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RESUMO

O café é um dos principais produtos agricolas mundiais. O Brasil € um dos
maiores paises produtores e consumidores de café. Assim sendo, a cafeicultura
possui extrema importancia econémica em nosso pais. Um dos principais fatores que
causam prejuizo a lavoura do café é o ataque do bicho mineiro (Leucoptera coffeella),
pois Coffea arabica, principal espécie cultivada do café, é suscetivel a essa praga. O
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) empreende um projeto de melhoramento de
Coffea arabica, visando a resisténcia ao bicho mineiro, através de cruzamentos com
C. racemosa, espécie naturalmente resistente a L. coffeella.

Neste trabalho isolamos genes diferencialmente expressos durante o ataque
do bicho mineiro a plantas de uma progénie hibrida derivada de cruzamentos entre
Coffea arabica e C. racemosa. Foram construidos macroarranjos de DNA contendo
1536 ESTs de bibliotecas de subtragdo enriquecidas em genes preferencialmente
expressos em plantas resistentes infestadas. Membranas foram hibridadas com
sondas de cDNA obtidas a partir de RNA total de folhas suscetiveis e resistentes ao
bicho mineiro, em diferentes momentos da infestagdo (controle ndo infestado, pos-
oviposicao e pos-eclosido). Apds analises estatisticas e clusterizagao hierarquica, 21
cDNAs induzidos em pelo menos um tratamento foram selecionados como
diferencialmente expressos durante a infestagcdo do bicho mineiro. A expressao
diferencial de cinco genes (PR-8, CAX9, SPC25, psaH, BEL) foi confirmada através
de RNA blot contendo RNA de um segundo experimento de infestagdo, demonstrando
a eficiéncia dos macroarranjos de DNA na selecdo de genes diferencialmente

expressos. O padrdo de expressdao dos cinco genes citados foi verificado em



diferentes 6rgaos do cafeeiro e durante o desenvolvimento do fruto do café. Nossos
resultados sugerem que o mecanismo de resisténcia ao bicho mineiro é derivado de
uma maior expressao basal de genes relacionados a defesa em plantas resistentes do
que em plantas suscetiveis, e que plantas resistentes possuem um mecanismo de
sinalizagado de defesa disparado pela oviposi¢ao de L. coffeella.

Dentre os cDNAs selecionados, destacamos SSH101B04, cuja proteina
deduzida é similar a inibidores de protease do tipo Kunitz STI (Soybean Trypsin
Inhibitor). Devido a sua alta similaridade com proteinas do tipo miraculina, esse gene
foi denominado CoMir (Coffea Miraculin). CoMir foi induzido apds a oviposicao em
plantas resistentes, mas néao foi induzido apds a eclosao da lagarta do minador em
plantas resistentes nem em plantas suscetiveis. Através de ensaios de RNA blot foi
verificado que CoMir é expresso em folhas, botdes florais verdes e brancos e em
frutos verdes imaturos. Ensaios de hibridagdo in situ demonstraram que CoMir é
expresso no metaxilema de folhas, de pétalas e do estigma, e no estdmio, endotécio,
tapete e feixe vascular da antera. Ensaios de localizagdo subcelular demonstraram
que a proteina CoMir localizou-se preferencialmente no apoplasma e no citoplasma
de células de epiderme de cebola (Allium cepa). Nossos resultados sugerem que
CoMir é uma proteina reguladora de protedlise durante o desenvolvimento do café,

que é mobilizada para defesa apds a oviposicao de L. coffeella.
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ABSTRACT

Coffee is one of the most important crops in the world. Brazil is one of the
biggest coffee producer and consumer countries. Therefore, coffee plantations have
great relevance in our country. One of the main factors that affect coffee plantations is
the attack of the coffee leaf miner (Leucoptera coffeella). This is due to the
susceptibility of Coffea arabica, the main cultivated species. The Agronomic Institute of
Campinas (IAC) develops a Coffea arabica breeding program aiming the resistance to
the infestation of coffee leaf miner, using crosses with C. racemosa, a resistant
species.

In this work, we have isolated differentially expressed genes during L. coffeella
attack to plants of a hybrid progenie between C. arabica and C. racemosa. We have
produced cDNA arrays containing ESTs from subtracted cDNA libraries enriched in
genes preferentially expressed in infested resistant plants. Arrays were probed with
samples from susceptible and resistant leaves, in different treatments (control non-
infested, after oviposition and after caterpillar eclosion). After statistical analysis and
hierarchical clustering, 21 cDNA clones induced in at least one treatment were
selected as differentially expressed during coffee leaf miner infestation. The differential
expression of five genes (PR-8, CAX9, SPC25, psaH, BEL) was confirmed by RNA
blot containing samples from a second infestation experiment, demonstrating the
efficiency of DNA arrays in the identification of differentially expressed genes. The
expression profile of these five genes was verified in different organs of coffee plants
and during coffee fruit development. Our results suggest that the resistance

mechanism against coffee leaf miner is derived from a higher basal expression of
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defense/stress genes in resistant plants, and that resistant plants have a defense
signaling mechanism triggered by L. coffeella oviposition.

Among the selected cDNAs, we identified SSH101B04, which deduced protein
is similar to Kunitz STI (Soybean Trypsin Inhibitor) protease inhibitors. The gene was
named CoMir due to its high similarity to miraculin-like proteins. CoMir was induced
after oviposition in resistant plants, but it was not induced after larval eclosion in
susceptible and resistant plants. RNA-blot experiments showed that CoMir was
expressed in leaves, green flower buds, white flower buds and early green fruits. In
situ hybridization showed that CoMir is expressed in the metaxylem vessels of leaves,
petals and stigma and in the stomium, endothecium and vascular bundles of anthers.
Subcellular localization assays demonstrated that CoMir was localized in the apoplasm
and citoplasm of onion (Allium cepa) epidermal cells. Our results suggest that CoMir is
a protein that regulates proteolysis during coffee development that is mobilized to

defense after L. coffeella oviposition.
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INTRODUCAO

O café (Coffea arabica) € um dos principais produtos agricolas brasileiros. O
inseto lepidéptero minador Leucoptera coffeella, conhecido como bicho-mineiro, vem
sendo considerado como a principal praga do café. Espécies do género Coffea
apresentam diferentes niveis de resisténcia ao bicho mineiro, embora C. arabica seja
suscetivel a praga. O Instituto Agronémico de Campinas empreende um programa de
melhoramento do cafeeiro visando a resisténcia a L. coffeella. Para tal, utiliza plantas
derivadas do cruzamento entre C. arabica e C. racemosa, espécie de café resistente
ao bicho mineiro.

Os vegetais sado atacados por diversos organismos. Pouco se sabe sobre
como as plantas se defendem de artropodos que interagem de forma mais prolongada
com o vegetal. As lagartas minadoras, como o bicho mineiro, estdo incluidas nesse
caso, ja que se desenvolvem durante dias dentro de minas formadas no mesofilo
foliar. Assim sendo, o entendimento dos mecanismos moleculares de percepgao,
sinalizacio e ajuste do metabolismo perante o ataque do bicho mineiro pode ajudar a
elucidar o mecanismo de resisténcia a esse inseto praga, assim como trazer novas
hipoteses para defesa contra minadores. A presente tese de doutoramento teve como
objetivo principal a andlise da expressdao génica de uma populagdo de plantas
derivada do cruzamento entre C. arabica e C. racemosa, quando infestadas pelo
bicho mineiro.

Além desta introdugao, contendo uma revisao bibliografica, a tese contem dois
capitulos referentes a um artigo publicado e outro em preparagdo, onde nossos
resultados sao apresentados, uma discussao geral e, por fim, conclusdes gerais sobre

0 nosso trabalho.



1- O cafeeiro e o bicho-mineiro

1.1- Café: origem e histéria

Estudos historiograficos indicam que o centro de origem do cafeeiro é a regido
de Kaffa, na atual Etiépia. No século XV, o café comecou a ser consumido no Oriente
Médio, sendo os arabes a primeira civilizagdo a cultiva-lo. Isso originou 0 nome
cientifico da principal espécie cultivada de café (Coffea arabica). A partir da
intensificacdo do comércio entre ocidente e oriente e da invasdo dos arabes na
peninsula Ibérica, o consumo do café difundiu-se pela Europa. As primeiras mudas de
café foram plantadas na Europa no Jardim Botanico de Paris e no Jardim Botanico de
Amsterda. Entretanto, o clima europeu ndo foi favoravel para a cafeicultura. Foi
através dos holandeses que o café chegou ao Novo Mundo, em 1714. O clima das
Américas se mostrou propicio para o cultivo do café que logo se propagou para outros

paises do continente (Joly e Hermdégenes, 1979).

1.2 - O café no Brasil e a economia cafeeira

Em 1727, o oficial portugués Francisco de Mello Palheta foi enviado a Guiana
Francesa para resolver problemas de delimitagdo de fronteiras, mas também para
trazer secretamente sementes do fruto de café. Palheta trouxe as sementes ao Para,
que tornou-se o primeiro estado a cultivar o cafeeiro. Em 1774, as mudas de cafeeiro
chegaram ao Rio de Janeiro, donde a planta iniciou sua notavel expanséo. Do Rio de
Janeiro, o café atingiu o Vale do Paraiba, adentrando no Estado de S&o Paulo por
volta de 1790. Em seguida, a cafeicultura alcangou o Estado de Minas Gerais. Em
pouco tempo o café tornou-se a base da economia brasileira. O “ciclo de ouro do café”
iniciou-se no meio do século XIX, durando até 1931, quando milhdes de sacas de café

estocadas foram destruidas devido ao excesso de produto no mercado.



A cada ano sao produzidos mais de 6,5 milhdes de toneladas de graos de
café em 11 milhdes de hectares no mundo. O café é a segunda comodite mais
valorizada nos mercados internacionais, atras somente do petrdleo (Leroy et al.,
2001). Coffea arabica (75% do mercado) e Coffea canephora (25% do mercado) séo
as espécies de café que abastecem o mercado mundial (Daviron e Fosse, 1993).
Cerca de 70 paises produzem café. No entanto, Brasil, Indonésia e Coldmbia detém
juntos mais de 50% do mercado mundial (Daviron e Fosse, 1993). A cafeicultura tem
uma importancia fundamental na criagcdo de empregos e na fixagdo do homem no
campo. No Brasil, o cultivo do café esta presente em 14 estados (Sao Paulo, Parana,
Espirito Santo, Minas Gerais, Bahia, Ceara, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Pernambuco, Para, Rio de Janeiro, Rondénia e Acre), distribuindo-se em mais de
300.000 propriedades, que em sua maioria sdo de pequeno porte (até 10 hectares).
Dados da safra 2002/2003 demonstram que o estado de Minas Gerais € o maior
produtor de café do Brasil. Em segundo lugar vem o Espirito Santo, seguido por Sao
Paulo. A cafeicultura no Brasil gera em torno de 3 milhdes de empregos diretos. Em
torno de 4% do volume total das exportagdes brasileiras sao representados pelo café.
Além disso, os setores de exportagdo e industrial do café originam em torno de 6
milhdes de empregos indiretos. Entre janeiro e margo de 2005, as exportagdes
brasileiras de café em grao, soluvel e torrado foram de 6,711 milhdes de sacas de 60
quilos (Cecafé - Conselho dos Exportadores de Café). Mais particularmente no Estado
de Sao Paulo, a cafeicultura gera aproximadamente 5 bilhdes de reais por ano e 5 mil
empregos diretos ou indiretos (Thomaziello et al., 2000). Além disso, segundo dados
da ABIC (Associagao Brasileira da Industria do Café) o Brasil representa 13% de todo

o consumo mundial de café.



1.3 - Coffea arabica — Caracteristicas morfologicas e fenologia

Coffea arabica € uma planta perene dicotiledbnea da familia Rubiaceae, de
porte arbustivo ou arboéreo, caule lenhoso, folhas persistentes e flores hermafroditas.
Essa espécie de café é autocompativel, apresentando altos niveis de autofecundacao.
Além disso, C. arabica é a Unica espécie tetrapldide (2n = 4X = 44 cromossomos) do
género Coffea (Lashermes et al.,1999) .

As plantas de C. arabica podem atingir 4m de altura, apresentando ramos
ortotrépicos (crescimento vertical), dos quais se originam ramos plagiotropicos
(crescimento lateral). Suas folhas sdo de formato oval, cor verde escura contendo um
peciolo curto. A raiz de C. arabica é do tipo pivotante profunda com grande
ramificagcao nas primeiras camadas do solo (Graner e Godoy-Junior, 1967). As gemas
florais sdo encontradas nos ramos laterais originando flores de coloragao branca. A
abertura dos botbes florais ocorre na primavera sendo que o fruto produzido € uma
drupa elipsoide, contendo geralmente duas sementes. Somente um unico ciclo de
frutificacdo anual é verificado em C.arabica. A fenologia do café é bem caracteristica:
florescimento na primavera, frutificacao no verao, maturacdo no outono e “repouso” no
inverno. Outra caracteristica de C. arabica é a sua intolerancia a altas tempertauras e

ao frio (Thomaziello et al., 2000).

1.4 - Leucoptera coffeella - o bicho mineiro

O sistema de manejo da cultura cafeeira foi radicalmente modificado a partir
do aparecimento da broca do café em 1924 e sobretudo da ferrugem do café em
1970. Além disso, a utilizagdo incorreta de produtos quimicos, como fungicidas e
inseticidas, provocou desequilibrios biolégicos muito severos para a cafeicultura

brasileira, como o aumento da incidéncia do bicho mineiro. Esse inseto representava
4



um problema para a cultura apenas nas estagcdes secas do ano, mas se tornou um
problema mesmo durante as estag¢des chuvosas (Parra, 1975).

Acredita-se que a origem do bicho mineiro tenha ocorrido no continente
africano, sendo constatado no Brasil ja no século XIX, provavelmente advindo de
mudas de café provenientes das Antilhas e da ilha de Bourbon (atual ilha Réunion).
Atualmente essa praga € encontrada em todas as regides cafeeiras do pais. O bicho
mineiro ataca somente o cafeeiro, sendo portanto uma praga mondéfaga, que na fase
adulta € uma mariposa de coloragéo prateada de cerca de 6,5 mm de envergadura e
2,2 mm de comprimento. As mariposas escondem-se na face inferior das folhas
durante o dia e iniciam a oviposicao na parte superior das folhas ao anoitecer. Apds a
eclosdo dos ovos, que ocorre de 4 a 6 dias apds a ovipoisigao, as larvas do bicho
mineiro penetram diretamente no mesofilo foliar, alimentando-se entdo do parénquima
palicadico. As regides destruidas vao secando e a area atacada aumenta com o
proprio desenvolvimento da lagarta dentro do mesofilo. Essa lesdo é chamada de
"mina". A lagarta de L. coffeella mede 4 a 5 mm de comprimento e 0,75 mm de
largura, possui corpo achatado e coloragéo transparente-amarelada. Apés o término
de seu desenvolvimento, que dura de 7 a 11 dias, a lagarta sai do mesofilo através de
uma fenda na epiderme superior, € em seguida se torna uma crisalida na parte inferior
desta mesma folha. Essa etapa do desenvolvimento de L. coffeella é reconhecida pela
presenca de um casulo em forma de X, usado para prote¢ao da pupa. Apds o periodo
pupal, surgem as mariposas que vivem em torno de 15 dias, embora em alguns casos
possam viver mais de um més.

Os prejuizos causados pelo inseto podem chegar a 50% da produgao
(Almeida, 1973; Paulini et al., 1975), devido a reducéo da fotossintese (Magalhaes,

1964), causada sobretudo pela queda prematura das folhas (Crowe, 1964). As plantas
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que sofrem intenso ataque do bicho-mineiro desfolham e levam até dois anos para se
recuperarem completamente. De modo geral, os prejuizos aparecem na safra
seguinte, sendo que eventos consecutivos de desfolha levam ao enfraquecimento do
cafeeiro, diminuindo sua longevidade (Parra et al., 1992).

Diversos fatores determinam a presenga do bicho mineiro nos cafezais. Um
dos mais importantes é a condi¢cdo climatica. Em geral, o aumento da temperatura
influencia positivamente a ocorréncia das mariposas, enquanto o aumento da
pluviosidade e da umidade influenciam negativamente a praga (Reis e Souza, 1986).
Lavouras espacadas tendem a favorecer o ataque do bicho mineiro. Isso vai de
encontro ao que se vé em relagédo a ferrugem do café, onde cultivos espagados
tendem a sofrer menor ataque do fungo. Outros fatores como o estado nutricional do
cafeeiro e a quantidade de inimigos naturais, como parasitas, predadores e

patdgenos, também influenciam a infestagao por L. coffeella (Parra et al.,1992).

1.5 - Melhoramento genético e biotecnologia no combate ao bicho mineiro

O Instituto Agronémico de Campinas (IAC) conduz um programa de
melhoramento genético no intuito de se obter variedades de café arabica resistentes
ao bicho mineiro. De modo geral, todas as variedades de C. arabica sao suscetiveis a
L. coffeella (Medina Filho et al., 1977a). Contudo, diferentes niveis de resisténcia
foram verificados em outras espécies do género Coffea (Medina Filho et al., 1977a;
Guerreiro Filho et al., 1991). Medina Filho et al. (1977b) determinaram que para C.
racemosa a taxa de infestagdo no campo foi de 6%, enquanto que os cultivares C.
arabica Acaia e Catuai tiveram 86% e 96% de folhas infestadas respectivamente. Em

plantas resistentes como no caso de C. racemosa, as larvas ndo completam seu



desenvolvimento pois morrem no interior das minas. Em casos mais extremos de
resisténcia, as larvas ndo eclodem dos ovos (Medina Filho et al., 1977b).

Além de ser resistente a L. coffeella, C. racemosa apresenta floracao
abundante e uma relativa facilidade de cruzamentos com C. arabica, o que a indicou
como gendtipo doador de resisténcia ao bicho mineiro para o programa de
melhoramento do IAC. Progénies resultantes de hibridagdes entre C. arabica e C.
racemosa foram testadas quanto a resisténcia ao bicho mineiro. Individuos da terceira
e da quarta geragao de retrocruzamentos (C. arabica X C. racemosa) X C. arabica
apresentaram uma taxa de segregacao de 9 individuos resistentes para 7 individuos
suscetiveis quando cruzados entre si através de polinizacdo aberta, e de 1 individuo
resistente para 3 suscetiveis quando retrocruzadas com C. arabica (Guerreiro-Filho et
al., 1999). Essas taxas de segregacao levaram a constatacdo de que a resisténcia
apresentada por C. racemosa é determinada pela expressdo de dois genes
complementares e dominantes, que foram denominados Lm1 e Lm2 (Guerreiro-Filho
et al., 1999). Curiosamente, plantas resistentes dessas progénies hibridas
apresentaram padrao de resisténcia ao bicho mineiro similar ao apresentado por C.
racemosa. No momento o IAC possui plantas pertencentes a quinta geragcdo de
retrocruzamentos. A tabela 1 mostra a genealogia das plantas desse programa de
melhoramento.

Alguns trabalhos buscaram correlagdes entre a resisténcia ao bicho mineiro e
fatores anatdbmicos e bioquimicos do cafeeiro. Ramiro et al. (2004) caracterizaram
anatomicamente folhas de C. arabica e de C. racemosa e plantas resistentes e
suscetiveis das progénies RC4, F2RC4 e RC5 derivadas de cruzamentos entre essas
espécies. Os autores ndo encontraram uma correlacdo entre as caracteristicas

anatdmicas foliares e o mecanismo de resisténcia ao bicho mineiro. Tendo em vista
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que o alcaldide maijoritario no cafeeiro, a cafeina, apresenta efeitos de inibicdo de
desenvolvimento de insetos, Guerreiro-Filho e Mazzafera (2000) tentaram
correlacionar a variabilidade genética do conteudo de cafeina em folhas de diferentes
espécies de café a resisténcia a L. coffeella. Nao foi encontrada correlagcio entre as
duas caracteristicas. Curiosamente, a infestagao por L. coffella induziu o acumulo de
cafeina, o que ao mesmo tempo demonstra que existe uma resposta metabdlica ao
estresse causado por essa praga, e que o bicho mineiro € resistente aos efeitos da

cafeina.

Tabela 1: Genealogia das plantas de café do programa de melhoramento genético
do IAC visando resisténcia ao bicho mineiro

Geragcdo Populagao

Parental C. racemosa C1195 (R) x C. arabica cultivar Blue Mountain (S)
Fi C1195-5 (R)
(C. racemosa x C. arabica)

BC; C1195-5-6 (R)
(C. arabica x C1195-5)
BC., C1195-5-6-2 (R)
(C. arabica x C1195-5-6)
BC; H11421 (R)
(C1195-5-6-2 x H4782-7-882)
BC4 H13685 (R)
(IAC 81 x H11421-11)
BCs H14954 (R)

(IAC 62 x H13685-1)
FsBCs  H14954-29 ®

(R) = Resistente; (S) = Suscetivel; H 4782-7-882 = Cultivar Icatu Vermelho;
IAC 81 = Cultivar Catuai Vermelho;

IAC 62 = Cultivar Catuai Amarelo

® = Autofecundacao

Nos ultimos anos, vem se investindo na biotecnologia aplicada ao
melhoramento no cafeeiro, mais especificamente, na obtencdo de cafeeiros

transgénicos resistentes a herbicidas ou a pragas de importancia econémica, como o
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bicho mineiro. Leroy et al., (2000) transformaram C. canephora com um gene da
bactéria de solo Bacillus thuringiensis chamado Cry71Ac, que produz uma proteina
com propriedade inseticida (toxina Bt). Esses autores verificaram que Cry7Ac
aumentou a resisténcia do cafeeiro a infestacdo de L. coffeella, demonstrando que a
transgenia pode ser uma técnica eficiente no combate a esse inseto praga.
Entretanto, faz-se necessario o desenvolvimento de plantas transgénicas contendo
outros genes que produzam proteinas inibidoras do desenvolvimento de artropodos
herbivoros, ja que existe a possibilidade de surgimento de insetos resistentes a
Cry1Ac. Nesse caso, € importante que sejam executados estudos detalhados sobre
modelos de herbivoria, no intuito de se identificar e caracterizar genes que confiram

resisténcia a essas pragas.

