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RESUMO: O entendimento de como as plantas de cafeeiro respondem aos estresses ambientais ¢ de fundamental
importancia para a sustentabilidade de sistema agricola. A salinizagdo em terras agricolas representa um grande desafio para
o futuro, tendo em vista as previsdes sobre as mudancas e alterag@es climaticas e o crescimento populacional. A resposta
das plantas a esse tipo de estresse desencadeia e altera a expressao de inimeros genes, levando a mudancas morfolégicas,
fisioldgicas e no metabolismo. O objetivo deste trabalho foi buscar novos conhecimentos sobre o papel e a contribuicdo das
isoformas do gene galactinol sintase (CaGolS) do cafeeiro na resposta ao estresse salino e quantificar os oligossacarideos
pertencentes a familia da rafinose (RFOs). A expressao da isoforma CaGolS1 é observada tanto constitutivamente em folhas
como também durante todo o periodo de estresse, enquanto que a isoforma CaGolS2 é expressa somente sob condigdes de
estresse salino. O nivel transcricional para CaGolS3 foi detectado em niveis mais baixos que as isoformas anteriores. Em
relagdo as quantificacfes dos carbo-hidratos, foi observado um acumulo elevado de rafinose durante todo periodo de
estresse. Estes dados indicam que os oligossacarideos da familia da RFO devem desempenhar um papel na osmoprote¢do ou
na protecdo contra estresse oxidativo em Coffea arabica L. sob condi¢fes de salinidade como também observado em outras
espécies.
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EXPRESSION OF THREE ISOFORMS OF GALACTINOL SYNTHASE IN Coffea Arabica L.
UNDER SALT STRESS

ABSTRACT: The understanding of how coffee plants respond to environmental stresses is fundamentally important for the
maintenance of this agricultural system. High salinity on agricultural lands represents a major challenge in the future,
considering the impacts of climate changes and population growth. Plants response to this kind of stress triggers and
changes the expression of several genes, leading to morphological, physiological and metabolic changes. The objective of
this work was to increase the comprehension on the role of different isoforms of the galactinol synthase gene (CaGolS) in
response to salt stress and to quantify the oligosaccharides belonging to the raffinose family (RFOs). The expression of
CaGolS1 isoform was observed on the leaves of plants under normal growth conditions and also throughout the period of
stress. On the other hand, the CaGolS2 isoform was expressed only during salt stress conditions. The transcriptional level of
CaGolS3 was detected at lower rates than the previous isoforms. We observed a high accumulation of raffinose during the
stress period. These data indicate that the oligosaccharides of the RFO family may play a role in osmoprotection or
protection against oxidative stress in Coffea arabica L. under salt stress conditions as reported for other plant species.
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INTRODUCAO

O impacto da salinidade do solo sobre a produtividade agricola tem sido um problema generalizado, afetando
inimeras areas nas regides semi aridas e desérticas (Yamaguchi e Blumwald, 2005). As concentracfes de sais, em geral,
restringem o crescimento tanto da parte aérea como do sistema radicular das plantas, em decorréncia de efeitos osmoticos,
que podem acarretar déficit hidrico, e efeitos especificos de ions, que resultam em toxidez ou desordens nutricionais
(Munns, 2002). Os estresses abidticos podem provocar alteracBes nos niveis dos carboidratos, levando a expressao e
alteragdo de inimeros genes. A familia dos oligossacarideos da rafinose (RFOs) apresenta diversas fungdes nas plantas,
sendo utilizados para o transporte e armazenamento de carbono e como solutos compativeis para a prote¢éo da planta contra
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estresse abiotico. A biossintese de rafinose inicia-se a partir da formagdo de galactinol (O — a-D-galactopiranosil — (1 — 1)
— L-mio-inositol) pela enzima galactinol sintese (EC 2.1.123 — GolS), catalisando a transferéncia de UDP-D-galactose para
mio-inositol (Peterbauer e Richter, 2001).

