (COSGROVE, 1997).

Em recente trabalho realizado por BUDZINSKI et al. (2011) o padrao
de transcrigdo de trés isoformas de a-expansinas (EXPA) foi identificado e
caracterizado, em frutos do cafeeiro. As isoformas CaEXPA1l e CaEXPA3 mostraram
mesmo padrédo de transcricdo no perisperma (tecido responsavel pela definicdo do
tamanho do grdo do café). Também foram observadas diferencas nos padrbes de
transcricdo no perisperma entre IAPAR-59 e de IAPAR-59 Graudo (cultivar com
tamanho maior de grao) sugerindo a participacdo destas duas isoformas na
regulacdo do tamanho do grdo de café. Por outro lado, a isoforma CaEXPAZ2
mostrou transcricdo especifica em pericarpo nos estadios finais de maturacdo do
fruto, o que sugere que esta isoforma pode estar envolvida na maturagdo do
pericarpo devido a despolimerizagdo da parede celular. Portanto, a alta expressao
destas isoformas em tecidos distintos do fruto despertou o interesse na
caracterizagdo da regido promotora das trés isoformas em C. arabica, além da
comparagao dessas sequéncias regulatorias nas cultivares IAPAR 59 e IAPAR 59-
Graudo.

A identificacdo dos promotores de expansinas com atividades
relacionadas aos estagios de desenvolvimento dos frutos podera ser importante em
trabalhos de transformacéo genética do cafeeiro, tanto com relagédo a producdo de
plantas transgénicas, como para auxiliar na compreensao dos fatores genéticos e

fisiolégicos relacionados a formagao do grao e maturagao do fruto.



2 OBJETIVOS

13

Clonagem e caracterizagao da regido promotora de trés genes de a-

expansinas (EXPA), envolvidos em estagios de desenvolvimento e maturacédo de
frutos do cafeeiro, CaEXPA1, CaEXPA2 e CaEXPAS.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Clonagem das regides promotoras dos genes, CaEXPAL,
CaEXPA2 e CaEXPA3 em C. arabica cv. IAPAR 59 e IAPAR 59
Graudo;

Comparacéo in silico das regides promotoras clonadas;
Validagcdo funcional do promotor CaEXPA2 por meio
datransformagdo estavel da planta modelo (Solanum
lycopersicum cv. MicroTom) via A. tumefacienscontendo o

cassete de expressdaoProCaExp2:GUSA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPECTOS ECONOMICOS DO CAFEEIRO

Séo produzidos por ano cerca de 6,5 milhdes de toneladas de gréos
de café em 11 milhdes de hectares no mundo. O café é a principal “commodity” em
todo o mundo, depois do petréleo, com vendas globais alcangando cerca de noventa
bilhdes de dolares (AMARALet al., 2011). O Brasil € o maior produtor mundial com
uma a safra estimada em 44 milhées de sacas para 2011 (CONAB, 2011). A area
total cultivada com café (C.arabica e C.canephora) esta estimada em mais de 2,3
milhdes de hectares. Em Minas Gerais esta concentrada a maior area com 1 milhdo
de hectares em producéo, detendo 50,2% da produgao do pais. O Espirito Santo é o
segundo maior estado produtor e o principal produtor de C.canephora, com 479.798
hectares plantados e uma produgao de 26,8%, seguido de S&o Paulo com 7,7 % e
do Parana com 4,2%, da produgao nacional (CONAB, 2011). Além disso, segundo
dados da ABIC o Brasil representa 13% de todo o consumo mundial de café ficando

atras somente dos Estados Unidos.

3.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS DO CAFEEIRO

O cafeeiro é uma planta arbustiva, dicotiledénea do género Coffea,
pertencente a familia Rubiaceae. Ja foram descritas 100 espécies do género
Coffea,mas a producdo comercial do café envolve predominantemente duas
espécies: C. arabica Linnaeus (70% da produgdo mundial) e C. canephora Pierre ex
Froehner (30%). A espécie C. arabica € a unica espécie tetraploide conhecida do
género (2n = 4x = 44 cromossomos) e autbgama; as demais espécies sao dipldéides
(2n = 2x = 22 cromossomos) € em sua maioria auto-incompativeis (CARVALHO et
al., 1991).

C. arabica é originaria da Etiopia, a partir da hibridizagdo natural
entre duas espécies ancestrais diploides, C. eugenioides e C. canephora
(LASHERMESet al.1999). No hibrido resultante teria havido uma nao reducédo do
numero de cromossomos, originando uma nova planta tetrapléide (2n = 4x = 44)

(ANTONYet al. 2002). A espécie C. arabica caracteriza-se por possuir base genética
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estreita, resultado da recente origem alotetrapldide e da biologia da reprodugao
autégama. O café arabica € o de maior aceitacdo comercial devido a melhor
qualidade da bebida (DE CASTRO e MARRACCINI, 2006).

O desenvolvimento do fruto no género Coffea se da entre a antese e
0 seu amadurecimento total. Sendo que em C. racemosa este processo leva de 10 a
12 semanas podendo chegar a mais de um ano em C.liberica. Nas espécies de
maior importancia econémica, C. arabica e C. canephora, sdo necessarios de 6 a 8
meses e 9 a 11 meses, respectivamente (DE CASTRO e MARRACCINI, 2006).

O fruto e a semente do cafeeiro sdo formados a partir de uma dupla
fecundacdo, onde uma fecundagcdo da origem ao embrido e a outra forma o
endosperma. O fruto é classificado como uma drupa de formato ovdide, que pode
ser caracterizada como um fruto carnoso, indeiscente, com pericarpo nitidamente
diferenciado em exocarpo, mesocarpo e endocarpo (BOREMet al.,2008). No inicio
do desenvolvimento o fruto apresenta uma coloragao verde, passando a vermelho
(ou amarelo) com a maturagao do fruto. Contém duas sementes em forma eliptica,
plano-convexas e que possuem um sulco longitudinal sobre a superficie plana
(CAVALARI, 2004), sendo que, o embrido fica localizado préoximo a superficie
convexa. No fruto maduro, as sementes sdo envolvidas por uma camada de células
esclerenquimatosas e transparentes, o perisperma, conhecida como pelicula
prateada (BOREMet al., 2008).

O crescimento dos frutos de cafeeiro ndo ocorre de maneira
uniforme eisto acarreta na presencga de frutos em diferentes estadios de maturagao
na mesma planta. Sendo que, emC. arabica foi observado uma maior tendéncia a
uniformidade dos frutos durante o estadio final de maturacdo, quando proporcoes

significativas do fruto se encontram no estadio cereja (DE CASTRO et al., 2005).

3.3  FRUTIFICACAO DO CAFEEIRO

A frutificagdo do cafeeiro tem inicio com o processo de pegamento
da flor, seguido pelo desenvolvimento do fruto e maturagdo. Inicialmente ha um
pequeno crescimento do fruto, seguido por um periodo de crescimento rapido, até o
fruto verde atingir seu tamanho final que corresponde a metade do tamanho do fruto

maduro (RENA et al., 1986). O fruto de café é constituido por pericarpo e perisperma
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da fecundacgao até o estagio intermediario do seu desenvolvimento (Figura 1-A e 2),
a partir dai o perisperma é gradualmente substituido pelo endosperma, que
corresponde a semente verdadeira (DE CASTRO e MARRACCINI, 2006). No
comego do desenvolvimento, o endosperma encontra-se na fase aquosa e ao final
da frutificacéo se torna rigido (Figura 1-B e 2) devido ao acumulo de proteinas de
reserva, sacarose e polissacarideos. No ultimo estadio da maturag&o ocorre entédo a
desidratagdo do endosperma e mudanga na coloragao do pericarpo (DE CASTRO e
MARRACCINI, 2006).

Figura 1 — Tecidos do fruto de café em diferentes fases de desenvolvimento. A.
corte transversal do fruto imaturo (90 -120 DAF), mostrando o perisperma
(ope) como uma pelicula que envolve o endosperma (en), ainda na fase
liqguida. B. corte longitudinal do fruto maduro (230 -240 DAF),
evidenciando as duas sementes desenvolvidas e o embrido maduro (em),
localizado no endosperma ja solidificado. As porgdes internas (in) e
externas (ex) do exocarpo também sao mostradas (De Castro e
Marraccini, 2006).

e —
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N

Figura 2— Desenvolvimento e maturacdo do fruto de C. arabica. (De Castro e
Marraccini, 2006, adaptado por Budzinski, 2008)
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Logo apdés a fecundagado, o nucelo do 6vulo se desenvolve no
perisperma do café (MENDES, 1942). Segundo De Castro e Marraccini (2006) os
estadios iniciais do desenvolvimento do perisperma (0-90 DAF) s&o marcados por
intensa divisdo e expanséo celular (Figura 2). De acordo com Geromel et al. (2006)
ha um aumento de massa do perisperma a partir de 50 dias apés o florescimento
(DAF) com pico maximo em torno de 100 DAF e decréscimo até 200 DAF. Desta
forma, o perisperma delimita o espago que sera preenchido pelo endosperma sendo
entdo, o tecido responsavel por determinar o tamanho final do grdo de café
(GEROMEL et al., 2006). Com o amadurecimento do fruto, o perisperma torna-se
uma fina pelicula, chamada de pelicula prateada (DEDECCA, 1957).

O endosperma é o tecido de armazenamento que servira de reserva
nutricional para o embrido. De 90 DAF a 150 DAF, ocorre simultaneamente o
aumento do perisperma e a histo-diferenciagao e crescimento do endosperma e do
embrido, nesta fase ocorre intensa atividade mitética e de expansao. O processo de
maturagcdo esta completo por volta de 230 DAF (DE CASTRO e MARRACCINI,
2006).

Desta forma, o fruto maduro é formado pelo perisperma,
endosperma e pericarpo. O pericarpo € composto pelo exocarpo, mesocarpo €
endocarpo (DE CASTRO e MARRACCINI, 2006). O exocarpo ou casca corresponde
ao tecido mais externo do fruto (DE CASTRO e MARRACCINI, 2006; BOREMet
al.,2008), e permanece como um tecido de coloragao verde durante a maior parte do
desenvolvimento do fruto e se constitui em um tecido fotossinteticamente ativo, o
que pode ser importante para suprir a demanda necessaria de carboidratos,
principalmente durante o estadio de preenchimento do grdo (VAAST et al., 2006). O
mesocarpo ou polpa se constitui, nos tecidos verdes, em um tecido rigido composto
por células com parede celular densa e compacta, e com o amadurecimento do fruto
forma um tecido coloidal, hialino e mucilaginoso, que € rico em agucares e pectinas
(CARVALHO, 1997 apud BOREMet al.,2008). A estrutura mais interna do pericarpo é
o endocarpo ou pergaminho e é formado por trés a sete camadas de células
esclerenquimatosas (BOREMet al., 2008).

Quanto a fisiologia do fruto do cafeeiro, Pereira et al.(2005) sugerem
que a maturagdo de frutos de café € climatérica, ou seja, a maturacédo é

acompanhada por um aumento na respiracao e na produgao de etileno (KARVOLA
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et al., 2011). Foi observado que nos frutos verde-cana houve um rapido crescimento
na producao de etileno e que esta producao decresce nos frutos cereja (PEREIRA et
al., 2005). Outros compostos relacionados a maturagdo do frutos s&o acidos

clorogénicos, cafeina e trigonelina (KY et al., 2000).

3.4 EXPANSINAS

As expansinas sao proteinas capazes de induzir a extensdo de
células isoladas, atuando como mediadoras das respostas ao crescimento acido,
catalisando a expansao da parede celular vegetal (McQUEEN-MANSON;
DURACHKO; COSGROVE, 1992). A expansao celular é impulsionada pela captagao
de agua no vacuolo central. Varias evidéncias mostram que o fluxo de agua dentro
da célula e o consequlente alongamento da célula sao iniciados pelo relaxamento
induzido por estresse da parede celular. As expansinas sao pH dependentes com
um pH 6timo em torno de 5 ou inferior (LEEet al., 2001). Assim, a acidificacdo do
meio permite que a célula regule rapidamente a atividade das expansinas por meio
de modulagdes no pH da parede celular (SAMPEDRO; COSGROVE, 2005,
COSGROVE 2005), através do controle da bomba de préton (H*- ATPase) na
membrana plasmatica (COSGROVE, 2005). Acredita-se que estas proteinas
interrompam ligagdes nao covalentes, do tipo ponte de hidrogénio, na interface da
celulose e hemicelulose, promovendo a expansao celular (McQUEEN-MANSON;
COSGROVE, 1995). Aparentemente as expansinas endogenas facilitam o acesso
de enzimas hidroliticas aos polimeros da parede celular (LEEet al., 2001).

As expansinas sdo uma superfamilia de proteinas de plantas
composta por quatro familias: a-expansinas (EXPA), B-expansinas (EXPB),
expansina-like A (EXLA) e expansina-like B (EXLB). Destas, apenas as proteinas
das EXPA e EXPB ja tém demonstrado experimentalmente agdo na extensédo da
parede celular. As outras duas familias, EXLA e EXLB, sao conhecidas até o
momento as sequéncias génicas, sendo que nenhuma fungao foi ainda determinada
para estas proteinas (SAMPEDRO e COSGROVE, 2005; COSGROVE 2005). A
maior familia é representada pelas a-expansinas, que pertencem a um grupo de
proteinas altamente conservadas, caracterizadas por apresentarem atividade em um

pH 6timo em torno de 4. Provavelmente as oa-expansinas sao responsaveis por



19

controlar a extensao da parede celular e processos de desenvolvimento incluindo a
dissociagdo e separagdo da célula (McQUEEN-MANSON, DURACHKO;
COSGROVE, 1992; CHO; KENDE, 1997). As [B-expansinas, que compdem a
segunda maior familia, promovem intensa degradacdo da parede celular dos graos
de pdlen (SAMPEDRO; COSGROVE, 2005); sendo o pH 6timo para estas
expansinas caracterizado em torno de 5,5 (LI; JONES; McQUEEN-MASON, 2003).
Provavelmente as EXPB estdo envolvidas no crescimento e afrouxamento da parede
celular que é associada com a invasao de tecidos maternos pelo tubo polinico
(SAMPEDRO; COSGROVE, 2005).

Acredita-se que as expansinas atuem na quebra das ligagbes nao
covalentes entre polissacarideos entreduas paredes celulares (COSGROVE, 2005)
extendendo de maneira irreversivel a parede celular sem que ocorram modificacoes
estruturais na parede, e alteragdes na sua plasticidade e elasticidade (YUAN; WU;
COSGOVE, 2001).

Choi et al. (2003) investigaram a fungcdo da OsExp4 em plantas de
arroz sugerindo que esta expansina pode estar relacionada com o tamanho do gréo.
Lizana et al., (2010) analisaram a expressao de uma expansina de trigo (Triticum
aestivum L.) que apresentou transcritos principalmente encontrados no pericarpo
durante o inicio do desenvolvimento do grdo e posteriormente em ambos,
endosperma e pericarpo, sugerindo também que esta expansina pode estar
associada ao tamanho final do gréo. A expressao de expansinas em frutos ja foi
descrita em diversas espécies de plantas como: tomate (Lycopersicon esculentum
Mill) (ROSE, LEE, e BENNET 1997; BRUMMELL, HARPSTER e DUSMUIR 1999;
POWELL et al., 2003), morango (Fragaria X ananassa Duch.) (CIVELLO et al., 1999;
HARRISON, Mc QUEEN e MANNING 2001; DOTTO, MARTINEZ e CIVELLO 2006;
FIGUEROA et al., 2009), ameixa (Prunus armeniaca) (MBEGUIE-A-MBEGUIEet al.,
2002), péra (Pyrus communis) (HIWASA et al.,, 2003), péssego (HAYAMA et al.,
2003), banana (TRIVEDI e NATH 2004), figo (OMONDI et al.,, 2004), uva
(ISHIMARU et al., 2007), manga (VIDHU; CHOURASIA e PRAVENDRA, 2005),
mamao (Vasconcellea pubescens) (GAETE-EASTMANet al., 2009), framboesa
(Rubus idaeus L.) (ZHENG e HRAZDINA 2010).

A caracterizacdo de expansinas em cafeeiro foi inciada por

Budzinski et al. (2011), onde a expressdo de trés isoformas de o- expansinas
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(CaEXPAl, CaEXPA2 e CaEXPA3) foram analisadas em detalhes durante o
desenvolvimento de frutos de dois cultivares de C. arabica (IAPAR-59 e IAPAR-59
Graudo).Os padrdes de transcricdo no perisperma (tecido responsavel pela definicao
do tamanho do grdo do café) de IAPAR-59 e de IAPAR-59 Graudo (que possue um
maior tamanho de grao) indicam a participagéo similar de CaEXPAL1 e CaEXPA3 na
regulacdo do tamanho do grdo de café. Além disso, quando realizada a
caracterizacao molecular através de Southern blot, foi observado um padrao
diferente de bandas produzidas entre os genes CaEXPA3nas cultivares IAPAR 59 e
IAPAR 59-Graudo(BUDZINSKIlet al., 2011). A caracterizagdo do promotor de
CaEXPAL e CaEXPAS3 podera fornecer informagdes importantes quanto a regulagao
da atividade destas isoformas na cv. IAPAR-59 Graudo, e verificar seu envolvimento
no tamanho dos graos de café.