2 — Genoma funcional

2.1 - DNA arrays

A partir do advento da genémica, a identificagdo de genes tornou-se um
processo mais rapido. Nos ultimos anos, diversos projetos denominados projetos
ESTs (Expressed Sequence Tags) vém sendo conduzidos para identificar as
populagdes de mMRNA expresas por um organismo (transcriptoma) (Dong et al., 2003;
Ma et al., 2003; Vettore et al., 2003). O desenvolvimento desses projetos propiciou o
surgimento de novas metodologias que ampliaram consideravelmente a capacidade
de analise da expressao génica. O SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) é uma
metodologia baseada em sequenciamento utilizada na avaliagdo da expressao
génica. Essa técnica se baseia no isolamento de pequenas moléculas de cDNA que

sao concatenadas, clonadas e, em seguida, sequenciadas. A partir do



sequenciamento pode-se avaliar a quantidade e a identidade dos transcritos celulares
(Velculescu et al., 1995).

Os arranjos de DNA (DNA arrays) séo outra metodologia que propicia a
caracterizagdo da expressado génica de milhares de ESTs. Os arranjos de DNA se
dividem em microarranjos e macroarranjos. No primeiro caso, ESTs, produtos de
PCR, ou oligonucleotideos sao fixados em laminas de vidro ou chips de silicio. No
caso dos macroarranjos, a fixagdo é feita em membranas de néilon. Os microarranjos
vém sendo amplamente utilizados na analise de expressdo génica em diferentes
espécies vegetais (Arimura et al., 2000a; Reymond et al., 2000; Schenk et al., 2000;
Moy et al., 2004; Takahashi et al., 2004; Voelckel et al., 2004). Nessa metodologia,
sequéncias de DNA sio imobilizadas em Iaminas e hibridadas com sondas de cDNA,
derivadas de amostras de RNA de um controle e de um tratamento, cada uma
marcada com um fluoréforo (Cy-3 ou Cy-5). A comparagao entre as fluorescéncias
permite a avaliagdo da expressdo génica durante o tratamento. Outros sistemas
utilizando arranjos de DNA s&o os fornecidos pelas empresas Affymetrix® e Agilent®.
Esses métodos se baseiam na sintese dos oligonuleotideos diretamente na lamina
(Pease et al., 1994; Chee et al., 1996; Hughes et al., 2001).

Os macroarranjos de DNA sido uma alternativa para aos microarranjos. A sua
principal vantagem é que essa técnica ndo necessita de equipamentos especiais para
hibridagdo e que os arranjos podem ser construidos manualmente, barateando seu
custo de execucgao (Felix et al., 2002) . Os macroarranjos de DNA também vém sendo
usados com sucesso na analise da expressédo génica de vegetais (Desprez et al.,
1998; Sasaki et al., 2001; Nogueira et al., 2003; Cristopher et al., 2004; Zheng et al.,
2004; De Rosa Jr. et al., 2005). Na metodologia dos macroarranjos as sondas de

cDNA obtidos de tratamentos contrastantes sdo marcadas radioativamente e
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hibridadas contra os ESTs depositados em membranas réplicas. E possivel
determinar o padrao de expressdo de um determinado EST, comparando-se a

intensidade do seu sinal nos diversos tratamentos.

2.2 - Bibliotecas de subtragao

Uma das limitagbes para o uso de arranjos de DNA relaciona-se ao fato de que
nem todos os genes induzidos podem estar representados na lamina ou membrana.
Embora os diversos processos biolégicos sejam controlados por intrincadas redes de
expressao génica, apenas uma fragdo dos genes ativos tem sua expressao alterada
quando as células sdo expostas a um estimulo particular. Portanto, se a selegao dos
clones de uma biblioteca de ESTs for feita ao acaso, a representatividade de genes
induzidos sera prejudicada.

A partir da década de 90 foram desenvolvidas metodologias que permitem a
obtencdo de bibliotecas de cDNA enriquecidas em sequéncias diferencialmente
expressas, conhecidas como bibliotecas de subtragdo. As etapas dessa metodologia
envolvem: (a) a ligagao de adaptadores a moléculas de cDNA de um tratamento que
queremos enriquecer em nossa biblioteca (tester), hibridagdo dessas moléculas com
moléculas de cDNA de um controle (driver), (c) amplificagcdo por PCR utilizando
primers que anelam nos adaptadores ligados as moléculas tester, e (d) separacao
dessas sequéncias dos hibridos formados entre seqliéncias comuns entre tester e
driver (figura 1). Dentre essas estratégias destacam-se o SSH (Subtractive
Supression Hybridization) e o RDA (Representational Difference Analysis). O SSH
(Diatchenko et al., 1996), combina subtragdo com normalizagao e possibilita o ajuste
da eficiéncia da subtracdo através da alteracdo do tempo de hibridagdo entre as

moléculas de driver e tester (Gurskaya et al., 1996). Diversos trabalhos utilizaram
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essa técnica na identificacao de genes induzidos por estresses em vegetais (Xiong et
al., 2001; Wulf et al., 2003; Schulze Gronover et al., 2004). A metodologia do RDA nao
permite a normalizacdo das seqiéncias subtraidas, mas propicia trés rounds de
subtragdo, o que tende a diminuir o numero de falsos-positivos (Hubank e Schatz,
1994; Hubank e Schatz, 2000). O RDA também ja foi utilizado no isolamento de genes
diferencialmente expressos em plantas (Li et al., 1998; Ling et al, 2003). A
combinagao entre DNA arrays e bibliotecas de subtragcédo possibilitou a identificagao
de diversos genes de plantas induzidos durante diferentes estresses de natureza
abidtica (Watt et al., 2003; Zheng et al., 2004), e bidtica (Matvienko et al., 2001; Xiong

et al., 2001; Verica et al., 2004; Yuan et al., 2005).

Ligacao de adaptadores
ao cDNA tester

Hibridagao

PCR com ¢ligos especificos

l para os adaptadores
v v

Sem Amplificagdo Amplificagcao
amplificagdo  Linear Exponencial

Tester

Enriﬁuecido

Eliminado Eliminado

Figura 1: Representacdo esquematica da metodologia de construcdo de
bibliotecas de subtracido de cDNA
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3 - Defesa vegetal contra estresse bidtico

Em seu habitat natural os vegetais encontram diferentes tipos de estresse,
causados por fatores abidticos (altas e baixas temperaturas, seca, umidade, etc.) e
por fatores bidticos (virus, bactérias, fungos, nematdédeos, artrépodos e mamiferos
herbivoros etc.). Esses organismos apresentam os mais diversos tamanhos; desde
microorganismos como virus e bactérias que atacam uma unica célula, até herbivoros
de grande porte que se alimentam de grandes porcdes do vegetal. Logo, as plantas
devem ser capazes de identificar o agressor e priorizar a forma de defesa mais eficaz
contra o estresse, levando em conta o custo metabdlico desencadeado pela ativagao
desse mecanismo de defesa e a melhor forma de assegurar o seu desenvolvimento e
reprodugcédo (Walling, 2000). Diferentemente dos animais, os vegetais ndo sao
capazes de se locomover para evitar o agressor. Além disso, as plantas né&o
apresentam células especializadas no mecanismo de sinalizagcdo de defesa
(macrdéfagos, neutrdfilos, células dendriticas, etc.) como os mamiferos. Portanto, cada
célula vegetal possui a capacidade de perceber o ataque, defender-se e sinalizar o
ataque para células vizinhas (Nurnberger et al., 2004).

Os mecanismos de defesa vegetal seguem dois tipos de classificagdo. O
primeiro separa a defesa das plantas entre defesa direta e indireta. Defesa direta é
aquela na qual um fator vegetal age diretamente na diminuigdo da performance do
organismo inimigo. Por outro lado, a defesa indireta esta baseada em caracteristicas
vegetais que atraem animais predadores do organismo nocivo a planta (Baldwin et al.,
2001; Kessler e Baldwin, 2002). A defesa vegetal também pode ser dividida entre
defesa constitutiva e induzida. A defesa constitutiva inclui barreiras fisicas (espinhos,

tricomas, cuticulas, etc.) que diminuem a penetracdo e acesso dos organismos
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nocivos aos tecidos, e também metabdlitos secundarios estocados (alcaldides,
terpendides, fendlicos, glicosinolatos, compostos cianogénicos, etc.) que podem evitar
a colonizagdo (antixenose) ou o crescimento, reproducdo, desenvolvimento ou
sobrevivéncia (antibiose) do patdgeno ou herbivoro (Walling, 2000). Em contrapartida,
a defesa induzida é caracterizada pela ativagdo de cascatas de sinalizagéo induzidas
apods o estresse bidtico, que ativam a transcricdo de novo de genes cujas proteinas
resultantes participam na defesa. Essas proteinas podem atuar no reforco da parede
celular, na transducdo de sinal de defesa, no ajuste metabdlico pds-estresse ou na
sintese de compostos téxicos que inibem o desenvolvimento do organismo
colonizador (Walling, 2000; Leon et al., 2002).

As defesas contra patdégenos e herbivoros apresentam diferengas marcantes
derivadas principalmente da diferenca de escala espacial e sensorial entre os dois
grupos. Os herbivoros apresentam maior autonomia de deslocamento, sistemas
sensoriais que propiciam o reconhecimento do melhor nicho de alimentacéo, aparatos
bucais que auxiliam no rompimento da cuticula protetora dos vegetais e em alguns
casos, conseguem manipular os compostos dos vegetais hospedeiros em prol de seu
desenvolvimento (Kessler e Baldwin, 2002). Desse modo, os vegetais desenvolveram
mecanismos de defesa especializados contra a herbivoria utilizando uma miriade de
metabdlitos secundarios. Esses compostos podem ser direcionados a sistemas
corporais (enddécrino, digestivo, nervoso. etc.) presentes em herbivoros, prejudicando
seu funcionamento. Além disso, metabdlitos secundarios volateis podem agir como
sinalizadores do ataque para vegetais da mesma comunidade, que podem ativar seus
sistemas de defesa antes da agressao do herbivoro (Arimura et al., 2000b). Alguns
desses compostos tém a capacidade de atrair predadores e parasitas dos herbivoros

(Kessler e Baldwin, 2002), levando a defesa indireta mencionada anteriormente. No
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entanto, nos ultimos anos vem se descobrindo que a interacdo entre vegetais e
herbivoros mais sedentarios, como afidios, insetos galhadores e minadores como o

bicho mineiro, apresenta similaridades com a defesa contra patégenos.

3.1 - Defesa contra patégenos

No desencadeamento de uma resposta rapida de defesa contra patégenos é
imprescindivel haver o reconhecimento do organismo agressor e a disseminagao
dessa sinalizagdo. Segundo a hipotese “gene-a-gene” de Flor (1971), a interagéo
entre produtos de genes de aviruléncia (avr) de um patdgeno, com proteinas
codificadas por alelos dominantes de genes de resisténcia (R) de vegetais, leva a
ativacdo dos mecanismos de defesa. Essa interacdo é denominada como
incompativel. No entanto, se o patégeno nao apresentar o gene avr ou a planta nao
apresentar o gene R, ocorre uma interacdo compativel que acarreta na disseminacao
da doenga (Hammond Kosack e Jones, 1996; Glazebrook et al., 2005). A maioria dos
genes R identificados codifica proteinas NBS-LRR (Nucleotide Binding Site — Leucine
Rich Repeat), enquanto que a maior parte das proteinas avr caracterizadas até o
momento sdo secretadas para o interior da célula hospedeira pelo sistema de
secregao bacteriano do tipo Il (Dangl e Jones, 2001). No entanto, o conceito de um
gene R para cada gene avr mostrou-se simplista. Verificou-se que um gene R pode
controlar a resisténcia a diferentes patdgenos, que uma proteina avr pode se ligar a
mais de uma proteina R, e que muitas vezes nao ocorre uma interacao direta entre as
proteinas R e avr (Dangl e Jones, 2001). Atualmente, a “hipétese do guarda”, que
sugere que as proteinas R protegem proteinas vegetais que sdo alvos de proteinas

avr, € a mais aceita para esse tipo de interagao (Dangl e Jones, 2001).
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Na interagdo incompativel ocorre uma resposta hipersensivel (HR) que leva a
formacao de lesdes necroéticas no sitio da infeccdo apds poucas horas do ataque do
patdgeno. Essas lesbes sédo derivadas de morte celular programada (PCD — do inglés
Programmed Cell Death) (Feys and Parker, 2000), que € um mecanismo de “suicidio
celular”, que no caso da HR impede a disseminagao do patégeno. A ocorréncia da HR
e/ ou ataque de certos patégenos leva ao aumento de espécies reativas de oxigénio,
de oxido nitrico, e também a ativagao da cascata de sinalizacdo dependente de SA
(&cido salicilico ou salicilato). Esse composto que é produzido a partir de isocorismato
ou do aminoacido fenilalanina induz a expressao de varias proteinas PRs
(Pathogenesis Related) que agem no combate contra os patdgenos. Dentre elas
podemos destacar PR-1 (fungdo desconhecida), PR-2 (B-glucanase), PR-3 (quitinase
classe |) e PR-5 (taumatina) (Stintzi et al., 1993). O SA também é um dos compostos
responsaveis pelo mecanismo conhecido como resisténcia sistémica adquirida (SAR —
do inglés Systemic Acquired Resistance), que confere resisténcia a sitios distantes da
infecgao (Shah, 2003).

A sinalizacao de defesa por HR/SA ¢ utilizada durante o ataque de patégenos
biotroficos que se caracterizam por se nutrirem de tecidos vivos do hospedeiro. Esse
mecanismo ndo é usado contra patégenos necrotréficos que tém a capacidade de
matar as células hospedeiras e se alimentarem de seus restos celulares (Glazebrook,
2005). Nesse caso uma HR estaria favorecendo a infeccdo desse tipo de
microorganismo. Thomma et al. (1998) demonstraram que mutagées no gene CoiT,
que codifica uma proteina F-box envolvida na sensibilidade ao octadecandide acido
jasménico (jasmonato ou JA), aumentaram a susceptibilidade a patdégenos o que

evidenciou a participacdo de JA na defesa contra necrotréficos. Entretanto, outros
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estudos demonstram que o JA também pode participar na sinalizagdo contra

patdgenos biotroficos (Ellis et al., 2002).

3.2 - Defesa contra artrépodos

As plantas também precisam se defender de artropodos com diferentes habitos
e formas de alimentagdo. A grande maioria dos trabalhos relacionados a herbivoria
lida com insetos que causam danos extensivos a folhagem, como lagartas de vida
livre (Reymond et al., 2000; Hermsmeier et al., 2001; Reymond et al., 2004). De modo
geral, as sinalizagdes de defesa a herbivoria e ao estresse abidtico causado por um
ferimento sdo mediadas por JA e pelo seu precursor, 0 12-oxo-acido fitodiendico
(OPDA). O JA também esta envolvido em diversos processos de desenvolvimento
como senescéncia foliar, amadurecimento de frutos e desenvolvimento do pdlen
(Wasternack e Parthier, 1997). Alguns genes regulados por JA produzem proteinas
que agem como inibidoras de insetos e/ou patégenos, como as defensinas (PDF1.2),
inibidores de proteases (PIN | e Il), polifenol oxidase (PPO), além de fosfatases acidas
(VSP) envolvidas na remobilizacdo de compostos nitrogenados durante o estresse
(Walling, 2000).

A herbivoria e o dano mecéanico geram sinais elétricos e/ou hidraulicos que se
propagam do local do ferimento, estimulando a agcdo da enzima poligalacturonidase
que libera oligalacturonideos (OGAs) derivados da pectina presente da parede celular.
Os OGAs levam ao aumento do calcio citoplasmatico, geragdo de espécies reativas
de oxigénio, ativagao de quinases do tipo MAP (MAPK) e de fosfolipases A, e D
(Walling, 2000). As fosfolipases liberam &cido linoléico da membrana, que é
convertido a 13-hidroperoxido (13-S-HPOT) através da enzima lipoxigenase do tipo 3

(LOX3). Em seguida, 13-S-HPOT ¢é mobilizado para a via dos octadecandides através
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das enzimas aleno 6xido sintase (AOS) e aleno 6xido ciclase (AOC) que originam o
OPDA. Apés reagdes de redugao e de B-oxidagao ocorre a formagéao do JA, que em
sua forma metilada (MeJA), ou conjugado a isoleucina (Staswick e Tiryaki, 2004)
torna-se uma potente molécula sinalizadora. A aplicagdo exdégena de JA ou de MeJA
aumenta a expressao de AOS, o que indica um feedback positivo na regulagao do
jasmonato (Laudert e Weiler, 1998). Um dado interessante € que a via dos
octecanoides pode ser desviada para a geracao de hexendis, conhecidos como GLVs
(Green Leaf Volatiles), a partir da agao de outra isoforma de lipoxigenase (LOX13). Os
GLVs fazem parte do grupo de compostos usados na defesa indireta contra
herbivoros (Halitschke e Baldwin, 2004).

Os OGAs tém mobilidade limitada e provavelmente agem somente como
resposta local do dano mecéanico. No entanto, foi verificado em tomate que um
oligopeptideo de 18 aminoacidos chamado sistemina é liberado dos sitios de
ferimento, possuindo grande mobilidade pelo floema (Ryan, 2000). Essa pequena
molécula é ativa em fentomoles e provavelmente é responsavel tanto pela ativacao de
uma resposta local, quanto pela resposta sistémica, ativando a via dos
octadecandides a distancia do sitio de ferimento (Ryan, 2000).

Apesar de varias respostas a herbivoria, ferimento e JA serem similares, os
genes induzidos por essas vias ndao sao totalmente equivalentes. Verificou-se que
varios genes induzidos por ferimento ndo sédo regulados por JA (Reymond et al.,
2000) e que diversos genes sao expressos diferencialmente ao se compararem
processos de herbivoria, ferimento e aplicagdo de jasmonato (Reymond et al., 2000;
Reymond et al., 2004). Além disso, a herbivoria, ou somente o conteudo salivar de
herbivoros, pode causar acumulo de JA e de transcritos da via de octadecandides

maior do que somente o dano mecanico (Korth e Dixon, 1997). Essa diferenca é
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devida em parte a moléculas presentes nas secrec¢des orais de herbivoros que séo
capazes de induzir resposta de defesa nos vegetais. Por exemplo, a enzima f3-
glucosidase presente nas secrec¢des orais de Pieris brassicae induziu a produgao de
terpendides volateis em Brassica (Mattiacci et al., 1995). Conjugados de aminoacidos
e acidos graxos (FACs), encontrados em regurgitantes de lagartas, também séao
considerados eliciadores de defesa indireta (Walling, 2000). O FAC volicitina induziu a
liberacdo de terpendides e indoles volateis de Zea mays, que sao liberados durante a
herbivoria por lagarta (Alborn et al., 1997), e também acarretou na expressdo de
genes relacionados a sintese de terpendides (Lawrence e Novak, 2004). Truit et al.
(2004) evidenciaram que a volicitina liga-se a uma proteina da membrana plasmatica,
e que provavelmente JA ativa a transcrigdo do gene que codifica o receptor desse
FAC. Curiosamente, volicitina tem similaridade estrutural com o OPDA, um dos
precursores do jasmonato (Walling, 2000),

Pouco se sabe sobre como as plantas se defendem de herbivoros mais
sedentarios, que passam maior tempo em contato com o vegetal. Nessa classe de
herbivoros incluem-se os afidios que se alimentam do fluido floematico e xilematico
através de um aparelho bucal picador/sugador (Moran e Thompson, 2001; Walling,
2000); os artropodos galhadores, cujas larvas induzem a formacéao de galhas, dentro
das quais terminam seu desenvolvimento (Ollerstam et al., 2002); os acaros que
laceram as células para se alimentarem de fluidos intracelulares (Arimura et al.,
2000a) e lagartas minadoras, como é o caso de L. coffeella. Nos ultimos anos foi
verificado que genes R podem conferir resisténcia a insetos ndo-mastigadores, mais
especificamente a afidios (Rossi et al., 1998). Mi.2 foi o primeiro gene de resisténcia a
insetos a ser clonado, e faz parte da familia de genes R da classe NBS-LRR. Esse

gene também medeia a HR entre Solanum tuberosum e o nematédeo Meloidogyne
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incognita (Rossi et al., 1998). Varios genes ativados por SA (PR1, genes Touch,
GST1, GST11, Cu/ZnSOD) foram ativados durante a infestacdo de afidios (Moran et
al., 2002). Além disso, gendtipos de trigo resistentes ao ataque de afidios tém uma
indugédo mais rapida de genes PRs do que gendtipos suscetiveis (van der Westhuizen
et al., 1998).

Também foi verificado que a resisténcia do trigo a larva da mosca Mayetiola
destructor € acompanhada de uma lesdo similar a HR que circunda o sitio de
infestacao da lagarta (Grover, 1995). A resisténcia a esse inseto é controlada por mais
de 26 genes (Dweikat et al., 1997). Alguns relatos demonstram que artropodos
galhadores como o acaro Aceria cladophtirus (Bronner et al., 1991) e os mosquitos
Orseolia oryzae (Bentur e Kalode, 1996) e Dasineura marginemtorquens (Ollerstam et
al., 2002) também produzem lesdes do tipo HR. Com relagdo aos minadores, Hoch et
al., (2000) observaram diferentes niveis de resisténcia ao himenodptero minador
Fenusa pusilla em diversas espécies de bétula. Na espécie Betula davurica, 0os ovos
depositados sao circundados por uma area necrosada e morrem. Os autores sugerem
que essa resposta € similar a uma morte celular programada associada a HR (Hoch et
al., 2000). Entretanto, em todos os casos citados acima, a HR foi visualizada apos
alguns dias e nédo ap6s poucas horas da infestagédo, como descrito para patégenos. O
unico trabalho com galhadores que descreve os mecanismos moleculares que
originaram as lesdes similares a HR é o de Ollerstam e Larson (2003). Nesse
trabalho, verificou-se que ocorreu acumulo de SA em plantas resistentes a D.
marginemtorquens e que a aplicagao de SA em plantas suscetiveis diminuiu a taxa de
sobrevivéncia da larva desse galhador.