Em um primeiro momento, ocorre a transferéncia de uma galactosila para uma molécula de mio-inositol, formando
0 galactinol. Subsequentemente, o galactinol doa a unidade de galactose para uma molécula de sacarose, formando a
rafinose, com a liberacdo de uma molécula de mio-inositol. Os compostos superiores desta via (estaquiose, verbascose e
ajugose respectivamente) sdo sequencialmente formados pela acdo de galactosil transferases especificas, a partir da doacéo
da unidade de galactose pelo galactinol. Galactinol sintase é a enzima chave que catalisa o primeiro passo na biossintese da
familia das RFOs e desempenha um papel regulador importante na particdo do carbono entre a sacarose e RFO no
desenvolvimento das folhas, tendo como funcéo de galactosil transferase (Saravitz et al., 1987). A via metabdlica a sintese
de RFO esta bem estabelecida, segundo Dey (1985) (Figura 1).
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Figura 1. Via da biossintese de galactinol, rafinose e estaquiose em plantas.

Existem varios trabalhos relatando que a expressdo dos genes relacionados com a biossintese e acumulagdo
intracelular de galactinol e rafinose estdo associadas a respostas de estresses abiéticos. Em semente de feijdo (Phaseolus
vulgaris), Liu et al. (1998) identificaram a presenca de transcritos de galactinol sintase (GolS), onde foi possivel observar
uma maior expressdo em tecidos vegetativos quando expostos a baixas temperaturas. Taji et al. (2002) estudaram a
expressdo em Arabidospsis thaliana de AtGolS1, 2 e 3 sob condigdes de estresse abidtico. Os genes AtGolS1 e 2 foram
induzidos em condigdes de estresse hidrico e salino, enquanto que a AtGolS3 foi expresso em baixas temperaturas. Os
resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que GolS estd envolvido na acumulacdo de galactinol e rafinose sob
diferentes condi¢des de estresses ambientais, e esses oligossacarideos estariam atuando como osmoprotetores em plantas
submetidas a deficiéncia hidrica. Em folhas de Glycine max submetidas a déficit hidrico foi observado a expressao de
GmGolS, Stolf (2005) sugere que este gene esteja envolvido na resposta a seca. Foi demonstrado que em plantas de
Xerophyta viscosa sob déficit hidrico com indice abaixo de 5% de contetdo relativo de 4gua — RWC (Relative Water
Content), a sacarose e a rafinose sdo os carboidratos predominantes, sendo também relatado a expressdo de XvGolS nessas
mesmas condi¢des (Perters et al., 2007). Nishizawa et al. (2006) observaram que a transcri¢do do gene GolS1 e GolS2 de A.
thaliana é induzida por estresse causado por alta incidéncia de luz, por estresse térmico e que através do tratamento com
peréxido de hidrogénio o fator HsfA2 é ativado em situacdo de estresse. Analises semi quantitativas através de RT-PCR
demonstraram que o gene galactinol sintase (CjGolS) de Coptis japonica foi expresso em toda planta, porém ocorrendo
uma maior expressao na parte aérea, peciolos e folhas (Takanashi et al., 2008). Tendo em vista a importancia do impacto
que o estresse salino na agricultura, este trabalho deve como objetivo estudar a expressdo transcricional das isoformas de
galactinol sintase e quantificar os carbo-hidratos pertencentes a familia das RFOs em plantas de C. arabica cultivadas em
condices de estresse salino.

