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Resumo

Uma biblioteca de cDNA de “Caturra” foi utilizada para se isolar fragmentos de genes associados a resisténcia, através da
hibridizagdo com sondas RGA. Apods a utilizagdo das nove familias RGA de café, 32 colonias foram isoladas e
seqiienciadas. Destas, 25 seqii€ncias ndo apresentaram similaridade com outras seqiiéncias disponiveis na base de dados do
NCBI ou ndo puderam ser seqiienciadas. Seis amostras continham seqiiéncias muito pequenas e ndo confiaveis, e apenas
uma amostra resultou em uma seqiiéncia de 428 nucleotideos (142 aminoacidos). Esta seqiiéncia apresentou alta homologia
a catalases de outras plantas como Nicotiana plumbaginifolia, Glycine max, Phaseolus vulgaris, entre outras. A esta
catalase descoberta em café foi dado o nome de Cat-C. A catalase de ligacdo ao acido salicilico (SR1) e a seqiiéncia parcial
de aminoacidos da proteina de ligagdo ao acido salicilico (SABP), ambos de N. tabacum, apresentaram 82% e 77% de
identidade, respectivamente, quando comparadas a Cat-C. Na regido C-terminal desta catalase foi detectada a presenca de
uma seqiiéncia peroxissomal. No entanto, ao invés de uma seqiiéncia SRL (Serina-Arginina-Leucina), foi encontrada uma
seqiiéncia TRL (Treonina-Arginina-Leucina). Esta diferenca é devido a troca de uma timina por uma adenina. Estes dados
sugerem que Cat-C pode estar associado ao mecanismo de resisténcia em cafe.

Palavras-Chave: Catalase, resisténcia, sondas RGA, café, biblioteca de cDNA.

ISOLATION OF A COFFEE CATALASE ¢cDNA

Abstract:

A “Caturra” cDNA library was used to isolate fragments of genes associated with the resistance, through the hybridization
using RGA probes. This genes are normally found in clusters with others resistance genes. After the use of the nine coffee
RGA families, 32 colonies were isolated and sequenciated. Among these, 25 sequences either did not present similarity
with other available sequences in the NCBI data base or could not be sequenced. Six samples contained very small and not
trustable sequences, and just one sample resulted in a sequence of 428 nucleotides or 142 aminoacids. This sequence
presented high homology to catalases of other plants such as Nicotiana plumbaginifolia, Glycine max, Phaseolus vulgaris,
etc. To this discovered coffee catalase was given the name of Cat-C. The salicylic acid receptor (SR1) and the partial
sequence of aminoacids of the salicylic acid binding protein (SABP), both in Nicotinana tabacum, showed 82% and 77% of
identities, respectively, when compared with Cat-C. In the C-terminal region of this catalase was detected the presence of a
peroxisomal sequence. However, instead of a SRL sequence (Serine-Arginine-Leucine), a TRL sequence was found
(Treonine-Arginine-Leucine). This difference is due to the change of a timine by an adenine. These data suggest that Cat-C
can be associated with resistance mecanism in coffee.
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Introducao

O acido salicilico (SA — Salicylic Acid) é um componente fundamental nas vias de transdugdo de sinal, levando a ativacdo
de respostas de defesa em plantas apos o ataque do patégeno. Algumas evidéncias sugerem que ele tem um papel chave na
ativagdo de certas respostas de defesa em varias espécies de dicotiledoneas, como por exemplo, na correlagdo do aumento
do nivel endogeno de SA com a indugfo de genes PR (proteina relacionada a patogénese) e ao desenvolvimento de
resisténcia em tabaco (Nicotiana tabacum) e pepino (Malamy et al., 1992). Diversos estudos identificaram varias proteinas,
incluindo ascorbato peroxidase (APX) e catalase, através da qual o acido salicilico poderia agir (Du e Klessig, 1997).

Para elucidar os mecanismos através do qual o SA induz as respostas de defesa, diversas proteinas foram identificadas em
tabaco. A primeira, chamada proteina de ligag@o ao acido salicilico (SABP — Salicylic Acid Binding Protein) mostrou ser
uma catalase que se liga de maneira reversivel ao acido salicilico (Conrath et al., 1995). SA e alguns de seus analogos
inibem a atividade da catalase na degradacdo de H,O, enquanto analogos biologicamente inativos ndo inibem (Durner e
Klessig, 1996). Deste modo, pode-se verificar que a inibicdo mediada pelo acido salicilico poderia estar associada a um
aumento nos niveis de H,O, observada durante a resposta de hipersensibilidade (HR) (Chen et al., 1993). Também foi visto
que o aumento da quantidade de SA apds a infecgdo pelo patdogeno poderia inibir a atividade da catalase, produzindo niveis
elevados de H,0,, podendo ativar certas respostas de defesa, incluindo a expressao do gene PR (Slaymaker et al., 2002).