Por outro lado, o geneCaEXPA2 mostrou transcrigdo especifica em
pericarpo nos estadios finais de maturagao do fruto tanto em C. arabica cv. IAPAR-
59 como em IAPAR-59 Graudo. Isto, aliado a auséncia de transcritos em perisperma
e endosperma, sugere que esta isoforma pode estar envolvida na despolimerizagéo
da parede celular e, consequentemente, no controle da maturacido do pericarpo
(BUDZINSKIet al., 2011). Deste modo, seu promotor € um excelente candidato para
estudosde controle da maturagcdo dos frutos de cafeeiro. Do ponto de vista do
melhoramento genético do cafeeiro, estudos sobre a regulagdo do gene CaEXPA2
podem auxiliar a compreender o processo de maturagao dos frutos o que implicaria
no possivel desenvolvimento de plantas com frutos mais uniformes e

consequentemente, com uma melhor qualidade do café produzido.

3.5 REGULACAO DA TRANSCRICAO GENICA EM EUCARIONTES

3.5.1 Aspectos Gerais

Para que ocorra a produgao de uma determinada proteina na célula,
€ preciso que a partir de uma gene se transcreva uma molécula de mRNA (RNA
mensageiro) correspondente que sera posteriormente traduzida em uma proteina
(ALBERTSet al., 2002). Este processo é realizado por um complexo enzimatico cuja

enzima chave é a RNA polimerase |l, composta de varias subunidades e que realiza
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a polimerizacdo do RNA a partir de um molde de DNA (ALBERTS et al., 2002). A
transcricdo € iniciada quando a RNA polimerase Il liga-se ao promotor, localizado
imediatamente antecedente ao gene. O promotor posiciona o aparato basal no local
em que a transcricdo deve ser iniciada e a partir deste ponto, a RNA polimerase |l
move-se ao longo do DNA sintetizando RNA, até chegar a uma sequéncia de
terminacao (LEWIS et al., 2009).Enquanto em eucariontes a transcricao ocorre no
nuacleo e a tradugdo no citoplasma, ou seja, s&o separadas temporal e
espacialmente, em procariontes estes processos ocorrem concomitantes
(ALBERTSet al., 2002).

3.5.2 Controle Transcricional em Eucariotos

A expressao génica pode ser regulada em diferentes etapas da via
DNA-RNA-Proteina (ALBERTSet al., 2002). Em eucariontes, a regulagcao da
expressdo génica ocorre em diferentes etapas de eventos nucleares e
citoplasmaticos (MANIATISet al., 1987). A transcricdo € o primeiro estagio na
expressdo génica e a principal etapa na qual esta é regulada (SINGH 1998;
LEWISet al., 2009). O aparelho basal de transcrigao precisa reconhecer e se ligar ao
promotor para que a transcricdo se inicie. O promotor € uma regido contendo os
sitios de ligagdo para sustentar a transcricdo com eficiéncia e controle adequado.
Ele é capaz de regular apenas os genes aos quais estao fisicamente ligados e sua
funcdo é determinada pela sua estrutura que contém os elementos cis-regulatérios
(LEWISet al., 2009).

Em eucariotos um unico promotor pode ser regulado por umgrande
numero de sequéncias regulatorias espalhadas ao longo do DNA, pois proteinas
regulatérias podem influenciar o promotor mesmo estando ligadas ao DNA milhares
de nucleotideos distantes dele (ALBERTSet al.,, 2002). Assim, uma diferenca
significativa entre a transcricdo de mRNA eucarioticos e procarioticos esta no fato da
iniciagdo em um promotor eucariético envolver um grande numero de fatores que se
ligam a uma variedade de elementos que atuam em cis (HOCHHEINER & TIJAN
2003; LEWISet al., 2009).

Desta forma, a expressao génica é regulada por elementos cis-

regulatorios, sequéncias de DNA regulatérios, e os elementos trans-regulatérios e
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proteinas de ligacdo ao DNA capazes de regular os genes atravées do
reconhecimento e interacdo com os elementos cis-regulatérios (EMERSON; HSIEH,;
SUNG, 2010).

3.5.3 Elementos Regulatoérios

De maneira geral, a regulagao transcricional na expressao génica
em eucariotos € mediada pela interagaoentre os fatores de transcricdo(TFs), uma
classe de proteinas regulatérias, comos elementos cis-regulatérios (HOCHHEIMER
& TIJAN 2003; PRIEST, FILICHKIN, MOCKLER, 2009). Os elementos-cis, sitios de
ligagdo dos TFs, sdo os elementos funcionais do DNA, e s&o eles que influenciam
temporal e espacialmente a atividade transcricional. Multiplos elementos-cis formam
0s modulos cis-regulatérios (CRMs), os quais integram sinais de multiplos TFs
resultando em uma alta especificidade no controle da expressdao dos genes alvo
(PRIEST; FILICHKIN; MOCKLER 2009).

Os elementos cis-regulatérios que controlam a atividade
transcricional de um gene estao distribuidos ao longo do DNA em regiao promotora
minima (core do promotor), regides ativadoras (enhancers) ou inibidoras
(silenciadores) da transcrigdo, e insuladores (LEVINE & TIJAN, 2003).

O core do promotor € compacto e € composto de cerca de 60pb
(LEVINE & TIJAN, 2003). Ele é definido como sendo a regido do DNA que direciona
a iniciacdo da transcricdo pela RNA polimerase 1l (JUVEN-GERSHON &
KADONAGA 2009). Existem varios motivos que podem contribuir para a formagao
do complexo de iniciacdo dentre eles estdo motivos como TATA box, BREu
(elemento de reconhecimento upstream TFIIB), Inr (iniciador), MTE (motif elemento
dez), DPE (elemento do promotor downstream) e XCPE1 (elemento 1 do core do
promotor X) (SANDELIM et al., 2007; JUVEN-GERSHON & KADONAGA 2009). A
transcricdo geralmente é iniciada no motivo Inr, sendo o nucleotideo ATG no
consenso Inr é usualmente designado como sendo a posi¢ao +1. O TATA Box foi o
primeiro motivo de core do promotor a ser descoberto (JUVEN-GERSHON &
KADONAGA 2009). Geralmente, o TATA-box esta localizado a cerca de -30 pares

de bases (pb) do ponto +1, e elementos promotores proximais estdo localizados
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entre -100 (CCAAT-box) e -200 pb (GC-box) deste ponto (STEPHEN & JAMES,
2003; JUVEN-GERSHON & KADONAGA 2009).

As regides regulatérias (ativadores ou silenciadores) podem estar
localizadas proximas ou distantes do gene, em regides 5’ e 3’ regulatérias ou dentro
de introns. Uma tipica regiao regulatoria tem cerca de 500pb e contém cerca de 10
sitios de ligagao para pelo menos 3 ativadores ou repressores diferentes. Existem
também os insuladores que previnem que regides regulatérias atuem sobre
promotores degenes vizinhos (LEVINE & TIJAN, 2003).

Figura 3— Regides regulatérias de eucariontes. Promotor contendo o elemento
iniciador (Inr), o TATAbox, DPE (elemento do promotor downstream),
insulador e regides regulatérias silenciadoras e ativadoras (silencer e
enhancer).Adaptado de Adams (2008).
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Existem diversos tipos de promotores, enquanto alguns podem
conferir uma expressao constitutiva ao gene, outros permitem uma expressao 6rgao-
especifica ou ter sua expressao induzida pelo meio ambiente (OWet al., 1987). Os
elementos cis-regulatérios sdo ferramentas chave no processo de transcricao e séo
responsaveis pelo padrao de expressdo dos genes sobre determinado estimulo,
tratamento ou condigbes ambientais (PRIEST, FILICHKIN, MOCKLER, 2009) e por

isto estudos destas regides regulatorias sédo de grande importancia.



24

3.6 IDENTIFICACAO DE REGIOES PROMOTORAS EM PLANTAS CULTIVADAS

Em plantas diferentes sequéncias regulatérias que conferem
diversos padrdées de expressdo foram identificadas e clonadas, permitindo
construgcdes de vetores para que a expressao de um gene de interesse seja
requlada de maneira desejavel, por exemplo, em plantas geneticamente
modificadas.

O promotor mais utilizado para expressdao de genes exdgenos
(transgenes) em plantas dicotiledéneas € o promotor 35S do virus do mosaico da
couve-flor (CaMV) (OWet al., 1987). O promotor CaMV 35S promove uma forte
expressdo na maioria das dicotiledéneas (FROMMet al., 1985). Entretanto para o
desenvolvimento de plantas transgénicas com caracteristicas especializadas, tais
como maior tamanho de grdo ou diferengcas na composi¢do quimica do gréao, a
utilizagcdo de promotores constitutivos ndo garante expressao espacial e temporal
adequada (NEUTEBOOMet al., 2002; PETRASOVITSet al., 2007).

Alguns promotores de expansinas ja foram descritos na literatura.
Lee, Choi e Kende (2001) caracterizaram um promotor de expansina de arroz. Em
ArabidopsisCho e Cosgrove (2002) descreveram um promotor de expansina
(AtExp7) raiz- especifico. Karaaslan e Hrazdina (2010) descreveram um promotor
fruto-especifico em cereja (Prunus cerasus L.). Em trabalho recente, Sun, Zhang e
Chai (2011) clonaram e caracterizaram a regiao promotora da BJEXPAL1 de mostarda
(Brassica juncea L.) para tentar entender o padrao de expressado desta expansina
sob estresse de metal pesado. Stalker et al., (2003) patentearam um promotor de
expansina expresso em fibra de algoddo e Ro et al., (2002) patentearam um
promotor fruto especifico de tomate.

Até o momento poucos estudos foram realizadosem promotores de
cafeeiro, Marraccini et al., (1999) isolaram o primeiro promotor relacionado com
frutos e sementes a partir de genes de proteina de reserva 11S globulina. Outro
exemplo de promotor clonado em café € o promotor da proteina de reserva 11S
legumina (ACUNAet al.,1999). Satyanarayana et al. (2005) clonaram a sequéncia
promotora do gene que codifica uma N-metiltransferase, proteina essencial na
sintese de cafeina em plantas de café. Também ja foram descritosmais dois

promotores para frutos e sementes do cafeeiro, relacionados com os genes de
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Dehidrina e Oleosina (HINNIGER et al., 2006). Recentemente, Brandalise (2009)
descreveu a clonagem e caracterizagdo de dois promotores especificos para raiz e
folha de café, utilizando os dados gerados pelo Projeto Genoma Café. Também em
2009foi descrito a clonagem e caracterizagdo dequatro regides promotoras no
cafeeiro sendo um constitutivoCaGAPDH, umespecifico de frutoCaAN2
(anthocyanin2), edoiscorrespondentes a genes induzidos mediante a presenga
deagentes patogénicosCaPRle CaNPR1 (basic form of pathogenesis-related
proteinl e nonexpressor of PR genes)(CAVALLARI 2009).

Similarmente,Salgado (2009) isolou e caracterizou um promotor de
um gene para uma proteina de transferéncia de lipideos (LTP) de Coffea racemosa,
com especificidade para endosperma de frutos de café.

A transformagéo genética de cafeeiros para estudos de promotores
€ passivel e importante de ser realizada, mas demanda um tempo prolongado para o
processo de transformacao(RIBASet al., 2005, 2006, 2011), sem contar o tempo
para frutificacdo do cafeeiro de trés anos. Portanto a maioria dos trabalhos para
analise de promotores de cafeeiro utiliza plantas modelo para os testes iniciais.
Neste contexto se destaca o tomate (Solanum lycopersicum), pertencente a familia
das Solanaceae, que tem afinidades taxondbmicas e genéticas com o cafeeiro,
incluindo a produgdo de frutos carnosos e conteudo similar do genoma (C= 950 e
640 Mb para tomate e cafeeiro, respectivamente) (VAN DER HOEVEN et al.,2002),
numero basico de cromossomos simliar (x= 12 para tomate e x=11 para cafeeiro) e
arquitetura cromossémica similar com cromossomos pericéntricos altamente
condensados e heterocromatina e eucromatina descondensada durante a fase de
paquiteno na meiose (RICK 1971; PINTO-MAGLIO e CRUZ 1998). Outra vantagem
da utilizacdo do tomateiro como modelo é a introdugao da cultivar miniatura Micro-
Tom (MT) que apresenta diversos recursos favoraveis como o tamanho reduzido
(15-20 cm), ciclo rapido de vida (70-90 dias) e facil transformacao (PINO-NUNES
2009).
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4 ARTIGO A SER SUBMETIDO PARA A REVISTA PLANT CELL REPORT-
SPRINGER

CLONAGEM, CARACTERIZACAO E VALIDACAO FUNCIONAL DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE DA EXPANSINA DE C. ARABICA

ABSTRACT: The maturation of coffee fruits is a physiological and biochemical
process that changes color, flavor, aroma and texture. These processes involve the
expression of different enzymes and proteins such as expansins, responsible for
promoting the cell wall expansion. The characterization of expression pattern of
expansions (CaEXP1, CaEXP2, CaEXP3) in different fruit tissues in coffee aroused
the interest in the promoter region of these genes. Thus, this study aimed to clone
the promoter regions of genes, CaExpl, CaExp2 and CaExp3 in two cultivars of C.
arabica: IAPAR 59 and 59 IAPAR Graudo; to compare in silicothese promoter
regions and to validate the function of the promoter (ProCaExp2).In silico analysis of
the promoters revealed the presence of motifs responsive to light in the four
promoters and growth regulators such as ethylene and auxin in ProCaEXP2 and
ABA, brassinosteroids and GA in ProCaEXP1 and ProCaEXP3. The expression of
gene GUSA demonstrated that the ProCaEXP2 drives the gene expression to the
endosperm before the beginning of maturation and for the endosperm and pericarp
during maturation of the fruit. The availability of specific promoters is an important
biotechnological tool to direct the expression of genes for fruit without interfering with
other metabolic processes of plants.

Keywords: a-expansins. Fruit development.Maturation. Promoter. C.arabica

4.1 INTRODUCAO

O café é uma das principais “commodities” mundiais, com vendas
globais alcangando cerca de noventa bilhdes de dodlares (AMARALet al., 2011).
Apesar de ja terem sido descritas 100 espécies no género Coffea, a produgéo
comercial do café envolve predominantemente duas espécies: C. arabica Linnaeus
(70% da producéo mundial) e C. canephora Pierre ex Froehner (30%).

A ndo uniformidade no crescimento dos frutos de cafeeiro acarreta a
presengca de frutos em diferentes estagios de maturacdo na mesma planta. Esta
maturacao desuniforme vem sendo associada a qualidade da bebida do café
(PEREIRA et al., 2005). A presenga de frutos verdes e maduros no mesmo lote de
graos do cafeeiro altera teores de acidez, amargor e consequentemente a qualidade
da bebida (RIBAS; PEREIRA; VIEIRA, 2006). Uma maneira de minimizar este

problema é a utilizacdo de plantas de café com desenvolvimento e maturagao



27

uniforme dos frutos. Portanto, o entendimento desse processo de maturagdo nos
seus diversos niveis é fundamental para o desenvolvimento de estratégias visando
melhorar a qualidade dos cafés.

Eventos bioquimicos e fisiolégicos que ocorrem durante a maturagéo
alteram cor, sabor aroma e textura dos frutos, e envolvem a expressao de diferentes
enzimas e proteinas relacionadas com o alongamento, relaxamento e expansao da
parede celular e despolimerizagdo das pectinas.A clonagem e manipulagdo dos
genes envolvidos nas fases de desenvolvimento e maturagdo possibilitam retardar
ou até mesmo inibir esses processos fisioldgicos, principalmente em frutos
climatéricos (PEREIRA et al., 2005). Em cafeeiro, duas isoformas de a-expansinas
(EXPA) (CaEXP1 e CaEXP3), com alta expressdo em perisperma apresentam
padrao de transcricdo distintos em duas cultivares de C. arabica, IAPAR-59 e
IAPAR-59 Graudo (cultivar com tamanho maior de gréo), sugerindo a relacéo destes
genes com a definicdo do tamanho do grao do café (BUDZINSKI et al. 2011). Além
dissouma terceira isoforma de EXP, CaEXP2, apresenta padrao de transcricdo
especifico em pericarpo nos estadios finais de maturagao do fruto, o que sugere que
esta isoforma pode estar envolvida na despolimerizagdo da parede celular e,
consequentemente, na maturagao do pericarpo (BUDZINSKI et al. 2011).