MATERIAL E METODOS

Trés isoformas de galactinol sintase CaGolS1, CaGolS2 e CaGolS3 foram identificadas no banco de dados do
Projeto Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/café/). Os contigs formados por ESTs de diferentes tecidos do
cafeeiro foram analisados através dos programas BlastP e BlastP (National Center for Biotechnology Information —
http://www.nbi.nlm.nih.gov), para confirmar a identidade das sequéncias (Altshul et al., 1997). O experimento do estresse
salino foi conduzido em casa de vegetacdo no Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR). Foram utilizadas vinte plantas de
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C. arabica cv IAPAR-59, com idade aproximada de seis meses. Para evitar choque osmatico, as plantas foram irrigadas no
primeiro dia com 50mM de NaCl, e no segundo dia 100mM. A partir do terceiro dia até o final do experimento as plantas
foram irrigadas diariamente com 150mM de solucdo salina. Folhas do mesmo par foram coletadas de cada planta antes de
iniciar o tratamento (controle sem estresse — Dia 0) e 6, 12 e 25 dias ap6s o inicio do tratamento com NaCl 150mM, e
imediatamente submergidas em N liquido e acondicionadas em freezer —-80°C. A extracdo de RNA total de folhas foi
baseada em Geromel et al. (2006), e para verificar a presenca dos transcritos de galactinol sintase foi realizada a técnica de
Northern blot . As quantificacBes de rafinose, galactinol e estaquiose foram realizadas por cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC), utilizando o equipamento Shimadzu (Japdo) equipado com unidade de controle CBM-10A, forno CTO-
10A, bomba LC-10AD e detector de indice de refracdo RID-10A. Foi utilizada uma coluna Supelcogel Ca (Supelco —
USA), 30 cm x 7,8 mm e pré-coluna Supelcogel Ca, 5 cm x 4,6 mm. A temperatura de analise foi de 80°C, fluxo de 0,5
mL/min e agua foi o eluente. Foram feitas curvas de calibracGes para os padrdes de carboidratos (rafinose, galactinol e
estaquiose), as quais foram utilizadas para a quantificacdo absoluta dos carboidratos nas amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da busca pelas sequéncias por palavra chave para o gene galactinol sintase no banco de dados do Projeto
Genoma Café (www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) foram encontradas 91 sequéncias provindas de diferentes bibliotecas
depositadas no banco de dados. A partir dos reads clusterizados (agrupados por similaridade) foram obtidos 11 contigs e 3
singletons. Dentre os 11 contigs, apenas 3 foram escolhidos para serem utilizados neste trabalho por possuirem sequéncias
provenientes, na quase totalidade, de bibliotecas de folhas e eram full-lenght, sendo entdo denominados CaGolS1, CaGolS2
e CaGolS3. Para certificar que os contigs demonstravam similaridade com o gene GolS de outros organismos, cada contig
teve sua sequéncia confrontada com as sequéncias do NCBI (National Center for Biotechnology Information —
http://www.ncbi.nIm.nih.gov), utilizando-se os algoritmos BlastX e BlastP (Altshul et al., 1997). A isoforma CaGolS1
possui 1402 pb (pares de bases) e uma sequéncia deduzida de aminoacidos de (338 aa). Quando realizado BlastX, esta
isoforma apresentou maior similaridade com Coptis japonica (BAF99254), Ajuga reptans (CAB51533), Verbascum
phoeniceum (ABQ12640) e Arabidopsis tahliana (NP_176250). A isoforma CaGolS2 (1445 pb), apresentou uma sequéncia
de 334 aa, demonstrou similaridade com Capsicum annuum (ABQ44212), Brassica napus (ACJ15472), Arabidopsis
tahliana (NP_1822401.1) e Xerophyta viscosa (ABK27907). CaGolS3 (1702 pb) possui uma proteina deduzida com 344 aa
e similaridade com Capsicum annuum (ABQ44212), Ricinus communis (EEF49998), Vitis vinifera (CAN74708) e Popilus
trichocarpa (XP_002320958). As trés isoformas de CaGolS apresentaram um dominio para a familia de glicosil transferase
8. A presenca desse dominio € uma caracteristica da familia das RFOs sintases, incluindo a GolS.

A anélise do perfil transcricional das isoformas de GolS em plantas de C. arabica submetidas a estresse salino
mostrou que a expressdo da isoforma CaGolS1 nas folhas demonstrou ser similar ao nivel basal observado em plantas sob
condi¢Bes normais (Dia 0) durante todo o periodo inicial de estresse (Figura 2), sendo detectado um aumento de transcritos
no vigésimo quinto dia de irrigagdo com solugdo salina. Por outro lado, CaGolS2 foi expressa de maneira significativa a
partir do sexto dia de estresse até o Gltimo dia do estresse salino. A expressdo para a CaGolS3 foi detectada em niveis mais
baixos em relacéo as duas isoformas anteriores.
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Figura 2. Andlise de RNA total de folhas de Coffea arabica cv. IAPAR-59 via Northern blot submetidas ao estresse salino.

