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RESUMO: O estresse hidrico desencadeia importantes alteragdes no padrdo de expressdo génica e, juntamente com
parametros fisiologicos e bioquimicos, contribuem para explicar os mecanismos que determinam a tolerancia a seca nas
plantas. O acimulo de transcritos dos genes MIPs (aquaporinas) e deidrinas sob condi¢do de déficit hidrico sugere uma
relac@o entre a atividade desses genes e a tolerancia a seca nas plantas. Considerando a importancia econémica do café
e 0 enorme impacto que o déficit hidrico impde a cultura, o objetivo desse estudo foi estabelecer uma correlagdo entre o
padrao de expressdo das deidrinas (Dhs) e aquaporinas € o grau de tolerdncia a seca em Coffea utilizando materiais
contrastantes. A identificagdo e analise das sequéncias dos genes foram obtidas no banco EST-Genoma Café. Para as
analises de expressdo na raiz, plantas de café arabica (sensivel) e café robusta (tolerante) foram submetidas a estresse
hidrico (W= -2,0+0,2 MPa) por suspensdo da irrigacao. Os resultados obtidos para Dhs indicaram que o gene Dh2 ndo
se expressa em Orgdos vegetativos da planta sob condi¢do normal de irrigagdo, mas tem expressdo induzida nas raizes
sob estresse hidrico. Do mesmo modo, a expressdo do gene Dh3 foi aumentada nas raizes sob estresse, principalmente
em café robusta (tolerante). As aquaporinas PIP2;1 e PIP2;2 também exibiram aumento no acimulo de transcritos nas
raizes das plantas de café sob déficit hidrico em relacgdo as irrigadas, e foi significativamente maior na cultivar tolerante
(Apoatd). Em conclusdo, os resultados sugerem uma correlagdo positiva entre aumento na expressdo das deidrinas e
aquaporinas e tolerancia a seca, reforgando a importancia desses genes para a regulagdo e/ou manutenc¢do do balango
hidrico celular.
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IDENTIFICATION AND EXPRESSION ANALYSIS OF DEHYDRINS AND
AQUAPORINS IN THE ROOTS OF COFFEE UNDER DROUGHT STRESS

ABSTRACT: Drought stress triggers significant changes in the pattern of gene expression and together with
biochemical and physiological parameters contribute to explain the mechanisms that determine drought tolerance in
plants. The transcript accumulation of genes MIPs (aquaporins) and dehydrins under water stress conditions suggests a
relationship between the activity of these genes and drought tolerance in plants. Considering the economic importance
of coffee and the great impact that water deficit imposes on the culture, the aim of this study was to establish a
correlation between the pattern of expression of dehydrins (Dhs) and aquaporins and the degree of tolerance in Coffea
contrasting for drought tolerance. The identification and analysis of gene sequences were made using data from the
Genome Database EST-Coffee. For analysis of expression in root, arabica coffee plants (sensitive) and robusta coffee
(tolerant) were subjected to water stress (W= -2.0 = 0.2 MPa) by withholding water. The results for Dh2 gene indicated
that it is not expressed in vegetative organs under normal condition of irrigation, but has expression induced in roots
under water stress. Similarly, Dh3 expression was increased in roots under stress, especially in Robusta coffee
(tolerant). Aquaporins PIP2, 1 and PIP2; 2 also exhibited increased transcript accumulation in roots of coffee plants
under drought, and was significantly higher in the tolerant cultivar (Apoatd). In conclusion, the results suggest a
positive correlation between increased expression of dehydrins and aquaporins and drought tolerance, confirming the
importance of these genes to regulate and / or maintenance of cellular water balance.
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INTRODUCAO