Outros relatos comprovam que o mecanismo de oviposi¢cao pode desencadear

mudangas metabdlicas nos vegetais. Mumm et al. (2003) e Colazza et al. (2004)
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verificaram que a oviposicdo de himendpteros modificou a emissdo de terpendides
volateis em Pinus e em leguminosas, respectivamente. A deposicdo de ovos por
Dipiron pini em Pinus levou a diminui¢gdo da taxa fotossintética em regides adjacentes
a oviposigao (Schroder et al., 2005). Além disso, foi descoberto que uma proteina, ou
um composto ligado a um polipeptideo, presente na secre¢do do oviduto de Dipiron
pini é responsavel pela resposta de defesa indireta de Pinus frente a oviposi¢cao desse
inseto (Hilker et al., 2005).

Didis de cadeia longa, conhecidos como bruchinas, s&o eliciadores de defesa
encontrados no fluido de oviposigdo do bruquideo mondfago de ervilhas Bruchus
pisorum (Doss et al., 2000). As larvas desse bruchideo ndo entram em contato com a
porcéo exterior da vagem, penetrando diretamente em seu interior para se alimentar
das sementes imaturas. Em gendtipos de ervilha que contém o gene de resisténcia
Np, as bruchinas eliciam a formagao de neoplasmas no sitio de oviposi¢ao impedindo
a entrada da larva na vagem (Doss et al., 2000). A bruchina do tipo B induziu a
expressao de um gene que codifica uma proteina de fungdo desconhecida envolvida
em nodulacao e senescéncia foliar (Doss, 2005) e de um gene similar a citocromos

P450 envolvidos na sintese de isoflavonas (Cooper et al., 2005).

3.3 - Interagoes entre vias de sinalizagao de defesa e fitohorménios

De modo geral, as moléculas SA e JA atuam em vias antagonistas de
sinalizagao de defesa. Aplicagdo de SA ou de seus analogos funcionais INA (2,6 acido
dicloroisonicotinico) e BTH (benzotiodiazol) diminui a expressao de genes induzidos
por JA (Bowling et al., 1997). Spoel et al. (2003) demonstraram que o efeito
antagbnico do SA sobre a expressdao génica disparada por JA é mediado pela

proteina NPR1. Além disso, o fator de transcricao WRKY70 é um ativador das vias do
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salicilato e um repressor das vias do jasmonato (Li et al., 2004). Todavia, a
coordenacao dessas vias ainda nao foi completamente entendida. Por exemplo, foi
verificado que genes caracteristicos das vias de jasmonato e de salicilato séo
induzidos durante a infestagdo de afidios (Moran et al. 2002), e que JA e SA tém
efeito aditivo na resisténcia de Arabidopsis a bactéria Pseudomonas syringae (Van
Wees et al., 2000).

Fitohormonios como etileno e acido abscisico (ABA) também interferem na
sinalizagdo da defesa vegetal. O etileno age sinergisticamente com JA na resisténcia
a patogenos necrotréficos (Lorenzo et al., 2004; Feys e Parker, 2000). Esse
sinergismo é derivado da ativagao transcricional de ERF1, que regula genes que
respondem tanto a etileno quanto a jasmonato (Lorenzo et al., 2003). Pieterse et al.
(1998) descreveram um mecanismo de resisténcia sistémica dependente de
JA/etileno e independente de SA, que foi denominado ISR (do inglés Induced
Systemic Resistance). Entretanto, dependendo do vegetal, o etileno pode antagonizar
(Rojo et al., 1999) ou ter efeito aditivo na resposta local a ferida (O'Donnell et al.,
1996). O ABA parece ter papel essencial na regulagao da via dos octadecandides e
na indugao seletiva entre vias de defesa contra ferida ou patégenos mediadas por JA.
Mutantes de tomate flacca, que ndo produzem ABA, tiveram a expressao do gene
induzido por jasmonato LapA bloqueada apds o estimulo por ferimento (Chao et al.,
1999). Além disso, o fator de transcrigdo AtMYC2, regulador da expressédo de genes
da via de ferimento mediada por JA, é induzido por ABA (Lorenzo et al., 2004).
Entretanto, a aplicagao exégena de ABA inibiu a expressao de genes da via JA/etileno
de resposta a patégenos (Anderson et al., 2004). A figura 2 mostra a complexidade
das vias de sinalizagdo de defesa em vegetais frente a diversos tipos de estresse
biotico.
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Figura 2: Mecanismos de transdugcdo de sinal durante a defesa vegetal. Setas
tracejadas apontam mecanismos desconhecidos ou dados contraditorios. Patogenos |
correspondem a maioria dos patdogenos necrotréficos como Botrytis cinerea.
Patdégenos |l incluem a maioria dos patégenos biotréficos, como Pseudomonas
syringae, e virus. Adaptado de Walling (2000), Lorenzo et al., (2004), Li et al., (2004),
Leon et al., (2001) e Ferry et al., (2004).
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4. - Os Inibidores de Proteinases

4.1 — Proteases e proteinases

Um dos principais mecanismos de regulagao protéica se da pela agdo das
proteases. Essas enzimas participam do processo de tradugido, da clivagem de
peptideos-sinal durante o direcionamento de proteinas e da degradacéo das proteinas
nos proteossomos. Entretanto, talvez a principal fungédo das proteases seja a ativagao
e desativacdo de enzimas. Esse mecanismo ocorre em diversos fenbémenos
biolégicos como apoptose, coagulagao sanguinea, ativagdo hormonal, etc.

Existe certa confusdo quando ao uso da nomenclatura de proteases ou
proteinases. Proteases (ou peptidases) sdo enzimas que hidrolizam ligagbes
peptidicas, podendo remover aminoacidos seqlencialmente pela extremidade amino
(N) terminal, sendo chamadas entdo de endopeptidadases ou proteinases, ou pela
extremidade carboxi (C) terminal, sendo denominadas exopeptidases.

As endopeptidases ou proteinases sao divididas em seis classes: serinicas,
asparticas, cisteinicas, treoninicas, glutdmicas e metaloproteinases (MEROPS
Database. http://merops.sanger.ac.uk/. Rawlings et al., 2004a). Essa nomenclatura é
baseada em mecanismos cataliticos que ndo serdo descritos em detalhe aqui. A
interacdo entre um substrato e uma proteinase acontece através da ligacdo entre
residuos de aminoacidos do substrato em subsitios da enzima ativa. Esses subsitios
na proteinase sao chamados S (para subsitios) e os residuos de aminoacidos do
substrato sdo chamados P (para peptideo). Os residuos de aminoacidos do substrato
presentes no lado N—terminal da ligagao peptidica que é hidrolisada pela proteinase
sdo numerados Pn, P(n-1), ..., P3, P2, P1 e os residuos do lado C—terminal sao

numerados P1’, P2’, P3’, ..., P(n-1), Pn’. Os subsitios da proteinase que se ligam aos
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residuos do substrato sdo numerados Sn, S(n-1), ..., S3, S2, S1, S1’, S2’, S3’, ...,S(n-
1), Sn. A ligagao peptidica do substrato que é clivada pela proteinase na hidrolise
(residuos P1-P1’) é chamada “scissile bond” (figura 3). Na maioria das vezes, a
clivagem ocorre em estruturas secundarias do substrato conhecidas como loops, que

séo estruturas mais expostas e flexiveis, facilitando a agéo das proteinases.

“Scissile bond”

RN KR e

|S3 S2 I_I Sl |_| SI’I_I S2’ s3'| Proteinase

Figura 3: Esquema do mecanismo de acg&o de proteinases.

Sabendo que as proteinases sdo de grande importancia na atividade celular, a
regulacéo dessas enzimas deve ser finamente controlada. Um dos mecanismos de
controle proteolitico advém da auto-regulagéo das proteinases. Essas enzimas séo
sintetizadas como precursores inativos, chamados de zimégenos, zimogénios ou proé-
proteinases. A ativacdo dessas enzimas ocorre atraves da protedlise a partir do N-
terminal (Schaller, 2004). O outro mecanismo de regulagdo envolve os inibidores de

proteinase.
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4.2 - Inibidores de proteinase : modo de acao e classificacao

Os inibidores de proteinase formam complexos inativos ou parcialmente
inativos quando ligados a uma “proteinase alvo”. Essas proteinas sdo encontradas
nos mais diversos organismos, desde bactérias até plantas e animais.

Os inibidores podem ser classificados quanto ao seu mecanismo de agédo. O
primeiro grupo inclui os inibidores que executam reacdes de frapping. Nesse
mecanismo, o inibidor sofre uma mudancga estrutural apds clivagem pela proteinase,
formando uma armadilha onde a proteinase fica presa. Esses inibidores n&o inibem a
atividade da proteinase, mas simplesmente bloqueiam o acesso de substratos aos
sitios S. As macroglobulinas e serpinas sao proteinas presentes no plasma
sanglineo, que possuem esse tipo de mecanismo de inibicdo. Esse tipo de reacao
nao é reversivel, ja que o inibidor ndo-modificado nao é refeito apds o trapping. Logo,
inibidores desse grupo sédo considerados como “inibidores suicidas” (Rawlings et al.,
2004b). O outro grupo inclui os inibidores de proteinase que executam reagoes
reversiveis do tipo tight-binding. A classificagao referéncia desse grupo de inibidores
de proteinase é a de Laskowski e Kato (1980). Nessa revisao os autores dividem
esses inibidores de acordo com a classe da proteinase por eles inibida. Seguindo
essa classificacdo, até o momento sdo conhecidas quatro classes de inibidores de
proteinase: inibidores de metaloproteinases, inibidores de proteinases asparticas,
inibidores de proteinases cisteinicas e inibidores de proteinases serinicas.

O mecanismo de acdo dos inibidores de proteinase do tipo tight-binding
comegou a ser desvendado a partir da descoberta da reagao de “mecanismo padrao”,
através da interagao entre a proteinase serinica tripsina e o inibidor de tripsina de soja

(Soybean Trypsin Inhibitor Kunitz-STI) (Finkenstadt e Laskowski, 1965; Laskowski e
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Kato, 1980). Por esse mecanismo, evidenciou-se que esses inibidores “mimetizam”
substratos proteoliticos, impedindo a acao das proteinases sobre seus substratos
“alvo”, através do bloqueio dos sitios reativos. Esse mecanismo obedece a seguinte

reacao:

E+I¥ " EI*—C*¥— EI* ¥ E+1I*

E é a enzima, | e I|* sdo inibidor “virgem” e inibidor modificado,
respectivamente, El e EI* sdo complexos rapidamente dissociaveis de E com | e I*
respectivamente, e C é o complexo estavel entre enzima e inibidor.

Foi verificado que | liga-se perfeitamente a E, como um “substrato perfeito”
Obedecendo ao mecanismo de agao das proteinases, seria esperado que a ligagao
entre | e E resultasse na desestabilizacdo total de | apds a clivagem na scissile bond
P1-P1°, e que ndo se formasse um complexo estavel entre | e E. Entretanto, fatores
estruturais dos inibidores indicam porque somente a scissile bond é clivada. Ao
contrario da maioria dos subtratos proteoliticos, esses inibidores possuem apenas um
loop exposto, muitas vezes “enterrado” entre outras estruturas do inibidor. Além disso,
a maioria dos inibidores é de tamanho pequeno (entre 3 e 44 kDa), possuem pontes
disulfeto e uma grande quantidade de folhas-f3, o que tornam os inibidores estruturas
rigidas. Logo, a compactacao, rigidez e estabilidade dos inibidores impedem a sua
desestabilizagido apds a clivagem no loop reativo.

Apesar do grande avango ocorrido entre as décadas de 50 e 70 no
entendimento da acdo dos inibidores, e de quais seriam suas “proteinases alvo”,
Laskowski e Kato (1980) enfatizaram que os inibidores foram descobertos a partir da

sua atividade contra proteinases disponiveis (comerciais) como tripisna,
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quimiotripsina, subtilisina (proteinases serinicas), papaina (proteinase cisteinica),
catepsina D e pepsina (proteinases asparticas) e que estes foram nomeados de
acordo com o tecido (inibidor de tripsina pancreatica) ou organismo (Inibidor de
subtilisina de Streptomyces) de onde foram isolados. Esse tipo de denominagédo nao
traz evidéncias sobre a relagdo entre os inibidores e torna dificil saber se o
mecanismo de agado de um inibidor pode ser aplicado a outro (Rawlings et al., 2004b).
Devido a sua facilidade de entendimento, a classificacédo de Laskowski e Kato (1980)
tende ainda a perdurar por algum tempo. Entretanto, foi proposta uma nova
classificacdo que procura nao se basear nos padroes de classificacdo para
proteinases (Rawlings et al., 2004b).

Existem trés diferengas basicas entre proteinases e inibidores: a) uma unidade
inibitéria (segmento de uma proteina que esta envolvido na atividade inibitéria) pode
conter apenas 14 aminoacidos, enquanto unidades proteoliticas contém
aproximadamente 200 aminodacidos; b) sitios reativos dos inibidores ndo séo téao
conservados entre si como no caso das proteinases. Isso dificulta afirmar a partir da
sequéncia se um inibidor tem a mesma atividade observada em um inibidor homélogo;
c) unidades inibitérias duplicaram e reduplicaram durante a evolugao. Varias proteinas
contém copias divergentes dessas unidades. Em contrapartida, em alguns poucos
casos foi documentada a presenca de mais de uma unidade proteolitica numa
proteinase. Tendo em vista essas diferengas, Rawlings et al. (2004b) fundamentaram
sua classificacdo comparando seqléncias de diferentes inibidores de proteinase
hipotéticos, com sequéncias type-examples, ou seja, arquétipos de familias de
inibidores, cuja atividade enzimatica ja foi comprovada. A partir dessa analise,
verificou-se que dentro da familia de inibidores Kunitz STI (Soybean Trypsin Inhibitor —

Kunitz; 1946), pertencente a classe de inibidores de proteinases serinicas (Laskowski
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e Kato, 1980), podem também ser incluidos inibidores de proteinases cisteinicas e
inibidores de proteinases asparticas. Isso levou os autores a abandonarem a
classificacdo por classes de proteinases inibidas e a adotarem uma classificacdo por
similaridade de sequéncia dentro de familias, independente de qual classe de
proteinase € inibida pelo inibidor. Adicionalmente, as familias foram divididas em clas
quando proteinas da mesma familia apresentaram estruturas terciarias distintas.
Outro fator usado para o agrupamento dos inibidores em familias é a quantidade e a
localizagéo de pontes dissulfeto nas proteinas. Entretanto, o estudo de Rawlings et
al., (2004b) comprovou que a conservagao dos padrdes de pontes disulfeto dentro
dos diferentes clas nao foi tdo marcante quanto o esperado. A tabela 2 resume a
classificagao adotada por Rawlings et al., (2004b), que deu origem ao banco de dados

de inibidores de proteinase MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk).

29



Tabela 2: Familias de inibidores de proteinase

Familia ou Nome Arquétipo de unidade inibitéria Numeros de acesso no Familias de proteinases
subfamilia comum (organismo) SWISS-PROT ou TrEMBL inibidas *
(unidade inibitéria); e no
Pfam
1 Kazal Unidade ovomucéide 3 (Meleagris P01004 (135-185); PFO0050 S1
gallopavo)
12 Kunitz Aprotinina (Bos taurus) P00974 (36-93); PFO0014 S1
(animal)
I3A Kunitz Inibidor de tripsina de soja P01070 (25-205); PF00197 Principalmente S1, mas
(planta) (Glycine max) também C1 e A1
I13B Inibidor de proteinase B P07479 (25-181); PF00197 S1
(Sagittaria sagittifolia)
14 Serpina Inibidor de proteinase o (Homo  P01009 (25-418); PF00079 Principalmente S1, mas
sapiens) também S8, C1 e C14
15 Ascidian Inibidor de tripsina de ascidia P16589 (1-55) S1
(Halocynthia roretzi)
16 Cereal Inibidor de tripsina/a-amylase P01087 (1-122); PF00234 S1
de sementes de ragi (Eleusine
coracana)
17 Squash Inibidor de tripsina MCTI-1 P10294 (1-30); PF00299 S1
(Momordica charantia)
18 Ascaris Inibidor anticoagulante de P07851 (1-63); PF01826 S1, mas também M4
nematédeos (Ascaris suum)
19 YIB Inibidor de proteinase B P01095 (1-74) S8
(Saccharomyces cerevisiae)
110 Marinostatina Marinostatina (Alteromonas sp.) P29399 (1-14) S1
111 Ecotina Ecotin (Escherichia coli) P23827 (21-162); PF03974 S1
112 Bowman-Birk Inibidor de tripsina vegetal P01055 (42-71); PF00228 Principalmente S1, mas
Bowman-Birk (G. max) também C1
113 pot 1 Eglina C (Hirudo medicinalis) P01051 (1-70); PF00280 Principalmente S1, mas
também S8
114 Hirudina Hirudina (H. medicinalis) P01050 (1-65); PF00713 S1
115 Antistasina Antistasina unidade 1 P15358 (18-72); PF02822 S1
(Haementeria officinalis)
116 SSi Inibidor de subtilisina P01006 (32—144); PF00720 Principalmente S8, mas
(Streptomyces albogriseolus) também S1 e M4
17 Elafina Inibidor de proteinase de muco P03973 (26-83); PF00095 S1
unidade 2 (H. sapiens)
118 Mustard Inibidor de tripsina de mostarda ~ P26780 (31-93); PF05828 S1
(Sinapis alba)
119 Pacifastina Inibidor de proteinase LCMI | P80060 (20-54) S1
(Locusta migratoria)
120 pot 2 Inibidor de proteinase Il (Solanum P01080 (28-86); PF02428 S1
tuberosum)
121 7B2 secretogranina V P05408 (27-212); PF05281 S8
(H. sapiens)
124 pinA Inibidor pinA de endopeptidase P07068 (1-161) S16
La (bacteriéfago T4)
I125A Cistatina 1 Cistatina A (H. sapiens) P01040 (1-98); PF00031 C1
125B Cistatina 2 Ovocistatina (Gallus gallus) P01038 (24—139); PFO0031 Principalmente C1 mas
também C13
125C Cistatina 3 Inibidor de metaloproteinase Q9IDGIO (28-141); PFO0031  Nao inibe C1, mas S8,M12
(Bothrops jararaca)
127 Calpastatina Calpastatina unit 1 P20810 (170-222); PF00748 C2
(H. sapiens)
129 CTLA Antigeno de linfécito T P12399 (27-136) C1
Citotoxico (H. sapiens)
131 Tiropina Equistatina (Actinia equina) P81439 (50-98); PFO0086 C1
132 IAP BIRC-5 (H. sapiens) 015392 (1-142); PF00653 C14
133 Ascaris PI3 Inibidor de pepsina PI-3 de P19400 (21-169) A1

Ascaris (A. suum)

(Continua na préxima pagina)
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(Continuagédo da pagina anterior)

Familia ou
subfamilia

134

135

136

137

138

139

140

142
143
144

146

147
148
149
150
151
152
157

158
159

Nome
comum

IA3
Timp

SMI

PCI
Aprina

(XzM

Bombyx

Chagasina
Oprina

LCI

Latexina
Clitocipina
proSAAS
p35

Triabina

Arquétipo de unidade inibitoria
(organismo)

Inibidor de saccharopepsina (S.
cerevisiae)

Timp-1 (H. sapiens)

Inibidor de metalloproteinase
Streptomyces (Streptomyces
nigrescens)

Inibidor de carboxipeptidase de
batata (S. tuberosum)
Inibidor de metaloproteinase
(Erwinia chrysanthemi)

az-macroglobulina
(H. sapiens)

Inibidor de subtilisina Bombyx
(Bombyx mori)
Chagasina (Leishmania major)
Oprina (Didelphis marsupialis)
Inibidor de carboxipeptidase A (A.
suum)

Inibidor de carboxipeptidase de
sanguessuga(H. medicinalis)
Latexina (H. sapiens)
Clitocipina (Lepista nebularis)
proSAAS (H. sapiens)

Baculovirus p35 caspase inhibitor
(Spodoptera litura
nucleopolyhedrovirus)
Inibidor de carboxipeptidase Y (S.
cerevisiae)

Peptideo anticogulante de
carrapato (Ornithodorus moubata)
Estafostatin B (Staphylococcus
aureus)
Estafostatina A (S. aureus)
Triabina (Triatoma pallidipennis)

Numeros de acesso no Familias de proteinases
SWISS-PROT ou TrEMBL inibidas *
(unidade inibitdria); e no

Pfam
P01094 (1-68) A1
P01033 (24-207); PF00965 Principalmente M10, mas
também M12
P01077 (30-131) M4
P01075 (1-39) M14
P18958 (20—120); PF02977 M10

P01023 (24—1474); PF00207 Varias familias de proteinases
asparticas, cisteinicas,
serinicas e metaloproteinases

Q10731 (1-77) s8
QIGY64 (1-179) C1
P82957 (83-291); PF00047 M12
P19399 (1-65) M14
P81511 (16-81) M14
Q9BS40 (1-222) M14
QIP4A2 (1-150) C1
QIUHG2 (34-260) S8

041275 (1-296); PF02331 C14, mas também C25

P14306 (1-219); PF01161 $10
P17726 (1-60) st

QIEYW6 (1-109) ca7

Q99SX7 (1-108) ca7
Q27049 (19-160) S1

a — ldentificagdo das familias de proteinases inibidas segundo o banco de dados MEROPS
(http://merops.sanger.ac.uk).
Tabela adaptada de Rawlings et al., (2004b)
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4.3 — Participacao no desenvolvimento vegetal

Nos ultimos anos cresceu o interesse no estudo dos mecanismos de regulagao
proteolitica em vegetais. Isso se deve principalmente a descoberta da ligagédo entre a
principal via proteolitica de eucariontes, a via ubiquitina-proteossomo, com iniUmeros
processos de desenvolvimento vegetal, como fotomorfogénese, embriogénese, ritmo
circadiano, senescéncia foliar, sinalizagcdo hormonal, desenvovimento floral e de
tricomas, assim como na resposta a auxinas, citocininas, giberelinas, ABA e
jasmonato (Vierstra, 2003). Entretanto, outras proteinases que ndo fazem parte do
complexo de ubiquitinagdo participam de mecanismos de regulagéo de crescimento
vegetal. Proteinases cisteinicas como as fitocalpainas, papaina-like e VPEs atuam na
formagdo do meristema foliar, na regulagdo da formagdo da epiderme e do
endosperma do embrido e na degradagdo e mobilizacdo de aminoacidos durante
germinagao e senescéncia foliar (revisado por Schaller, 2004). Proteinases asparticas
como fitepsinas agem na senescéncia foliar e na interagdo polen-pistilo (Simdes e
Faro, 2004). Metaloproteinases estao envolvidas na remogéo de peptideos sinal de
direcionamento ao estroma de cloroplastos e na remodelagem da matriz extracelular
(Richter e Lamppa, 1998; Maidment et al., 1999). Proteinases serinicas do tipo serino-
carboxipeptidases participam da sinalizagdo de brassinoesterdides (Li et al., 2001),
enquanto proteinases serinicas do tipo subtilase estdo envolvidas na formacéo da
cuticula e da epiderme na embriogénese, no desenvolvimento de nddulos de fixagao
de nitrogénio e também na regulagédo da densidade de estématos (Ribeiro et al., 1995;
Berger e Altmann, 2000; Tanaka et al., 2001). Provavelmente, essas proteinases
agem como ativadores de uma proteina inativa, que quando clivada desempenharia
fungdes durante o desenvolvimento. Existem diversos trabalhos demonstrando ou

correlacionando acdo de proteinases com eventos de PCD, como xilogénese,
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degradacdo do tapete da antera e das células da aleurona. Foi verificado que
subtilases sao expressas na diferenciagdo do xilema (Zhao et al., 2000; Golldack et
al., 2003) e no tapete da antera nos estagios finais da microsporogénese (Taylor et
al., 1997). Algumas proteinases cisteinicas vegetais sdo capazes de clivar substratos
de caspases, que sdo proteinases cisteinicas envolvidas na cascata proteolitica de
iniciagdo de apoptose em animais (Chichkova et al., 2004). Coffeen e Wolpert (2004)
descobriram duas subtilases de aveia aparentemente envolvidas numa cascata
proteolitica que leva a PCD incentivada por uma micotoxina. Assim como as
caspases, essas subtilases requerem residuos de aspartato na posicdo P1 do
substrato. Desse modo, por analogia as caspases animais, elas foram nomeadas
saspases (proteinases serinicas aspartato-especificas).