Portanto, a alta expressao destas isoformas em tecidos distintos do
fruto despertou o interesse na caracterizagcdo da regido promotora das trés
isoformas em C. arabica, além da comparacédo dessas sequéncias regulatérias nas
cultivares IAPAR 59 e IAPAR 59-Graudo.

A atuacao das expansinas no alongamento e expansao celular ja foi
observada em diferentes tecidos em crescimento como: hipocétilos (SCHERBAN et
al., 1995; CADERAS et al., 2000) raiz e pélos radiculares (ZHANG; HASENSTEIN,
2000; CHO; COSGROVE, 2002), xilema (IM; COSGROVE; JONES, 2002; GRAY-
MITSUMUNE et al., 2004), folhas (PIEN et al., 2001; MULLER et al., 2007). Em
frutos, foi observada atividade de genes de expansinas em processos de
desenvolvimento e maturacdo (ROSE, LEE, e BENNET 1997; BRUMMELL,
HARPSTER e DUSMUIR 1999; POWELL et al., 2003; CHOI et al., 2003;
BUDZINSKI et al. 2011) Promotores de expansinas tanto relacionados ao
desenvolvimento e maturagao de frutos em arroz (LEE, CHOI e KENDE 2001),
cereja (Prunus cerasus L.) (KARAASLAN e HRAZDINA 2010) e tomate (RO et al.
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2002), como em outros processos de desenvolvimento foram descritos (CHO e
COSGROVE 2002; STALKER et al., 2003; SUN, ZHANG e CHAI 2011).

Portanto, a identificacdo dos promotores de expansinas de cafeeiro
com atividades relacionadas aos estagios de desenvolvimento dos frutos podera ser
importante em trabalhos de transformacéo genética do cafeeiro, tanto com relagéo a
producao de plantas transgénicas, como para auxiliar na compreenséo dos fatores
genéticos e fisioldgicos relacionados a formagdo do grédo e maturagdo do fruto.
Neste trabalho, foi realizada a clonagem e caracterizagdo da regido promotora de
trés genes de a-expansinas (EXPA), envolvidos em estagios de desenvolvimento e
maturacdo de frutos do cafeeiro, CaExp 1 (GenBank: GQ434001), CaExp2
(GenBank:GQ434002) e CaExp3 (GenBank:GQ434003). Também foi realizada a
transformacao da planta modelo (Solanum lycopersicum cv. MicroTom) com vetor de

transformacao contendo o promotor de CaExp2 fusionado com o gene GUSA.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Material Vegetal

Plantas de café da espécie Coffea arabica cv. IAPAR-59 e cv.
IAPAR-59 Graudo (Figura 4) do Instituto Agrondmico do Parana foram utilizadas
para clonagem dos promotores. Foram coletadas cerca de cinco folhas de cada
cultivar, e maceradas em nitrogénio liquido até obtencdo de um pé fino, para

posterior armazenamento em -80° C, até extracado de DNA gendmico.

Figura 4— Frutos de C. arabica cv. IAPAR-59 e IAPAR-59 Graudo (BUDZINSKI et
al., 2011).
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4.2.2 Extracdo de DNA Genbémico

A extracdo de DNA gendmico foi baseada no protocolo descrito por
Doyle & Doyle, 1987. Cerca de 3g de folhas maceradas em nitrogénio liquido foram
utilizadas para extracdo com 20 ml de tampéao de extracdo CTAB contendo 0,4 mL
de B-mercaptoetanol e 0,4 de metabissulfito de sédio 10%, e colocados em banho
Maria a 65°C por 20 minutos. A seguir o material foi centrifugado a 7500 rpm por 5
minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante foi retirado e adicionado 1X o
volume de cloroférmio e centrifugado novamente nas mesmas condigdes. A fase
superior foi recolhida e novamente foi colocado 1X volume de cloroférmio e
centrifugado. A fase superior foi retirada e sendo acrescentado de isopropanol 0,6X
do volume. O material foi precipitado a —20°C overnight. Apds a precipitagédo, foram
centrifugados por 30 minutos a 4°C 7500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
DNA ressuspenso em 1mL de agua milli-Q autoclavada, contendo 200 ul de
RNAseA- 10mg/ml seguido de incubagéo por 1 hora a 37°C. Depois foi adicionado 1
volume de fenol cloroférmio e centrifugado a 7500 rpm, 5 minutos em temperatura
ambiente. A fase superior foi coletada, adicionada 1X o volume de cloroférmio e
centrifugada nas mesmas condigdes anteriores. Apos retirar a fase superior o
material foi precipitado com acetato de sddio 3M pH 5,2 (10% do volume retirado) e
2X o volume de etanol 100%. A precipitacdo foi realizada a —20°C overnight e
centrifugado por 30 minutos a 4°C 7500 rpm, o sobrenadante descartado e o
precipitado lavado com etanol 70%. Apds a secagem do DNA adicionou-se de 0,1mL
TE (1:10).

4.2.3 Construcao de Bibliotecas Genome Walker™

O Kit GenomeWalker™ proporciona um meétodo de amplificar
regides ndo conhecidas flanqueada por regides de seqUéncias conhecidas. Para
construgcédo das bibliotecas foi realizada a digestdo do DNA gendémico com quatro
enzimas de restricao de terminal abrupto (EcoRV, Dral, Sspl e Pvull). Os fragmentos
do DNA digerido foram ligados a adaptadores especificos, resultando quatro
bibliotecas de C.arabica cv. IAPAR-59 e 4 bibliotecas C.arabica cv. IAPAR-59

Graudo. Para a construgao da biblioteca foi utilizada 2,5ug de DNA genémico, 10 U
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da enzima de restricdo, 10ul do tampao especifico para a enzima e 57ul de agua
miliQ autoclavada. Depois de digerido o DNA foi purificado por fenol-cloroférmio
onde se adicionou em cada tubo 95ul de fenol-cloroférmio proporcéo 1:1 entdo as
amostras foram centrifugadas a 7500 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente.
A fase superior foi coletada e depois de adicionado 1X volume de cloroféormio foi
submetida a centrifugacdo nas mesmas condi¢gdes anteriores. Apds retirar a fase
superior o material foi precipitado com acetato de s6dio 3M pH 5,2 (10% do volume
retirado) e 2X volume de etanol 100%. A precipitagao foi realizada a —20°C por 16
horas e o DNA foi centrifugado por 30 minutos a 4°C 7500 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com etanol 70%. Apds a secagem do DNA
adicionou-se de 10 yl de agua miliQ autoclavada. A ligagado dos adaptadores foi feita
utilizando 4 ul do DNA digerido e purificado, 1,9 ul dos adaptadores fornecidos pelo
Kit GenomeWalker™, 1,6 ul de Tampao fornecidos pelo Kit GenomeWalker™, 6U de
T4 DNA ligase e incubado a 16°C por 16 horas seguido de uma incubagao a 70° por
5 minutos para inativar a enzima. Apos inativada a enzima foi adicionado 72ul de
agua miliQ autoclavada. Os adaptadores servem de sitio de anelamento para
primers especificos, que juntamente com primers especificos do gene, passaram por
dois ciclos de amplificacdo para clonagem da regiao de interesse. Para a ligagao dos
adaptadores foram utilizados 4 pl do DNA digerido e purificado.O esquema da
metodologia utilizada para a obtengdo da sequencia do promotor esta representado

na figura 5.
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Figura 5— Etapas da metodologia utilizada para a obtencao das regides promotoras
dos genes de interesse. Fonte: BD GenomeWalker™ Universal Kit User

Manual (2004).
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4.2.4 Obtengao das Sequéncias Promotoras de Interesse

A regidao promotora dos genes de interesse foi isolada utilizando-se
duas etapas de PCR por biblioteca. A amplificagdo da PCR primaria usou o primer
adaptador (AP1) (5'GTAATACGACTCACTATAGGGC3') fornecido pelo kit e
presente na sequéncia do adaptador GenomeWalker e outro primer do gene
especifico (GSP1, Tabela 1). A reagdo de amplificagdo foi realizada segundo
indicagbes do fabricante utilizando ciclo incial sendo realizado um ciclo inicial de
desnaturagao a 95°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1
minuto a 60°C e 3 minutos a 72°C, seguido de um ciclo de extensao final a 72°C por
4 minutos.

A reacao da PCR foi constituida por 1 yL de DNA de cada biblioteca,
onde foram adicionados (concentragao final): GoTag® Hot Start Colorless Master
Mix 2X (GoTag® Hot Start DNA Polymerase, 2X Colorless GoTag® Reaction Buffer
(pH 8,5), 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP e 4mM MgCl, )
e 0,5 uyM de cada oligo (AP1 e GSP1). O volume final da reagao foi de 20 pl, o qual
foi obtido adicionando-se agua deionizada autoclavada.

O produto primario da PCR foi diluido na proporgcéo 1:50 e usado
como alvo para uma amplificacdo secundaria ou nested PCR. Para cada reacgao foi
utiizado 1uL de DNA da 1° reagédo diluida, 0,5 pyM do primer adaptador
(AP2)(5'ACTATAGGGCACGCGTGGT3"e0,5 uMdo primer gene-especifico (GSP2,
Tabela 1). A reagcdo de amplificacdo foi realizada utilizando ciclo incial sendo
realizado seguido de 7 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 25 segundos, 72° C por 4
minutos, seguido de 32 ciclos de 25 segundos a 94°C, 4 minutos a 67°C e extenséo
final por7 minutos a 67°C.Cada fragmento de DNA, que comega na sequéncia
conhecida na posi¢cao 5’ do GSP2 e estendida até a regiao ndo conhecida adjacente
do DNA foi clonada e posteriormente analisada.

Os primers gene-especificos (GSP1 e 2) foram desenhados pelo
programa PRIMER DESIGN 2.0, a partir da sequéncia nucleotidica dos genes
previamente caracterizados (BUDZINSKI et al., 2011).
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Tabela 1- Oligos gene-especificos utilizados para a amplificacdo da regiao
promotora dos genes de interesse.

Gene GSP1 GSP2

CaEXPA1 5 TGCCACCCTCCATAGTCCCCAAAAGCT 3° 5 AGAGGAGATGAGGAGGAGGAGAACGCC 3’

CaEXPA2 5 TGCCACCCTCCATAGTCCCCAAAAGCT 3 5 AGGGGCGAGAGAAAGAGGGGGAAACGA 3

CaEXPA3 5 AGGTGTGGAAGTGAAGGGAGCAGCGT 3 5 GCCATCATTATCAGGCACCGACCGGCA 3’

4.2.5 Clonagem dos Fragmentos

Os fragmentos amplificados foram ligados ao vetor PCR 2.1-
TOPO® cloning, (Invitrogen™, Life Technologies) seguindo as indicagdes do
fabricante para sequenciamento e caracterizagdo in silico. Para a transformagéo
foram usadas células competentes de E. coli estirpe DH10B preparadas para
transformacao via eletroporacdo. As amostras foram plaqueadas em meio LB sélido
(SAMBROOKGet al., 1989), contendo X-Gal e agente seletivo canamicina (30 ug/L) e
incubadas a 37° C durante 18 horas, sendo as col6nias bacterianas brancas
transformadas selecionadas para analise. As col6nias brancas selecionadas foram
crescidas em meio LB (SAMBROOKet al., 1989) contendo canamicina (30 ug/L) e
incubadas a 37° C e 200 rpm de rotagao durante 18 horas. Depois de crescidos os
clones foram submetidos a extragdo de plasmideo por lise alcalina (SAMBROOKet
al., 1989). Foi realizada entdo uma reacédo de digestdo com enzima EcoRI| para
verificar se os clones continham o inserto. Os plasmideos foram analisados via
padrdo de digestdo com a enzima de restricdoEcoRI (3U) e 200ng de plasmideo
realizadas a 37°C na presencgade tampao de reagao 1X e agua milliQ autoclavada. O
padrdo de digestdo foi visualizado em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo.

A utilizacdo do Kit Genome Walker™ possibilita a obtencao de
fragmentos de diferentes tamanhos do mesmo promotor devido a utilizacdo de
diferentes enzimas. Desta forma, os diferentes tamanhos obtidos das trés isoformas
de expansinas estudadas das cvs. IAPAR 59 e IAPAR 59-Graudo: CaEXPAL,
CaEXPA2 e CaEXPA3foram clonados.

Os clones que apresentaram o inserto foram replicados em meio LB
(SAMBROOKet al., 1989) contendo canamicina (30ug/L) e 10% de glicerol para
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placas de 96 pocos onde foram crescidas a 37°C por 18 horas e fechadas com

adesivo selador e mantidas em freezer -80°C para estoque.

4.2.6 Sequénciamento dos Fragmentos Obtidos

Apos a confirmagdao da clonagem, os fragmentos de diferentes
tamanhos foram submetidos aos procedimentos de sequenciamento no
sequenciador ABI PRISM™ 3130 da Applied Biosystem. As amostras de DNA
utilizadas foram provenientes de extracdes de DNA plasmidial em pequena escala
por lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989) e as reacdes foram preparadas utilizando
o Kit Big Dye Terminator seguindo indica¢des do fabricante e utilizando o 5uM do
primer universal M13.

Para denominagao dos promotores utilizamos o prefixo Pro seguido
da denominacdo do gene regulado, sem italizagdo, de acordo com indicagdo do
Molecular Plant Journal
(http://www.oxfordjournals.org/our_journals/mplant/for_authors/nomenclature_and_te

rminology.html)

4.2.7 Anadlise das Sequéncias e Comparacdo Gendmica in silico Entre Dois

Cultivares de Café

A fim de identificar o promotor de ambos os haplétipos em C.
arabica, foram analisados as sequéncias de 10 clones de cada promotor utilizando o
programa CLC (Main Workbench 4.1.1). Apds esta etapa foram feitas as analise das
sequéncias visando a buscas de regides regulatérias e a comparagdo gendmica
entre os promotores das diferentes cultivares utilizando o programa CLC (Main

Workbench 4.1.1) e os seguintes bancos de dados:

PLACE (HIGO et al., 1999) —
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html

RegSite - http://softberry.com
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Matlnspector (CARTHARIUS etal., 2005) —

http://www.genomatix.de/matinspector.html

PlantCare (LESCOT et al., 2002) —

http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/

4.2.8 Construcdes de Vetores de Expressao

Os promotores clonados da CaEXPA2foram inseridos no vetor
pCambia 1381 (Figura 6) quepermite a fusdo do promotor de interesse ao gene
reporter gusA, codificador da proteina B-glucuronidase. Para isto, foram utilizados
procedimentos padrées de clonagem (SAMBROOKEet al., 1989). Foram feitas trés
construgbes com a sequencia regulatéria de CaEXPA2 de diferentes tamanhos,
1000pb, 600pb e 300pb.