A seca constitui um dos estresses abidticos de maior impacto para as plantas, em ambientes naturais ou na
agricultura, induzindo diversas alteracdes metabolicas. Neste sentido, as plantas terrestres evoluiram uma série de
mecanismos para tolerar o déficit hidrico, os quais sdo recrutados em funcdo do tempo e da intensidade do estresse
(Santos, 2009). O déficit hidrico desencadeia importantes alteragdes no padrao de expressdo génica e, juntamente com
parametros fisioldgicos e bioquimicos, ajudam a explicar os mecanismos que determinam a tolerancia a seca. Desse
modo, genes envolvidos em processos de protecdo contra danos celulares (deidrinas) e no controle do fluxo de agua na
célula (aquaporinas) sdo tipicamente responsivos a eventos de estresse hidrico e t€ém sido importantes alvos de estudos
que objetivam correlacionar expressdo de genes e tolerancia a seca nas plantas.
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As deidrinas (Dhs) fazem parte de um grande grupo de proteinas hidrofilicas conhecidas como LEA (Late
Embryogenesis Abundant). As Dhs acumulam-se tipicamente em tecidos da planta que sofreram desidratagdo, tal como
durante o processo de maturagdo de sementes, e também em tecidos vegetativos submetidos a estresses ambientais
como seca, baixas temperaturas e salinidade (Close, 1997). A ampla distribui¢do das Dhs em vérios tecidos durante o
crescimento da planta e em resposta a estresses associados a dessecagdo celular sugere que tais proteinas desempenhem
uma fung¢do essencial no desenvolvimento das plantas e na tolerancia a estresses (Rorat, 2006).

As aquaporinas (AQPs) constituem um grupo de proteinas canais que atuam no transporte de agua e/ ou
pequenos solutos neutros (uréia, acido boérico entre outros) e gases (amodnia e didxido de carbono) através de
membranas (Tyerman et al., 2002; Maurel et al., 2008). Pertencem a uma superfamilia de proteinas denominadas MIPs
(Major Intrinsic Proteins), as quais estdo presentes em todos os tipos de organismos, incluindo bactérias, animais e
plantas (Jang et al., 2004). As AQPs facilitam a difuséo da dgua exercendo um fino controle do fluxo de agua intra e
intercelular nas plantas (Maurel et al., 1997). As AQPs apresentam-se sob multiplas isoformas nas plantas.

O café é a mais importante ‘commodity’ agricola mundial, movimentando mais de 90 bilhdes de ddlares/ano e
envolvendo cerca de 500 milhdes de pessoas em sua cadeia produtiva, do cultivo ao produto final para o consumo
(Rezende & Rosado, 2004). Das mais de 90 espécies ja descritas para o género, apenas duas — Coffea arabica L. (café
arabica) e Coffea canephora Pierre ex Froehner (café robusta) — dominam economicamente o comércio mundial de
café, contribuindo com 62% ¢ 38% da produgao total, respectivamente (DaMatta & Ramalho, 2006).

A seca constitui o principal fator climatico causador de estresse para o cafeeiro, havendo registros de que em
regides produtoras onde a irrigacdo era ausente, a producdo de café alcangou queda de até 80% na safra em anos de seca
prolongada.

Considerando o atual cenario de mudancas climaticas globais e a tendéncia nas ultimas décadas de expansao da
cafeicultura brasileira para regides tais como o cerrado mineiro e o oeste baiano, a priori consideradas pouco aptas ao
desenvolvimento da cultura (Silva & Mazzafera, 2008), torna-se de fundamental importancia a identificagdo ¢ uma
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares que determinam a tolerancia a seca em Coffea, visando potencializar
as estratégias de melhoramento e selecdo de cultivares mais tolerantes.

MATERIAL E METODOS

Analise e identificacdo de genes relacionados ao estresse hidrico: deidrinas (Dhs) e aquaporinas (AQPs

A identificagdo e a sele¢do das sequéncias dos genes foram realizadas através de buscas no banco EST-
Genoma Café, composto por cerca de 130.000 etiquetas de seqiiéncias expressas e inclui 3 espécies de café: C. arabica,
C. canephora ¢ C. racemosa (Vieira et al., 2006). A busca das sequéncias foi realizada através das palavras-chave
“dehydrin” e “aquaporin”. Sequéncias com “e-value” maior que le” foram “clusterizadas” (Phrap ou CAP3), analisadas
quanto a qualidade de suas bases (phred> 20) e corrigidas manualmente. Sequéncias consensos obtidas pelos
alinhamentos (Clustal W) foram analisadas com auxilio da ferramenta Blast através do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e suas provaveis ORFs (Open Reading Frame) determinadas a partir de comparagdes com
genes homologos de outras espécies.