Seguindo a premissa de que o mecanismo proteolitico é regulado, o papel dos
inibidores de proteinase durante o desenvolvimento vegetal deve ser de suma
importancia. Entretanto, existem poucos relatos comprovando a participacao efetiva
dos inibidores na homeostase vegetal. Um dos processos onde a ag&o de inibidores
de proteinase é sugerida € a inibicdo de enzimas endodgenas de sementes, como a-
amilases e proteinases serinicas e cisteinicas. Nesse caso, acredita-se que os
inibidores estariam impedindo a hidrélise prematura dos materiais de reserva. De fato,
diversos inibidores sdao encontrados em sementes e frutos imaturos (Spencer e
Hodge, 1991; Corre-Menguy et al., 2002; Rodrigues-Macedo et al., 2003). Também é
possivel que os proprios inibidores de proteinase possam servir como proteinas de
reserva em sementes e em tubérculos de batata. Proteinas de reserva costumam ser
robustas, resistindo a ataque proteolitico e a variagdes intensas de temperatura. Os

inibidores de proteinase encaixam-se perfeitamente nessas caracteristicas. Também
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foi proposto que os inibidores possam servir de fontes de enxofre para a planta,
gragas a sua grande quantidade de pontes dissulfeto.

Sugawara et al. (2002) identificaram uma cistatina induzida durante o
desenvolvimento de pétalas de Dianthus caryophillus. Curiosamente, uma proteinase
cisteinica é induzida no inicio do estagio de senescéncia da pétala, indicando que
inibidores de proteinase possam regular o processo de senescéncia floral. Solomon et
al. (1999) propuseram um novo papel para os inibidores em plantas. Nesse trabalho, a
PCD ativada por estresse oxidativo em células de tabaco induziu a expressdo de
proteinases cisteinicas. Além disso, a expressao ectopica do inibidor de proteinase
cistatina inibiu a atividade de proteinases cisteinicas e bloqueou a PCD. A partir
desses resultados pode-se inferir que inibidores de proteinase possam atuar na
regulacao de proteinases envolvidas em PCD.

Apesar de poucos trabalhos terem comprovado a acao efetiva dos inibidores
de proteinase durante o desenvolvimento de plantas, essas proteinas tém a sua
expressao modulada pela agao de fitohorménios. Como mencionado anteriormente, a
expressdo de inibidores de proteinase durante a maturagédo de sementes facilitaria o
acumulo de proteinas de reserva pela inibigdo de proteinases (Ishikawa et al., 1994).
Consistente com essa funcgéo, giberelinas incentivam a germinagao, induzem a
expressao de proteinases e inibem a expressao de inibidores de proteinase Pinll da
familia Pot1 (Jacobsen e Olszewski, 1996). Esse dado corrobora com a indugéo de
Pinll por ABA, fitohorménio inibidor da germinagdo de sementes (Hildmann et al.,
1992). Carrera e Prat (1998) verificaram que em mutantes deficientes em ABA,

ocorreu o bloqueio da expresséao de Pinll induzida por ferimento.
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4.4 — Envolvimento na defesa vegetal

A participacado de proteinases e inibidores também ¢é importante durante a
defesa em vegetais. Proteinases cisteinicas papaina-like mostraram-se toxicas ao
desenvolvimento de larvas de lepidopteros (Pechan et al., 2000; Konno et al., 2004).
RD-21, outra proteinase papaina-like, € induzida em batata apds infecgdo do oomiceto
biotrofico Phytophtora infestans (Avrova et al., 1999). A subtilase P69 foi induzida
durante a infestagcdo por virdides, e provavelmente €& a responsavel pelo
processamento de uma proteina do tipo LRR (Tornero et al., 1996 a,b; Tornero et al.,
1997). Recentemente, Tian et al. (2004) verificaram que P69B participa da defesa
contra P. infestans e que, curiosamente, € alvo de um inibidor de proteinase da familia
Kazal liberado no meio apoplastico pelo patégeno. Os autores sugerem que ao
inativar a subtilase P69B, esse inibidor poderia agir como um supressor de PCD.

Estudos com inibidores de proteinase da familia cistatina demonstraram que
essas proteinas tém atividade anti-fungica (Soares-Costa et al., 2002; Martinez et al.,
2003). Plantas de tabaco superexpressando uma cistatina de arroz foram mais
resistentes a infecgdo por virus da familia potivirus do que plantas selvagens
(Gutiérrez-Campos et al., 1999). Num seguimento do trabalho de Solomon et al.
(1999), Belenghi et al. (2003) verificaram que a cistatina AtCYS de Arabidopisis &
induzida por ferimento, por 6xido nitrico e por uma cepa avirulenta de Pseudomonas
syringae, e que a superexpressao de AtCYS bloqueou a PCD ativada por P. syringae
em células em suspensdo e em plantas transgénicas. LeMir, proteina da familia
Kunitz STI, foi induzida durante o ataque de nematdédeos em tomate (Brenner et al.,
1998), e os genes SrPI1 e NF34, que codificam proteinas também da familia Kunitz

STI, foram induzidos durante a interacdo simbidtica de formacdo de ndédulos de
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fixagdo de nitrogénio e durante a HR contra TMV em tabaco (Lievens et al., 2004;
Karrer et al., 1998), respectivamente.

A aplicacdo exogena de metil jasmonato, jasmonato e precursores
octadecanodides, moléculas que regulam vias de resposta a ferimento, defesa contra
herbivoros e patdgenos, é capaz de induzir a expressao de inibidores de proteinase
ativados por ferimento (Farmer e Ryan, 1992; Moura e Ryan, 2001; Zhang et al.,
2004). Além disso, varios trabalhos demonstram que genes que codificam inibidores
de proteinase s&o induzidos por ferimento (Haruta et al., 2001; Cheong et al., 2002;
Zhang et al., 2004). De fato, a maior parte dos trabalhos envolvendo inibidores de
proteinase e defesa vegetal demonstrou que essas proteinas tém agao danosa contra
artrépodos herbivoros (Walling, 2000; Ledn et al., 2000). Diversos inibidores de
proteinase foram wusados para criar plantas transgénicas que inibiram o
desenvolvimento de insetos quando fornecidas como alimento ao artropodo (Hilder et
al., 1987; Johnson et al., 1989; Lecardonnel et al., 1999; Lee et al., 1999; Lawrence e
Novak, 2001). Em outros trabalhos, os inibidores foram adicionados a dieta de
insetos, acarretando na redugao do crescimento, da fecundidade, e da reprodugao
desses animais (Rodrigues-Macedo et al., 2003; Amirhusin et al., 2004; Franco et al.,
2004). As proteinases sao extremamente importantes no desenvolvimento de
artropodos, agindo na digestao de proteinas, na biossintese de peptideos hormonais
e de neuropeptideos, e no processo de ecdise (Lawrence e Koundal, 2002).

Insetos que possuem o pH do trato digestivo neutro ou alcalino possuem
proteinases serinicas. Por outro lado, insetos que possuem trato digestivo acido ou
levemente acido geralmente utilizam proteinases cisteinicas e/ou asparticas. Embora
exista um padrado de predomindncia envolvendo proteases serinicas em dipteros e

lepidopteros, e proteinases cisteinicas em coledpteros, excegcbes sdo comuns.
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Existem diferentes visées sobre o modo de agéo dos inibidores no aparelho digestivo
de insetos. Um dos mecanismos sugeridos propde que as taxas de crescimento dos
insetos caem devido a reducdo dos niveis de protedlise pela agao do inibidor.
Entretanto, Broadway e Duffey (1988) sugeriram que existe um mecanismo de
feedback que leva a uma hiperprodugédo de proteinases para compensar a falta de
atividade proteolitica desencadeada pela ingestao do inibidor. Desse modo, os altos
niveis proteoliticos causariam a deplecdo de aminoacidos essenciais e, por
conseguinte, o retardamento dos niveis de crescimento do artrépodo.

Apesar de os inibidores de proteinase serem proteinas efetivas contra a
herbivoria de artropodos, bidtipos resistentes de insetos podem surgir apos a
exposicao prolongada a pressédo de selegcdo mediada pela proteina inseticida. Por
exemplo, lepidépteros e coledpteros sdo capazes de se adaptar a dieta contendo
inibidores de proteinase através da producido de proteinases insensiveis a inibicao
proteolitica (Jongsma e Bolter, 1997; Bown et al., 1997; Cloutier et al., 2000;
Muzamdar-Leighton e Broadway, 2001). Além disso, a habilidade de pragas na
adaptagéo aos inibidores parece ser espécie-especifica e dependente dos niveis de
expressao em vegetais. De Leo et al. (2001) verificaram que baixos niveis de
expressao do inibidor de tripsina MTI-2 na crucifera Brassica napus retardaram o
desenvolvimento larval e ocasionaram alta mortalidade na lagarta Plutella xylostella,
mas nao da larva de Spodoptera litorallis. O estagio de desenvolvimento do inseto
também parece interferir na sua resisténcia frente aos inibidores de proteinase. Liu et
al., (2004) verificaram que houve a indugao de proteinases cisteinicas e asparticas em
larvas de coledpteros que sobreviveram a exposi¢cdo continua de altas doses de

cistatina. Essas proteinases foram mais expressas em larvas em estagio final de
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desenvolvimento, o que pode explicar o maior indice de mortalidade em larvas

neonatas do que em individuos mais velhos, quando alimentados com esse inibidor.

4.5 A familia Kunitz STI de inibidores de proteinase e proteinas similares a
miraculina

Uma das familias de inibidores de proteinase de plantas mais estudada é a
familia Kunitz STI. A maioria das proteinas dessa familia tem massa molecular de
cerca de 21 kDa, quatro residuos de cisteinas formando duas pontes dissulfeto, além
de possuirem uma sequéncia de aminoacidos conservada no N-terminal: (L/I/V/M)-x-
D-x-(E/D/N/T/Y)-(D/G)-(R/K/H/D/E/N/Q)-x-(L/I/VIM)-x(5)-Y-x-(L/I/VIM). Esses inibidores
pertencem a familia I3 clan IC segundo a classificagdo do MEROPS. Devido aos
primeiros inibidores dessa familia inibirem a atividade de tripsina, quimiotripsina e
subtilisina, estes foram classificados como inibidores de proteinase serinica
(Laskowski e Kato, 1980). Porém, proteinas Kunitz também inibem proteinases
asparticas e cisteinicas. Inibidores Kunitz de cereais tem atividade bi-funcional agindo
sobre o-amilase e subtilisina. Ao contrario dos inibidores Kunitz de legumes
caracterizados até o momento, inibidores de cereais parecem ser importantes na
regulacéo de proteinas enddgenas, como a a-amilase responsavel pela mobilizagao
de amido durante a germinagédo de sementes (Waghorn et al., 2003). A existéncia de
um membro dessa familia (albumina de feijao alado - WBA) sem atividade inibitoria
sugere que essas proteinas evoluiram a partir de proteinas de reserva (Kortt et al.,
1989).

A estrutura terciaria dessa familia é bastante caracteristica. A estrutura possui
12 folhas-p formando um arranjo chamado de “B-trefoil”. Curiosamente, estruturas f-

trefoil sao encontradas em proteinas que nao possuem similaridade funcional e pouca
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ou nenhuma similaridade de sequéncia com proteinas Kunitz STI. Essas proteinas
incluem os fatores de crescimento de fibroblastos, interleucinas 1o e 1P, toxinas do
tipo ricina, aglutininas vegetais, histactofilina, fascina humana, etc. (revisado por
Ponting e Russell, 2000). Estudos filogenéticos sugerem que proteinas f-trefoil
possam ter origem a partir de um ancestral comum (Ponting e Russell, 2000).

Uma das proteinas constituintes da familia STI € conhecida como miraculina.
Essa proteina extraida de frutos do arbusto Richadella dulcifica é o principio ativo que
faz com que frutos vermelhos dessa planta tenham a propriedade de transformar
sabores azedos em doces (Theerasilp e Kurihara, 1988). Estudos bioquimicos
demonstraram que essa proteina é basica e altamente glicosilada (Theerasilp et al.,
1989). Além disso, a miraculina possui 7 residuos de cisteinas, que originam trés
pontes dissulfeto dentro da mesma cadeia polipeptidica e uma ponte ligando duas
cadeias polipetidicas distintas. Essa proteina é capaz de formar homodimeros e
homotetrameros que tém atividade modificadora de sabor (Igeta et al., 1991). O gene
que codifica essa proteina foi clonado por Masuda et al. (1995). Varias proteinas com
funcdes deconhecidas possuem similaridade com a miraculina de R. dulcifica. Dentre
elas podemos destacar a proteina relacionada a tumor e eliciadora da HR contra TMV
em tabaco (Fujita et al., 1994; Karrer et al., 1998), a proteina LeMir induzida durante a
infestacado de nematddeos do género Meloidogyne em tomate (Brenner et al., 1998), a
albumina de 21 kDa de cacau (Spencer e Hodge, 1991) e MTti1 cuja expressao é
aumentada durante a formacgdo de micorriza em Medicago trunculata (Wulf et al.,

2003).
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OBJETIVOS

A partir da demanda pelo entedimento dos mecanismos moleculares que
regem a interacdo entre o cafeeiro e o bicho mineiro, a presente tese de
doutoramento foi realizada visando os seguintes objetivos:

- Identificar genes diferencialmente expressos durante a infestagdo do bicho
mineiro (L. coffeella) em plantas resistentes e suscetiveis da progénie H14954-29,
utilizando as técnicas de biblioteca de subtracdo e macroaorranjos de DNA,

- Caracterizar genes de café induzidos durante a infestagdo do bicho mineiro

(L. coffeella).

RESULTADOS

Dividimos esse tépico da tese em dois capitulos, cada um referente a um
artigo. No capitulo | apresentamos um artigo publicado que descreve o isolamento de
genes induzidos durante a infestacdo do bicho mineiro em plantas de café da
progénie H14954-29, através do uso das técnicas de macroarranjos de DNA e
bibliotecas de subtragdo. O capitulo Il é referente a um artigo a ser submetido
descrevendo a clonagem e caracterizacdo da expressdo de um gene similar a

proteinas da familia Kunitz STI de inibidores de proteinases.
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Abstract

Coffea arabica, one of the most important breeding species in the world, is susceptible to the leaf miner Leucoptera coffeella, which causes
severe damage to coffee plantations. A closely related coffee species (Coffea racemosa) resistant to this insect was crossed with C. arabica
and resulted in segregating progenies with resistance or susceptibility to coffee leaf miner. The aim of this work was to isolate and characterize
the genes involved in coffee resistance to this pest. Subtracted cDNA libraries enriched in genes preferentially expressed in coffee plants
resistant to L. coffeella were constructed. Approximately 1500 clones were spotted on nylon membranes and hybridized to cDNA probes
derived from RNA samples from infestation experiments. Several genes were differentially expressed. We selected expressed ESTs with the
most interesting expression profiles and confirmed the up-regulation of five of them (Class III Chitinase PR-8, signal peptidase complex
subunit SPC25, photosystem gene psaH, a putative calcium exchanger similar to CAX9 and a homeotic gene BEL) by RNA blot. The possible
functions of these genes in coffee resistance and coffee development, and a hypothetical defense mechanism against L. coffeela are discussed.
© 2005 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Biotic stress; Coffee; DNA arrays; Plant-insect interactions; Subtracted cDNA libraries

1. Introduction leaf surface. After the embryonic stage (4—6 days), the larva

eclodes from the egg towards the mesophyl and forms mines

Coffee (Coffea sp.) is one of the most important tropical
crops in the world. Coffea arabica, the main cultivated
species, is susceptible to infestation by the coffee leaf miner
(Leucoptera coffeella) (Guérin Méneville) (Lepidoptera:
Lyonetiidae). This insect causes severe damage to coffee
crops, with losses that may reach 50% of the total production
[1]. The L. coffeella moth deposits its eggs on the adaxial

* Corresponding author. Tel.: +55 193788 1118; fax: +55 193788 1089.
E-mail address: menossi@unicamp.br (M. Menossi).

during its feeding. Subsequently, the larva leaves the mine
and becomes a chrysalis that adheres to the abaxial leaf
surface. The transformation of the chrysalis into a new moth
completes the insect’s life cycle (Fig. 1).

Different levels of resistance to this pest have been
observed among Coffea species. In resistant species, the
larva dies within the mine, or may not even manage to
eclode from the egg. The genes of one of these naturally
resistant species, C. racemosa, have been used to develop
pest-resistant coffee varieties because of the ease with

0168-9452/$ — see front matter © 2005 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Coffee leaf
miner moth

Chrysalis development
5 to 20 days

A

Oviposition on
C. arabica leaves

Caterpillar maturation
4 to 6 days
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=

Chrysalis formation

Caterpillar feeding
7 to 11 days

Caterpillar eclosion
towards mesophil

Fig. 1. Life cycle of the coffee leaf miner (Leucoptera coffeella).

which this species can be crossed with C. arabica [2]. The
resistance to coffee leaf miner in plants obtained by crosses
between C. arabica and C. racemosa apparently derives
from two complementary and dominant genes [3.4].
Despite the importance of the damage caused by the
coffee leaf miner to C. arabica crops, little is known about
the defense mechanisms that resistant plants activate
against L. coffeella.

Plants have developed several defense mechanisms to
respond to biotic stress, such as caused by bacteria, fungi,
nematodes and arthropods. Some signaling pathways have
been identified as being important in this response. The
salicylic acid (SA)-dependent cascade plays a central role in
defense against pathogens [5,6], and the jasmonic acid (JA)-
dependent cascade is related to the activation of defenses
against pathogens and wounding, such as caused by
herbivore chewing [5-7]. Most of the studies describing
arthropod infestation have dealt with species that exten-
sively injure the foliage [7]. There is little information on
how plants deal with more sedentary herbivores, such as
aphids, spider mites, galling insects and leaf miners, which
cause less damage to the leaves [7].

The advent of genome projects has led to the develop-
ment of new methodologies that have extended our ability to
analyze gene expression. Among these techniques, DNA
arrays on high-density nylon filters have been used to
identify genes induced by various factors [8,9]. Additionally,
the construction of subtractive cDNA libraries has also been
used to isolate genes that are differentially expressed
between two cDNA populations. Supressive subtraction
hybridization (SSH) [10] and Representational difference
analysis (RDA) [11] are the most commonly used techniques
to prepare subtracted cDNA libraries. The combination of
DNA arrays and subtracted cDNA libraries has been applied
to the identification and cloning of genes in various
biological models [12-14].

In this work, we have used a combination of subtracted
cDNA libraries (RDA and SSH) and DNA arrays to clone
and analyze the expression of coffee plant genes induced
during coffee leaf miner infestation. To our knowledge, this
is the first report on gene expression in coffee plants attacked
by L. coffella.

2. Materials and methods
2.1. Insect rearing

Leucoptera coffeella were reared on seedlings of C.
arabica on a 16:8 light/dark photoperiod, at a temperature of
29 + 2 °C and a relative humidity of 85 £ 5%. The adult
insects were fed with a 10% sucrose solution.

2.2. Plant material and evaluation of coffee plant
resistance to L. coffeella

Coffee plants were obtained from the Agronomic
Institute of Campinas (IAC), Campinas, Sao Paulo, Brazil.
The experiments to assess leaf miner resistance were done
with progeny H14954-29 plants, from the fifth backcross
generation of the (C. racemosa x C. arabica) x C. arabica
breeding program [4]. Isolated leaves were infested in
rearing cages [4]. On the following day, 1.8 cm leaf discs
were taken from the leaves using a cork bore. The discs were
placed on damp plastic foam and maintained in a plastic box
for two weeks. Coffea arabica cultivar Catuai vermelho
leaves were used as a susceptible control. Coffea arabica
cultivar Mundo Novo plants were used to assess the organ-
specific expression of coffee genes. Leaves, roots, different
phases of flower development (green flower buds, white
flower buds and open flowers) and fruits in different stages of
development (early green, green, green—yellow, yellow,
yellow—red and red) were collected and immediately frozen
in nitrogen liquid.