Figura 6— Constru¢gbes génicas empregadas. A) Estrutura do cassete de
transformacao utilizados para a analise funcional do promotor B) Mapa
de restricdo do vetor binario pCAMBIA 1381 contendo o gene reporter
GUSA (http://www.cambia.org/daisy/cambia/2053/)
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Para insercdo dos promotores putativos no vetor, ambos foram
digeridos com a enzima de restricdo EcoRI (3U) como descrito anteriormente
utilizando 10ug de DNA. O produto da digestao foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1% (p/v) em tampao TAE 1X corado com brometo de etideo 0,1% (v/v).
Os fragmentos correspondentes aos promotores putativos foram cortados do gel e
mantidos em freezer -80°C por 2 horas. Os fragmentos foram eluidos do gel através
de centrifugagdo a 13 000 rpm por 15 minutos, onde apds a centrifugagéo foi
retirado o sobrenadante e precipitado com 10% de acetato de sodio 3M pH 5,2 (v/v)
e 2X volume de etanol 100%. A precipitacdo foi realizada a —20°C overnight e
centrifugado por 30 minutos a 4°C 7500 rpm, o sobrenadante descartado e o
precipitado lavado com etanol 70%. Apds a secagem do DNA adicionou-se 10uL de
agua miliQ autoclavada. Para ligagdo dos fragmentos no vetor pCambia 1381 foi
utilizado 100ng de vetor, 50 ng do inserto, 3 u de T4 DNA ligase e 1uL do Ligase
10X Buffer (10mM Tris-HCI (pH 7,4), 50mM KCI, 1mM DDT, 0,1'mM EDTA e 50% de
glicerol) e a reacao foi incubada por 4 horas em temperatura ambiente. Em seguida
foram utilizados 2 pL de cada ligagdo para a transformagdo com células
competentes de E. coli estirpe DH10B preparadas para transformacdo via
eletroporagao (SAMBROOKet al., 1989). As amostras foram plagueadas em meio
LB sélido (SAMBROOKEet al., 1989), contendo canamicina (100ug/mL) e incubadas a
37°C durante 18 horas. As colbnias que cresceram foram selecionadas, extraido o
plasmideo e digeridos com enzima de restricdo EcoRlIseguindo o protocolo descrito
anteriormente para verificar a presenca do inserto. A sequéncia do promotor putativo
foi analisada utilizando o programa CLC (Main Workbench 4.1.1) a fim de identificar
presenca de sitios de restricdo no fragmento. Baseado nesta anadlise € possivel,
através da digestdo com enzimas especificas, saber por meio do tamanho do
fragmento digerido a posi¢cao do promotor no vetor (Figura 7). Para verificar se o
promotor putativo foi inserido na posicdo correta no vetor, os clones que
apresentavam o inserto foram digeridos com as enzimas Pstl e Xbal para verificar o

tamanho do fragmento digerido.
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Figura 7— Construgao génica mostrando os sitios de digestdo e o tamanho do
fragmento esperado de fragmento referente a posicdo correta do
promotor.
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4.2.9 Insercéo dos Vetores em Agrobacterium tumefaciens

Para o preparo de células competentes para transformacao por
choque térmico, uma col6nia de Agrobacterium tumefaciens (EHA 105) foi isolada da
cultura e crescida em meio de cultura YEB liquido com rifampicina 20ug/mL e
incubado a 28°C com agitagdo de 150rpm por 16 horas. Transferida 2 mL da cultura
para 50 mL de meio YEB em erlenmeyer de 250 mL e incubada a 28°C com
agitacdo de 150 rpm por 16 horas. Atingida a O.D. nescessaria (Aspo= 0,6) a cultura
foi incubada no gelo por 15 minutos. As bactérias foram transferidas para um tubo
de centrifuga de 50 mL e foi centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos a temperatura
de 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas
delicadamente as células em 1 mL de CaCl, 20mM previamente resfriado a 4°C. A
suspenséao de células foi aliquotada a 0,1 mL.

Foi adicionado entdo, 1ug de DNA plasmidial por aliquota, misturado
delicadamente e deixado no gelo por 30 minutos. As células foram incubadas em
nitrogénio liquido até solidificagdo e transferidas imediatamente para 37°C por 5
minutos. Foi adicionado 1 mL de YEB, homogeneizado e incubado a 28°C por 2
horas. 100uL da suspensado foram plaqueadas em YEB soélido com 20ug/mL de

rifampicina e 100ug/mL de canamicina e incubadas a 28°C por 48 horas.
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4.2.10 Transformacao de Solanum lycopersicumcv. Microtom

A construgéo contendo a sequéncias regulatérias de 1000 pb de Pro
CaEXPA2, fusionadas ao gene reporter gusA foi utilizada para experimentos de
analise funcional, através de transformacao de planta modelo tomate, Solanum
lycopersicum cv. Microtom. A transformacado foi realizada via A. tumefaciens
utilizando cotilédones germinados in vitro de acordo com protocolos descritos (PINO-
NUNES et al., 2009 modificado). Sementes de Solanum lycopersicum cv. Microtom
foram esterilizadas com uma solugéo 30% de hipoclorito de sédio mais duas gotas
de detergente por 15 minutos, seguido de lavagens com agua estéril para retirar o
excesso da solugdo. As sementes foram germinadas em uma meio contendo
metade da concentracdo dos macro e micros nutrientes do meio MS (MURASHIGE
E SKOOG, 1962) metade da concentragéo das vitaminas do meio B5 (GAMBORG et
al.1968), 15g/L de sacarose solidificados com 8g/L de agar. O pH foi ajustado com
KOH 1M para 5,8 antes de autoclavado. Aproximadamente 20 sementes foram
colocadas por caixas de cultura magenta™ contendo 50 mL de meio. As culturas
foram incubadas a 25°C +/- 1°C sob condi¢cbdes de 16 horas de fotoperiodo por cerca
de 10 dias. Os cotilédones foram isolados e as pontas distais e proximais foram
removidas e o cotilédone foi dividido em dois explantes. Os explantes foram
colocados com a parte abaxial em contato com o meio MS solidificado com agar 8
g/L suplementado com 100uM de acetoserigona (AS), imediatamente apods
isolamento, totalizando 100 explantes por tratamento (20 explantes por placa de
Petri). Em seguida os explantes foram inoculados com 10uL da suspensado de A.
tumefaciens 0,4 DOggo ressuspendida em MS liquido contendo 1% de AS (v/v). As
placas foram incubadas durante 10 minutos em temperatura ambiente. O excesso
da suspensdo bacteriana foi removido com auxilio de papel filtro estéril. Os
explantes foram co-cultivados com A. tumefaciens no escuro a 28°C durante 48
horas. Em seguida, os explantes foram entdo transferidos para 50 ml de meio de
regeneragao (meio MS suplementado com 150 mg/L Timetina, 1,09 mg/L Zeatinae 5
mg/L Higromicina) e cultivados em fotoperiodo de 16 horas a 25°C +/- 1°C por 3
semanas. Apds esse periodo os explantes foram repicados a cada 10 dias nas

mesmas condi¢des descritas acima.
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Os brotos regenerados com cerca de 5 mm foram separadas dos
explantes e transferidas para frascos magenta contendo meio de alongamento (meio
MS suplementado com 150 mg/L Timetina) para o desenvolvimento da parte aérea.
Apds 4 semanas as plantas que ndo desenvolveram raiz foram transferidas para
frascos magenta contendo meio MS suplementado com 5 mg/L de &cido indolacético
(AIA).

4.2.11 Analise Histoquimica

As plantas transformadas foram analisadas histoquimicamente para
detectar a atividade do gene gusA(JEFFERSON 1987). Amostras de frutos, flores e
folhas foram incubados em tampao de reacdo (McCABE et al., 1988) contendo 100
mM de NaH;PO4 H;O. 0,5 Mm de KsFe(CN)s. 3H,O; 10 mM de Na;EDTA.2H,0;
0,1% Triton X-100 e 1mM, de X-Gluc suficiente para cobrir os tecidos. As amostras
foram incubadas a 37°C no escuro por 16 horas. Para interromper a reagao e retirar
a clorofila foi adicionado etanol 70% e apds 24 horas as amostras foram lavadas

com agua destilada e transferidas para solugao de glicerol 50% para conservagao.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Isolamento e Clonagem da Regido Promotora

Para a obtencdo da regido promotora das expansinas foi utilizado o
kit Universal Genome Walker (Clontech). O DNA genbmico de café apresentou
melhor padréo de digestdo quando digerido com as enzimas Dral e EcoRV. Desta
forma os adaptadores foram ligados nasduas bibliotecas para a cultivar C. arabica
1.59 e para a C. arabica 1.59 cv. Graudo. As amplificacbes foram realizadas para os
promotores de CaExpl, CaExp2 e CaExp3 tanto para a cultivar IAPAR 59 como
para IAPAR 59 graudo. Depois de realizado a 2° PCR foram obtidos fragmentos de

diferentes tamanhos para todos os genes (Figura 8 e Tabela 2).
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Figura 8- Fragmentos dos promotores dos genes de expansina de C. arabica lapar
59 e C. arabica lapar 59 cv. Graudo obtidos utilizando o kit Universal
Genome Walker (Clontech)™: A) Amplificagdo da biblioteca EcoRV; B)
Amplificagédo da biblioteca Dral.
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Os produtos da 2° PCR foram clonados em vetor TOPO® TA e
inseridos em E.coli DH10B por eletroporacao. Para cultivar IAPAR 59 foram obtidos
fragmentos de diferentes tamanhos (cerca de 300pb, 600pb e 1000pb) para o
ProCaExp1e com cerca de 1000pb para o ProCaExp2.Para a cultivar Graudo foram
obtidos fragmentos com cerca de 300pb e 600pb para o ProCaExp1e de cerca de
1000pb para o ProCaExp2. A fim de melhor analisar o ProCaExp2 da cultivar C.
arabica IAPAR 59 foram feitos primers especificosos quais permitiram a obtencao de
fragmentos de 600pb e 300pb. Para ProCaExp3foram obtidos fragmentos de 300 e
1000 pb para os culitvares IAPAR 59 e IAPAR 59 graudo respectivamente.
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Tabela 2— Numero de clones e tamanho em pb dos promotores dos genes de
expansina e das diferentes cultivares de C. arabica analisadas

Promotor N° de N° clones Tamanho Maior
Putativo Clones Sequenciados Clonado fragmento
(Aproximado) | Sequenciado

CaEXPA1l 35 8 300pb 580pb
lapar.59 600pb

1000pb
CaEXPA1l 15 10 300pb 880pb
I. 59 Graudo 600pb

880pb
CaEXPA2 21 20 300pb 1081pb
lapar.59 600pb

1081pb
CaEXPA2 10 9 1081pb 1081pb
1.59 Graido
CaEXPA3 2 1 300pb 300pb
lapar.59
CaEXPA3 28 1 600pb 1000pb
1.59 Graudo 1000pb

4.3.2 Analise in silico dos Promotores

Como o C. arabica € uma espécie alotretraploide, pelo menos dez
clones de cada promotor foram seqlienciados e analisados para verificar a possivel
amplificagcdo de diferentes haplétipos. Entretanto os promotores dos diferentes
clones de um mesmo fragmento ndo apresentaram diferencgas.

Através do alinhamento das sequéncias do ProCaExp2foi possivel
verificar que os promotores das cvslAPAR 59 e IAPAR 59 cv. Graudo sao idénticos.
Entretanto, a analise por alinhamento das sequéncias do ProCaExp1 das duas
cultivares demonstrou diferencas como observado na Figura 9. O ProCaExp1 da
cv. Graudo apresenta uma inser¢cao na regidao proxima a -150 e uma delegdo na
regido -300; além de diferengas nas sequéncias de bases principalmente entre as
regides -350 e -150 (Figura 9). COLOCAR MOTIVOS

Quando comparadas, as sequéncias ProCaExp1 e ProCaExp2e de
ProCaExp1 e ProCaExp3apresentaram poucas regides similares como pode ser

observados na Figura 10 e 11 respectivamente.
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Figura 9— Alinhamento no programa CLC (Main Workbench 4.1.1) entre as
sequéncias de ProCaExp1 das cvs lapar 59 (159) e .Graudo. Colunas
indicam similaridade entre as sequéncias.
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Figura 10— Alinhamento no programa CLC (Main Workbench 4.1.1) entre as
sequencia de ProCaExp2 e ProCaExp1. Colunas indicam similaridade

entre as sequéncias.
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Figura 11— Alinhamento no programa CLC (Main Workbench 4.1.1) entre as
sequéncias de ProCaExp1 e ProCaExp3. Colunas indicam similaridade
entre as sequéncias

Expansina 3 graudo 790
Consensus Exp1 Graudo 671
Consensus
100%
C ti
iy’ [T [T

2,0bits

Sequence logo
0,0bits

800 850

Expansina 3 graudo 847
Consensus Exp1 Graudo 713

Consensus
100%

Conservation
os LLLLITTITEEEITE (TR

2,0bits

Sequence logo
0,0bits

900

Expansina 3 graudo - 901
Consensus Exp1 Graudo 757

Consensus
100%

Conservation
0% (M1 [Tl TN

2,0bits

Sequence logo
0,0bits

4.3.3 Analise dos Motivos dos Promotores Expansina 1 e 3

As sequéncias dos promotores obtidos foram analisadas utilizando
quatro bancos de dados disponiveis para esse tipo de analise em plantas. Através
destas analises, mais de 300 motivos foram identificados nos dois promotores.
Como os genes CaEXPALl e CaEXPA3 apresentam o mesmo padrao de expressao
(BUDZINSKI et al. 2011), os promotores foram comparados para melhor visualisar
as diferengas e tentar compreender o padréo de resposta destes genes. Entre estes,
foram selecionados 20 motivos para o ProCaExp1da cv. Graudo, 19 para a cultivar
IAPAR 59 e 23 para o ProCaEXP3 (Tabela 3).

Entre os motivos encontrados a maior parte esta relacionada a
resposta ao horménio acido abscisico (ABA) e de resposta a luminosidade. A analise
pelo banco de dados Plant Care demonstra que 8 dos 24 motivos encontrados neste

banco de dados estdo relacionados a resposta a luz. Ja com os bancos de dados
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Softberry, Matinspector e Place, grande parte dos motivos encontrados estao
relacionados ao ABA e a resposta a luz, sugerindo uma importante fungao destes
dois fatores na regulagdo dos dois genes. Dentre os principais motivosencontrados
nos trés promotores em resposta a ABA e luz: DPBFCOREDCDC3 (FINKELSTEIN e
LYNCH 2000); DRE2COREZMRAB17 (KIZIS e PAGES 2002); EBOXBNNAPA
(STALBERGet al., 1996; HARTMANNet al., 2005), também conhecido como
elemento de resposta R (RRE) (HARTMANNet al.,, 2005); SBOXATRBCS
(ACEVEDO-HERNANDEZ, LEON e HERRERA-ESTRELLA 2005); MYB (ABEet al.,
2003; TRANS et al., 2004) eMYCATRD22 (BUSK e PAGES 1998) sédo elementos
responsivo relacionados a desidratagdo que respondem ao horménio ABA; o motivo
LTRECOREATCOR15 responde tanto ao horménio ABA (BUSK e PAGES 1998),
como também pode ser responsivo a luz, mediado por um fitocromo (KIN et al.,
2002); G-box, CATT-motif; GA-motif e GT1 sdo alguns dos motivos encontrados
responsivos a luz (MONGKOLSIRIWATANAEet al., 2009). O motivo G-box se destaca
também por apresentar resposta ao fitorregulador etileno e resposta a baixas
temperaturas (SESSA, MELLER e FLUHR 1995). O motivo DPBFCOREDCDC3
(FINKELSTEIN e LYNCH 2000) esta ausente no ProCaEXP3.

Outros motivos relacionados a fitorreguladores sdo CAREOSREP1 e
PYRIMIDINEBOXHVEPB1, induzidos por giberelinas (GA) (CERCOS, GOMEZ-
CADENAS e HO, 1999; SUTOH e YAMAUCHI 2003). Também foram observados
W-box, que sdo sitios de ligagdo das proteinas WRKY71 que reprimem GA e séo
também elementos responsivos a resposta a patégenos e ABA (ZHANG et al.,
2000).

Alguns dos motivos encontrados sao tecido-especificos como: DOF
(YANAGISAWA e SCHMIDT 1999); C-box (GALLUSCIlet al., 1994); e
EBOXBNNAPA (STALBERGet al., 1996) que estao relacionados com a expressao
especifica em endosperma.0 motivo CAREOSREP1, expresso em células de
aleurona de sementes de arroz (SUTOH e YAMAUCHI 2003),também foi
encontrado. Um motivo que confere expressdo em graos de pollen:
POLLEN1LELAT52, (BATE e TWELL 1998). E CARGCWS8GAT, sitio de ligagéo da
proteina AGAMOUS-like 15, do grupo de fatores de transcricdo das proteinas
MADS-box, relacionada com o florescimento (TANG e PERRY 2003).
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O elemento regulatério RHERPATEXP7 encontrado por Cho e
Cosgrove (2002) em expansina de Arabidopsis (AtEXP7) foi identificado nos trés
promotores analisados (ProCaExp1 nas duas cultivares e ProCaExp3).

Na comparacado dos ProCaExp1 foram observados a presenca dos
mesmos motivos, com exceg¢ao do elemento responsivo a brassinosterdides (BR),
(que se liga a proteina BZR1) (YINet al., 2002). Esse motivo foi encontrado somente
na cultivar IAPAR 59. Curiosamente o motivo BR foi encontrado no ProCaExp3 da
cv. Graudo.