Estudo de tolerancia a seca em duas espécies de Coffea e andlises de expressdo génica

Plantas de café das espécies C. arabica (cv. Catuai Vermelho IAC81 e cv. Mundo Novo IAC464) ¢ C.
canephora (cv. Apoatd IAC3600-8.) e uma enxertia da cv. Mundo Novo IAC464 sobre a cv. Apoatd IAC foram
submetidas a um tratamento de estresse hidrico por suspensdo completa da irrigacdo. As plantas do tratamento controle
foram mantidas sob regime normal de irrigagdo. As plantas foram cultivadas em vasos de 3,8 L (citrovasos) contendo
uma mistura de solo e areia (1:1, v/v). O experimento foi composto por 3 plantas/cultivar/tratamento e os sintomas de
murcha foliar foram monitorados até que as plantas atingissem um potencial hidrico de -2,0 MPa no “predawn” (¥,~= -
2,0+£0,2 MPa). As coletas das raizes ocorreram entre 0 9° ¢ o 11° dia apos a tltima rega e o material foi mantido em N,
liquido e armazenado a -80°C. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao (Instituto de Biologia — UNICAMP)
com plantas de cerca de 10 meses.

As andlises de expressao por RT-PCR semi-quantitativa foram realizadas com cDNA obtido a partir 5,0 pg de
RNA total tratado com DNAse. A normalizacdo do ensaio foi feita utilizando os genes constitutivos ACTINA e
GAPDH de café (Cruz et al., 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca por sequéncias no Banco EST-Genoma Café (Vieira et al., 2006) objetivou a identificagdo de
possiveis genes pertencentes a familia das deidrinas e das aquaporinas e, posteriormente, a analise do padrdo de
expressao dos genes em cultivares de café com diferentes graus de tolerancia a seca.

Os resultados obtidos para as Dhs identificaram as sequéncias dos genes Dhl, Dh2 e Dh3 previamente
descritas por Hinniger et al. (2006) em C. canephora. Adicionalmente, foram encontrados genes homologos nas
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espécies C. arabica e C. racemosa, além de uma terceira forma variante ou polimorfica do gene Dhl (CcDhlc)
identificada pelo presente estudo (tabela 1). As possiveis formas polimérficas dos genes Dhs nas espécies de café foram
caracterizadas a partir de alteragdes pontuais na sequéncia das bases na regido codificadora e nas regidoes 5’ ¢ 3> UTR
(UnTranslated Region).

Tabela 1: Resultado da busca por sequéncias de deidrinas no banco EST-Genoma Café.

Deidrinas de Café

Espécies Total reads Gene N° reads/gene Tam. ORF (pb)
C. arabica 45 "CaDhla" ¢ "CaDhlb" les 516
"CaDh3a" e "CaDh3b" 1lel4 681 e 675
C. canephora 81 CcDhta, CcDhib ¢ "CeDhlc" 10,4¢13 516,525¢ 516
CcDh2a 21 486
CcDh3 5 681
C. racemosa 11 "CrDhla" 8 516

Em negrito os genes cujas sequéncias foram anteriormente descritas por Hinniger et al. (2006).

O padrdo de expressdo do gene Dhl evidenciou a presenga de transcritos em todos os 6rgdos analisados (fig.
1A), embora um actimulo preferencial nos frutos, folhas e ramos tenha sido verificado. O acumulo de transcritos do
gene Dhl ja havia sido relatado por Hinniger et al. (2006) durante os ultimos estagios de desenvolvimento dos frutos
dos cafés robusta e arabica, além de uma expressao mais discreta em diversos outros tecidos como ramos, folha jovem e
flor. Contrariamente aos resultados observados por Hinniger et al. (2006) em frutos de café em desenvolvimento, o
gene Dh2 ndo foi detectado em nenhum dos dois estagios de frutos imaturos (R2: precoce; R6: tardio) analisados nesse
trabalho (fig. 1A). O gene Dh3 exibiu uma expressdo constitutiva entre os diferentes 6rgdos, com uma tendéncia de
acumulo nos ramos, conforme se observa na figura 1A.

A ampla distribui¢do de Dhs em tecidos vegetativos de café sob condigdes normais de crescimento constitui
importante evidéncia de que essas proteinas ndo apenas estdo relacionadas a situacdes de estresse, podendo exibir
expressdo constitutiva e diferencial associada ao tipo de orgdo e/ou célula, bem como a distintos estagios de
desenvolvimento (Santos, 2009). Estudos recentes desenvolvidos em Solanum sp. mostraram que na auséncia de
estresse a expressdo no nivel da proteina de deidrinas do tipo-SK (caso da Dh3 de café), foi fortemente detectada em
6rgdos como flor, ramos, tubérculos e folhas jovens (Rorat et al., 2004; Rorat et al., 2006).
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sob regime normal de imgagéo.