A catalase (CAT) ¢ um dos principais sistemas enzimaticos para a remogdo de H,O, das células das plantas (Willekens et
al., 1995). Um modelo foi proposto no qual o SA liga-se e inativa as enzimas CAT, resultando em um aumento de H,O,
intracelular que em troca age como um indutor dos genes de defesa do tipo PR-1 (Durner e Klessig, 1996). O modelo foi
inicialmente desenvolvido para explicar a inducdo da SAR mediada por SA (Dorey et al., 1998). Alguns trabalhos, porém,
mostram que em tecidos que apresentam resisténcia sistémica adquirida (SAR), o H,O, pode agir estimulando a resposta ao
SA (Neuenschwander et al., 1995). Além disso, anélises de plantas de tabaco geneticamente modificadas com atividade de
CAT severamente reduzida revelou que a redugdo da CAT por si, ndo foi um sinal suficiente para a indugdo de PR-1, e que



uma expressdo rapida e forte de PR-1 necessitava de éacido salicilico e ocorria somente quando folhas desenvolviam os
sintomas da necrose (Chamnongpol et al., 1998).

A catalase (H,0O, oxidoredutase, EC 1.11.1.6) ¢ uma proteina heme que catalisa a conversdo do peréxido de hidrogénio formado
pela superdxido dismutase em oxigénio e agua, processo este muito importante para respostas ao estresse, mas também ocorre
também devido a senescéncia (Natvig et al., 1996). Em plantas, a catalase esta envolvida na eliminagdo de H,O,, a qual é gerada
durante a foto-respiragdo ¢ a P-oxidaco de acidos graxos (Morita et al., 1994). Muitas plantas superiores tém isoformas multiplas
da catalase. A catalase de milho, por exemplo, ¢ codificada por trés genes distintos cuja expressao ¢ regulada diferencialmente em
resposta a mudancgas na fase do desenvolvimento ou nas condi¢does ambientais (Scandalios, 1990). Duas isozimas da catalase de
algoddo também exibem diferentes padrdes de expressdo (Ni e Trelease, 1991).

O aumento da atividade de enzimas oxidativas, como a lipoxigenase e a peroxidase, de enzimas da via dos
fenilpropandides, como por exemplo a fenilalanina amdnia-liase, e proteinas relacionadas com a patogenicidade (j3-
glucanases e quitinases) tém sido também associados a expressdo da resisténcia do cafeeiro a doengas como a ferrugem,
por exemplo (Guerra-Guimaraes et al., 2001; Silva et al., 2001a, b; Silva et al., 2002).

Utilizando métodos de hibridizagdo por supressao subtrativa (Diatchenko et al., 1996) foram obtidas bibliotecas de cDNA de café
enriquecidas com seqii€ncias especificamente expressadas durante a HR (Fernandez et al., 2001a, b; Fernandez et al., 2003).
Alguns clones foram selecionados por hibridizagdo diferencial com sondas complexas de cDNA geradas de grupos de mRNA
resistentes e susceptiveis. Sessenta por cento dos clones seqiienciados mostraram alta similaridade com seqiiéncias de planta em
bancos de dados, e a metade deles com proteinas cujo papel em reagdes de defesa de plantas foi sugerido ou demonstrado como
quitinases, proteinas de choque térmico, citocromo Pysy, metalotioneinas e canais i0nicos (Clough et al., 2000). A utilizagdo de
sondas RGA (analogos de genes de resisténcia) para avaliar uma biblioteca de cDNA foi feita. Esta biblioteca de cDNA de café
utilizada foi obtida a partir de folhas infectadas pelo fungo H. vastatrix e enriquecidas com seqiiéncias expressas durante a reagao
de hipersensibilidade. A possibilidade de encontrar seqiiéncias de cDNA diretamente associadas a resisténcia, além do fato dos
RGAs se agruparem a genes de resisténcia, fez com que se buscasse genes ou fragmentos de genes de resisténcia nesta biblioteca.