Os motivos relacionados a fitorreguladores encontrados apenas no
ProCaExp3 foram: AuxRR-core relacionado a resposta a auxina, LECPLEACS2 de
resposta ao etileno (MATARASSO et al. 2005) e GARE-motif de resposta a
giberelina. Outros motivos encontrados somente em ProCaExp3 foram os motivos I-
box de resposta a luz (ARGUELLO-ASTORGA e HERRERA-ESTRELLA 1998) e
CIACADIANLELHC de resposta a luz e ritmo circadiano (PIECHULLA et al., 1998)

Tabela 3— Analise dos motivos encontrados no ProCaExp1 e ProCaExp3dos
culitvares IAPAR 59 e IAPAR 59 Graudo
ProCaEXP1 ProCaEXP1 ProCaEXP3
Sequén IAPAR 59 | 59 Graudo |1 59 Graudo
cia (580pb) (880pb) (1168pb) Banco de
Motivo Motivo dados
Fita | Posicdo | Fita | Posicéo | Fita| Posicéo
de Inicio de Inicio de Inicio
AuxRR-core GGTCCA Ausente Ausente + -639 Plant Care
T
Brassinosteroid CGTG + -235 Ausente -1143 Matlnspector
response
element(BR)
CAAT-BOX CAAAT + -303 -859 + -1056 Plant Care
+ -71 + -605 + -642
- -540 - -690 + -590
+ -389 + -436
- -823 - -918
+ -391 -696
- -667 -500
-64 -313
-858 -137
+ -601
-680
-266
- -726
+ -390
+ -606
- -59




CAREOSREP1

C-box (Opaque-2
Like
transcriptional
Activator)

CIACADIANLELH
Cc

DOF

DPBFCOREDCDC
3 (Dc3 promoter
binding factors)
DRE2
(DRE2COREZMR
AB17)

EBOXBNNAPA

GARE-motif

G-box

CAACTC

ATGAGT
CAT

CAANNN
NATC

AAAG

ACACNN
G

ACCGAC

CANNTG

TCTGTT
G/
AAACAG
A

CACGTC

241

-326

Ausente

-294
-290
-286
-443
-93
-89
-64

-235
24

-91
-417

-384
171
-165
-156
144
115
284
171
-165
-156
144
115

Ausente

-321
-340

+ 1

+

+

+ 4+ + + ++ o+ o+

-554

-367
-626
-627
-645
-646
-718

Ausente

-646
-591
-587
-337
-333
-760
-410
-406
-401
-381
-197

-554
-548

-91
-417

-690
-545
-488
-482
-473
-416
-432
-309
-690
-545
-488
-482
-473
-461
-432
-309

Ausente

-621
-594
-641

+ 4+ + ++ o+t

-670

-1110

-782

-854
-721
-569
-458
-407
-396
-253
-248
-144
-131
-92
-84
-984
-877
-5638
-488
-483
-302
-287
-183

Ausente

-467
-29

-189
-76
-38

-189
-76
-38

-127
-421

-1106

Place

Matlnspector

Place/ Plant
Care

Place/

Softberry/
Matinspector

Place/
Matlnspector

Place/

Softberry

Place

Plant Care

Softberry/
Plant Care



I-box

LECPLEACS2

LTRECOREATCO
R15

MADS-box
(CARGCWS8GAT)

MYB

MYCATRD22

PYRIMIDINEBOX
HVEPB1

RAV1AAT

RHERPATEXP7

SBOXATRBCS
(Coupling

element 1 binding
factors)

TATA box
TGACG-motif

W-box
(WRKY7105S)

GATAA

TAAAATA

CCGAC

CWwww
WWWWG

WAACCA
YAACKG

CACATG

TTTTTTC
C

CAACA

KCACGW

CACCTC
CA

TATA

TGACG

TGAC

Ausente

Ausente

-99
-28

-443
-443

-475
-436

171
115

-434

-358

-321

-341

-340
-322

+ + + +

+

+ 4+ + + +

Ausente

Ausente

-90
-416
-618

-54
-55

747

-760

-792
-461
-243

-488
-432
-545
-309

-751

-214
-207
-192

-622

-722
-831

-642

-713
-641
-189
-108
-93
-623
-5647
-245

-325
-19
-1016
-299

-580

-470
-466
-65
-29

770
-558
-48
770
-558
-48

-786
-1128
-936
-947
-38

-950
-815
-645
-418
-268

-1104
-441

-910

-565

-564
-413
-265
-677
-653
-970
-559

Place

Place

Place /
MatInspector

Place/
Matlnspector

Place/
MatInspector/
Plant Care/
Softberry

Place

Place

Place

Place

Place/
Matinspector

Plant Care

Plant Care/
Softberry
Place/
Matlnspector/
Softberry
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4.3.4 Analise dos Motivos Promotores Expansina 2

Através da analise utilizando os bancos de dados Place, Plant Care,
Softberry e Matlinspector foi possivel encontrar mais de 300 motivos no ProCaExp2.
Entre estes foram selecionados 18 motivos putativos para uma analise detalhada
(Tabela 4).

Entre os principais motivos encontrados estdo os Fatores de
Resposta a Auxina (ARFs) (GUILFOYLEeHAGEN 2007). Outro importante motivo
encontrado foi o RAV1AAT (AP2/ERF) que é da superfamilia AP/ERF que junto com
os elementos responsivos ao etileno (ERF) sdo importantes em diversos processos
como desenvolvimento e, defesa a patogenos (KARVOLLA et al.,2011). Além da
AP2, um elemento responsivo a etileno (ERELEE4) (MONTGOMERY et al. 1993) e
um elemento insensitivo a etileno (EIN3) (GAGNE et al. 2004)também foi encontrado
no ProCaExp2.

Os motivos MYB1AT (ABE et al.,, 1997) e DRE2COREZMRAB17
(KIZIS e PAGES 2002) também foram identificados e ambos est&o relacionados a
resposta por estresse de deficiéncia hidrica e resposta ao horménio ABA (ABE et al.,
1997; KIZIS e PAGES 2002). Outro elemento relacionadoa estresse foi o
LTRECOREATCOR15 que é responsivo ao fitorregulador ABA (BUSK e PAGES
1998), assim como o WRKY (WRKY710S) que transcrevem fatores de transcricdo
responsivos a ABA e que inibem a resposta a giberelina (ZHANG et al., 2000).

Elementos tecido especifico como EBOXBNNAPA (STALBERGet
al., 1996), DOFCOREZM (YANAGISAWA e SCHMIDT 1999), POLLEN1LELAT52
(BATE e TWELL, 1998) foram encontrados. Outros motivos tecido especificos
encontrados: CAATBOX1 (SHIRSATet al., 1989); C-box que é especifico de
endosperma de milho e é onde o fator de transcrigdo Opaque-2 like transcriptional
activatorse liga(GALLUSClet al., 1994).

Assim como para os promotores de CaEXPle CaEXP3, o elemento
regulatériode expansinas RHERPATEXP7encontrado por Cho e Cosgrove
(2002)também foi encontrado no ProCaEXP2.

Os elementos regulatérios INRNTPSADB (NAKAMURA, TSUNODO
e OBOKATA 2002); GT1 (TERZAGHI e CASHMORE 1995) e I-box (ARGUELLO-
ASTORGA e HERRERA-ESTRELLA 1998) sao responsivos a luminosidade. Além
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disso, o elemento INRNTPSADB é encontrado em promotores que nao contém
TATA box (NAKAMURA, TSUNODO e OBOKATA 2002). O promotor também
ritmo circadiano com o motivo CIACADIANLELHC

parece responder

ao

(PIECHULLAet al., 1998).

Tabela 4 —Identificacdo de 18 motivos encontrados no promotor putativo de

CaEXPAZ2

Motivo

Sequéncia
Motivo

Fita

Posicéo
de Inicio

Banco de dados

CAATBOX1

CIACADIANLELHC

C-box (Opaque-2
transcriptional Activator)

DOF

DRECRTCOREAT

DR5 (ARF1)

Like

CAAT

CAANNNNATC

ATGAGTCAT

AAAG

RCCGAC

CCTTTTGcCTC

+ 4+ + A+t

+ +

+++++ o+

-988
-734
-641
-603
-596
-548
-366
-343
-338
-275
-268
-215
-103
-54
-729
-496
-506
-266
-235
-180
-174

-343

-984
-139

-974
-967
-888
-874
-860
-645
-565
-5630
-5621
-484
-435
-253
-239
-788
-701
-492
-325
-204
-15

-159
-825

-561

Place/ Plant Care/
Matlnspector

Place / Plant Care

SoftBerry/ Matlnspector

Place/ Softberry/
Matlnspector/ Plant Care

Place / Matinspector

SoftBerry



EBOXBNNAPA

EIN3 (Ethylen insensitive 3 like

factors)
ERELEE4
GNC40SGLUB1

GT1

I-box
INRNTPSADB

LTRECOREATCOR15

MYB1AT

RAVI1AAT (AP2/ERF)
RHERPATEXP7

W box (WRKY710S)

CANNTG

aTGAAgctt

AWTTCAAA
TGAGTCA

GRWAAW

GATAGGG
YTCANTYY

CCGAC
WAACCA

CAACA

KCACGW

TGAC

+

+++ ++ A+

-993
-748
-673
-407
-266
-993
-748
-673
-407
-266

-920

-834

-154

-1010
-973
-894
-893
-883
-867
-866
-529
-528
-519
-518
-490
-285
-247
-665
-658
-608
-322
-147
-78
-371
-370
-321

-476

-164

-1007
-413
-943

-946

-801
-616
-990
-736
-153

Place

Matlnspector

Place/ Matinspector
Place / Matinspector

Place / Matinspector

Matlnspector/Plant Care

Place / Matlnspector /
Plant Care
Place

Place/ Softberry/
MatInspector/ Plant Care
Place

Place

Place/ Softberry
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4.3.5 Comparacgao dos Promotores de Expansina de Cafeeiros
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A fim de compreender melhor a presenga dos motivos regulatorios

nos promotores clonados e sua relagdo com a atividade transcricional das diferentes

isoformas, foi feita uma analise comparando os motivos encontrados nas trés

isoformas, como mostrado na Tabela 5.

Tabela 5—- Comparacido dos principais motivos encontrados em quatro promotores
de expansina de cafeeiros

Resposta Motivo Sequéncia | ProCaEX | ProCaEXP | ProCaEXP | ProCaEXP
Motivo P11.59 1 Graudo 2 3 Graudo
ABA DPBFCOREDCDC3 | ACACNNG + + - +
(Dc3 promoter
binding factors)
ABA/Luz/ LTRECOREATCOR CCGAC + + + +
Frio 15
ABA/Seca DRE2- ACCGAC + + + +
DRE2COREZMRAB
17
MYB WAACCA + + + +
YAACKG
MYCATRD22 CACATG + + - +
ABA/aguca | SBOXATRBCS CACCTCC + + - +
r (Coupling element 1 A
binding factors)
ABA/ Inibe | W-box TGAC + + + +
GA (WRKY710S)
Aumenta CAAT-BOX CAAAT + + + +
Transcrica
o]
Auxina AuxRR-core GGTCCAT - - - +
DR5 (ARF1) CCTTTTG - - + -
cCTC
AP2/Patég | RAV1AAT CAACA
eno + + + +
BR Brassinosteroid CGTG - + - +
(BR) response
element
Ciclo CIACADIANLELHC CAANNNN - - + +
circadiano/ ATC
Luz
Luz INRNTPSADB YTCANTY + + + +
Y
I-box GATAGGG - - + +
GT1 GRWAAW + + + +
Luz/Etileno | G-box CACGTC + + - +
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/
Friu
Etileno LECPLEACS2 TAAAATA - - +
T
ERELEE4 AWTTCAA - + -
A
EIN3 ATGAAgctt +
GA/ABA PYRIMIDINEBOXHV | TTTTTTCC + + +
EPB1
GA GARE-motif TCTGTTG/ - - +
AAACAGA
CAREOSREP1 CAACTC + - +
Péllen POLLENI1LELAT52 AGAAA + + +
Flor MADS-box CWwww + - +
(CARGCWS8GAT) WWWWG
Endosperm | GNC40SGLUB1 TGAGTCA + + -
a
DOF AAAG + + +
C-box (Opaque-2 | ATGAGTC + + -
Like transcriptional AT
Activator)
Metil TGACG-motif TGACG + - +
Jasmonato
Expansina | RHERPATEXP7 KCACGW + + +
Iniciador TATA-BOX TATA + - +

Dentre os elementos comuns aos quatro promotores analisados

estdo o0s motivos tecido-especifico como: DOF e C-box (Opaque-2 Like
transcriptional Activator) que sao especificos de endosperma e POLLEN1LELATS52
especifico de pdlen, e GNC40SGLUB1, que é endosperma-especifico e esta
presente apenas no promotor de CaEXPA2. Também estdo presentes nos quatro
promotores os motivos RHERPATEXP7 de expansina de Arabidopsis (AtEXP7);
RAV1AAT de resposta a estresse induzido por AP2; GT1 e INRNTPSADB de
resposta a luminosidade; LTRECOREATCOR1S5; DRE2 (DRE2COREZMRAB17);
MYB que respondem ao ABA; W-box (WRKY710S); PYRIMIDINEBOXHVEPB1
relacionado ao GA e CAAT-BOX.

Dos motivos especificos para ProCaExp1nas duas cultivares e para
ProCaExp3 da cv. .59 Graudo, destacam-se os motivos relacionado as proteinas

MADS box (CARGCWS8GAT), que € um sitio de ligagao da proteina AGAMOUS-like
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15 especifica de sépala; o TATA box; G-box, DPBFCOREDCDC3 (Dc3 promoter
binding factors), MYCATRD22, SBOXATRBCS (Coupling element 1 binding factors)
todos elementos de resposta ao ABA e o CAREOSREP1 um motivo ativado pelo
GA. O elemento responsivo a brassinosteroides (BR) foi encontrado apenas na
CaEXPAL cultivar 1.59 e na CaEXPAS3 cultivar 1.59 Graudo.

Dois motivos responsivos a luz, I-box; CIACADIANLELHC, foram
encontrados tanto no ProCaExp2, como no ProCaEXP3. Os motivos de resposta
etileno (ERELEE4; EIN3) e auxina (DR5 (ARF1)) foram encontrado apenas na
isoforma CaEXPA2, e os motivos AuxRR-core, LECPLEACS2 e GARE-motif de
resposta a auxina, etileno e giberelina respectivamente foram encontrados apenas

no promotor da isoforma CaEXPA3.

4.3.6 Validagao Funcional do Promotor CaEXP2 em Planta Modelo

ApOs a caracterizagdo in silico, a regidao promotora de 1000pb do
gene CaEXPAZ2 foi inserido no vetor pCambia 1381, a montante do gene GUSA.
Para analise da regulacado génica deste gene em plantas modelo transformadas. O
vetor pCambia 1381 contendo o promotor foi digerido com as enzimas de restricao
Xbal e Pstl para verificar se a construgao estava na diregao correta e foi obtido uma
banda de 300pb (Figura 12), confirmando a inserc&o correta do promotor no cassete

de expressao.

Figura 12— A. Construgdo génica mostrando os sitios de digestdo e o tamanho do
fragmento esperado de fragmento referente a posicdo correta do
promotor. B. Digestdo do cassete de expressao contendo o promotor do
geneCaEXPA2 de C. arabica lapar 59 com as enzimas Xbal e Pstl.

A Tilcamv NOS ™
55 polyA

Feoftl

300 pb
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Foramtransformados 200 cotilédones deSolanum lycopersicum cv.
Microtom comA. tumefacienscontendo a constru¢do com o promotor CaEXPA2 de
1000pb no vetor fusionado ao gene GUSA. Destes, 9 explantes regeneraram brotos
resultando em uma eficiéncia de transformacdo de 4,5%. As plantas foram
transferidas para casa de vegetacdo em vaso de 3 Kg contendo uma mistura de
terra e 20% de vermiculita (Figura 13). As plantas foram protegidas sacos plasticos
cobrindo a parte aérea durante uma semana para aclimatagdo. Para confirmar a
transformacaoas 9 plantas foram submetidas a PCR utilizando os oligonucleotideos
iniciadores para amplificagdo de um fragmento do gene gusA, sendo que 6
confirmaram a presenca do fragmento do gene gusA (Figura 14). Das 9 plantas
transferidas para casa de vegetacdo somente 7 plantas sobreviveram a fase de

aclimatacéo (Figura13).

Figura 13 — Transformagao do tomateiro. A- germinacao in vitro de sementes de
tomate cv. MicroTom; BC — regeneragao de brotos em meio seletivo
contendo higromicina; D - desenvolvimento in vitro de planta
provavelmente transformada; EF- Aclimatacdo dos tomateiros em casa-
de-vegetacgao.
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Figura 14— Analise molecular dos eventos de tomateiros provavelmente
transformados contendo o promotor putativo CaEXP2 fusionado aogene

gusA usado a PCR. M — Marcador de peso (1 Kb plus); B — branco (mix
sem DNA); C- Planta de tomate nado transformada; 1 - 9 plantas

-B e o4 C5 B 789

LU T

As plantas transgénicas floresceram e frutificaram normalmente
(Figura 15) e 14 sementes foram recuperadas para produgéo da geragao T1. Devido
a um estresse térmico somente 7 plantas se desenvolveram em casa de vegetagao.
A anadlise da segregacao do transgene foi realizada pela PCR utilizando os

iniciadores especificos para o gene gusA, sendo que 5 confirmaram a presenga do
fragmento (Figura 16).