Expressdo apresentada pela isoforma CaGolS1 (A), CaGolS2 (B) e CaGolS3 (C) em diferentes condicGes de estresse salino
(Dia 0, 6, 12 e 25). D= RNA total utilizado para controle.

O padrédo de expressdo observado para as diferentes isoformas de CaGolS em folhas de C. arabica evidenciou a
inducdo diferencial dessas isoformas em funcdo do periodo de tempo em que as plantas foram submetidas ao estresse salino,
destacando-se as isoformas CaGolS2 e CaGolS3 em comparacdo com a CaGolsl que apresenta nivel de transcricdo
constitutiva em folhas de plantas ndo estressadas.. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados em Arabidopsis por
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Taji et al. (2002), que mostraram que duas isoformas (AtGolS1 e AtGolS2) também foram induzidas sob condi¢Ges de
estresse salino.

As quantificacdes de galactinol e dois carbo-hidratos da familia das RFOs realizadas através de cromatografia
liquida de alta pressdo (HPLC) mostraram o perfil de acumulacdo de galactinol, rafinose e estaquiose durante o periodo de
estresse salino foi bastante diferente (Figura 3). Nota-se que o teor de galactinol nas folhas segue um padréo decrescente até
guase ndo ser mais detectado no vigésimo quinto dia de estresse salino. De modo ainda mais evidente, a estaquiose ndo foi
detectada ja no sexto dia ap6s o inicio do estresse. De modo diverso, a rafinose apresentou um aumento quase linear de
acumulacdo até o Ultimo dia do experimento, atingindo valores cerca de dez vezes acima dos observados no inicio do
experimento (= 7,0 mg/gMF).
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Figura 3. Concentracdo de galactinol, rafinose e estaquiose em folhas de plantas de C. arabica cv IAPAR-59, sob
condigdes de estresse salino. Sem estresse (Dia 0 ) e 6, 12 e 25 dias ap6s o inicio do estresse salino (150 mM-NaCl).

Os carbo-hidratos apresentam indmeras fungdes nas plantas, e estdo envolvidos em diversas vias metabdlicas e
participam da regulacdo de varios genes especialmente aqueles envolvidos no metabolismo dos oligossacarideos da familia
da rafinose RFO. Os RFOs sdo uma importante fonte de reserva de carbono disponivel durante a germinagéo das sementes,
e sdo também considerados metabdlitos que auxiliam a planta a tolerar condi¢fes de estresse (Keller e Pharr, 1996;
Peterbauer e Richter, 2001). A alta expressao apresentada por algumas isoformas de CaGolS em plantas de C. arabica
submetidas a salinidade confirmam o papel das RFOs na protecdo contra condi¢des estressantes.

Altos niveis de rafinose durante o estresse abidtico estd bem estabelecida, mas recentemente foi demonstrado que
nem sempre o acumulo de rafinose esta relacionado na melhora da tolerancia a baixas temperaturas em A. thaliana (Zuther
et al., 2004). Possivelmente galactinol foi utilizado como substrato para a biossintese dos oligossacarideos de mais alta
massa molecular pelas diferentes glicosil transferases. Taji et al. (2002) relatam que planta induzidas ao estresse hidrico e
salino desencadearam a expressdo do gene galactinol sintase, e acumularam altos niveis de rafinose e galactinol.
Diferentemente do observado neste estudo com C. arabica, aqueles autores informam que ndo ocorreu actmulo de
estaquiose nas folhas, flores em plantas de A. thaliana.

CONCLUSAO

Através desse trabalho foi possivel verificar a expressdo diferencial entre as isoformas CaGolS1, CaGolS2 e
CaGolS3 ao longo do periodo de estresse salino. Como a galactinol sintase é a enzima chave na biossintese de
oligossacarideos da familia da RFO e estes por sua vez, estdo envolvidos diretamente nas respostas das plantas a diferentes
tipos de estresse, seria importante particularizar o papel da rafinose na protecdo das estruturas celulares através da sua
interagdo com membranas, complexos protéicos ou enzimas que facilitam o processo de compartimentalizagdo de sais ou na
protecéo contra o estresse oxidativo resultante da exposi¢do a altas concentracées de sal.
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