O objetivo deste trabalho foi o de isolar fragmentos de genes associados a resisténcia em bibliotecas de cDNA por meio de
hibridizagdo com sondas do tipo RGA.

Material e Métodos

O trabalho consistiu de trés hibridizagdes consecutivas a partir da biblioteca de cDNA utilizando sondas do tipo RGA, para
selegdo das colonias. Depois da terceira selecdo, as colonias separadas foram crescidas em meio liquido, para aumentar a
quantidade de DNA presente, o qual foi purificado e enviado para sequenciamento. O resultado foi comparado a outras
sequencias presentes nos bancos de dados da internet (NCBI) através no programa Blast.

Biblioteca de cDNA de ‘Caturra’

A biblioteca de cDNA de café foi obtida a partir de folhas da variedade Caturra (Coffea arabica L.) infectadas pelo fungo
Hemileia vastatrix. As folhas de ‘Caturra’ foram coletadas ap6s 18 horas de inoculagio durante a reacdo de
hipersensibilidade conforme descrito por Fernandez et al. (2003).

Sondas utilizadas

Foram utilizadas para a avaliagdo do banco de cDNA, sondas das nove familias (A a I) de RGA. O numero dos acessos ¢ a
familia a qual pertencem estes RGAs de café utilizados estdo depositados na EMBL foram: AJ298883 (CrgaAl), AJ298885
(ArgaB1), AJ298886 (ArgaCl), AJ298887 (CrgaD1), AJ298888 (CrgaEl), AJ298889 (CrgaF2), AJ298891 (ArgaGl), AJ298893
(CrgaH1) e AJ298895 (Argall). A sonda foi preparada segundo o procedimento descrito no manual do KIT Megaprime DNA
Labelling Systems (RPN 1604) da Amersham para marcagio de sondas radioativas utilizando [o-"P]dCTP.

Resultados e Discussio

Durante a hibridizagdo com as sondas RGA utilizando a biblioteca de cDNA de café para isolar parte de um gene associado
a resisténcia a doengas em plantas, 32 clones desta biblioteca foram isolados e seqiienciados. Destes, um resultou em uma
seqiiéncia de 428 nucleotideos ou 142 aminoacidos (Figura 1). Esta seqiiéncia apresentou alta homologia a catalases de
outras plantas, como Nicotiana plumbaginifolia, Prunus persica, Capsicum annuum, Glycine max, Manihot esculenta,
Phaseolus vulgaris, Lycopersicon esculentum, Gossypium hirsutum, entre outras.

Foi dado a catalase de Coffea arabica L. o nome de Cat-C, para que fosse possivel diferencia-la das demais catalases
comparadas. Na Figura 1, temos a seqiiéncia de nucleotideos de Cat-C e, logo abaixo de cada linha, sua seqiiéncia deduzida
de aminoacidos. Foi verificada a presenca, na regido carboxi-terminal da catalase, de uma seqiiéncia peroxissomal marcada
com uma caixa em azul (TRL) (Fig. 1). Ha diferenca de uma base, indicada em vermelho. A presenga de uma adenina no
lugar de uma timina. Assim, ao invés de ser encontrada a seqiiéncia SRL (Serina-Arginina-Leucina), proteina original
associada a seqiiéncia C-terminal, encontrou-se a seqiiéncia TRL (Treonina-Arginina-Leucina). Uma das possibilidades
para explicar esta diferenga é devido a problemas no final do sequenciamento desta extremidade, a qual poderia estar pouco
legivel. A presenga destes aminoacidos conservados nos indica que estariam faltando para o término da regido C-terminal
cerca de 6-7 residuos de aminoacidos (Niebel et al., 1995; Kwon e An, 2001). Também falta isolar e sequenciar a
extremidade N-terminal da catalase (cat-C) de café.