Figura 15— Produgao da geracao T1 de tomateiros transgénicos. A- florescimento;
B-C frutificacao.
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Figura 16— Andlise da confirmagao das plantas na geracédo T1 de um evento de
transformagao usando PCR. M — Marcador de peso (1 Kb plus); B —
branco (mix sem DNA); C- (Planta de tomate ndo transformada);1 — 7
sementes de 1 evento de transformacgao.

(v BY C 5 EE T

PRI |

A analise da funcionalidade do promotor CaEXPA2 foi realizada em
frutos da geragcdo T1. Foram imersos em solugdo de X-GLUC frutos em diferentes

fases de maturagao (verde, amarelo, laranja e vermelho) além de folha, flor e raiz. A

atividade do gene gusA foi detectada em: semente e polpa na fase final de
maturagao do fruto ( fruto vermelho) (Figura 17)

Figura 17 — Ensaio histoquimico de tecidos de (A) plantas controle, (B) plantas
transformadas com ProCaExp2-GUSA: (1) folha, (2) flor, (3-6) frutos em
diferentes fases de desenvolvimento.
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4.4 DiscussAo

441 Analise dos Motivos Presentes no ProCaEXP1 e 3

Em trabalho realizado por Budzinski et al., (2011) foi observado que
os genes das isoformas CaEXPALl e CaEXPA3 apresentam o mesmo padrao de
expressdo. Ambos tém um acumulo de transcritos que coincide com o inicio da
rapida expansdo dos frutos (60 DAF) e que estas podem atuar no processo de
divisdo celular, tanto do pericarpo, quanto do perisperma. Em torno de 90 DAF,
quando ja cessado o periodo de rapida expansao celular, observa-se queda no
numero de transcritos tanto de CaEXPAl1 como de CaEXPA3, com aumento da
expressao nas fases referentes a maturagédo do pericarpo (BUDZINSKIet al., 2011).
Devido ao padrao similar de expressao no desenvolvimento do fruto a sequéncia
promotora destes genes foram comparadas a fim de identificar os motivos que
regulam estes genes. Os dois promotores apresentam, principalmente, motivos que
sugerem regulagéo positiva dos fitorreguladores: GA e ABA. Estes dados estdo de
acordo com os encontrados em tomate onde expansina expressas em sementes tem
expressao induzidas por GA (CHEN e BRADFORD, 2000; CHENet al.,2001). Analise
da transcricdo de duas expansinas de tomate, LeEXP2 e LeEXP4 demonstraram
que elas sao reguladas positivamente por GA (CHEN e BRADFORD 2000) e por
auxina (CATALA, ROSE e BENNETT 2000). Além disso, em Arabidopsis as
expansinas AtExp2, AtExp9 e AtExplO, expressas em semente, tiveram um
aumento crescente no numero de transcritos quando embebidas em GA por 3,6 € 9
horas. E quando analisados os motivos destas trés expansinas as AtExp2 e AtExp10
apresentam o motivo GARE, também encontrado na CaEXPA3 enquanto AtExp9
apresenta o motivo CAREOREP1 encontrado em CaEXPAL1 (Anexo1). Srivastava e
Handa 2005 descrevem os varios mecanismos de regulagdo hormonal do
desenvolvimento de frutos de tomate. Segundo estes autores ha dois picos
principais de giberelina no desenvolvimento do fruto de tomate que coincidem com
as fases de divisdo e expansao celular. Estes mesmos autores ainda destacam que
sdo detectados niveis de ABA cerca de 5 dias apds a polinizagdo, com niveis
crescentes em semente e pericarpo até 30 a 50 dias apds a polinizagdo. O maior

acumulo de ABA coincide com a fase de expansdo celular. Em Arabidopsis
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sementes mutantes para producdo de ABA tem menor expressao de AtExp2 e
AtExp9 quando embebidas em agua do que as sementes selvagens, sugerindo que
este fitorregulador pode estar relacionada com o controle de sua expressao (Anexo
1). Em tomate, duas expansinas de semente (LeExp8 e LeExpl0) quando
submetidas a condigdes de estresse hidrico ou presenca de ABA apresentaram
aumento no numero de transcritos (CHEN, DAHAL e BRADFORD, 2001). Em
cafeeiro, foram encontrados motivos de resposta a ABA e GA em ProCaExp1 e
ProCaExp3 sugerindo padrédo de resposta a estes fitorreguladores similar as
expansinas de Arabidopsis (AtExp2, AtExp9 e AtExplO)e tomateiro (LeExp8 e
LeExpl10).

Srivastava e Handa (2005) também demonstraram que a expressao
do ABA precede a expressao do fitorregulador etileno. Jiang et al., 2000 sugerem
que em frutos de banana o horménio ABA facilita a iniciagdo e o desenvolvimento
nos eventos de maturagdo mediado pelo etileno, possivelmente aumentando a
sensibilidade do fruto de banana ao etileno.Zhang, Yuan e Leng 2009 demonstraram
que o fitorregulador ABA induz a expressao de genes relacionados a biossintese do
fitorregulador etileno. As CaEXPAL e CaEXP3 apresentam expressao durante a fase
que precede a maturagdo, e a presenca dos motivos responsivos a ABA nos
promotores destes genes € um indicagdo da regulagdo da expressao por este
fitorregulador.

Segundo Budzinski et al., (2011) o padrao transcricional de
CaEXPALl em perisperma, indica maior atuagao desta isoforma com o inicio da
rapida expansao dos frutos (60 DAF), enquanto que a CaEXPAS3 parece estar mais
relacionada com a fase de maturacao dos frutos.Além dos motivos referentes aos
fitorreguladores GA e ABA presentes em ambas as isoformas, o aumento da
transcricdo da CaEXPA3 durante a fase de maturacdo pode ser justificado pela
presenca dos motivos de resposta a AIA e Etileno neste promotor. Estes dois
fitorreguladores tém papel importante na fase de maturagdo de frutos climatéricos
(JONES et al., 2002, TRAINOTTet al.,2007).

Outro importante motivo encontrado no ProCaExp1 da cultivar 1.59 e
ProCaExp3é o elemento de resposta a brassinosterdides, regido que se liga a
proteina BZR1, a qual regula positivamente a via dos brassinosterdides (YIN et al.

2002). As expansinas de ArabidopsisAtExp8 e AtExpl7 foram descritas como sendo
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reguladas via Brassinosterdides (GODA et al. 2004). Além disso, a expansina
AtExp17 foi descrita como sendo regulada por duas vias que se relacionam, auxina
e brassinosterdides (GODA et al. 2004).

Além de motivos relacionados a expressdao em fruto, alguns
elementos regulatérios estdo relacionados com o florescimento como:
POLLEN1LELAT52 (BATE e TWELL, 1998) e CARGCWS8GAT (TANG e PERRY
2003). O motivo CARGCWBS8GAT ¢ sitio de ligagdo da proteina AGAMOUS-like 15,
do grupo de fatores de transcrigcdo das proteinas MADS-box, proteinas relacionadas
ao florescimento (TANG e PERRY 2003). Estes motivos justificam o padrdo de
expressao de CaEXPAL e CaEXPA3 nobotao floral encontradas por Budzinski et al.
(2011).

4.4.2 Analise dos Motivos Presentes no ProCaEXP2

O cafeeiro € um fruto climatério, desta forma a maturagao dos frutos
€ regulada pelo etileno. Dados obtidos por Budzinski et al. (2011) demonstram que
CaEXPA2 tem atuacdo especifica nas fases finais da maturagao dos frutos tanto em
C. arabica cv. IAPAR-59 como em IAPAR-59 Graudo. Isto, aliado a auséncia de
transcritos em perisperma e endosperma, sugere que o gene CaEXPA2 pode ser
modulada por etileno (BUDZINSKIet al., 2011). Rose et al. (1997) descrevem uma
expansina de tomate (LeEXP1) expressa somente nas fases de maturagao do fruto
que é regulada por etileno. A cascata de transdugdo de etileno ativa os
genesethylene insentive 3-like (EIN3-Like) que por sua vez ativam genesfatores de
resposta ao etileno (ERFs). As ERFs sédo reponsaveis por ativar varios genes
relacionados a maturagédo secundaria (JONESet al., 2002; GIOVANNONI 2004). No
caso do ProCaExp2, foram encontrados motivos relacionados a ambos os fatores de
transcricdo (EIN3-like e ERFs), o que indica uma regulagdo positiva desse
promotores nas fases finais de maturacdo. Além disto, esses fatores ndo foram
encontrados nos promotores de CaeEXPAL e CaEXPAS3, sugerindo que estes fatores
podem estar diretamente relacionados com o padrao de transcrigdo observado para
CaEXPAZ2.

Os elementos responsivos ao etileno (ERF) junto com (AP2/ERF)

pertencem a superfamilia AP/ERF (RAV1AAT) e sao importantes em
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diversosprocessos como desenvolvimento e defesa a patégenos (KARVOLLA et
al.,2011). Karvolla et al. (2011) demonstram que Apetalla 2a (AP2a) regula a
maturagcdo do tomate e esta relacionado com a transcricdo de uma expansina
especifica em pericarpo (LeExp3). Além dos motivos de resposta ao etileno, também
foram encontrados no ProCaExp2 os motivos de resposta a auxinas (ARF). Em
frutos climatéricos como tomate(JONES et al., 2002) e péssego (TRAINOTTet al.,
2007) observa-se que concomitantemente com o etileno,as auxinas tambémexercem
um importante papel na maturagdo dos frutos (JONES et al., 2002, TRAINOTTet
al.,2007). Jones et al.(2002)demonstraram que os fatores de transcricdo ARFs e
Aux/IAA sao responsivos a etileno em tomate (JONES et al.,, 2002). Segundo
Trainott et al. (2007) a auxina tem papel na regulacédo de diversos genes durante a
maturacdo de frutos de péssego, diversos genes envolvidos na biossintese e
regulacdo da auxina aumentam a transcricdo em mesocarpo durante a maturagao
dos frutos.

Além do fitorregulador auxina, outro fitorregulador que parece atuar
no desenvolvimento do fruto € o GA. Os picos de divisdo e expansao celular em
tomate coincidem com os picos de GA (SRIVASTAVA e HANDA 2005). E a
concentracao de giberelina diminui quando o fruto comega o processo de maturagao
(SRIVASTAVA e HANDA 2005). Em café a fase de divisédo e expanséo celular se da
até 150 DAF, quando comega a maturagdo do fruto (DE CASTRO e MARRACINI
2006), sugerindo que no inicio da maturagdo a concentragdo de GA comega a
diminuir.

O motivo WRKY710S é um sitio de ligagado das proteinas WRKY,
que sao fatores de transcricdo que respondem positivamente ao acido abscisico e
negativamente as giberelinas. A atividade deste fator de transcrigdo foi descrita em
frutos de cafeeiro entre 120 a 150 DAF (LINet al. 2005),periodo que coincide com a
fase onde os trés genes de expansinas nao apresentam transcritos (BUDZINSKI et
al., 2011). Tendo em vista que este motivo foi encontrado nos quatro promotores
analisados, sugere-se que este fator de transcricdo possa ser responsavel por
impedir a transcricdo destes genes durante esta fase do desenvolvimento do fruto
em cafeeiro.

Alguns elementos tecido especifico foram identificados em todos os
promotores analisados tais como: EBOXBNNAPA (STALBERGet al., 1996),



62

DOFCOREZM (YANAGISAWA e SCHMIDT 1999), POLLEN1LELAT52 (BATE e
TWELL, 1998) os quais foram também identificados em uma expansina de Brassica
junceae L. (BJEXP1) (SUN, ZHANG E CHAI 2011).

Outros motivos presentes em todos os promotores analisados foram:
o elemento regulatério RHERPATEXP7 relacionado a expressdo de expansinas
(CHO E COSGROVE 2007) e o fator de transcricado MYB relacionado ao
desenvolvimento do fruto em Arabidopsis e tomate(MACHEMER et al., 2011).
Ambos os motivos também foram descrito em um promotor de expansina de cereja
(Karaaslan e Hrazdina 2010).

Além disto, os quatro promotores analisados apresentaram varios
motivos responsivos a luz. Ja foi demonstrado que a luz induz a acidificacido da
parede celular de ervilha e que este € um passo essencial para a expansao celular
(ELZENGA et al. 2000). A atividade das expansinas € dependente do pH da parede
celular, que deve estar acido para que haja atividade da proteina (COSGROVE
1997).

4.4.3 Validacao Funcional do Promotor CaExp2 em Tomateiro

A regidao promotora de 1000pb do gene CaEXPAZ2 foi inserido no
vetor pCambia 1381, amontante do gene GusA e usado para transformacéo
utilizando tomateiro como planta modelo. Este promotor foi utilizado para
transformacdo, pois no trabalho realizado por Budzinski et al.,, (2011) foi
demonstrado que CaEXPA2 tem atuagao especifica em pericarpo nas fases finais
de maturacao do fruto de café, e esta especificidade desperta interesse do ponto de
vista biotecnolégico pois permite o direcionamento da expressdo de genes nesta
fase.

As analises realizadas em tomateiro deste promotor apresentaram
expressdo em semente durante a fase desenvolvimento do fruto, enquanto que no
final da maturagdo houve expressao tanto em semente quanto em pericarpo (Figura
17). Estes dados estdo de acordo com alguns dos motivos encontrados, como
GNC40SGLUB1, DOF eC-box (Opaque-2 Like transcriptional Activator) que
conferem expressdo em endosperma. Resultados semelhantes também foram

encontrados por Karaaslan e Hrazdina (2010) que avaliaram a atividade de um
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promotor de expansina de cereja especifico para pericarpo através da transformacao
de tomateiro. Os resultados deste autor mostram que na fase de fruto verde as
expansinas de cereja apresentaram expressdo apenas em endosperma (semente) e
nas fases finais do desenvolvimento do fruto o padrao de expressédo passa a ser
especifico de pericarpo. Estudos em andamento da atividade deste promotor em
outros eventos e em fases finais de maturagao dos frutos estdo em andamento para

finalizagao desta etapa do trabalho.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Através deste trabalho foi possivel caracterizar trés promotores de
genes de expansinas de cafeeiro(CaEXPAl, CaEXPA2 e CaEXPAS3). Entre os
principais elementos regulatérios destes promotores foi observada que a
luminosidade atua na regulacdo destesgenes. Como a luminosidade induz a
acidificagao da parede celular e que a atividade das expansinas € dependente do pH
acido (ELZENGA et al. 2000;COSGROVE 1996) sugere-se que a luz € um fator
determinante para a expressao destes genes. Além disto, fitorrequladores também
parecem determinar a expressao destes genes. Foram encontrados motivos de
resposta a ABA e GA para os promotores de CaEXPAle CaEXPA3. Foi sugerido
que estas expansinas estdo relacionadas com o alongamente e expansao inicial dos
frutos de cafeeiro (BUDZINSKI et al.,2011) e o pico de produgao destes hormdnio
em outros frutos climatéricos coincide com esta fase de desenvolvimento do fruto
(SRIVASTAVA e HANDA 2005). Ja o ProCaExp2 apresenta motivos de resposta aos
fitorreguladores etileno e auxina e estes horménios ativam genes na fase de
maturagcdo (JONESet al., 2002; TRAINOTT et al.,2007). A andlise das plantas
transformadas mostra que o ProCaExp2 apresenta expressdao em endosperma
durante toda a fase de desenolvimento do fruto e na polpa durante a fase de
maturagdo. A presenca de transcritos em endosperma € explicada por motivos
especificos presentes no promotor de CaEXPA2. Para compreender quais motivos
estdo atuando na regulacdo destes genes seria importante o desenvolvimento de
plantas transgénicas contendo diferentes tamanhos dos promotores estudados.
Além disto, para determinar como este promotor esta funcionando em cafeeiros
seria interessante a transformacgao de ProCaExp2:GUSAem plantas de café.

Como o processo de maturagao de frutos de café esta relacionado
diretamente com a qualidade da bebida, a clonagem do promotor ndo tém somente
importancia académica no estudo da regulagéo e funcédo de genes, mas também
podera ter implicagbes comerciais, através da geracdo de um produto
biotecnolégico.Promotores  fruto-especifico  sdo  importantes  ferramentas
biotecnoldgicas, poispermitem o correto direcionamento da expressao dos genes de
interesse evitando os efeitos indesejaveis derivados da expresséo constitutiva, e por

serem promotores especificos para frutos podem também ser utilizados em outras
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dicotiledéneas e espécies frutiferas. O melhoramento do cafeeiro utilizando genes
com promotor fruto-especifico permite um padrao de expressao desejavel do ponto

de vista da biossegurancga.
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6 ANEXO 1: ARTIGO A SER SUBMETIDO PARA A REVISTA OMICS: A
JOURNAL OF INTEGRATIVE BIOLOGY

Analisein silicode alpha expansinas durante a germinacdo de sementes de
Arabidopsisthaliana — comparacdo da expressdo génica e anadlise de

promotores

Abstract: Expansins are encoded by multigene families that are divided into four
groups based on sequence similarity. The a- expansins compose the major
subfamily and are involved on cell wall elongation, fruit softening, abcision,
germination and pollination. Expansin expression during germination is associated
with tissues where intense cell division occurs. Based on the global gene expression
profiling datasets available for Arabidopsis thaliana, we discuss the regulation of five
EXPA genes with preferential expression in germination. We also made an in silico
promoter analysis of these genes based on public plant promoters datasets.