Figura 1: Padrao de expressdo de Dhs em diversos 6rgdos de cafeeiros irrigados (A) e nas raizes

de plantas submetidas a estresse hidrico (-2,0 MPa) em diferentes cultivares de café (B).
Barra = erro-padrao.
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A analise de expressdo das “Dhs” na raiz de plantas submetidas a estresse hidrico mostrou um perfil bastante
heterogéneo entre os diferentes genes e em relagdo as cultivares de café arabica e robusta. A expressdo dos genes Dhl,
Dh2 e Dh3 foi aumentada sob condicdo de estresse na raiz em todas as cultivares, e em maior amplitude nos genes Dhl
e Dh3 (fig. 1B). Paralelamente, pode-se constatar uma nitida diferenga no acimulo de transcritos dos genes Dh2 e Dh3
na cv. Apoatd e na enxertia (raiz de Apoatd) em relagdo as duas cultivares de café arabica.

Diversos estudos tém reportado uma correlag@o positiva entre o acimulo de transcritos e/ou proteinas de Dhs e
tolerancia a estresses tais como frio, seca e salinidade (Xu et al., 1996; Nylander et al., 2001; Allagulova et al., 2003;
Khurana et al., 2008). Nesse sentido, o maior acimulo de transcritos de Dh2 e Dh3 observado nas raizes de Apoatd
(café robusta) poderia contribuir para a maior tolerancia dessa cultivar em condi¢@o de limitagdo hidrica, uma vez que a
presenca das deidrinas poderia desempenhar algum tipo de acdo protetora contra os danos induzidos pela seca,
auxiliando na manuten¢do de um potencial osmoético celular mais adequado.

A diversificagdo das AQPs nas plantas, em contraste com cerca de apenas 10 identificadas em mamiferos,
inclui multipla localizagdo sub-celular e expressdo diferencial ao longo do desenvolvimento da planta e sob condigdo de
estresse, sugerindo um importante papel dessas proteinas para balango hidrico nas plantas (Johansson et al., 2000;
Maurel et al., 2002). Embora a correlagao entre as multiplas isoformas de AQPs e suas fungdes integradas em condigdes
de estresse ndo estejam completamente estabelecidas (Jang et al., 2007), diversos trabalhos tém evidenciado
importantes alteragdes no padréo de expressdo desses genes sob tais condi¢des, indicando que esses genes sdo regulados
pelo status de agua nas plantas, e que, portanto, poderiam estar envolvidos em mecanismos de tolerdncia a seca nas
plantas (Maurel, 1997; Jang et al., 2007).

Os genes identificados nas trés espécies de café como homoélogos das AQPs (tabela 2) foram classificados
como membros das subfamilias PIP (Plasma Membrane Intrinsic Protein) e TIP (Tonoplast Intrinsic Protein), as
classes mais abundantes dentre as AQPs de plantas. O agrupamento das AQPs foi baseado em analises de similaridade
na sequéncia primaria das proteinas de café comparativamente a sequéncias de AQPs em outras espécies de plantas
(Blastp), aliadas a informagdes posicionais de cada uma delas em uma arvore filogenética (Santos, 2009).

Tabela 2: Resultado da busca por sequéncias de aquaporinas no banco EST-Genoma Café.

Aquaporinas de Café

Espécies Total reads Gene N° reads/gene Tam. ORF (pb)