A presenga desta seqiiéncia peroxissomal na regido C-terminal, formada pelos aminoacidos SRL, encontrada em quase
todas as catalases de plantas (Gonzales, 1991) foi um indicio da associagdo entre a catalase encontrada e a resisténcia em
plantas. Como a seqiiéncia obtida da catalase de café ¢ parcial, ndo foi possivel verificar a presenca dos aminoacidos



conservados envolvidos na atividade catalitica (His, Ser e Asn), bem como da associa¢do direta com o grupo heme (Val,
Arg, Tyr, Phe e Pro). Apds o alinhamento da seqiiéncia parcial de nucleotideos da catalase de café (Cat-C) (senso direto)
com outras seqiiéncias parciais e totais de nucleotideos de outras catalases, obtidas em bancos de dados de seqiiéncias
disponiveis na internet, foram verificadas dentre as maiores identidades, as que estavam associadas a resisténcia. Foi
possivel encontrar, com identidade de 82%, uma catalase (Cat-1) de ligagdo ao éacido salicilico (SR1) de Nicotiana
tabacum. Na mesma porcentagem de identidade, foi encontrada também outra seqiiéncia parcial de nucleotideos da catalase
(Cat-1) de Prunus persica, entre outras. O que mostra a utilidade destas seqiiéncias para a utilizagdo, como sondas, na
busca de genes heterdlogos desta catalase.

Como foi visto, a catalase Cat-C obtida a partir da biblioteca de cDNA de café, ao ser comparada com o banco de dados de
seqiiéncias, tanto de nucleotideos, quanto de proteinas, apresentou forte homologia com as seqiiéncias comparadas,
variando de 75 a 85%. Além das seqiiéncias acima mostradas, outras catalases foram encontradas mostrando alta
homologia a Cat-C, como por exemplo: Cat-1 de N. plumbaginifolia (79%), Cat-2 de Prunus persica (82%), Cat-2 de
Lycopersicon esculentum (77%), algodao (81% a Cat-2 de Gossypium hirsutum), entre outras.

Alguns trabalhos tém demonstrado que a proteina SABP de N. tabacum, A. thaliana e de tomateiro ¢ uma catalase que inibe o
acido salicilico (Sanchez-Casas e Klessig, 1994). As propriedades apresentadas por esta proteina sugerem seu envolvimento na
indugdo, mediada pelo 4cido salicilico, da resisténcia sist€émica adquirida em plantas. A inibicdo da catalase pode levar a um
aumento na concentragdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) ou espécies ativas de oxigénio dele derivados que surgiram durante a
respiragdo, fotossintese, fotorespiracdo ou durante a resposta hipersensivel contra patdgenos. O H,O, pode ter uma atividade
antibiotica contra a invasdo dos patogenos. Este peroxido e seus derivados podem também atuar como intermediarios na cascata
de sinalizac8o para a expressao de genes relacionados a defesa (Durner et al., 1997).

Levando em consideragdo o papel proposto por diversos autores de que H,O, age como um mensageiro secundario na
inducdo do mecanismo de defesa (Apostol et al., 1989), outra interpretacdo para o mecanismo pode ser formulada. Se o
H,0, gerado durante a interag@o planta-patdogeno pode induzir os mecanismos de defesa, ele seria critico também para a
busca do patogeno para estabelecer uma interagdo compativel para interferir com os niveis enddgenos e conseqiientemente
a difusdo do mensageiro secundario. Durante a evolugdo, os patogenos poderiam entdo ter desenvolvido mecanismos para
controlar os niveis de H,O, dentro dos tecidos da planta. Tal mecanismo pode controlar direta ou indiretamente, a
expressao da catalase (Niebel et al., 1995).

Conclusdes

Cat-C foi a primeira catalase parcial isolada e seqiienciada de C. arabica L. Esta catalase encontrada apresenta alta
homologia a outras catalases e estd envolvida na resposta a estresses bidticos e abidticos nas plantas, como por exemplo, a
resisténcia a doengas. H4 muitos mecanismos que ainda precisam ser esclarecidos, no entanto, o sequenciamento completo
da catalase (Cat-C) do cafeeiro, poderia ser util para o isolamento de outros genes envolvidos, direta ou indiretamente, na
resisténcia. Entender mais sobre a bioquimica da catalase bem como o processo de sua ativagdo ¢ extremamente importante
para trabalhos com resisténcia induzida e adquirida em plantas.
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1 ATATTCGCATATGGTGATACCCAAGCGACACCGTCTTGGCCCAAACTATA 50
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Figura 1. Seqiiéncia de nucleotideos de Cat-C (catalase de Coffea arabica) e sua seqiiéncia deduzida de aminoacidos.
Presenga da seqiiéncia peroxissomal na regido C-terminal da catalase marcada com uma caixa (TRL) e em azul.