Keywords: Arabidopsis thaliana. Germination. a- expansions. Promoters

6.1 INTRODUCAO

As expansinas sao proteinas capazes de induzir a extensdo de
células isoladas, atuando como mediadoras em resposta ao pH acido, catalisando a
expansdo da parede celular vegetal (McQUEEN-MANSON; DURACHKO;
COSGROVE, 1992). Acredita-se que as expansinas atuem na quebra das ligagbes
nao covalentes de polissacarideos entre paredes celulares (COSGROVE, 2005)
estendendo de maneira irreversivel a parede celular sem que ocorram modificagdes
estruturais na parede, e alteragdes na sua plasticidade e elasticidade (YUAN; WU;
COSGROVE, 2001).

A expansao celular é impulsionada pela captacdo de agua no
vacuolo central. Varias evidéncias mostram que o fluxo de agua dentro da célula e o
consequente alongamento da célula séo iniciados pelo relaxamento induzido por
estresse da parede celular. Aparentemente, as expansinas enddgenas facilitam o
acesso de enzimas hidroliticas aos polimeros da parede celular (LEE et al., 2001).

As expansinas sdao uma superfamilia de proteinas de vegetais
composta por quatro familias: a-expansinas (EXPA), B-expansinas (EXPB),
expansina-like A (EXLA) e expansina-like B (EXLB). A agdo na extensao da parede

celular sé foi demonstrada experimentalmente para as proteinas das familias EXPA
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e EXPB. Até o momento para as outras duas familias, EXLA e EXLB, séao
conhecidas somente as sequéncias génicas, nenhum aspecto funcional foi ainda
determinado para estas proteinas (SAMPEDRO e COSGROVE, 2005; COSGROVE
2005). As a-expansinas s&o responsaveis por controlar a extensao da parede celular
e processos de desenvolvimento incluindo a dissociagdo e separagao da célula
(McQUEEN-MANSON, DURACHKO; COSGROVE, 1992; CHO; KENDE, 1997). As
B-expansinas, que compdem a segunda maior familia, promovem intensa
degradagcdo da parede celular dos gréos de polen (SAMPEDRO; COSGROVE,
2005) e estdo envolvidas no crescimento e afrouxamento da parede celular que é
associada com a invasao de tecidos maternos pelo tubo polinico (SAMPEDRO;
COSGROVE, 2005).

A atuacado das expansinas no alongamento e expanséao celular ja foi
observada em diferentes tecidos durante o crescimento tais como: hipocdtilos
(SCHERBAN et al., 1995; CADERAS et al., 2000) raiz e pélos radiculares (ZHANG;
HASENSTEIN, 2000; CHO; COSGROVE, 2002), xilema (COSGROVE; JONES,
2000; GRAY-MITSUMUNE et al., 2004) e folhas (PIEN et al., 2001; MULLER et al.,
2006). Elas também se expressam em fases de desenvolvimento como maturagéo
de frutos (ROSE et al., 1997; BRUMMELL et al., 1999, BUDZINSKI et al., 2011). O
estudo da expansina OsExp4 em arroz sugere que esta expansina pode estar
relacionada ao tamanho do grdo (CHOI, LEE e KENDI, 2003). Em trigo a analise
transcricional de uma expansina de trigo (Triticum aestivum L.) detectou transcritos
principalmente no pericarpo durante o inicio do desenvolvimento do grédo e
posteriormente em ambos, endosperma e pericarpo, sugerindo também que esta
expansina pode estar associada ao tamanho final do grdo (LIZANA et al., 2010). Em
recente trabalho realizado por BUDZINSKI et al. (2011) o padrdo de transcricdo de
trés isoformas de a-expansinas (EXPA) foi identificado e caracterizado, em frutos do
cafeeiro: CaEXPA1, CaEXPA2 e CaEXPA3. As isoformas CaEXPAl e CaEXPA3
mostraram mesmo padrdo de transcricdo no perisperma (tecido responsavel pela
definicho do tamanho do grdao do café). Ja a isoforma CaEXPA2 apresenta
expresséao especifica no final da maturagdo em pericarpo.

Resultados preliminares utilizando promotores de expansinas de
Arabidopsis fusionados ao gene reporter GUSA também indicam expresséo

especifica de genes de expansinas durante a germinagdao de sementes, em
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associacdo com zonas de abscisao da raiz ou tecidos onde ocorra divisdo celular
(COSGROVE et al.,, 1998). Desta forma, as expansinas destacam-se como
proteinas responsaveis por promoverem o relaxamento da parede celular envolvidas
em processos que requerem expansao celular como: organogénese, germinagao de
sementes, solubilizacdo da parede, desenvolvimento e maturacdo dos frutos
(COSGROVE, 1997).

A disponibilidade de centenas de trabalhos de expressao génica da
planta modelo Arabdopsis thaliana permite uma visdo abrangente do perfil
transcricional de varios genes nesta espécie. Grande parte destes estudos foram
compilados nos bancos de dados Genevestigator (www.genevestigator.com)
(ZIMMERMANN et al. 2004) e Bio-Array Resource for Plant Functional Genomics
(BAR; WINTER et al. 2007), que incluem uma série de estadios de desenvolvimento
da planta e diversas condi¢cbes ambientais.

A compreensao do padrdo de expressao das expansinas durante a
germinagao das sementes em A. thaliana, pode servir de base para auxiliar futuros
trabalhos com plantas dicotiledéneas de interesse agronémico que possuam frutos e
sementes, como é o caso do tomate (Solanum lycopersicum), café (Coffea sp.) e
uva (Vitis sp.). Portanto, este trabalho tem por objetivo ampliar o conhecimento
sobre o padrao de expressao de a-expansinas abundantes durante a germinagéo
das sementes de A. thaliana através da comparacao entre o padrdo de expressao
durante a germinacao e da sequencia da regiao promotora, a partir das bases de

dados disponiveis.

6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Comparacao do Perfil de Expressao de a-expansinas

Foram selecionadas todas as a-expansinas de A. thalianapresentes
no bancos de dados Genevestigator (www.genevestigator.com) (ZIMMERMANN et
al. 2004). Destas, apenas as que apresentaram nivel expressao maior ou igual a 5
foram selecionadas para analises subsequentes. A partir destes dados foram
selecionadas cinco a-expansinas (AtExp2- AT5G05290,AtExp8- AT2G40610,
AtExp9- AT5G02260, AtExpl0- AT1G26770, AtExp20- AT4G38210), que
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apresentaram expressao preferencial em sementes. Estas cinco expansinas tiveram
seu perfil de expressao analisado no banco de dados Bio-Array Resource for Plant
Functional Genomics (BAR - http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi; WINTER
et al. 2007).

6.2.2 Analise das Sequéncias Promotoras e Comparagdo Gendmica in silico entre

as Cinco a-expansinas

Para melhor compreender o padrdo de expressdao das cinco
expansinas preferencialmente expressas durante a germinagao, foram analisadas as
sequéncias 1000pb a montante da ORF em trés bancos de dados especificos para a
identificacdo de regides promotoras: RegSite (http://softberry.com), PlantCare
(LESCOTet al., 2002; http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) e
PLACE (HIGO et al., 1999; http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html). Esta
caracterizagao foi feita visando a busca de regides regulatorias por comparagéo

genbmica entre os promotores.

6.3 RESULTADOS E DiscussAo

6.3.1 Comparacao do Perfil de Expressao de a-expansinas

O banco de dados Genevestigator (www.genevestigator.com)
(ZIMMERMANN et al. 2004) foiutilizado para selecionar as a-expansinas de A.
thaliana com maior expressao durante a fase de germinagcdo de sementes. Foram
analisadas 10 a-expansinas de Arabidopsis edestas, foram selecionadas
cincoisoformas de EXPA (AtExp2,AtExp8, AtExp9, AtExpl0, AtExp20) por
apresentarem padrbes de expressao predominante na germinagédo (1-5 dias). No
caso da AtExpl apesar de apresentar alta expressédo durante a fase de germinacéo,
apresenta perfil de expressao constante para as demais fases de desenvolvimento
vegetal. Ja AtExp4, AtExp5, AtExp6 e AtExpl6 apesar de apresentarem expressao
durante a fase de germinagdo, apresentam maior pico de expressdo apds a
germinagao, entre 6-24 dias depois da germinagao (DDG). Analises no banco de

dados Genevestigatormostraram que as cincoAtExpsselecionadas tammbém sao co-
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expressas em varios tecidos dentre os nove diferentes estadios de desenvolvimento
com distintos padrées de expressao, porém apresentam aumento expressivo dos

perfis transcricionais nas sementes (Figura 1).

Figura 1 — Mapa de expressao gerado pelo Genevestigator que descreve o padrao
de expressao de a-expansinas nas fases de desenvolvimento de
Arabidopsis thaliana. As fases de desenvolvimento desde a germinagao
de semente até a senescéncia sdo agrupadas arbitrariamente baseado
em BOYES et al. 2001. Cada etapa do desenvolvimento da planta é
relacionada com a idade da planta e encontra-se na parte inferior do
grafico. Assim como o numero de amostras em cada fase. Estes dados
foram obtidos a partir do banco de dados:
https://www.genevestigator.com
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No caso de plantas com sementes a germinacgéo inicia-se com a
absor¢cao de agua pela semente e termina com o inicio do alongamento da raiz
(BEWLEY & BLACK, 1994). Em sementes de Arabidopsis o embrido € rodeado por
uma unica camada de células do endosperma e tegumento, e esta camada de

endosperma é responsavel por regular o potencial de germinagao (HOLDSWORTH
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et al.,2008). A germinacao em Arabidopsis consiste em duas fases sequénciais, a
ruptura da testa e do endosperma. Uma das principais caracteristicas relacionadas
com a ruptura do endosperma pela expansao da radicula € o enfraquecimento do
endosperma, e isto tem sido associado a inducdo por enzimas da parede celular,
como a expansina (KUCERA et al., 2005). Com base no banco de dados BAR
(http://bbc.botany.utoronto.ca/efp -WINTER et al., 2007) foram analisados os perfis
de expressao de AtExp2,AtExp8, AtExp9, AtExpl0, AtExp20 em diferentes fases de
desenvolvimento da sementes sob diferentes condigcbes e tratamentos. Baseado no
perfil transcricional observado na plataforma NASCArray
(http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays), e no GeneChip ATH1 Affymetrix de
NAKABAYSHI et al.,, (2005) todas as AtExps estudadas apresentaram maior
expressdo em sementes embebidas em agua por 24 horas do que em sementes
secas. As expansinas AtExp2, AtExp9, apresentaram transcritos em sementes
embebidas em agua a partir de 12 horas e as expansinas AtExp8, AtExplO e
AtExp20 comegaram a se expressar em sementes embebidas em agua a partir de 6
horas (NAKABAYSHI et al., 2005) (Figura 2). A expressao das cinco AtExp aumenta
gradativamente até o pico maximo quando a semente esta 12 horas embebida em
agua, com diminui¢cdo da expressao com 24 horas (Figura 2 A-E), com excecéo de
AtExp8 que mantém um grande numero de transcritos até 24 horas. As AtExpl0 e
AtExp20 apresentam menores diferencas de expressdo entre as diferentes
condigdes, 0 que sugere que estas isoformas tém menor influéncia da imersao em
agua em sua expressao (AtExplO com valores de 3,8; 4,5 e 3,52 sob 6, 12 e 24
horas; e AtExp20 1,64; 2,54 e 3,28 respectivamente) (Figura 2D-E). Baseado nos
dados de Yamaguich et al. (2003) foi possivel comparar a expressédo das expansinas
em sementes embebidas em agua por 96 horas sob temperaturas de 22°C e 4°C.
Todas as cinco expansinas apresentaram maior expressdo a 4°C e a AtExp20,
seguida por AtExp2 apresentaram um maior diferencial na regulagédo da transcricéo
(Figura 2 A-E). Estes dados sugerem que a baixa temperatura tem influéncia na

expressao das cinco a-expansinas.
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Figura 2 — Perfis transcricionais de 5 isoformas de expansinas (A. AtEXP2; B.
AtEXPS; C. AtEXP9; D. AtEXP10; E. AtEXP20) ao longo da germinagao
da semente. Nos graficos em log, o vermelho indica o nivel de
expressdo mais alto e o azul o menor nivel de expressdo. Os dados
foram gerados no banco de dados http://bbc.botany.utoronto.ca/efp -
WINTER et al., 2007.

Germination

Hours after imbibition 96 Hours after imbibition
A in water Hours after imbibition in water in water

S @& O 8 @ @ @ AEXP2
Dry Seed 3 6 1 24 20C 40C
B v v v v X X
&S e @& @ & @& @ AJAEXP8
Dry Seed 3 € 1 24 220C 4°cC
v v X X
Cc
e ée ¢ CC e e @ @ AEXPY
Dry Seed 3 1 24 ::XOC .';rc
D : ;
S @& @&, C3 @ @ J4EXPI0
Dry Seed 1 3 6 1 24 noc 40C
E : : X X
e e S & @& @ & AEXP20
Dry Seed 1 3 6 1 24 20¢ 40C
‘ v x X
Log2 Fatio Log2 Ratio Loy2 Ratio Log2 Fatio Log2 Ratio
6.73 (106.1-Fold) 4.09 {17.0-Fold) 605 (56.2-Fold) 5.25 (38.5-Fold) 4.79 (27 6-Fold)
538 327 4.84 422 383
403 245 363 318 287
2589 163 242 21 1191
1.34 0.81 121 1.05 035
00 -0.01 ili] 0.0 -0.01
-1.35 -0.82 -1.21 -1.08 -0.96
-27 -1564 -2.42 =212 -1.92
-4.04 -246 -363 -3.17 -288
-539 -3.28 ~4.84 -4.23 -3.84
-6.73 -4.09 -6.05 -5.28 -4.79
Masked Masked Iasked WMasked Masked
AlEXP? AIEXPS AIEXP9 AIEXPI0 AIEXP20

Além de dados referente a semente embebida ou ndo em agua o
banco de dados BAR eFP Browser também possibilita analisar a expressao dos
genes sob diferentes tratamentos de horménios como ABA e GA. A expressao de
enzimas relacionadas ao afrouxamento da parede celular como a expansina no
endosperma é regulada por dois fitorreguladores principais: giberelina (GA) e acido
abiscisico (ABA) (GROOT et al., 1987; TOOROP et al., 2000).

Apos 24 horas embebidas em agua, sementes foram tratadas com
duas concentragbes diferentes do horménio ABA 3uM e 30 puM (dados de
NAMBARA - http://bbc.botany.utoronto.ca/efp). As  AtExp2,AtExp8 e
AtExp9apresentaram redugao na expressao quando tratadas com 3uM ABA (Figura
3 A-C). Ja as AtExpl0 e AtExp20 nao apresentaram diferengas entre os tratamento

(Figura 3 D-E) sugerindo que o ABA tem pouca influéncia no padréo transcricional
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destas expansinas. Com relagédo a regulagao pelo fitorregulador ABA, as proteinas
de parede celular, como as expansinas, normalmente s&o reguladas negativamente
(PENFIELD et al.,2006).

Figura 3 — Perfis transcricionais das 5 isoformas de expansinas (A. AtEXP2; B.
AtEXPS; C. AtEXP9; D. AtEXP10; E. AtEXP20) em sementes tratadas
com o horménio ABA nas concentragdes 3 uM e 30 uM. Nos graficos
em logz o vermelho indica o nivel de expressdo mais alto e o azul o
menor nivel de expressdo. Os dados foram gerados no banco de dados
http://bbc.botany.utoronto.ca/efp - WINTER et al., 2007.
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PENFIELD et al., (2006)investigaram o papel do endosperma no

controle da germinagdo em Arabidopsis e demonstraram que o gene ABI4 é

determinante na sensibilidade de lipidios para mobilizagdo do ABA durante a
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germinagao e que ABI5 é um marcador para expressiao na regido micropilar do
endosperma.

Quando plantas mutantes insensiveis ao fitorregulador ABA, abi4-11
(deficiente na producdo de ABI4) e abi5-7 (deficiente na producado de ABI5), foram
testadas sob condigdes de seca e embebidas em agua por 24 hrs (NAKABAYSHI et
al., 2005), as cinco expansinas tiveram maior expressdao quando embebidas em
agua do que quando secas (Figura 4 A-E).

