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Resumo:

A reacgdo de hipersensibilidade (HR) é uma das principais estratégias de defesa da planta tanto contra estresses
bidticos quanto abidticos. A HR é geneticamente determinada e envolve a morte programada da célula vegetal infectada ou
sob estresse abidtico para conseqliente contencdo fisica de patdégenos ou de efeitos negativos de condi¢cbes ambientais
adversas. A célula vegetal que codifica genes relacionado a HR, quando sensibilizada por estresses bidticos ou abi6ticos,
ativa genes produzindo enzimas que participam da HR, tais como a lipoxigenase e a caspase. As caspases participam como
chave para o desencadeamento da morte programada da célula vegetal, enquanto o metabolismo da lipoxigenase conduz a
formacdo de moléculas regulatdrias e importantes produtos associados ao sabor e aroma das plantas. A analise desses genes
no Banco Genoma Funcional do Café (CafEST) revelou varias seqliéncias expressas relacionadas a caspases e
lipoxigenases em diferentes tecidos sob condigdes de estresse tais como ataques de patdgenos e déficit hidrico. Estes genes
foram caracterizados in silico e analisados através da construgdo de uma arvore filogenética.
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In silico ANALYSIS OF GENES POTENCIALLY INVOLVED WITH HYPERSENSITIVE RESPONSE IN Coffea
arabica

Abstract:

The hypersensitive reaction (HR) is one of the main strategies of plant defense both agains biotic and abiotic
stress. HR is genetically determined and involves the programmed plant cell death infected or under abiotic stress in order
to consequently restrain pathogens or negative effects of unfavorable environmental conditions. The plant cell, which
encodes HR related genes when sensitized by biotic and abiotic stresses produces enzymes that participate in HR such as
lipoxygenase and caspase. Caspases are enzymes that play a key role in the development of programmed cell death, while
the metabolism of lipoxygenase leads to the formation of regulatory molecules and important products associated to flavor
and taste in plants. The analysis of these genes the Functional Coffee Genome Database (CafEST) revealed several
expressed sequences associated to caspase and lipoxygenase in different tissues under stress conditions such as pathogen
attack and water stress. These genes were characterized in silico and analyzed by the construction of a phylogenetic tree.
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Introducao

O café é um dos principais produtos agricolas cultivados, sendo de grande importancia para a economia brasileira.
O Brasil junto com o Vietna e a Coldmbia representam 50% da producédo de café do mundo, sendo que o Brasil responde
por um terco da producdo e das exportacdes (Vieira et al.,2006).

O género Coffea pertence a familia Rubiaceae e as espécies mais importantes comercialmente sdo a Coffea
arabica e a Coffea canephora. A espécie C. arabica, planta de clima tropical Umido e de temperaturas amenas oriunda da
Etidpia, encontra no Brasil extensas areas apropriadas para seu cultivo. Segundo Vieira et al. (2006) esta espécie é a mais
cultivada e ocupa cerca de 75% da plantacdo de café no mundo. C. arabica apresenta uma excelente qualidade de bebida,
sendo de grande importancia na inddstria do café.

Devido a sua grande importancia, o genoma expresso do café (C. arabica) foi recentemente seqiienciado e foram
obtidos cerca de 33.000 genes diferentes (Vieira et al., 2006), cujas sequéncias foram depositadas no Banco Genoma
Funcional do Café (CafEST). Para a composi¢do do CafEST, foram construidas 37 bibliotecas de cDNA em diferentes
condi¢des bioldgicas, incluindo estresse hidrico e ataques de patégenos. Uma grande quantidade de informacdo esta
disponivel para anélise e varios esfor¢os tém sido feitos para explorar os dados gerados.

A reacdo de hipersensibilidade (HR) é considerada um dos principais componentes de respostas de defesa da
planta, caracterizando-se pelo rapido reconhecimento entre o patdégeno e o hospedeiro até o colapso da célula, que quando
sensibilizada, ativa seus mecanismos de defesa. Dentre esses mecanismos estd a producdo de enzimas que irdo participar
dessa reacdo, incluindo a lipoxigenase e a caspase e que culminam com a morte programada da célula vegetal e a
contencdo fisica de efeitos maléficos de infecgdes e estresses abidticos.

O objetivo deste estudo foi analisar in silico os genes de C. arabica lipoxigenase e caspase, potencialmente
envolvidos em HR de cafeeiro, presentes no CafEST.



Material e Métodos

ESTs (“Expressed sequence tags™) provenientes de diferentes bibliotecas de ¢cDNA de variados tecidos de C.
arabica (folha, caule, fruto, flor e raiz) sob diferentes condi¢@es biolégicas, incluindo estresses bioticos e abioticos, foram
sequenciados e essas sequéncias foram depositadas no Banco Genoma Funcional do Café (CafEST,
http://cafe.lge.ibi.unicamp.br/).