2.3. Leaf miner infestation

Two infestation experiments were done. In each
experiment, 60 young leaves from highly susceptible plants
(S) and 60 leaves from highly resistant plants (R) were
detached from the corresponding plants. Each leaf was
inserted by the petiole into a 2 ml microcentrifuge tube filled
with water. The tubes were then fixed to a plastic support and
40 S and 40 R leaves were placed in L. coffella rearing cages.
The other support containing 20 S and 20 R leaves was
incubated in a plastic box without coffee leaf miners. Cork
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bores 3-8 cm in diameter were used to collect leaf discs with
eggs or with mines on the leaf surface. Three days after
infestation, L. coffeella eggs were removed from 20 S leaves
(So: susceptible after oviposition) and 20 R leaves (Ro:
resistant after oviposition), and the respective leaf discs were
collected. After egg hatching (i.e. four days after Ro/So
collection), the larvae were removed from the mines of the
remaining S leaves and leaf discs from S leaves (Se:
susceptible after larval eclosion) and R leaves (Re: resistant
after eclosion) were collected. Leaf discs from control S (Sc:
susceptible control) and control R (resistant control) leaves
were also collected. All leaf discs were immediately frozen
in liquid nitrogen after collection.

2.4. RNA extraction

Total RNA was isolated as previously described [15],
with slight modifications. Leaf discs were ground in liquid
nitrogen and 0.2 g of tissue was resuspended in 700 pl of
RNA extraction buffer (8 M guanidine-HCI, 50 mM Tris—
HCI pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 50 mM [(-mercap-
toethanol) and 700 pl of phenol/chloroform/isoamyl
alcohol (25:24:1, v/v/v). The aqueous phase was recovered
and extracted in 700 pl of phenol/chloroform/isoamyl
alcohol (25:24:1, v/v/v). The supernatant was then
resuspended in 700 wl of chloroform/isoamyl alcohol
(24:1, v/v). The last supernatant was precipitated with
3 M sodium acetate, pH 5.2 (0.2 v) and ethanol absolute
(1 v) at —20 °C for 16 h. After centrifugation, the pellets
were washed in 70% ethanol and resuspended in diethyl-
pyrocarbonate-treated water.

2.5. Construction of subtracted cDNA libraries

Double-stranded cDNA from tester (Ro+ Re) and
driver (Rc + So + Se) RNA samples was obtained using
the Smart cDNA synthesis kit (Clontech, USA). RDA was
done as described previously [16] and the double-stranded
cDNA was digested with Mbol. Three rounds of subtrac-
tion (DP1, DP2 and DP3) were executed [16]. SSH was
done with the PCR-select subtraction kit, according to the
manufacturer’s recommendations (Clontech, USA). cDNA
fragments were purified with GFX columns (ApBiotech,
USA). Both SSH and RDA cDNAs were cloned into the SK
II™ pBluescript vector and transformed in DHS5«a E. coli
cells. Recombinant clones identified on X-gal-containing
plates were picked into individual wells of 96-well trays
containing 0.15 ml of Circle Grow broth (BIO 101, USA)
in 8% glycerol and allowed to grow at 37 °C. Plasmidial
DNA was purified, resuspended in water and stored in 96-
well trays at —20 °C.

2.6. DNA array preparation, hybridization and analysis

Sixteen 96-well plates containing plasmid clones of
subtracted cDNA libraries were selected (eight from RDA

and eight from SSH). The plasmid DNA was denatured in
0.2 N NaOH for 15 min at 37 °C and spotted onto Hybond-N
filters (Amersham, USA) with a hand-held 96-pin printhead
tool (V&P Scientific, San Diego, USA), which applies 0.1 pl
of DNA solution (approximately 5 ng of DNA). The set of
eight 96-well plates was spotted on different nylon filters in a
4 x 4 array configuration (768 ESTs per filter). The DNA
was fixed to the filters by baking at 80 °C for 2 h and the
filters were then stored at room temperature until
hybridization. Variations in the amount of DNA on the
spots were estimated by hybridizing the filters with a
[a-**P]dCTP labeled oligonucleotide probe that recognized
the sequence of the Amp” gene of the plasmid vector,
according to McPherson (http://www.tree.caltech.edu/pro-
tocols/overgo.html). The filters were then exposed to
imaging plates for 96 h and scanned in a Phosphorimager
FLA3000-G (Fujifilm, Japan). The oligo vector probe was
stripped from the filters by boiling in 0.1% SDS. cDNA
probes were produced as described previously [17]. Fifteen
micrograms of total RNA was reverse transcribed in a final
volume of 25 pl with Superscript II RT (Invitrogen, USA)
using 3 pM of an oligo-dT18V primer, unlabeled dATP,
dGTP, and dTTP (1 mM each) and 3000 Ci mmol ' of
[a-**P]dCTP at 42 °C for 20 min. Subsequently, unlabeled
dCTP was added to a final concentration of 1 mM and, after
40 min, the probes were purified using ProbeQuant G-50
microcolumns (ApBiotech, USA).

Filter arrays were prehybridized in a solution containing
50% formamide, 5xSSC, 5x Denhardt’s solution, 50 mM
sodium phosphate pH 6.8, 1% SDS, and 100 pwg/ml of
denatured salmon sperm DNA, for 4 h at 42 °C. Thereafter,
the filters were hybridized with denatured purified cDNA
probes in hybridization solution (50% formamide, 5x SSC,
50 mM sodium phosphate, pH 6.8, 1% SDS, 5% dextran) for
16 h at 42 °C. The arrays were washed in 0.2x SSC with
0.5% SDS for 20 min at room temperature, twice in 0.5x
SSC with 0.5% SDS for 20 min at 65 °C, and 0.2 x SSC with
0.5% SDS for 20 min at 65 °C. The filters were sealed with a
29 pm thick plastic film, and then exposed to imaging plates
for 96 h and scanned in a Phosphorimager. The signal
intensities were quantified using Array Vision software
(Imaging Research, Canada).

The local background was subtracted from each spot. The
median of the background intensities of each membrane was
calculated by measuring the intensity of 12 spots positioned
on filter areas without cDNA spots. This value was used to
normalize the signals from each gene (see text for details).
Normalized signal intensities were log,-transformed, and for
each gene a one-way analysis of variance (ANOVA) was
applied to the transformed data with a Bonferroni adjusted p-
value of 3.26E—05 (0.05/1536 = P/number of ESTs) to
correct for multiple tests. The intensity of duplicate DNA
spots was averaged and used to calculate the expression
ratios between treatments. Selected ESTs were assembled
using a hierarchical clusterization method [18] according to

their expression profiles.
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2.7. RNA blot

Ten micrograms of total RNA was incubated in denaturing
RNA buffer [19] for 15 min at 56 °C, fractionated in 1%
agarose gel containing formaldehyde, and blotted onto a
Hybond-N+ filter (ApBiotech, USA). The blots were
hybridized at 42 °C with the cDNA inserts labeled with
[a-32P]dCTP [19]. The filters were washed under high
stringency conditions and then exposed to imaging plates.
Digitalized images of the RNA blots signals were quantified
using Image Gauge software (Fujifilm, Japan).

2.8. DNA sequencing and sequence analysis

cDNA clones displaying differential expression were
sequenced in an ABI Prism 3700 sequencer (Applied
Biosystems, USA). Virtual translations of the cDNA clone
sequences were analyzed by BLASTX [20] to identify
similarities in the GenBank database. E-values higher than
1.0E—5 were not considered statistically significant (no
significant match). For conserved domain analysis of virtual
translations, the Pfam [21] and SMART [22] databases were
used. The accession numbers of the coffee ESTs (Expressed
Sequence Tags) cited in this manuscript are available in
GenBank: (CK484622-CK484627; CV998038-CV998046;
CV998048-CV99050; CX068758—-CX068760). The array
data described in this manuscript have been submitted to
Gene Expression Omnibus (GEO), under the accession
numbers GPL1730 (platform), GSM37179 and GSM37206
to GSM37210 (samples), and GSE2045 (series).

3. Results and discussion
3.1. Evaluation of leaf miner resistant phenotypes

Four hundred plants from the fifth backcross generation
of H14954-29 progeny were evaluated. One leaf from each
plant was detached and incubated in a rearing cage
containing leaf miner moths. Two weeks after egg hatching,
four types of phenotypes were found (Fig. 2). In the first,
leaves showed occasional dead eggs, with small lesions
below them. In the second phenotype, the leaf miner had
managed to eclode, but died within thin, irregular, filiform
mines. Since these leaf miners had not completed their life
cycle, we considered that these phenotypes were derived
from highly resistant and moderately resistant plants,
respectively. In the third phenotype, the leaves contained
mines with large irregular shapes in which the caterpillar
managed to pupate; such plants were considered as
moderately susceptible. In the fourth phenotype, leaves
with a very similar phenotype to that found in susceptible C.
arabica control cultivars were considered as being derived
from highly susceptible plants. A second infestation
experiment produced the same pattern of plant phenotypes
found in the first experiment.

3 4

(B)

Fig. 2. Evaluation of the resistance of coffee leaves infested by Leucoptera
coffeella; (A) infested leaves showing total (1) or moderate (2) resistance to
coffee leaf miner; (B) infested leaves showing moderate (3) or total (4)
susceptibility to coffee leaf miner.

3.2. Leucoptera coffeella infestation and construction of
cDNA subtracted libraries

After assessing the resistance to leaf miners, highly
resistant (R) and highly susceptible (S) coffee plants were
chosen for further experiments. Based on stipulated
treatments (see Section 2), leaf discs from the area
surrounding the site of leaf miner oviposition or leaf
damage were collected and frozen in liquid nitrogen. The
RNAs were assembled into two pools to construct cDNA-
subtracted libraries enriched in genes preferentially up-
regulated in resistant plants following infestation by L.
coffeella. Thus, the tester pool contained RNA from Ro and
Re, and the driver pool contained RNA from Rec, So and Se
(see Section 2).

3.3. Macroarray hybridization and selection of
up-regulated genes

Two sets of high-density nylon filters were constructed,
one with ESTs derived from the RDA library and one with
ESTs from the SSH library. Each filter contained 768 ESTs
that were spotted at two positions on the filters to verify
spotting reproducibility. The high-density filters were
hybridized with a [«**P]dCTP labeled probe corresponding
to the plasmid vector. Replicate spots that varied in intensity
by more than two-fold were discarded. A 0.9 correlation
coefficient between the signals of replicate spots from
different filters was obtained, indicating that most of the
replicate spots had little variation in the amount of DNA of
applied. In most studies, the median of the spot intensities is
used as a factor for normalization. However, in subtracted
cDNA libraries, some treatments will produce intensities
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Table 1
Sequence similarities and normalized intensities of coffee ESTs up-regulated during L. coffeella infestation

ESTs Expression® Best Blast hit® E-value Categorization
Re Ro Re Sc So Se
Group 1*
In Ro and So
SSH101B04 (CK484622)¢ 12.20 44.44 8.53 8.51 18.60 3.40 Tumor-related protein Miraculin-like Nicotiana tabacum (T03803) 3.00E-11 Defense and stress
SSH104G04 (CK484625) 11.81 37.13 7.48 5.40 15.73 3.07 Putative potassium-dependent sodium calcium 2.00E-18 Membrane exchanger
exchanger -like protein Oryza sativa (XP_470536)
SSH202A01 (CV998043) 14.64 36.49 7.88 4.52 17.63 3.43 Cytochrome b6 Psilotum nudum (NP_569658) 3.00E-25 Photosynthesis
SSH201DO05 (CX068758) 40.65 84.42 25.42 5.72 72.32 20.44  No protein match - Unknown function
In Ro
SSHI101HO05 (CX068759) 17.16 67.71 11.37 15.58 20.90 2.63 No protein match - Unknown function
SSH201D09 (CK484624) 34.82 125.33 17.15 26.60 41.11 4.03 Probable microsomal signal peptidase 25 kDa subunit 4.00E-13 Protein regulation
Arabidopsis thaliana (P58684)
SSH202H06 (CK484626) 42.59 144.85 21.79 35.05 51.97 4.66 Photosystem I psaH precursor Nicotiana sylvestris (T16958) 1.00E-12 Photosynthesis
SSH203H02 (CV998044) 45.22 146.11 32.72 35.30 56.99 20.05 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-p-erythritol synthase 8.00E-38 Secondary metabolism
Arabidopsis thaliana (AAF61714)
In So
DP201C11 (CX068760) 14.75 11.04 9.33 2.20 5.58 3.22 Putative glycine rich protein Arabidopsis thaliana (BAC42653) 1.00E-14 Defense and stress
DP201D12 (CV998046) 5.87 10.85 3.89 0.87 5.58 3.15 Acid phosphatase Glycine Max (CAA11075) 4.00E-06 Defense and stress
SSH202C10 (CK484627) 4.60 5.18 3.90 5.57 16.05 3.75 BEL1-related homeotic protein 29 Solanum tuberosum (AAN03626) 2.00E-74  Nuclear factor
SSH202G10 (CV998045) 1.82 1.70 1.96 1.08 5.02 1.09 Expressed protein Arabidopsis thaliana (NP_568392) 4.00E-29 Unknown function
SSH202G11 (CV998048) 8.70 11.71 11.83 3.20 16.63 3.81 RRS1 Ribosome biogenesis regulatory protein homolog 5.00E-47 Protein regulation
Arabidopsis thaliana (AAD32772)
Group 2
In Se and So
DP103HO03 (CV998049) 2.70 3.06 1.79 0.35 2.94 3.28 Putative nodule membrane protein Medicago sativa (AAL57201) 4.00E-31 Unknown function
DP104C02 (CV998041) 9.97 13.21 9.45 2.05 8.86 25.03 Lipoxygenase LOX-3 Solanum tuberosum (T07775) 4.00E-43 Defense and stress
DP301B04 (CV998038) 4.37 5.99 3.68 0.90 3.60 11.14 LealP Daucus carota (AAG24641) 2.00E-21 Defense and stress
DP302A12 (CV998050) 1.70 2.57 1.33 0.22 3.10 3.37 Lipid transfer/trypsin inhibitor/seed storage protein 6.00E-18 Defense and stress
Arabidopsis thaliana (NP_190966)
In Se
SSH101G06 (CV998039) 16.94 28.65 20.32 10.34 13.84 61.18 Phospholipase D Lycopersicon esculentum (AAG48162) 2.00E-54 Defense and stress
SSH201B02 (CV998040) 15.44 22.37 13.44 7.27 13.84 46.96 Putative transcriptional regulator FACT-like 7.00E-29 Nuclear factor
Arabidopsis thaliana (NP_192809)
In Se, Ro and So
DP302B11 (CK484623) 4.92 19.08 7.02 1.58 5.52 23.01 Class III chitinase Lupinus albus (CAA76203) 1.00E-30  Defense and stress

# ESTs groups refer to hierarchical clustering of ESTs according to their induction ratio. group 1: (Ro, So) > (Rc, Re, Se); group 2: (Se) > (Rc, Ro, Re, So).

® Expression is the ratio between the average of the intensity of replica spots and the median of the membrane background. ESTs were considered up-regulated when the ratio between the expression values in the

treatments and control in resistant or susceptible plants (Ro/Rc, Re/Rc, So/Sc, Se/Sc) was >2.0 in at least one treatment.
g ¢ Indicates the best BLAST hit of each EST sequence obtained using the BLASTX algorithm.
4 Refers to accession numbers in Genbank.
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much higher than the others because the genes were not
randomly selected. Therefore, the median of the background
intensities of each membrane was used to normalize the spot
intensities [23].

In selecting of differentially expressed genes, we used
log, transformed normalized signal intensities assessed by
ANOVA. Using this approach, 157 ESTs (around 10% of the
subtracted libraries ESTSs; 12.3% of RDA ESTs and 7.5% of
SSH ESTs) were assumed to be differentially expressed in at
least one treatment. Additionally, we selected ESTs for
which the ratio between the average of the normalized
intensity of these genes in each treatment and the respective
intensities in the resistant control (Ro or Re/Rc) or
susceptible control (So or Se/Sc) was >2.0. These ESTs
were assembled by hierarchical clustering, according to their
expression profiles (data not shown). Two groups contained
ESTs that had interesting patterns of expression: group 1
contained ESTs up-regulated in Ro and So, whereas group 2
contained ESTs preferentially induced in Se. Finally, these
ESTs were sequenced and analyzed by BLASTX. As a
result, 13 ESTs from group 1 and 8 ESTs from group 2 were
selected as differentially expressed, with 2 of them (EST
SSH201D05 and EST SSH101HO5) having no matches in
GenBank (Table 1).

Surprisingly, many ESTs were induced in the susceptible
genotype, which could indicate that our subtraction was not
accurate. However, our results may reflect the ineffective-
ness of RDA and SSH in profiling subtle differences in gene
expression [16,24]. Other reports that have used the strategy
of complex tester/driver subtraction have also documented
this inefficacy [23,25].

3.4. Genes modulated by coffee leaf miner infestation

Based on BLASTX and protein domain analyses, the
selected ESTs were divided into eight functional categories:
defense and stress, membrane exchanger, protein regulation,
nuclear factors, photosynthesis, secondary metabolism and
unknown function. To validate the macroarray data, selected
ESTs were used as probes in RNA blot analysis, with RNA
from an independent replicate experiment (Fig. 3). One EST
was similar to a gene previously described as defense-stress
up-regulated (Class III chitinase), and four ESTs were
similar to genes not previously described to be stress-
induced (CAX9, SPC25, BEL, and psaH). Comparison of the
expression patterns obtained using macroarrays and RNA
blot analysis yielded a good correlation (Fig. 3), which
confirmed the efficiency of macroarray analysis in
identifying differentially expressed genes. We also assessed
the expression pattern of these genes induced during coffee
leaf miner infestation in different organs of plants from C.
arabica cultivar Mundo Novo (Fig. 4), which is used as a
parental genotype in the selection of many Brazilian
cultivars; including Catuai, the cultivar that originated the
plants of the progeny analyzed in this work [4]. Since the
genetic variability of C. arabica plants is extremely reduced

[26], we believe that the information obtained with the RNA
from Mundo Novo plants can be informative on the gene
expression pattern in Coffea plants.

EST DP302B11 encoded a polypeptide similar to PR-8
proteins, which are class III chitinases. Other reports have
shown the up-regulation of PR-8 proteins by fungi [27,28],
and SA and wounding [28]. Fig. 3 shows the up-regulation of
EST DP302B11 in Ro and Se. This gene was most expressed
in leaves, green and white flower buds, and only slightly in
roots (Fig. 4A). Additionally, it was constitutively expressed
throughout fruit development (Fig. 4B). As well as being
important proteins in plant defense, chitinases are also
involved in embryonic development [29].

A protein similar to Arabidopsis 25 kDa subunit of a
probable microsomal signal peptidase complex SPC25 was
encoded by EST SSH201D09. This protein complex cleaves
the signal peptides of secretory proteins within the co-
translational translocation pathway [30]. Coffee SPC25 was
up-regulated in Ro and almost maintained a steady-state
level in So (Fig. 3). Curiously, polypeptides derived from
defense genes up-regulated in Ro, EST DP302B11 and EST
SSH101B04 (PR-8 and miraculin), contain signal peptides
[28,31]. In addition, SPC25 was expressed in young organs
like green flower buds and green fruits (Fig. 4A and B).

EST SSH202H06 was up-regulated after oviposition in
resistant plants (Fig. 3) and was similar to the psaH gene,
whose product stabilizes the photosystem I (PSI) complex
during electron transport [32]. psaH was expressed in leaves,
green and white flower buds, and in early green fruits
(Fig. 4A and B). The presence of a transcript in white flower
buds may be related with the presence of photosystem
proteins in mature flower buds [33]. EST SSH202H06
transcripts were detected only in early green fruits, which
agrees with the restricted expression of photosynthetic genes
in immature tomato fruits [34].

EST SSH104G04 EST was similar to a rice putative K*-
dependent Na*/Ca®* exchanger-like gene and to A. thaliana
putative cation exchanger CAX9 gene. The four Arabidopsis
CAX proteins characterized so far (CAX 1-4) drive the
efflux of Ca®* from the cytoplasm [35,36]. On the other
hand, CAX 7-11 genes are more similar to animal and fungal
Na?*/Ca** exchangers, which can drive Ca** into cells [37].
In fact, Ca”* acts as a secondary messenger in plant signal
transduction responses to biotic stress [38]. CAX9 EST was
predominantly expressed in leaves and slightly expressed in
early green fruits (Fig. 4A and B).

We also identified EST SSH202C10, that was similar to
the potato homeotic nuclear factor BEL1, which is an
important component in determining the fate of leaf cells
[39]. This EST was induced in the So treatment (Fig. 3). EST
SSH202C10 was expressed with higher levels in white
flower buds (Fig. 4A) and in early green, yellow—red and red
fruits (Fig. 4B). This result agrees with the role of BEL genes
during flower [40] and fruit development [41,42].

Apart from EST DP302B11, which encoded a class III
chitinase, five other ESTs identified by DNA array analysis
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Fig. 3. Expression profiles of genes induced by leaf miner infestation; (A) RNA blot analysis of selected genes containing RNAs from the second L. coffeella
infestation experiment; The membrane was hybridized with the probes indicated at the right of the panel. Ethidium bromide-stained rRNA (EtBr) was visualized
as a control for RNA loading; (B) comparison of the expression patterns between DNA arrays (white columns) and RNA blots from the second infestation
experiment (black columns). The bars represent signals detected (arbitrary units) in the hybridizations. Rc, resistant plants not infested; Ro, resistant plants after

oviposition; Re, resistant plants after larval eclosion; Sc, susceptible plants not infested; So, susceptible plants after oviposition; Se, susceptible plants after
larval eclosion.
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Fig. 4. Expression profiles of genes induced by leaf miner infestation in
different organs of Coffea arabica; (A) RNA blot analysis of selected genes
containing RNAs from roots (R), leaves (L), green flower buds (GB), white
flower buds (WB) and open flowers (F); (B) RNA blot analysis of selected
genes containing RNAs from different stages of coffee fruit development:
early green (EG), green (G), green-yellow (GY), yellow (Y), yellow—red
(YR) and red (R). Ethidium bromide-stained rRNA (EtBr) was visualized as
a control for RNA loading.
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as up-regulated during L. coffeella infestation, have pre-
viously been related to plant defense and biotic stress: EST
SSH101G06 (similar to phospholipase D) [43], EST
DP104C02 (similar to lipoxygenase LOX3) [44], EST
DP301B04 (similar to LEA1) [45,46], EST DP201D12
(similar to acid phosphatase VSP) [47,48], EST DP302A12
(similar to proteins containing lipid transfer protein/trypsin
inhibitor/seed storage domain) [49], EST SSH101B04
(similar to putative serine protease inhibitor miraculin)
[50],and EST DP201C11 (similar to a putative GRP) [51,52].
The regulation of protein synthesis and degradation is
crucial during plant stress. In addition to EST SSH201D09
(similar to signal peptidase subunit SPC25), we identified two
other ESTs related to protein turnover: EST DP104GO07,
which was similar to tobacco a6 20S proteasome subunit gene
a-din6 [53] and EST SSH202G11 that was similar to the
Arabidopsis ribosome regulator synthesis gene RRSI [54].
Besides isolating EST SSH202C10 (BELI), we identified
another nuclear factor not previously associated with biotic
stress. ESTs SSH201B02 was similar to Arabidopsis nuclear
factor FACT, involved in chromatin rearrangement [55].
Apart from psaH (EST SSH202HO06), another photo-
synthetic gene was up-regulated after L. coffeella oviposi-
tion in resistant and susceptible plants and down-regulated
during leaf miner herbivory (Re and Se) (Table 1). EST
SSH202A01 product was similar to cytochrome b6-f [56].
Interestingly, photosynthetic genes are down-regulated by
JA/herbivory and up-regulated by SA [57,58].
Additionally, we isolated EST SSH203HO2 that is similar
to  4-diphosphocytidyl-2C-methyl-p-erythritol ~ synthase
(plant ispD), an enzyme of the deoxyxylulose phosphate
pathway that produces terpenoids, which are secondary
metabolites used in defense [59]. Finally, we identified two
ESTs whose products were similar to proteins of unknown
function: EST SSH202G10 that is similar to an Arabidopsis

protein that has no domain listed in the PFAM or SMART
databanks, and EST DP103HO3 that is similar to a Medicago
sativa protein that contains a START-domain, which allows
proteins to attach to lipids [60].