Figura 4 — Perfis transcricionais das 5 isoformas de expansinas (A. AtEXP2; B.
AtEXPS; C. AtEXP9; D. AtEXP10; E. AtEXP20) em mutantes abi4-11 e
abi5-7 insensiveis a ABA em sementes submetidas a seca e embebidas
em agua durante 24 horas. Nos graficos em log, o vermelho indica o
nivel de expressao mais alto e o azul o menor nivel de expressao. Os
dados foram gerados no banco de dados
http://bbc.botany.utoronto.ca/efp - WINTER et al., 2007.
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Em andlise de embrido e endosperma sob trés tratamentos,
embebidos em agua (controle), PAC (paclobutrazol — um inibidor de GA) e ABA por

24 horas(PENFIELD et al.,2006), AtExp2 apresentou alta expressao e especifica no
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endosperma(Figura 6 A).Dentre os genes que sao altamente expressos em
endosperma de Arabidopsis, destaca-se a enzima de parede celular AtExp2. A fuséo
do promotor AtExp2 com o gene reporter GUSA e analises in silico utilizando o
Genevestigator mostraram que este gene €& endosperma-especifico e pode ser
usado como marcador em sementes ndo dormentes embebidas ou com germinagao
de sementes (PENFIELDet al.,2006).

A AtExp8 apresentou expressao em endosperma e em embrido em
plantas embebidas em agua. Para tratamento com ABA houve menor expressao da
AtExp8 do que o controle e no tratamento com PAC a expresséao foi muito proxima a
do controle (Figura 5 B). EmAtEXp9 a expressao no embrido € baixa e menor do que
no endosperma, nos tratamentos houve diminuicdo da expressao em ambos os
tecidos (Figura 5 C). AtExp10 e AtExp20 tiveram uma leve diminuigdo na expressao
em endosperma nos dois tratamentos sendo que, AtExp10 teve um leve aumento de
expressao no tratamento com ABA enquanto a AtExp20 uma leve diminuigao (Figura
5D e E) e o endosperma € menos sensivel do que o embrido ao fitorregulador ABA
(PENFIELD et al.,2004).
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Figura 5 — Perfis transcricionais das 5 isoformas de expansinas (A. AtEXP2; B.
AtEXPS; C. AtEXP9; D. AtEXP10; E. AtEXP20)analisadas em embrido e
endosperma de sementes submetidas a 3 diferentes tratamentos (agua,
PAC e ABA). Nos graficos em logz, o vermelho indica o nivel de
expressao mais alto e o azul o menor nivel de expressao. Os dados
foram gerados no banco de dados http://bbc.botany.utoronto.ca/efp -
WINTER et al., 2007.
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Em sementes mutantes (gal-3) deficientes na sintese de

GA(OGAWA et al., 2003). As expansinas AtExp2, AtExp9 e AtExpl0 tiveram um
aumento crescente no numero de transcritos quando embebidas em GA por 3,6 € 9
horas (Figura 6 A, C e D). O gene AtExp2 teve diminuicdo no numero de transcritos
quando embebida por 3, 6 e 9 horas, sendo 9 horas com menor numero de
transcritos (Figura 6 A). Em AtExp9 e AtExpl10 observa-se um numero muito baixo
de transcritos nos trés tratamentos com agua (Figura 6 C e D). O gene AtExp8 né&o
apresentou expressdo quando embebida em agua e teve um aumento crescente da
expressao quando embebida por 3 e 6 horas com decréscimo em 9 horas (Figura 7
B). A expansina AtExp20 apresentou aumento crescente da expressado nos dois
tratamentos por 3, 6 e 9 horas (Figura 6 E).

Em tomate, expansinas expressas em sementes que sio induzidas

por GA ja foram descritas (CHEN e BRADFORD, 2000; CHENet al.,2001). Proteinas
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de afrouxamento de parede celular, como expansinas e PME, foram descritas como
sendo induzidas por GA durante a germinacgéao, e a atividade destas proteinas pode
estar associada ao enfraquecimento do tecido que envolve o embrido para facilitar o
seu crescimento (OGAWA et al., 2003). Estes dados sugerem que todas as AtExp
analisadas tém regulacdo dependente de GA, entretante a AtExp2 parece ser

diretamente influenciada por este horménio.

Figura 6 — Perfis transcricionais das 5 isoformas de expansinas (A. AtEXP2; B.
AtEXPS; C. AtEXP9; D. AtEXP10; E. AtEXP20)em sementes mutantes
gal-3 durante tratamento com agua e GA (hormdnio giberelina). Nos
graficos em log, o vermelho indica o nivel de expressao mais alto e o
azul o menor nivel de expressao. Os dados foram gerados no banco de
dados http://bbc.botany.utoronto.ca/efp - WINTER et al., 2007.

Mutant Seeds

Hours after imbibition in water Hours after imbibition in 5 uM GA

A S G @ @ @ @ AEXP

B os(3 (3 O @B @ @ AEXPS
)2( )“( )9( 3 & a

Cuw@B B @& @ @ @ MEXPY
% $ ) 2

D B @ @ @ @ @ AEXPO
) & )

“ S @ LEXPN

Ew@ @& @& @

Leg2 Fabe Log2 Fat Loa2 Fata L

SR, 4 Log2 Ratio og? fatio
6.73 (106.1-FoM) 4.09 {17.0-Fold) 605 (56.2=Fold) 528 (388-Fold) 4.79 (27 B-Fod)
538 3:*. 48 422 383

363 316 287
242 a1 151

AtEXF2 AtEXPS AtEXP9 AtEXPI0 AtEXF20

6.3.2 Analise de Promotores

A fim de compreender o padrao de expressdo das diferentes
expansinas durante a germinagao, foram analisadas sequéncias dos promotores das
a-expansinas (ProAtExps) (1000pb) utilizando trés banco de dados disponiveis:

Plant Care, Softberry e Place. A partir destes bancos, mais de 300 motivos foram
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identificados nos cinco promotores. Entre estes, foram selecionados motivos mais
relevante para a germinagao de sementes.

Entre os motivos encontrados a maior parte esta relacionada a
resposta a fitorreguladores, resposta a luz e semente especificos (Tabela 1). A
analise pelo banco de dados Plant Care demonstra que 24 dos 46 motivos
encontrados estdo relacionados a resposta a Iluz e que ProAtExp2 e
ProAtExp20apresentam a maior quantidade destes motivos com 16 e 12,
respectivamente.

O elemento regulatério RHERPATEXP7 encontrado por Cho e
Cosgrove (2002) em ProAtExp7 de expansina de Arabidopsis foi identificado em
todos os promotores com exceg¢ao do ProAtExp2.

Foram encontrados nos cinco promotores motivos relacionados ao
fitorregulador giberelina, incluindo: o CAREOSREP1 que é expresso em células de
aleurona de sementes de arroz (SUTOH e YAMAUCHI 2003) e que € encontrado
apenas na ProAtExp9. Ja o motivo GARE (GARE10SREP1, SUTOH e YAMAUCHI,
2003) identificado previamente em um promotor de cisteina proteinase de arroz foi
encontrado somente no ProAtExp2. O motivo GAREAT descrito por Ogawa et al.,
(2003) foi encontrado nos ProAtExp 2, 10 e 20. O elemento MYBGAHV também foi
encontrado nos ProAtExp 2, 10 e 20. Este elemento ja foi encontrado no gene de
alfa amilase de cevada, ele € um componente central no complexo de resposta a
giberelina GARC e esta relacionado a resposta ao GA (GLUBER et al., 1999;
OLSZEWSKI et al.,2002). O elemento TATCCA box, também relacionado ao
complexo GARC (CHEN et al., 2006), esta presente noa ProAtExp 8, 9, 10 e 20. Os
elementos PYRIMIDINE box (CERCOS, GOMEZ-CADENAS e HO, 1999; SUTOH e
YAMAUCHI 2003) e W box (ZHANG et al., 2000) estdo relacionados com a
coordenacgao da regulacdo dos hormdnios ABA (ativada) e GA (reprimida) e estao
presentes nos cinco promotores. Os dados de analise de expressdo demonstram
que as cinco expansinas analisadas tém expressao dependente de GA, sugerindo
que os motivos de GA presentes nos promotores das cinco expansinas assim como
o PYRIMIDINE box (CERCOS, GOMEZ-CADENAS e HO, 1999; SUTOH e
YAMAUCHI 2003), que tem presenca em todos os promotores, devem ter um papel

relevante na regulagao destes genes.
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Dentre os elementos relacionados ao fitorregulador ABA (Tabela 1)
destacam-se: ACGTABREMOTIFA20SEM (HATTORI et al, 2002),
DPBFCOREDCDC3 (FINKELSTEIN e LYNCH 2000), MYB (ABE et al., 2003; TRAN
et al., 2004), RYREPEATBNNAPA (EZCURRA ET AL., 1999, 2000) e o CE1-like
element (YANG et al. 2011). Os alvos destes fatores de transcricdo séo: 1) as
sequéncias do motivo elemento RY para ABI3; 2) o elemento CE1-like para ABI4; e
3) ACGT- contendo ABRE para ABI5 (CARLES et al.,2002; KIM et al., 2002).
EMBP1TAEM é sitio de ligacdo dos fatores transcricio EMBP-1 (GUILTINAN,
MARCOTTE E QUATRANO 1990). O elemento ABRE (ABREZMRAB28), também
identificado, foi descrito no gene rab28 que é induzido por ABA em embrides e
tecidos vegetativos de milho (PLA et al., 1993), em Arabidopsis este motivo
responde ao ABA e também esta relacionado a tolerancia ao frio (BUSK e PAGES
1998; BENEDICT et al., 2006). O motivo LTRECOREATCOR15 responde tanto ao
horménio ABA (BUSK e PAGES 1998), como também pode ser responsiva a luz,
mediado por um fitocromo (KIN et al., 2002a). O fator de transcricado MYB101 foi
encontrado em endospermade Arabidopsis (PENSFIELD et al., 2006). Trés locus de
insensibilidade ao fitorregulador ABA (ABI3, ABI4 e ABI5) foram identificados como
codificando B3, AP2 e o fator de transcricao bZIP respectivamente (FINKELSTEIN e
LYNCH, 2000; FINKELSTEIN et al., 1998; GIRAUDAT et al., 1992; LOPEZ-MOLINA
e CHUA, 2000). Em sementes secas o elemento ABRE esta relacionado com genes
altamente expressos, entretanto, em sementes embebidas a partir de 6 horas ndo ha
relagdo entre o ABRE e a expressao dos genes, mostrando que houve uma
mudanc¢a no perfil de mRNA. Apesar da presenga de motivos de resposta ao
fitorregulador ABA em todos os promotores, as AtExp analisadas parecem ter pouca
influéncia deste horménio em sua expressao, sugerindo que estes motivos estdo
relacionados a respostas secundarias como luz, frio e estresse hidrico.

Outros motivos relacionados a fitorreguladores formam os de
resposta a etileno como: AGCBOXNPGLB (SATO et al. 1996), ERE (elemento
responsivo ao etileno, RAWAT et al. 2005) e LECPLEACS2 (MATARASSO et al.
2005). Os motivos AGCBOXNPGLB e ERE foram encontrados no ProAtExp2
sugerindo que além do GA atuar na regulacdo do gene AtExp2, o etileno também
pode atuar regulando sua expressao. O ProAtExp8 apesar de apresentar o elemento

LECPLEACS2, um elemento de resposta positiva ao etileno, é reprimido por etileno
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(NEMHAUSER , HONG e CHORY 2006). Esta observagcao sugere que ou este
motivo pode atuar como repressor ou ele ndo esta atuando na regulacdo deste
gene. Dentre os promotores analisados ProAtExp 10 e 20 n&o apresentam nenhum
motivo de resposta a etileno, entretanto apenas estes dois promotores apresentam o
motivo ARFAT de resposta a auxina. Os motivos AUXREPSIAA4 e
AUXRETGA1GMGH3 (TGA-box) também de resposta a auxina estao presentes nos
ProAtExp9, 10 e 20.

Motivos relacionados com resposta a estresses abidticos como
MYCCONSENSUSAT (BUSK e PAGES 1998) e CBFHV (XUE 2002) respondem
principalmente a desidratacdo e ABA e RAV1AAT (AP2/ERF) sdo importantes em
diversos processos como desenvolvimento e defesa a patogenos (KARVOLLA et al.,
2011).

Nos promotores analisados foram encontrados 10 motivos
responsivos a luz Os motivos GATA (GILMARTIN et al., 1990); I-box (ARGUELLO-
ASTORGA e HERRERA-ESTRELLA 1998); GT1 (TERZAGHI e CASHMORE 1995)
e SORLIP1AT (JIAO et al. 2005) estdo presentes em todos os promotores. CATT-
motif (CHANDRASHEKARA et al., 2006), G-box (CHANDRASHEKARA et al., 2006),
GTGGC-motif (MONGKOLSIRIWATANA et al. 2009), GA-motif
(MONGKOLSIRIWATANA et al.2009), e SP1 (MONGKOLSIRIWATANA et al. 2009).
O motivo G-box além apresentar resposta a luz também responde ao fitorregulador
etileno (SESSA, MELLER e FLUHR 1995) e n&o esta presente apenas no
ProAtEXP8. O ProAtEXP20 parece responder ao ritmo circadiano com o motivo
CIACADIANLELHC (PIECHULLA et al., 1998). ProAtExp2 e ProAtExp20 apresentam
maior numero de motivos relacionados a luz (Tabela1). A luz atua acidificando a
parede celular (ELZENGA et al. 2000), e a acidificagdo celular é uma condigao
fundamental para a atividade das expansinas (COSGROVE 1996).

Alguns dos elementos tecido especifico que conferem expressao em
semente como: EBOXBNNAPA (STALBERG et al., 1996), DOFCOREZM
(YANAGISAWA e SCHMIDT 1999), A-box (ACGTABOX) (TOYOFUKU , UMEMURA
e YAMAGUCHI, 1998) e POLASIG1 (O'NEILL et al. 1990) estao presentes em todos

0s promotores.
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Tabelal- Comparacao dos principais motivos encontrados em cinco promotores de

expansina de Arabidopsis

Funcéo

Iniciador
Expansina
GA

ABA

Etileno

Auxina

Luz

Estresse
abidtico

Semente

Motivo

TATA-box
RHERPATEXPA7
CAREOSREP1

(CAACTC)http://w

ww.dna.affrc.go.jp
/sigscan/disp.cgi?S
000497
GARE-motif
(GARE10SREP1)
MYBGAHV (GARC)
TATCCA box

P-box

PYRIMIDINE BOX
ABREZMRAB28
ACGTABREMOTIFA
20SEM

CE1-like element
DPBFCOREDCDC3
EMBP1TAEM
LTRECOREATCOR1
5

MYB

WBOX

AGCBOXNPGLB
ERE (
ERE (ERELEE4)

LECPLEACS2
ARFAT
AUXREPSIAA4
AUXRETGA1GMGH
3 (TGA-box)
CATT-motif
CIACADIANLELHC
GA-motif
GATA-motif

G-box
GTGGC-motif

GT1

IBOX

SORLIP1AT

Sp1

CBFHV
MYCCONSENSUSA
1

RAV1AAT
2SSEEDPROTBANA
PA

-300ELEMENT
AACACOREOSGLU
B1

A box (ACGTABOX)
AMYBOX1

Sequéncia

TATA
KCACGW
CAACTC
TAACAGA

TAACAAR

TATCCA
CCTTTTG

TTTTTTCC

CCACGTGG

ACGTGKC
ACACNNG

GCCACCG

CACGTGGC
CCGAC
TAACTG
TGAC
AGCCGCC

AWTTCAAA

TAAAATAT

TGACGTAA

GCATTC
CAANNNNAT
c
ATAGATAA
AAGATAAGA
T
CTTCCACGT
GGCA
GATTCTGTG
GC
GGTTAA
aAGATAAGA
ICTCTTATG
cT
GCCACC
C(G/A)CCC
RYCGAC
CANNTG
CAACA

TGHAAARK
AACAAAC
ACGTA
TAACARA

CAAT
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AMYBOX2 - - - +
CAATBOX CGACG - - + +
CANBNNAPA AAAG + + + + +
CGACGOSAMY3 CANNTG + + + + +
DOF AATAAA + + + + +
EBOXBNNAPA CATGCY + + + - -
POLASIG1 ATATTTAW - + + +
RYREPEAT (RY- w + + + +

box) RTTTTTR + - + -
SEF1MOTIF TATCCA

SEF4AMOTIFGM7S

TGACGTVMAMY
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