Para a busca de seqiiéncias relacionadas com lipoxigenases e caspases no CafEST, foram utilizadas duas
estratégias: a primeira foi realizada por palavra-chave, e a segunda através dos programas BLASTn ou tBLASTn (Altschul
et al., 1997),, utilizando as seqliéncias de genes de lipoxigenases e caspases bem caracterizadas depositadas no GenBank
(www.nbci.nlm.nih.gov). Os pardmetros utilizados para a anotacédo reversa foram o e-value de 1 x e-4 e um filtro de baixa
complexidade. Uma vez selecionada, as sequiéncias foram submetidas a clusterizacdo usando o programa CAP3 (Huang
and Madan, 1999) e os resultados foram organizados por projeto/gene.

As seqliéncias deduzidas de aminoacidos dos contigs de café foram comparadas com as seqiiéncias de outras
plantas disponiveis no GenBank. Os alinhamentos foram obtidos utilizando o programa ClustalW
(www.ebi.ac.uk/clustalw). A partir desses alinhamentos foram construidas as arvores filogenéticas de caspase e
lipoxigenase pelo programa MEGA 3.0 (Kumar et al., 2004) com o método de Neighbour Joining, sendo que os ramos
foram testados por bootstraping.

Resultados e Discussao

As lipoxigenases (LOX) sdo enzimas que catalisam a oxigenacdo de &cidos graxos poliinsaturados, contendo a
estrutura cis, cis-1,4-pentadieno para formar hidroperéxidos (Siedow, 1991). Os hidroperéxidos produzidos sao
convertidos em varios compostos associados aos processos fisioldgicos como o crescimento, a maturacdo do fruto e
respostas a estresses bioticos e abioticos (Brash, 1999; Gardner 1991). Segundo Shibata e Axelrod (1995), as lipoxigenases
de plantas estéo classificadas em duas familias: LOX 1 e LOX 2, que apresentam diferencas no pH 6timo para se tornarem
ativas. As LOX foram encontradas em diversas plantas, dentre elas Arabidopsis thaliana, soja, tomate, arroz, feijao
(Shibata e Axerold, 1995), lim&o e batata (Gomi et al., 2001), entre outras. Em A. thaliana e arroz, foram encontrados os
dois grupos de lipoxigenases (Shibata e Axerold, 1995).

Em plantas, a expressao da LOX é regulada por diferentes moléculas sinalizadoras como o acido jasménico, &cido
abscisico, diferentes formas de estresse, deficiéncia de agua e ataques de patdgenos. Os tecidos vegetais, quando
danificados mecanicamente ou por patégenos, sofrem degradacdo de lipidios, cujo produto inicial sdo os hidroperdxidos
resultantes da acdo das lipoxigenases (Silva et al., 2001). Os hidroperdxidos produzem aldeidos, que inibem o crescimento
de fungos, insetos e protozoarios na planta (Croft et al., 1993) e traumatina (Batista et al., 2002), envolvida com o processo
de sinalizagdo e divisao celular na resposta a ferimentos em plantas (Zimmennam & Croudon, 1979).

A analise do banco de dados CafEST revelou 152 reads relacionadas com lipoxigenases, formando 13 contigs e 8
singlets. A expressdo dessa enzima foi observada em varios tecidos de café em resposta a estresses abidticos e bidticos tais
como infeccdes por patdgenos e estresses de aluminio, quanto em processos de desenvolvimento.

Os contigs apresentando seqiiéncia génica completa (Tabela 1) foram utilizados para a construgdo de uma arvore
filogenética (Figura 1). Um dos contigs selecionados apresentou similaridade com a lipoxigenase gi|15221970 de A.
thaliana e foi formado por quatro reads. Outros dois contigs mostraram maior similaridade com lipoxigenases de Solanum
tuberosum, enquanto que dois outros contigs apresentaram similaridade com Nicotiana attenuata.

A arvore filogenética revelou trés grupos principais de lipoxigenases representadas no CafEST (Figura 1), sendo
que foi observada a proximidade entre o Contig 7 com gi|32454714 N. attenuata e o Contig 6 com gi|32454712 N.
attenuata. Em outro grupo foi observada a similaridade entre o Contig 8 e gi|1117793 S. tuberosum. O terceiro grupo foi
formado pelos Contigs 2 e 10, que apresentaram similaridade com gi|15221970 A. thaliana e gi|1407705 S. tuberosum.

A morte programada da célula (programmed cell death, PCD) é um processo fisiolégico geneticamente
controlado, que ocorre devido a estresses e durante o desenvolvimento da planta (Hara-Nishimura et al., 2005). Caspases
sdo um grupo de cisteina proteases capazes de clivar outras proteinas e desencadear processos que levam a apoptose da
célula. Em plantas, dois tipos de proteases foram identificados como caspases: as metacaspases e as enzimas de
processamento vacuolar (VPE) (Woltering et al., 2002).