3.5. A hypothesis to coffee leaf miner resistance

The expression profiles of the genes included in the
groups chosen suggest a possible defense mechanism
triggered by the L. coffeella attack in coffee plants. Group
1 contained ESTs up-regulated by oviposition treatments.
Some of these ESTs (psaH and SPC25, for example) were
only up-regulated in resistant plants after oviposition (Ro)
and may provide a genotype-specific resistance after
oviposition by L. coffeella. Curiously, no ESTs were
induced in resistant plants after eclosion (Re), which
reinforces the possible importance of genes induced during
oviposition in arresting the development of L. coffeella
larvae in resistant plants. On the other hand, some ESTs
from group 1 (BEL i.e.) were up-regulated in susceptible
plants after oviposition (So) (Table 1). This intriguing
expression profile suggests that susceptible plants may
activate a hypothetical ‘“‘lack of resistance’ signal after moth
oviposition. Group 2 contained ESTs that were more
induced in susceptible plants after larval eclosion and leaf
miner herbivory (Se) (PR-8i.e.). Most of group 2 ESTs were
also up-regulated in susceptible plants after oviposition (So)
(Table 1). These results suggest that although susceptible
plants activate defense genes after oviposition, this signaling
is insufficient to arrest larval development.

The majority of ESTs selected had a higher steady-state
level in non-infested resistant plants (Rc) than in non-
infested susceptible plants (Sc) (Table 1). These ESTs were
more expressed in resistant plants after ovipostion (Ro) than
in susceptible plants after oviposition (So) (Table 1). The
higher rate of L. coffeella egg antibiosis seen in resistant
plants may be resulted from the up-regulation of defense
genes (PR-8 i.e.) after oviposition, combined with a higher
basal expression of stress-related genes in this genotype.

In conclusion, using a combination of subtracted cDNA
libraries and DNA arrays we have identified 21 ESTs that are
differentially expressed during the infestation of coffee
plants by coffee leaf miners. Our results provide a starting
point in the research of molecular mechanisms of Coffea
resistance against the coffee leaf miner. Further studies are
needed to unravel the signaling pathways involved in the
resistance of coffee plants to L. coffeella oviposition.
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Abstract

A gene similar to Kunitz STI protease inhibitors was isolated from subtracted
cDNA libraries of Coffea sp. plants infested with coffee leaf miner (Leucoptera
coffeella). This gene has high identity with Richadella dulcifica taste-modifying protein
miraculin and with tomato protein LeMir, being named as CoMir (Coffea Miraculin).
CoMir was up-regulated after L. coffella oviposition in resistant plants of a progeny
derived from crosses between C. racemosa (resistant) and C. arabica (susceptible).
Gene expression was also observed in leaves, flower buds and early green fruits. In
situ hybridization revealed that CoMir transcripts accumulate in anther tapetum,
endothecium and stomium, and in metaxylem vessels of petals, stigma and leaves.
According to our results CoMir may act in proteolytic regulation during coffee
development and in the defense against L. coffeella. The similarity of CoMir with other
Kunitz STI proteins and the role of this gene in plant development and plant stress are

discussed.
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Introduction

Plants have developed defense mechanisms against diverse organisms that
impair plant growth and development. One of these mechanisms is the induced
defense, which consists in the activation of gene transcription after the onset of biotic
stress (Walling, 2000). Proteins involved in defense response may act in the
transduction of defense signals, reinforcement of plant cell wall, metabolism
adjustment during stress and in the inhibition predation and colonization effected by
the aggressor organism.

Herbivorous arthropods, like free-living caterpillars, are animals that chew great
portions of leaves causing extensive damages to plants. Many studies concerning with
the defense molecular mechanisms between plants and free-living caterpillars have
been reported (Hermsmeier et al., 2001; Reymond et al., 2000). On the other hand,
data on plant response to the colonization of sedentary herbivores, like galling insects,
mites and leaf miners, are much more scarce.

The lepidoteran insect Leucoptera coffeella (Guérin Meneville) is the most
important pest in Brazilian coffee plantations (Paulini et al., 1975). L. coffeella moth
deposits its eggs on the adaxial leaf surface, and then larvae eclodes towards
mesophyl, feeding on palisade parenchyma during approximately 10 days. Thereafter,
larvae leave the mines and empupe on the abaxial leaf surface. In resistant coffee
plants, like C. racemosa, larvae dies inside the mines or do not manage to penetrate
into parenchyma (Medina-Filho et al., 1977; Guerreiro-Filho et al., 1991). To
understand the mechanisms of resistance against L. coffeella, plants of a hybrid
progeny derived from crosses between C. arabica and C. racemosa were infested, and
RNA from different treatments were used to construct a subtracted cDNA library

enriched in genes induced during leaf miner attack (Mondego et al., 2005). Twenty-
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one cDNA clones were differentially expressed during infestation. One of them,
SSH101B04, was similar to a gene encoding miraculin, a protein derived from an
African native shrub, Richadella dulcifica. This protein is member of the Kunitz STI
family of protease inhibitors (MEROPS proteinase inhibitor family 13), which contain a
conserved signature in N-terminal region [(L/I/V/M)-x-D-x-(E/D/N/T/Y)-(D/G)-
(R/K/H/DIEIN/Q)-x-(L/NIIVIM)-x-(5)-Y-(L/I/VIM)], four conserved cysteine residues (cys)
and a reactive site between the first two cys. Kunitz STI proteins were classified as
serine protease inhibitors (Laskowski and Kato, 1980). However, members of this
family inhibit cysteine and aspartic proteases, which can be due to the low
conservation of reactive sites (Rawlings et al., 2004a).

Protease inhibitors (Pls) are ubiquitous proteins that bind to proteases, blocking
proteolysis of a target substrate (Laskowski and Kato, 1980). Plants produce these
proteins in response to insect feeding (Haruta et al., 2001). In fact, protease inhibitors
have shown to arrest the development of herbivorous insects by inhibiting digestive
proteases (Johnson et al., 1989, Rodrigues-Macedo et al., 2003), key proteins for
growth and reproductive success of arthropods (Murdock and Shade, 2002). Pls are
also up-regulated during fungi infection and symbiotic interactions (Cordero et al.,
1994; Grunwald et al., 2004) and are also considered seed storage proteins (Spencer
and Hodge, 1991).

On the other hand, proteases are implicated in many plant developmental
mechanisms, such as programmed cell death (PCD) during xylogenesis (Groover and
Jones, 1999), proteolysis of storage proteins during seed germination (Liu et al., 2001)
and flower and leaf senescence (Bhalerao et al., 2003; Wagstaff et al., 2002). Thus,
besides acting in plant defense, Pls seem to be involved in plant homeostasis by

regulating protease activity.
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In the present report, we describe the cloning of the full-length cDNA containing
the SSH101B04 clone. This gene was name CoMir and we have characterized its
expression during coffee leaf miner infestation and coffee development, and also the
subcellular localization of CoMir protein. Possible functions of CoMir in plant

development and plant stress response are discussed.

Material and Methods

Insect rearing, plant material and coffee leaf miner infestation

Leucoptera coffeella moths were reared according to Guerreiro et al., (1991).
Coffee plants were obtained from the Agronomic Institute of Campinas (IAC). Plants
from progeny H14954-29 from the fifth backcross generation of the (C. racemosa x C.
arabica) X C. arabica breeding program were used in leaf miner infestation (Mondego
et al., 2005) and in Southern blot experiments. Ten year-old C. arabica cultivar Mundo
Novo plants were used to assess organ-specific expression of CoMir. First pair of
leaves, roots, different phases of flower development (green flower bud, white flower
bud and open flower) and coffee fruits in different stages of development (early green,
green, green-yellow, yellow, yellow-red and red) were collected and frozen in liquid
nitrogen for RNA blot analysis (see below). Leaf discs from infested and non-infested
leaves, green flower buds and white flower buds were collected and incubated in

tissue fixative solution for in situ hybridization (see below).

RACE-PCR and cloning of CoMir
The DNA sequences of clones SSH101B04 (Mondego et al., 2005) and

SSH104C02 (which overlaps with SSH101B04) were used to design primers. 5° RACE
57



amplifications were performed with 5 RACE System Version 2.0 (Invitrogen, USA)
using CoMir 3’'NTR as gene-specific primer: 5 CTCCTTATTGTGCTTGCTTAA 3.
cDNA was synthesized with RNA extracted from resistant plants after coffee leaf miner
oviposition (Mondego et al., 2005). Platinum HiFi Tag DNA polimerase (Invitrogen,
EUA) was used according to manufacturer’s instructions. The single RACE product
was isolated from agarose gel using GFX purification kit (APbiotech, USA) and cloned
into the plasmid pGEM T-Easy (Promega, USA), which was sequenced to verify the
existence of an open reading frame. For further cloning events, this construction was
used as template in PCR using the following primers: 5
CCATGGCAATGAAGAAATTACTTCTCTTCCTTT3’ and 5’
GGATCCCAAAGTAGAGGTAACGGACTTGAGAA 3.  (Underlined sequences
correspond to Ncol and BamHI sites, respectively). The single PCR band was cloned

in pGEM T-easy, originating the pGEMCoMir construct.

RNA extraction and RNA Blot

RNA extraction was performed as described elsewhere (Mondego et al., 2005).
Ten micrograms of total RNA was incubated in denaturing RNA buffer for 15 min at
56°C, and were electrophoresed in a 1% (w/v) agarose gel containing formaldehyde.
Subsequently, the gel was blotted onto a Hybond-N+ filter (ApBiotech, USA). Filters
were hybridized at 42°C with CoMir insert labeled with [o-*?P] dCTP (Sambrook et al.,
1989) and washed in a solution containing 0.2X SSC and 0.1% SDS at room

temperature for 20 min, and in 0.2 X SSC and 0.1% SDS at 42°C for 20 min.

58



DNA extraction

Leaves were ground in liquid nitrogen and 0.2 g of tissue were ressuspended
in 1.5 mL of lysis buffer (0.35 M sorbitol, 0.1 M Tris-HCI pH 8.0; 50 mM EDTA pH 8,0;
1,5% pB-Mercaptoetanol v/v). The supernatant was discarded and the pellet was
ressuspended in 370 pl of lysis buffer, 520 ul of extraction buffer (0.2 M de Tris-HCI pH
8.0; 50 mM EDTA pH 8.0; 2 M NaCl; 2% CTAB w/v) and 110 ul of 10% SDS. The
tubes were incubated for 40 min at 65°C in a water bath, mixing each 10 min. After 10
min at room temperature, chloroform/isoamyl-alcohol (24:1) was added and the
sample was centrifuged. The aqueous phase was recovered and DNA was
precipitated with 3 M sodium acetate pH 5.2 (0.1 v) and cooled isopropanol (1 v) at —
20 °C for 2 h. After centrifugation, pellet was resuspended in 200 ul of water and
treated with 200 pug/ml of RNAse A (Calbiochem, USA) for 30 min at 37 °C. Afterwards,
800 ul of water and 1 ml of phenol:cloroform:isoamyl-alcohol (25:24:1) were added to
the sample. Tubes were centrifuged, the aqueous phase was recovered, and DNA was
precipitated with 3M sodium acetate pH 5.2 (0.15 v) and cooled isopropanol (0.8 v) at
—20 °C for 16 h. After centrifugation, the supernantant was discarded. Pellets were

then washed in 70% ethanol and resuspended in water.

Southern Blot

Ten micrograms of DNA were digested with 50 units of different restriction
enzymes at 37°C for 16 h. Digested DNA was loaded in 1.2 % (w/v) agarose gel.
Subsequently, the gel was treated with 0.25 M HCI for 10 min, NaOH 0.4 M and NaCl
0.6 M for 1 h, and NaCIl 1.5 M and Tris-HCI 1 M pH 7.5 for 1 h. After being rinsed in
water, the gel was transferred to a Hybond-N+ filter (ApBiotech, USA). Membrane was

hybridized at 42°C with CoMir insert labeled with [a-**P] dCTP (Sambrook et al., 1989)
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and washed two times for 10 min in a solution containing 1X SSC and 0.1% SDS at 42
°C, and subsequently washed two times for 10 min in 0.1 X SSC and 0.1% SDS at 42

°C.

Radioactive signal detection
Membranes from Southern blot and RNA blot were sealed in plastic and
exposed to imaging plates (Fuijifilm, Japan). Digitalized images were quantified using

Image Gauge Software (Fuijifilm, Japan).

Subcellular localization of CoMir

pGEMCoMir was digested with Ncol and Spel (Invitrogen, USA) and the insert
was ligated into pCAMBIA 1302 (Cambia, Australia) downstream of the CaMV 35S
promoter and fused in frame upstream of the green fluorescent protein (MGFP5)
reporter gene (Haseloff, 1999). Onion (Allium cepa) epidermal cells were transiently
transformed with CoMir::mGFP5 construct, using a helium biolistic gene transformation
system (Bio-Rad, USA). Five micrograms of plasmid DNA dialyzed against water was
precipitated using 1.6 mm gold particles (Bio-Rad, USA), 2.5 M CaCl, and 0.1 M
spermidine. Inner epidermal cells layers were peeled from onion, placed on MS solid
medium (Murashige and Skoog, 1962), and bombarded with ethanol resuspended
DNA-coated particles at 1300 psi. Subsequently, the tissues were incubated for 24 h in
the dark at 22°C. The fusion construct was detected by GFP fluorescence at 508 nm
using a Nikon Eclipse E600 microscope (Nikon, Japan). Bright field and fluorescence
images were photographed and digitalized using Image Pro Plus program (Media

Cybernetics, USA).
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In situ hybridization

The pGEMCoMir plasmid was linearized with appropriate enzymes and used as
template for in vitro transcription, according to the Digoxigenin RNA labelling Kit
(Roche, Germany). Riboprobes were then sheared by alkaline hydrolysis to an
average size of 250 bp.

Plant material was vacuum infiltrated with FAA solution (4% paraformaldehyde,
50 % ethanol, 5% acetic acid). Tissue was dehydrated in ethanol and xylene graded
series and embedded in paraffin (Histosec®, Merck, Germany). For hybridization, 10
um-thick sections were positioned in Probe On Plus™ slides (Fisher Scientific, USA),
hydrated, and treated with 20 ug/mL of proteinase K (Invitrogen, USA) for 15 min at
37°C. Slides were incubated in PBS (16 mM NaH,PO4, 84 mM Na;HPO4, 1.5 M NaCl)
for 2 min, 0.2 % glicine in PBS for 2 min, and 4% paraformaldehyde in PBS for 20 min.
Thereafter, slides were equilibrated in a solution containing 0.1 M triethalonamine pH
8.0 and 0.1% acetic anhydride for 10 min, washed in PBS and gradually dehydrated.
Hybridization with riboprobes was conducted at 50°C for 16 h in 50% formamide, 5X
SSC, 5% SDS, 100 ug/mL tRNA, 100 ug/mL poli-A and 500 ng of riboprobe per slide.
Slides were washed in a solution containing 0.2X SSC and 0.2% SDS for 5 min,
incubated in 2X SSC for 2 min, treated with RNAse A (10 ug/mL) in 2X SSC for 20 min
and equilibrated in TBS (0.1 M Tris-HCI pH 7.5, 0.4 M NacCl) for 5 min. Hybrids were
detected using the Digoxigenin Nucleic Acid Detection kit according to manufacturer’s
instructions (Roche, Germany). After signal visualization, slides were dehydrated and
mounted in Permount (Fisher Scientific, USA). Photomicrographs were taken on a

BX51 microscope (Olympus, Japan) with a bright-field condenser.
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Nucleotide and protein analysis

Sequencing was done in an ABI Prism 3700 sequencer (Applied Biosystems,
USA). Database searches were performed using BLAST (Altschul et al., 1990). Protein
prediction and analysis were done using PROSITE (Falquet et al., 2002), PFAM
(Bateman et al., 2000) and PSORT (Nakai and Horton, 1999). Protease inhibitors
classification described herein are based in the MEROPS database (Rawlings et al.,
2004b). Sequence alignment was carried out using CLUSTAL W 1.8 (Thompson et al.,
1994) and edited with the GeneDoc platform (Nicholas and Nicholas Jr., 1997). An un-
rooted tree of Kunitz STI protease inhibitors was inferred by using the MEGAS3

program (Kumar et al., 2004).

Results
The CoMir gene

Based on macroarray analysis of subtracted cDNA libraries enriched in genes
preferentially induced during coffee leaf miner infestation (Mondego et al., 2005), we
identified a clone (SSH101B04) four-fold up-regulated after ovipositon in coffee
resistant plants. The deduced protein was similar to the tumor-related protein NF34
from tobacco (Karrer et al., 1998). The virtual translation of another clone from our
library (SSH104C02) contained similarity with the C-terminal of the same protein. We
utilized the SSH104C02 sequence to construct primers for a 5’'RACE amplification
strategy. A single RACE product of 642 bp was cloned and sequenced, giving rise to
an open reading frame containing 214 amino acids (Fig 1A). This protein was
significantly similar to the root-knot nematode-induced tomato gene LeMir (E-value 1e
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- 36; 46% similarity; Brenner et al., 1998), to the taste-modifying protein miraculin (E-
value 2e - 31; 41% similarity; Theerasilp and Kurihara, 1988), to the tumor-related
protein NF34 (E-value 2e - 40; 48% similarity), to the protein PtdTIl4 from Populus
trichocarpa x Populus deltoides hybrids (E-value 1e - 36; 46% similarity; Miranda et al.
unpublished), to the 21 kDa cocoa seed albumin precursor (E-value 5e - 33; 39%
similarity; Spencer and Hodge, 1991) and to the miraculin-like protein from Solanum
brevidens (E-value 2e — 36; 48% similarity; Seo et al. unpublished). Since our full-
length sequence had similarity with LeMir and miraculin genes, we named it CoMir
(Coffee Miraculin-like). We also searched for CoMir similar sequences in EST
databanks. EST CA-H12_02_A12 is highly similar to CoMir gene (E-value 1e — 131;
93% similarity) covering its last 519 bp (fig 1B). The virtual translation of EST CA-
H12_02_A12 has 91% of similarity to CoMir (fig 1B). Interestingly, CA-H12_02_A12
was up-regulated in an incompatible reaction between C. arabica and coffee rust
fungus (Hemileia vastatrix) (Fernandez et al., 2004).

The Alignment of CoMir with Kunitz Soybean Trypsin inhibitor (Kunitz STI)
family proteins showed that CoMir, LeMir and miraculin are indeed members of this
family, but contain a higher number (six to seven) of cysteines than the Kunitz STI
archetype 1AVU (Fig 2A). An un-rooted phylogentic tree containing proteins more
similar to CoMir and another members of Kunitz STI family was generated (Fig 2B).
The resulting tree indicated that CoMir is a member of a clade of proteins that are

similar to miraculin from Richadella dulcifica.

CoMir pattern of expression
CoMir cDNA was used as a probe in a blot containing RNA from a replicate

experiment of leaf miner infestation to confirm the gene expression profile. CoMir was
63



up-regulated in resistant plants after oviposition (Ro) and its expression decreased
abruptly during herbivory (Re). In susceptible plants, CoMir was only slightly induced
after oviposition (So) and no transcripts were detected after larvae eclosion (Se) (Fig
3).

In order to evaluate whether the difference of expression between resistant (R)
and susceptible (S) plants was associated to polymorphisms, Southern blots
containing genomic DNA from R and S were hybridized with the full length CoMir
cDNA probe (Fig 4). We have not identified any fragment length polymorphism
between these two genotypes using the enzymes shown in figure 4. Other three
restriction enzymes (Mbol, Hindlll and Hincll) also failed to detect polymorphisms
(data not shown). We have also hybridized these membranes with SSH104C02 EST,
which covers the 3'NTR of CoMir (Fig 1A). Using the same stringent hybridization and
wash conditions, we have not detected any difference between SSH104C02 and the
full lenght CoMir (data not shown).

To determine CoMir organ specificity, the CoMir cDNA probe was hybridized to
RNA blots containing RNA from different organs of coffee plants (Fig 5). CoMir was
expressed in leaves, down-regulated throughout flower development (Fig 5A) and
highly expressed in early green fruits (Fig 5B).

In situ hybridization was used to localize CoMir transcript accumulation (Fig 6).
Higher levels of CoMir transcripts were detected in the metaxylem vessels of leaves of
resistant plants infested after oviposition (Fig 6A). The same spatial pattern of
expression was observed in control resistant plants (data not shown). In flower buds of
non-infested susceptible plants, CoMir was expressed in the metaxylem vessels of
petals (Fig 6C) and stigma (Fig 6G), and in vascular bundles, endothecium, tapetum

and stomium of anthers (Fig 6E).
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CoMir subcellular localization

The PSORT program (Nakai and Horton, 1999) was used to evaluate the
putative subcellular localization of CoMir protein. PSORT analysis indicated that CoMir
contained a putative extracellular signal peptide. To test whether this protein was
localized in the apoplasm, a plasmid containing a CoMir::GFP fusion was transiently
expressed in onion epidermal cells using particle bombardment. CoMir subcellular
pattern was a combination of apoplasm and citoplasmic localization (Fig 7A) that was
distinct from the localization of control GFP detected in nucleus and cytoplasmic

strands (Fig 7B).
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Figure 2B
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Figure 2B: Phylogenetic un-rooted tree of members of Kunitz STI family. The tree was constructed
as a consensus of 5000 bootstrap replicates by Neighbor-Joining and P-distance parameters. Only
bootstrap values > 50 are indicated. Lemir: (Lycopersicon esculentum) - gi: 2654440; Solbre:
Miraculindike protein (Solanum brevidens) - gi: 37625527, NF34: tumor-related protein (Nicotiana
tabacum) gi: 7438249; Arab: putative lemir (miraculin) protein (Arabidopsis thaliana)- gi: 12083240 ,
MtTI2: pathogen-inducible trypsin- inhibitor-like protein (Medicago truncatula) — gi: 48526375,
Miraculin: miraculin precursor (Richadella dulcifica) - gi: 6166552, Albumin: 21 kDa seed protein
precursor ( Theobroma cacao) — gi: 2283186; PtdTI4: Kunitz trypsin inhibitor 4 (Populus balsamifera
subsp. trichocarpa x Populus delfoides) - gi: 35187106, API8 Aspartic protease inhibitor 8 precursor
(Solanum tuberosum) - gi: 124012; API10: Aspartic protease inhibitor 10 precursor (Solanum
tuberosum) - gi: 729802; StCDI1: cathepsin D inhibitor (S. tuberosum) - git 24745611, SPRA:
sporamin A precursor ({pomea batatas) - gi: 168278, SPRB: Sporamin B precursor (/. batatas) - gi:
134844; GWIN3: Wound responsive GW IN3 protein precursor (Populus sp.) - gi: 139700; BASI:
1AVA|C Chain C, Amy2BASI (Hordeum vulgare) - gi: 4699833; WASI: Endogencus alpha-
amylase/subtilisin inhibitor (WASI) (Triticum aestivum) - gi: 123975; RASI : bifunctional alpha-
amylase/subtilisin inhibitor (Oryza sativa) - git 17402591; BuXl: Factor Xa inhibitor BuXl (Bauhinia
ungulata)- gi: 32363179; BvTl: ITRY_BAUVA Trypsin inhibitor BvTl (Bauhinia variegata) - qi:
32363181; IDE3: Trypsin inhibitor DE-3 (Erythrina caffra) - gi: 124154; ETIb: trypsin inhibitor ETIb
precursor (Erythrina variegata) - gi: 7438247, WCIl-x: chymotrypsin inhibitor (Kunitz) precursor -
winged bean (Psophocarpus tetragonolobus) - gi: 81981; 1AVU: Trypsin Inhibitor From Soybean
(Sti) — gi: 3891584, Drought-induced : Drought-induced protein ( Raphanus sativus) - gi: 33772288,
WSCP1K: Water soluble clorophyll protein precursor (Lepidium virginicum) - gi: 18146718; CLSI-II :
Subtilisi n inhibitor CLSI-II (Canavalia lineata) - gi: 277344089; Fucoslnh: alpha fucosidase precursor
(Pisum sativum) - gi: 2129874, DRTI: Kunitz-type serine protease inhibitor DrTI (Delonix regia) - gi:
47115660.
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Figure 3
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Figure 3: Expression profile of CoMir during coffee leaf miner infestation. RNA blot
containing RNAs from different treatments: Re, resistant plants not infested; Ro,
resistant plants after oviposition; Re, resistant plants after larval eclosion; Sc,
susceptible plants not infested; So, susceptible plants after oviposition; Se, susceptble
plants after larval eclosion. Ethidium bromide-stained rRNA (EtBr) was visualized as a

control for RNA loading.
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Figure 4
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Figure 4: Southern blot analysis of CoMir. Ten micrograms of genomic DNA were
digested with enzymes indicated in the panel. Numbers in the right indicate the length
of DNA fragments. R:resistant plants. S: susceptible plants.
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Figure 5
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Figure 5: Expression profile of CoMir in different organs of coffee plants. A) RNA blot
containing RNAs from roots (R), leaves (L), green flower buds (GB), white flower buds
(WB) and open flowers (F). B) RNA blot containng RNAs from different phases of
coffee fruit development: early green (EG), green (G), green-yellow (GY), yellow (Y),
yellow-red (YR) and red (R). Ethidium bromide-stained rRNA (EtBr) was visualzed as
a control for RNA loading.
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Figure 6

A PRy Px
PHA R
Mx (3\ 2 Mx
— . All— B
Px Px
¢ !
B Mx
Mx Mx
— Cll— DIl - G
o R —
o = oEe
AS RN St
VBT B Mx
. 'Tp' VB . Tp
el ‘._.:_ ¥ LY
. Ell- Fll — H

Figure 6: In situ localizaion of CoMir transcripts. Transversal sections (10 pM) of
coffee tissues were hybridized with CoMir antissense RNA (A, C, E and G) or sense
RNA (B, D, F and H). Resistant leaves after L. coffeella oviposition (A-B), white flower
bud petal (C-D), anther (E-F) and stigma (GH) from susceptible plants. Px:
protoxylem; Mx: metaxylem; VB: vascular bundles; St: stomium; Tp: tapetum; Et:

endothecium. Bars = 30 uM.

70



Figure 7

Figure 7: Subcellular localization of CoMir. Onion epidermal cells were bombarded
with constructs containing GFP fusions. Left panel: (A) CoMir.:mGFP5 expression and
(B) mGFP5 expression in dark field fluorescence. Right panel: Bright field images of
CoMir::mGFP5 (C) and mGFP5 (D). Bars = 100 uM.
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Discussion

CoMir is member of a clade of Kunitz STI family of protease inhibitors

Database searches revealed that CoMir is similar to proteins that belong to
Kunitz STI family of protease inhibitors. Among them are LeMir from tomato (Brenner
et al., 1998), miraculin from R. dulcifica (Theerasilp and Kurihara, 1988), tumor related
protein NF34 from tobacco (Karrer et al., 1999), protein PtdTI4 from Populus
trichocarpa x Populus deltoides hybrids (Miranda et al., unpublished), 21 kDa cocoa
seed albumin precursor (Spence and Hodge, 1991) and miraculin-like protein from
Solanum brevidens (Seo et al., unpublished).

Our phylogenetic analysis was in agreement with that on Svensson et al,
(2004). Additionally, it indicated that CoMir makes part of a clade of Kunitz STI
proteins similar to miraculin from R. dulcifica. Even though we cannot assure the time
of divergence between these proteins, our results suggest that miraculin-like proteins
may have a common ancestor protein.

The alignment of Kunitz STI proteins demonstrated that the members of this
family have variability in the cys content, which is more prominent in a region near the
C-terminal end (Fig 2A, box IIl). The majority of miraculin-like proteins contain two cys
residues in this region, except MtTi2 (the two cys are located near the N-terminal end)
and CoMir (Fig 2A, one cys in box Illl and another cys in position 140, gray arrow).
Therefore, miraculin-like proteins contain six cys residues, except Miraculin from R.
dulcifica, that contains an additional cys implicated in intrachain disulfide linkage (lgeta
et al., 1991). Probably, position and content of cys may be important features

distinguishing Kunitz STI clades in structure and function.
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Protease inhibitors bind to the active site of proteases through a peptide-bond
(denominated P1-P1°) that serves as substrate for proteolytic activity. Basic amino
acid residues (lys and arg) are characteristic for trypsin activity, while chymotrypsin
prefers substrates containing hydrophobic residues (i.e, Leu and Phe) at P1 site. Until
now, none of miraculin-like proteins mentioned herein have been experimentally
characterized as protease inhibitors. For instance, even though LeMir contains a Lys
residue in P1 site, Brenner et al. (1998) have not detected protease-inhibitory activity
against trypsin and chymotrypsin using a Pichia pastoris-expressed LeMir protein.
CoMir has a Glu-Glu bond in P1-P1” (Fig 2A, black arrow). Two examples of proteases
that have preference for Glu residues are the soybean C1 subtilisin-like (subtilase)
protein, which initiates the breakdown of the a-subunit of the storage protein B-
conglycinin (Boyd et al., 2002), and the digestive carboxypeptidase HaCA42 from
Helicoverpa armigera, a maize lepidopteran pest (Bown and Gatehouse, 2004).

Transient expression of CoMir-GFP fused protein demonstrated that CoMir is
secreted to the apoplasm (Fig 7), a trait of many Kunitz STI proteins (Fig 2A, box SP).
However, the diffused fluorescence in the cytoplasm indicates that CoMir-GFP was not
totally secreted. This fluorescence pattern was similar to that found by Suzuki et al.,
(2004), which analyzed the secreted protein CDR-1. Nevertheless, we cannot rule out
that CoMir-GFP partial targeting to citoplasm may be due to uncorrected folding or
uncorrected signal peptide proteolysis of the protein fusion.

Southern blot revealed that CoMir hybridized with three fragments. Since
plants of progeny H14954-29 are tetraploid, maybe these plants contain three copies
of CoMir. In such case, one progenitor could be homozygous for CoMir, and the other

one heterozigous. Further studies are necessary to unravel genealogy of CoMir gene.
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CoMir and coffee development

CoMir was preferentially expressed in young tissues. This pattern of
expression was in accordance with previous reports showing that protease inhibitors
are expressed in immature tissues (Shatters Jr. et al., 2004; Choi et al., 2000).
Conversely, proteases are found to be up-regulated during flower senescence and fruit
maturation (Wagstaff et al., 2002; Xu and Chye, 1999). In fact, Shatters et al. (2004)
identified three proteins down-regulated during fruit development that are similar to
miraculin-like proteins. In spite of the fact that CoMir expression decays in mature
fruits, CoMir protein might also accumulate in fruit at late stages. Unfortunately, coffee
fruits were recalcitrant to in situ fixation, which disabled us to characterize the tissue-
specific expression of CoMir during coffee fruit/seed maturation.

In situ hybridization revealed that CoMir is expressed in the anther
endothecium, tapetum and stomium. These three tissues have programmed cell death
(PCD) that is essential for microspore maturation and release (for a review see Wu
and Cheun, 2000). De Guzman and Riggs (2000) demonstrated that proteolysis
increases during anther development and is temporally correlated with PCD of anther
tissues preceding pollen liberation. Together with RNA blot results, which showed that
CoMir is down-regulated in open flowers, in situ results indicate that this gene may be
a proteolytic inhibitor during early microsporogenesis, which is repressed as anther
development proceeds.

We verified the expression of CoMir in the xylem, more precisely in the
metaxylem vessels. This result is in agreement with the facts that CoMir contains a
signal peptide to apoplasm, and that xylem is part of apoplasm space (Sattelmacher,
2001). Xylem vessels suffer autolysis at the end of their differentiation when PCD

takes place (Kozela and Regan, 2003; Dahiya, 2003). Conversely to early mature
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protoxylem, metaxylem differentiates later, after the complete organ elongation.
Mature xylem vessels transport water, minerals, sugar, amino acids, organic acids and
recent reports have described the presence of defense proteins and proteases in the
xylem sap (Rep et al., 2002; Buhtz et al., 2004; Kehr et al., 2005). Moreau et al. (2005)
identified subtilases and cysteine proteases specifically expressed in Populus fiber-cell
death cDNAs libraries. Additionally, other reports have described the importance of
proteases in stimulating the cell death of tracheary elements (Ye and Varner et al.,
1996; Groover and Jones, 1999). Two Arabidopsis genes encoding subtilases were
expressed in the leaf protoxylem and phloem (Golldack et al., 2003). Strikingly, a zinc
binding protein isolated from xylem vessels of Citrus jambhiri contained identity with
Kunitz STI proteins like miraculin, and inhibited the activity of cysteine protease papain
(Taylor et al., 2002; Ellis and Taylor, 2004). These data indicate that CoMir may act as

regulator of proteolytic events during xylogenesis.

CoMir and resistance against L. coffeella

Kunitz STI proteins are deterrent to lepidoteran development (Zavala et al.,
2004). Therefore, is tempting to suggest that CoMir is an inhibitor of L. coffeella
growth. Surprisingly, this putative protease inhibitor gene was repressed in Se
treatment, during intense larvae herbivory, a stress that up-regulates Kunitz STI genes
(Haruta et al., 2001; Tamayo et al., 2000). Thus, CoMir seems to be induced by an
herbivory-independent defense mechanism. This gene was up-regulated before larvae
eclosion in resistant plants (Ro), which indicates that L. coffeella oviposition may
trigger a signal transduction that leads to CoMir induction. In this sense, the amount of
CoMir in resistant plants prior to egg hatching would inhibit L. coffella caterpillar

eclosion or its development inside leaf mines. Interestingly, it was found that plant
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defense are activated by a peptide or a compound bound to a peptide present in
Dipiron pini fluid oviposition (Hilker et al., 2005), and bruchin, a long-chain diol present
in the egg fluids of the pea pod pest Bruchus pisorum (Doss et al., 2000).

Small punctiform lesions located in the oviposition site were observed after the
eclosion of L. coffeella larvae in highly resistant coffee plants (Medina-Filho et al.,
1977; Guerreiro-Filho et al., 1991; Mondego et al., 2005). Interestingly, a similar
phenotype was detected in the interaction between the hymenopteran leaf miner
Fenusa pusilla and Betula species (Hoch et al., 2000). In B. davurica, leaf miner eggs
failed to hatch and became surrounded by a necrotic tissue. This high level of
resistance was classified as a hypersensitive response (HR)-like phenotype (Hoch et
al., 2000). Curiously, miraculin-like protein tumor-related protein NF34 elicited HR in
tobacco mosaic virus (TMV)-susceptible tobacco plants when overexpressed by a
TMV expression vector (Karrer et al., 1998). Furthermore, a C. arabica EST highly
similar to CoMir was up-regulated during a HR to coffee rust fungus (Fernandez et al.,
2004). These data let us to hypothesize that CoMir acts in a defense mechanism
against L. coffeella that may have similarities to a HR.

Miraculin like-protein MtTi2, and SrPi1, a Kunitz STI similar to CoMir, were up-
regulated during symbiotic interactions (Wulf et al., 2003; Lievens et al., 2004). In both
reports it was suggested that these proteins might control the development of the
symbiotic invader inside the plant by regulating host serine proteases induced during
colonization (Ribeiro et al., 1995). Following this scenario, although coffee — L.coffeella
interaction does not fit into symbiosis, CoMir may inhibit the action of a coffee protease
that positively influences the leaf miner infestation.

Because L. coffeella only feeds on palisade parenchyma, it was expected that

this gene would be expressed in this tissue or in epidermis. However, CoMir transcript
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accumulation was observed only in the leaf metaxylem vessels in both oviposition and
control treatments. Since CoMir contains an apoplastic signal peptide, maybe CoMir
could be translocated from xylem vesels to the apoplasm of parenchymatic tissues
after oviposition signaling. The inhibition of coffee leaf miner in resistant plants is
striking. Hence, is possible that CoMir is a protein involved in coffee development,
which after L. coffeella stress signaling is mobilized to act in the defense against coffee

leaf miner.
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DISCUSSAO

Nesse tépico sera feita uma discussdo geral na qual se abordara a
contribuicdo dos trabalhos descritos nos capitulos anteriores para o entendimento dos
mecanismos de resisténcia do cafeeiro ao bicho mineiro e do desenvolvimento do

cafeeiro.

1 — Identificagdao de genes induzidos durante a infestagdo do bicho mineiro
Como apresentado no capitulo I, utilizamos a combinagado das técnicas de
biblioteca de subtragdo e macroarranjos de DNA para identificarmos genes induzidos
durante a infestagdo do bicho mineiro em plantas da quinta geragdo de
retrocruzamentos entre C. arabica e C. racemosa do programa de melhoramento do
IAC (vide tabela I, introducdo). Para tal, infestamos folhas de plantas suscetiveis e
resistentes da progénie em estudo, extraimos RNA e fizemos pools das amostras Ro
e Re (tester), e Rc, So e Se (driver) (vide capitulo I) a fim de construirmos bibliotecas
de subtragdo. Mil quinhentos e trinta e seis ESTs (768 da biblioteca de RDA e 768 da
biblioteca de SSH) foram depositados em membranas de nailon e hibridados com
cDNAs derivados de plantas infestadas e nao infestadas. Apds a normalizagdo dos
dados pela mediana do background, os valores de intensidade foram convertidos a
escala logaritmica, ja que dessa forma os dados tendem a ficar mais ajustados a uma
distribuicdo normal, o que aumenta a confianga nos resultados obtidos (Zar, 1999).
Apo6s analise de variancia (ANOVA), em torno de 10% dos ESTs foram considerados
diferencialmente expressos. Esse valor corrobora com outros estudos que
demonstraram que essa € a percentagem média de ESTs diferencialmente expressos
identificados por bibliotecas de subtragdo (Xiong et al., 2002; Marques et al., 2004).

Entretanto, apds a analise de nossos dados, verificamos que varios ESTs foram
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induzidos em plantas suscetiveis. Esse resultado foi inesperado, ja que em nossas
bibliotecas s6 deveriam constar genes induzidos em plantas resistentes pos-
infestacdo. A partir desse fato, cabe uma breve discussao sobre a nossa estratégia de
subtracdo e sobre algumas limitagdes do uso de bibliotecas de subtrag&o na deteccéo
de genes diferencialmente expressos.

Nossa estratégia de subtracdo (Ro+Re — Sc+So+Se) teve como intuito o
isolamento de genes preferencialmente induzidos em plantas resistentes apos a
infestacdo pelo bicho mineiro. Se fossem utilizadas espécies diferentes (p.e., C.
racemosa e C. arabica) na construcdo da biblioteca de subtragdo, genes nao
diretamente relacionados com a resisténcia ao bicho mineiro, mas com outras
caracteristicas intrinsecas de cada espécie, seriam isolados na biblioteca. Logo, o uso
de plantas de uma progénie segregante para uma dada caracteristica (no caso, a
resisténcia ao bicho mineiro) na confecgéo de bibliotecas de subtragao facilitaria o
isolamento de genes relacionados com a caracteristica segregante. Entretanto, apés a
construgcdo de nossas bibliotecas foi publicado o trabalho de Ji et al. (2002). Esses
autores demonstraram que o enriguecimento de um gene numa biblioteca de
subtragdo do tipo SSH é determinado pela razdo de concentragdo (R) desse gene
entre tester e driver. Genes diferencialmente expressos com um grande valor de R
(genes comumente chamados de “tudo ou nada”), tendem a ser enriquecidos.
Segundo esses autores, o SSH deve ser preferencialmente aplicado na detecgéo de
mudangas dramaticas de expressdo génica como infecgbes virais, transicbes de
desenvolvimento em eucariontes dimorficos (Marques et al.,, 2004) ou em
comparagodes entre diferentes tecidos. Por outro lado, o uso do SSH em time-courses
experimentais ou na comparagao entre um mesmo tecido normal e doente pode ser

ineficiente, exatamente pela presenca de diferengas sutis de expressao génica entre
84



essas duas condigdes. Outra constatagdo desse trabalho é que para que ocorra o
enriquecimento de genes diferencialmente expressos, faz-se necessario que o R de
um gene alvo seja igual ou maior que 5. Ji et al. (2002) ressaltam que a presenca de
genes nao diferencialmente expressos em bibliotecas de subtracdo pode nao ser
resultante de um erro experimental, mas da falta de genes significativamente
diferencialmente expressos entre driver e tester. Com relagdo ao RDA, uma das
premissas da técnica € que genes cujo R entre tester e driver seja menor que 10,
tendem a ser eliminados da biblioteca. Caso o contrario, o nimero de falsos positivos
tende a aumentar na biblioteca (Hubank e Scahtz, 2000). Avaliando nosso modelo
experimental (background genético praticamente idéntico entre tester e driver; time-
course experimental comparando plantas infestadas e nao infestadas) e nossos
resultados (nenhum EST apresentou R > 5, capitulo 1, tabela 1), e assumindo que
nao ocorreu nenhum erro experimental durante a confecgdo das bibliotecas,
acreditamos que a presencga de ESTs induzidos em plantas suscetiveis em nossas
bibliotecas seja derivada de caracteristicas do perfil de expressédo génica das plantas
utilizadas antes e depois da infestagdo do bicho mineiro.

Apesar de nossas bibliotecas ndo apresentarem niveis ideais de subtragdo, os
perfis de expressdao dos genes selecionados como diferencialmente expressos
durante a infestacdo do bicho mineiro indicam possiveis mecanismos de defesa
ativados pelo cafeeiro contra esse inseto. Pelos dados apresentados na tabela 1 do
capitulo 1 verificamos que varios genes relacionados com defesa/estresse (PLD,
LOX-3, GRP, VSP, LEA, LTP, PR-8) sao mais expressos em plantas resistentes nao
infestadas do que nas plantas suscetiveis ndo infestadas. Esse resultado sugere que
plantas resistentes apresentam niveis de defesa basal mais acentuados do que

plantas suscetiveis. Também verificamos que varios genes ativados pela via de
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defesa relacionada a jasmonato (JA)/ ferida/ herbivoria (PLD, LOX-3, LEA, LTP, PR-8)
foram induzidos apds a eclosao da lagarta de L. coffeella (tratamento Se). Esse dado
indica que apesar das plantas suscetiveis ativarem um mecanismo de defesa contra a
lagarta, essa sinalizagao nao € capaz de bloquear o desenvolvimento da larva do
bicho mineiro. Além disso, a partir da tabela 1 é possivel verificar a indugao de genes
apos a oviposicdo da mariposa de L. coffeella somente em plantas suscetiveis (So -
BEL1, etc.), em plantas resistentes (Ro - SPC25, ISPD, psaH, etc.) e em plantas
resistentes e suscetiveis (Ro e So - CAX9, Miraculin-like, PR-8 etc.). A indugao
desses genes nessa etapa do ciclo de infestagdo sugere que a oviposi¢cao pode
desencadear uma cascata de sinalizagdo que ativa a expressao génica.