As VPEs foram originalmente descobertas durante a maturacdo de sementes (Hara-Nishimura et al., 2005). Estas
enzimas podem funcionar como molécula chave para desencadear o colapso vacuolar levando a morte da célula (Sanmartin
et al., 2005). Segundo Hatsugai et al. (2004) e Rojo et al. (2004), as VPEs apresentam atividade semelhante a das caspases
e regulam a morte da célula em Arabidospsis e Nicotiana. A expressdo de VPEs é induzida em condi¢es de PCD como
apos a infeccdo pelo virus do mosaico do tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV) em plantas de fumo, ou durante a
senescéncia e apds o ataques de patdgenos em Arabidopsis indicando que a regulacdo de sua atividade pode ser em nivel de
transcricdo (Sanmartin et al., 2005).

As metacaspases foram identificadas em plantas e fungos. O genoma de plantas contém um extenso complemento
de metacaspases que sdo classificadas em tipo | e tipo Il baseado na seqiiéncia de genes e nas caracteristicas estruturais
(Sanmartin et al., 2005).



Neste estudo, as caspases foram analisadas no banco CafEST e foram obtidas 19 reads, as quais foram agrupadas
em 5 contigs. Um dos contigs mostrou similaridade com a caspase gi|113639949 de Oryza sativa sendo formado por dois
reads. Dois contigs mostram similaridade com caspases de A. thaliana, sendo que um deles foi formado por quatro reads
enquanto que o outro foi formado por trés reads. Interessantemente, um contig mostrou similaridade com um gene que
codifica uma proteina abundante do latex Hevea brasiliensis, porém a relevancia biolégica desta observacédo deve ainda ser
validada experimentalmente.

Os contigs apresentando seqiiéncias completas (Tabela 2) foram utilizados para a construgdo de uma arvore
filogenética (Figura 2) que revelou trés grupos principais. Um grupo foi formado pelo Contig3 e gi|113639949 Oryza
sativa e gi|30678252 A. thaliana, e o outro pelos Contigs 5 e 2. O terceiro grupo foi formado pelo Contig4 e gi|4235430 H.
brasiliensis.

Tabela 1 — ESTs que codificam possiveis lipoxigenases em C. arabica encontrados no banco de dados CafEST

Produto do gene [Organismo] NuaT:SrS%de e-value Similaridade Reads Numero
contigs | singlets

Lipoxygenase [Solanum tuberosum] gi|1407705 6,00e-84 96/104 (91%) 36 2 0
Lipoxygenase [Solanum tuberosum] gij1117793 1,00e-159 | 255/292 (87%) 11 3 0
Lipoxygenase [Nicotiana attenuata] | gi|32454714 0.0 399/418 (95%) 81 4 0
Lipoxygenase 1 [Arabidopsis gi|15221970 0.0 277/339 (80%) 4 1 0
thaliana]

Lipoxygenase [Nicotiana attenuata] | gi|32454712 0.0 734/902 (80%) 64 1 0
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100 —— (Ji|32454714 Nicotiana attenuata
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100 b 32454712 Nicotiana attenuata
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Figura 1 - Arvore filogenética das seqiiéncias de aminoéacidos deduzida de lipoxigenases de C. arabica encontradas no
banco CafEST, construida utilizando o programa Mega 3.0 (Kumar et al., 2004), com o método de Neighbour Joining.



Tabela 2 - ESTs que codificam possiveis caspases em C. arabica encontrados no banco de dados CafEST

Produto do gene [Organismo] Namero de e-value Similaridade | Reads Numero
acesso contigs | singlets

Latex-abundant protein [Hevea gil4235430 | 2,00e-83 | 179/260 (67%) | 8 1 0
brasiliensis]
Caspase/ cysteine-type endopeptidase|  ui30670050 | 1,00e-102 | 194/245 (78%) | 4 1 0
[Arabidopsis thaliana]
Caspase [Oryza sativa] gi|113639949 1,00e-76 | 173/243 (70%) 2 1 0
LOL3 (LSD ONE LIKE 3); caspase/
cysteine-type endopeptidase gi|30678252 1,00e-141 | 274/367 (74%) 3 1 0
[Arabidopsis thaliana]
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Figura 2 - Arvore filogenética de seqiiéncias de aminoacidos deduzidas de caspases encontradas no banco CafEST,
construida utilizando o programa Mega 3.0 (Kumar et al., 2004), com o método de Neighbour Joining.

Conclusdes

Neste estudo, foram identificados varios ESTs presentes no CafEST, que codificam para caspases e lipoxigenases,
expressos em diferentes condicdes bioldgicas. Estudos futuros deverdo ser realizados para confirmar o envolvimento destes
genes no processo de defesa do tipo HR em cafeeiro.
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