Dentre os genes induzidos apds a oviposi¢gdo do bicho mineiro em plantas
resistentes, destacamos PR-8 (quitinase classe lll) e Miraculin-like (inibidor de
protease). Esses dois genes codificam proteinas caracterizadas como inibidoras do
crescimento de insetos e patégenos (Ding et al., 1998; Fung et al., 2002; Garcia et
al., 2004). Devido a inibigdo do desenvolvimento da lagarta em plantas resistentes, a
inducdo desses genes relacionados ao combate de organismos agressores sugere
sua acgao no bloqueio do crescimento da larva de L. coffeella. Por essa hipétese, logo
ao eclodir do ovo, a lagarta neonata encontraria uma quantidade de proteinas nocivas
ao seu crescimento e morreria. Essa hipétese é corroborada pelos dados
apresentados por Li et al. (2004), mostrando que larvas neonatas teriam menor
capacidade de se adaptarem a acao de inibidores de protease do que larvas adultas.

Nesse contexto, cabe discutir qual seria a fungdo dos genes Lm1 e Lm2,
determinantes da resisténcia de C. racemosa ao bicho mineiro (Guerreiro et al., 1999),
dentro do nosso modelo de defesa. Lm71 e Lm2 poderiam codificar proteinas

reguladoras da defesa contra o bicho mineiro, estimulando a transcricao de genes que
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confeririam maior resisténcia basal em plantas resistentes. Um dos exemplos de
proteinas reguladoras de defesa basal € a proteina de fungdo desconhecida de
Arabidopsis RPW8 que confere resisténcia a fungos do género Ersyphe (Xiao et al.,
2001; Xiao et al., 2005). Assim sendo, Lm1 e Lm2 poderiam ser ativados em alguma
etapa do desenvolvimento do cafeeiro resistente ao bicho-mineiro e estimulariam a
transcricdo de genes de defesa antes da infestacdo por L. coffeella. Outra
possibilidade é que Lm1 e Lm2 seriam proteinas responsaveis pelo reconhecimento
elou sinalizagdo do ataque de L. coffeella. Seguindo essa hipotese, Lm1 e Lm?2
poderiam codificar receptores, como por exemplo proteinas do tipo NBS-LRR que sao
bastante caracterizadas como reguladoras da resisténcia genotipo-especifica em
interagcbes planta-patégeno (Dangl et al., 2001). Apesar da grande maioria dos
eventos de defesa envolvendo resisténcia gendtipo-especifica serem documentados
em interagdes planta-patégeno, esse tipo de mecanismo de defesa vegetal vem
sendo observado em interagbes de vegetais com afidios (van der Westhuizen et al.,
1998; Sauge et al., 2002), dipteros como a mosca de Hess (Dweikat et al., 1997) e
bruquideos como o caruncho da ervilha (Doss et al., 2000). No trabalho de van der
Westhuizen et al. (1998) foi descrita uma indugdo maior e mais rapida de proteinas
PR em plantas de trigo resistentes a afidios do que em plantas de trigo suscetiveis.
Esse resultado se assemelha ao observado em café, onde genes de defesa (PR-8,
miraculina) sdo mais induzidos logo apds a oviposigcdo do bicho mineiro e mais
expressos em plantas resistentes que suscetiveis. Além disso, todos os trés grupos
de insetos citados (afidios, mosca de hess e bruchideos) podem ser considerados
insetos sedentarios segundo a classificagao de Walling (2000), sendo que nos dois

ultimos casos o fendtipo de resisténcia € disparado apds a oviposi¢cao do inseto.
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Trabalhos recentes demonstraram que existem moléculas eliciadoras de
defesa vegetal no fluido de oviposicdo de artropodos. Como mencionado
anteriormente, Hilker et al. (2005) verificaram que um peptideo, ou um composto
ligado a um peptideo, presente no oviduto secretor das fémeas do himendptero
Dipiron pini € capaz de induzir a emissdo de volateis de Pinus sylvestris que sao
responsaveis pela defesa indireta contra o inseto agressor. Além disso, Doss e
colaboradores verificaram que compostos conhecidos como bruchinas presentes no
fluido de oviposicdo de Bruchus pisorum sao capazes de ativar a producao de
neoplasmas inibidores do desenvolvimento de larvas desse inseto (Doss et al., 2000),
e que a bruchina do tipo B incentiva a expressdao de genes que codificam uma
isoflavona sintase (Cooper et al., 2005) e uma proteina relacionada com senescéncia
e nodulagao (Doss, 2005).

Recentemente, Bernet et al. (2005) estudaram a susceptibilidade/resisténcia de
uma progénie hibrida entre duas espécies de citros (Citrus aurantium e Poncirus
trifoliata) ao inseto minador Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera: Gracillariidae).
O ciclo de vida desse minador € muito semelhante ao de L. coffeella: oviposi¢ao na
epiderme superior, formagdo de minas no mesofilo e formacédo de pupa na folha;
diferindo apenas quanto ao sitio de alimentagdo, que no caso de P. citrella é a
epiderme e ndo o parénquima palicadico. Assim como no caso do bicho mineiro, as
lagartas do minador n&o conseguem terminar o seu desenvolvimento nas plantas
resistentes, morrendo dentro das minas. Nesse trabalho foram identificados 6 QTLs
(Quantitative trait loci) associados a antixenose (numero de folhas infestadas) e 2
QTLs associados a antibiose (numero de pupas por folhas). Um dos marcadores QTL
de antibiose é similar a genes de resisténcia do tipo NBS-LRR, indicando a

participacao dessas proteinas na resisténcia a minadores.
88



A partir da unido de dados prévios relacionados ao nosso modelo biolégico de
estudo (resisténcia genotipo-especifica governada por dois genes de resisténcia Lm1
e Lm?2), e de nossos resultados (defesa basal maior em plantas resistentes e indugéo
de genes de defesa logo apds a oviposigdo) aos dados da literatura referentes a
modelos semelhantes ao nosso (presenga de eliciadores em fluidos de oviposicao,
resisténcia genotipo-especifica disparada por oviposigao, expressao génica disparada
por oviposi¢cdo e QTLs de antibiose a minadores similares a genes de resisténcia),
acreditamos que existam indicios de um mecanismo de antibiose ao ovo do bicho
mineiro que desencadearia uma defesa contra a lagarta de L. coffeella. Esse
mecanismo seria mais eficiente em plantas resistentes, ja que nesses gendtipos as
larvas n&o conseguem completar seu desenvolvimento. Os maiores niveis de
antibiose em plantas resistentes seriam derivados de uma combinacdo entre
resisténcia basal mais acentuada e da indugéo de genes de defesa apds a oviposicao.
O mecanismo de sinalizagdo de defesa poderia ser derivado da interagdo entre
eliciadores presentes no ovo de L. coffella com proteinas reguladas por Lm1 e Lm2,
ou com as proprias Lm1 e Lm2. Para a confirmagdo de nossa hipotese, outros
experimentos sdo necessarios como um estudo microscépico da interagdo ovo/planta,
isolamento de moléculas derivadas do ovo de L. coffeella a fim de se verificar seu

efeito eliciador de defesa e mapeamento e caracterizagdo dos genes Lm1 e Lm2.

2 - Caracterizagado de um gene que codifica uma proteina similar a
miraculina induzido durante a infestagdao do bicho mineiro

Um dos genes caracterizados como induzidos durante a infestacédo de L.
coffella é similar a proteinas da familia de inibidores de proteinase Kunitz STI

(Soybean trypsin inhibitor). Mais especificamente, esse gene possui maior identidade
89



com genes que codificam proteinas similares a miraculina. Dentre eles estdao LeMir
(Brenner et al., 1998), o gene que codifica a proteina modificadora de sabor
miraculina (Theerasilp and Kurihara, 1988), e o gene que codifica a proteina
relacionada a tumor em tabaco e eliciadora da HR contra TMV em tabaco (Fujita et
al., 1994; Karrer et al., 1998).

A principal caracteristica das proteinas Kunitz STI & a presenga de uma regiao
conservada na por¢gdo  amino-terminal  [(L/I/V/M)-x-D-x-(E/D/N/T/Y)-(D/G)-
(R/K/H/DIEIN/Q)-x-(L/NIIVIM)-x-(5)-Y-(L/I/VIM)]. Além disso, proteinas dessa familia
possuem 4 residuos de cisteina conservados, um sitio reativo presente entre as duas
primeiras cisteinas, e em sua maioria, tém atividade inibitéria contra proteases
serinicas. Entretanto, Rawlings et al. (2004) verificaram que proteinas dessa familia -
apresentavam atividade contra proteases cisteinicas e asparticas e que néo
continham um padrao tao definido de quantidade de cisteinas como proposto por
Laskowski e Kato (1980). A partir de alinhamento usando sequéncias de proteinas
Kunitz STI verificamos que existe uma variacdo na quantidade de cisteinas presente
numa regido proxima do C-terminal dessas proteinas, e que a maioria das proteinas
similares a miraculina possuem 4 cisteinas nessa regiao (capitulo I, figura 2A, dados
nao mostrados). A variagdo da quantidade de cisteinas pode ser importante como
fator de variagao estrutural funcional entre proteinas Kunitz STI de diferentes clados
(capitulo Il, figura 2B). As proteinas Kunitz STI, em sua maioria, possuem um sitio de
direcionamento para o apoplasto. CoMir também possui um sitio de exportacéo para o
meio extracelular. A partir da analise da proteina de fusdao CoMir-GFP verificamos a
presenca de fluorescéncia no apoplasto, mas também um padrdo difuso de

fluorescéncia ao longo do citoplasma (capitulo Il, figura 7). Isso indica que CoMir
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possa nao ter sido processada corretamente. Suzuki et al. (2004) também verificaram
padrdes semelhantes de fluorescéncia com a proteina de fusdao CDR-GFP.

CoMir foi induzido fortemente em plantas resistentes pos-oviposicédo (Ro) e
teve uma pequena indugdo em plantas suscetiveis pos-oviposi¢cao (So). Acreditamos
que o padrao de expressao de CoMir durante o experimento de infestagao de folhas
de cafeeiro resistentes e suscetiveis (capitulo Il, figura 3), indica que esse gene possa
estar relacionado com a resisténcia ao bicho mineiro. Diversas proteinas Kunitz STI
foram caracterizadas como inibidoras de crescimento de insetos (Murdock e Shade,
2002; Rodrigues-Macedo et al., 2003; Zavala et al., 2004). Genes que codificam
proteinas similares a miraculina foram induzidos durante eventos de interagao entre
planta-micorriza (Wulf et al., 2004), planta-nematdédeo (Brenner et al., 1998) e planta-
rizébio (Lievens et al., 2004) e na ativagao de HR contra TMV em tabaco (Karrer et al.,
1998). Além disso, um EST de C. arabica similar a CoMir foi identificado como
induzido durante a HR a ferrugem do café (Fernadez et al., 2004). A partir dos dados
correlacionando proteinas similares a miraculina a eventos de estresse bidtico,
especulamos que CoMir agiria como inibidora do desenvolvimento larvar do bicho
mineiro.

A partir do uso da técnica de hibridagdo in situ verificamos que CoMir é
expresso no metaxilema de folhas infestadas e néo infestadas pelo ovo do bicho
mineiro (Figura 6, capitulo Il). Apesar da marcagdo do sistema de hibridagéo in situ
nao ser quantitativa, detectamos visualmente um sinal mais intenso nas plantas
resistentes pds-oviposicdo (Ro) do que nas planta controle (Rc) (dados nao
mostrados). A presenca de CoMir no tecido vascular e ndo na epiderme ou
parénquima paligadico, sitios de contato do ovo e da lagarta de L. coffella na folha do

cafeeiro, foi surpreendente. Entretanto, dados da literatura indicam uma possivel
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correlacéo entre a expressao de CoMir no tecido vascular e sua possivel fungdo como
proteina de defesa.

De acordo com Sattelmacher, (2001) todos os compartimentos do vegetal que
nao o plasmalema (conteudo intercelular) constituem o apoplasto (p.e., 0s espagos
interfibrilares da parede cellular, o xilema). As bordas do apoplasto seriam a cuticula e
a rizosfera (Sattelmacher, 2001). Recentemente, varios trabalhos demonstraram a
presenca de proteinas de defesa no fluido xilematico (Rep et al., 2002; Buhtz et al.,
2004; Kehr et al., 2005) e de sua expresséo em tecidos de madeira contendo vasos
xilematicos em processo de morte celular programada (Moreau et al., 2005). Rep et
al. (2002) verificaram que o padrdo de expressao de proteinas do xilema foi alterado
apos a infestagéo de patdgenos e que houve um aumento da expressao de proteinas
de defesa. Assim sendo, supomos que CoMir possa ser expressa nas células do
xilema, secretada para a cavidade xilematica e translocada até o apoplasma
adjacente as células parenquimaticas. Dessa forma, ao ingerir o mesofilo, a lagarta
entraria em contato com CoMir e teria seu desenvolvimento bloqueado.

Durante o curso de sua diferenciacdo, os vasos xillematicos adquirem
lignificagbes em sua parede secundaria e subseqlientemente autolisam seu conteudo
celular. Essas ceélulas tém um programa de morte celular no qual ocorre a degradagao
de organelas e do DNA cromossdmico, evidenciando um evento de morte celular
programada (PCD) (Dahiya, 2003). O xilema pode ser dividido em protoxilema e
metaxilema. As células do protoxilema se diferenciam precocemente e tém didmetro
menor que as células do metaxilema que se diferencia depois. O protoxilema
diferenciado ocorre em érgaos jovens que estdo em desenvolvimento. Por outro lado,
as células do metaxilema s6 completam sua maturagao apés o alongamento do érgéo

ter cessado. Logo, pode-se inferir que as células do metaxilema sofrem autdlise
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completa mais tardiamente que células protoxilematicas. Diversos trabalhos
demonstram o papel essencial de proteases na ativacdo da PCD de tecidos
xilematicos (Ye e Varner, 1996; Groover e Jones, 1999). Solomon et al. (1999)
verificaram que a PCD ativada por estresse oxidativo em células de tabaco induziu a
expressao de proteinases cisteinicas, e que a expressao ectdpica do inibidor de
proteinase cistatina inibiu a atividade de proteinases cisteinicas e bloqueou a PCD. A
expressao de CoMir no xilema, mais precisamente em células do metaxilema, indica
que CoMir possa participar do processo de xilogénese, regulando a atividade de
proteases ativadoras de PCD.

Outros resultados que sugerem que CoMir possa ser uma proteina reguladora
de proteases relacionadas a morte celular sdo a repressdo de CoMir ao longo do
desenvolvimento floral (capitulo II, figura 5A) e sua expressao em tecidos da antera
que sofrem morte celular programada (capitulo II, figura 6E). Ao longo do
desenvolvimento floral, diversos tecidos como pétalas, estigma e antera, sofrem
degradagdo. Varios estudos indicam a agédo de proteases nos eventos de morte
celular floral (De Guzman e Riggs, 2000; Xu e Chye, 1999), assim como o aumento de
sua expressao ao longo de desenvolvimento de pétalas (Wagstaff et al., 2002) e a
repressao de inibidores de proteases no desenvolvimento floral (Sin e Chye, 2004).

A liberacdo dos graos de polen maduros requer a ruptura das células do
estomio, estrutura localizada nas laterais das anteras. Antes da deiscéncia da antera,
0 endotécio, que se localiza entre a epiderme e o tapete, degenera-se (Wu e Cheun,
2000). O tapete € um tecido que circunda o l6culo da antera, onde se localizam os
graos de polen. Na etapa tardia da microsporogénese, o tapete sofre PCD (Wang et
al., 1999) e seu conteudo celular é despejado no loculo, alojando-se na camada mais

externa da parede do gréao de pélen (Wu e Cheun, 2000). Assim sendo, CoMir poderia
93



regular a atividade de proteases durante os estagios iniciais da microsporogénese do
cafeeiro. Com o avanco da maturacdo dos microsporos, a expressdao de CoMir
decairia, deixando livre a acdo de proteases envolvidas em morte celular. Outra
hiptese é que a expressao de CoMir no tapete esteja relacionada com a defesa do
grao de polen. CoMir entdo seria despejada no l6culo, com outras proteinas do tapete,
e se alojaria na parede do grao de pédlen, atuando como inibidora do ataque de
predadores.

Outro dado interessante é a intensa expressao de CoMir nos estagios iniciais
do desenvolvimento do fruto do café e sua repressdo durante o amadurecimento
desse 6rgao (capitulo Il, figura 5B). Proteinas de estocagem em sementes sao
depositados em vacuolos de estocagem protéica como fonte de nitrogénio para o
crescimento apdés a germinacdo das sementes (Muntz, 1998). Verificou-se que as
proteinas de reserva 11S sédo as mais abundantes no fruto do café, e se acumulam no
endosperma durante o desenvolvimento dos frutos (Marraccini et al.,1999). Apds a
chegada nos vacuolos, as proteinas de reserva s&o convertidas a sua forma matura
por protedlise em sitios especificos (Shimada et al, 2003). A prevengao da
degradacéo total das proteinas de estocagem durante a maturacdo da semente pode
ser assegurada pela regulagdo da atividade das proteases (Shyu et al., 2004).
Seguindo essa hipotese, CoMir poderia atuar como reguladora de proteases durante o
amadurecimento do fruto/semente do café.

Os artigos de Taylor et al. (2002) e Ellis e Taylor (2004) trazem evidéncias que
reforgam nossos dados sobre o gene CoMir. Nesses artigos, foi descrito o isolamento
de uma proteina de Citrus jambhiri que se liga a zinco (CVZBP) presente no xilema e
sua identificacdo como similar a inibidores de protease Kunitz STI. Ellis e Taylor

(2004) detectaram que CVZBP inibiu a atividade da protease cisteinica papaina,
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demonstrando que proteinas Kunitz STI inibem outras proteases que nao as serinicas.
Apesar de nossos esforgos, ainda ndo conseguimos caracterizar qual protease
poderia ser inibida por CoMir (dados ndo mostrados). CoMir foi expressa em
Escherichia coli num sistema heterdlogo de expressao de proteinas, utilizando o vetor
pET32a (Novagen, EUA). At¢é o momento, CoMir foi testada contra as proteases
serinicas comerciais tripsina, quimiotripsina e subtilisina. Em nenhum dos trés casos
detectamos inibicdo de protedlise (dados ndo mostrados). Brenner et al., (1998)
testaram LeMir produzida na levedura Pichia pastoris contra tripsina e quimiotripsina,
e também nao verificaram atividade da proteina. Esses resultados podem ser
derivados do uso de uma protease pela qual o inibidor ndo tem afinidade ou de uma
conformacéao incorreta da proteina durante a expressao heterdloga, impedindo sua
acao contra a protease. Curiosamente, o sitio ativo hipotético de CoMir possui dois
acidos glutamicos (capitulo I, figura 2A), o que é incomum entre as proteinas Kunitz
STI. Em breve, realizaremos experimentos de inibicdo de protedlise utilizando
proteases cisteinicas e asparticas a fim de tentarmos detectar a atividade da proteina

CoMir.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos na presente tese de doutoramento,

podemos concluir que:

1) A combinagéo entre macroarranjos de DNA e bibliotecas de subtragdo mostrou-se
eficiente no isolamento de genes diferencialmente expresso durante a infestagéo do
bicho mineiro, apesar de nossas bibliotecas ndo apresentarem niveis ideais de

subtracao;

2) Plantas resistentes ao bicho mineiro possuem maiores niveis de expressao basal
de genes relacionados a estresse e defesa quando comparadas com plantas

suscetiveis;

3) Apesar da expressao de genes de defesa em plantas suscetiveis apds a eclosao
da lagarta, ndo houve bloqueio do desenvolvimento da larva. Esse resultado sugere

algum mecanismo de resisténcia da lagarta do bicho mineiro a defesa do cafeeiro;

4) Os genes PR-8 (quitinase classe lll), CAX9 (transportador de calcio hipotético),

SPC25 (subunidade hipotética de peptidase sinal), psaH (proteina de fotossistema l) e

BEL (proteian homeodtica BEL) sao induzidos durante a infestacdo do bicho mineiro;
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5) A proteina codificada pelo gene CoMir faz parte da familia Kunitz STI de inibidores
de protease e nossas analises filogenéticas indicam que CoMir pertence a um clado

de proteinas similares a miraculina de Richadella dulcifica;

6) O gene CoMir é expresso no metaxilema de folhas, pétalas e estigmas e no
endotécio, tapete, estdmio e feixes vasculares de antera. Esses dados sugerem sua
participacdo na regulacdo de protedlise relacionada ao processo de morte celular

programada que ocorre durante a xilogénese e na deiscéncia da antera;

7) O gene CoMir é induzido durante a oviposi¢cao do bicho mineiro. Esse resultado

sugere que esse inibidor de protease possa mediar ou ser responsavel pelo bloqueio

do desenvolvimento da lagarta durante a infestagdo em plantas resistentes.

97



PERSPECTIVAS

1) A expressao da proteina recombinante CoMir e sua utilizagdo em diversos
experimentos (testes de atividade contra proteases comerciais e purificadas de
insetos, ensaios bioldgicos de inibicao de crescimento de fungos e insetos, produgao
de anticorpos para experimentos de imunolocalizagdo, cristalizagdo, espectrometria
de massa, espectroscopia por dicroismo circular, ressonancia magnética nuclear, etc.)

poderiam ajuda a elucidar os mecanismos de a¢ao dessa proteina;

2) Plantas geneticamente modificadas, superexpressando ou silenciando o gene
CoMir poderiam ser utilizadas em ensaios biolégicos, a fim de verificarmos sua agao

contra insetos de interesse comercial;

3) Estudos mais detalhados sobre os mecanismos de resisténcia do cafeeiro ao bicho
mineiro certamente contribuirdo para a compreensao dessa interacdo. Como exemplo
podemos citar: analise microscopica da interacdo entre ovo e folha do cafeeiro,
isolamento e caracterizagao de possiveis eliciadores de defesa presentes nos ovos do
bicho mineiro, medicao da quantidade de fitohormonios (etileno, acido abscisico) e de
moléculas sinalizadoras de defesa (acido jasmoénico, acido salicilico) durante o

processo de infestagcdo, mapeamento e caracterizagao dos genes Lm71 e Lm2, etc.
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