C. arabica 438 "CaPIP1;1" 46 858
"CaPIP2;1" 13 846

"CaPIP2;2" 19 864

"CaTIPla" e "CaTIP1b" 107 e 18 771e 771

C. canephora 192 "CePIP1;1" 30 358
"CcPIP1;2" 2 852

"CcPIP2;1" 80 846

"CcPIP2;2" 4 846

"CcTIP1;1" 39 771

C. racemosa 63 "CrPIP1;1" 11 858
"CrPIP2;1" 10 846

"CrTIP1;1" 20 771

"CrTIP1;2" 3 753

Os resultados obtidos para o padrdo de expressdo das AQPs em café evidenciou a presenca dos genes (PIP1;1,
PIP2;1, PIP2;2 e TIP1;1) em praticamente todos os orgdos, sendo que os genes PIP2;1 e PIP1;1 tenderam a ser
preferencialmente expressos nos frutos ou nas raizes, respectivamente (fig. 2A). A correlagdo entre certas isoformas
especificas de AQPs e orgdos vegetais ja havia sido relatada por um estudo sobre o perfil de expressdo das 35 AtMIPs
empregando microarranjos em folhas de roseta de Arabidopsis, comparativamente a outros tecidos como raizes e flores,
verificando-se que algumas isoformas eram expressas especificamente em raizes ou flores, enquanto nenhuma foi
especifica de folhas (Alexandersson et al., 2005).

As analises de expressdo das AQPs nas raizes dos cafeeiros indicam que os genes PIP1;1; PIP2;1; PIP2;2 e
TIP1;1 foram induzidos pelo estresse hidrico em todas as cultivares estudadas (fig. 2B). Entretanto, observou-se que as
plantas de café robusta (Apoatd e enxertia), de modo geral, tenderam a exibir um maior acumulo de transcritos desses
genes em relacdo as plantas de café arabica (Catuai Vermelho e Mundo Novo). Tal constatagdo reforga o importante
papel dessas proteinas na regulacdo do fluxo de agua nas células e sua contribui¢do na tomada de agua pelas raizes em
condi¢des de baixa disponibilidade hidrica.
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O estresse hidrico parece influenciar fortemente a expressdo dos genes MIPs. Embora a relagdo entre estresse e
regulacdo dos genes MIP ainda ndo esteja bem compreendida, autores como Maurel (1997) sugerem que mecanismos

de tolerancia a seca poderiam envolver a participag@o dessas proteinas.
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Figura 2: Padrio de expressdo de AQPs em diversos 6rgaos de cafeeiros irrigados (A) e nas
raizes de plantas submetidas a estresse hidrico (-2,0 MPa) em diferentes cultivares de
café (B). Barra = erro-padrio.

A manipulaggo genética de AQPs em plantas parece constituir uma importante estratégia para a elucidagéo das
fungdes dessas proteinas na célula. Com efeito, resultados obtidos em tabaco e A. thaliana utilizando construgdes
antisenso para genes PIPs indicaram a incapacidade das plantas recuperarem-se apos o estresse hidrico, sugerindo a
importancia critica dessas proteinas durante esse processo (Martre et al., 2002; Siefritz et al., 2002). Lian et al. (2004)
estudaram uma proteina PIP de arroz (RWC3), cuja expressdo ¢ induzida por alteragdes osmoticas especificamente em
uma cultivar de arroz tolerante a seca, e verificaram que a super-expressao desse gene em uma cultivar sensivel, sob o
controle de um promotor estresse-induzivel, foi capaz de melhorar o desenvolvimento da planta transgénica sob
condigdes de estresse.

CONCLUSOES

Os resultados das analises de expressdo para deidrinas e aquaporinas reforcam o papel fundamental dessas
proteinas para a regulagio e manutencdo do conteudo hidrico celular, em condigcdo de déficit hidrico ou ndo. A
significativa presenca de transcritos desses genes nos diversos orgdos das plantas de café sob condi¢cdes adequadas de
cultivo evidencia sua importancia para a manutencdo da homeostase celular. Embora os mecanismos de agdo das
deidrinas e proteinas MIPs durante o estresse hidrico ndo estejam completamente elucidados, diversos trabalhos tém
sugerido uma efetiva correlagdo com tolerancia a seca em plantas. Com efeito, a analise de expressdo do gene Dh2
indicou que o mesmo foi exclusivamente induzido nas raizes de café sob déficit hidrico e preferencialmente expresso
em Apoata (plantas pé franco e enxertadas), o que poderia estar relacionado a maior tolerancia de Apoata a seca quando
comparada as cultivares de café ardbica. Do mesmo modo, PIP2;1 e PIP2;2 também exibiram um actimulo de
transcritos maior na cultivar Apoata, comparativamente ao café arabica. Embora aspectos relativos ao sistema radicular
do café robusta (profundidade da raiz) possam estar associados a um melhor desempenho das plantas sob condi¢des de
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limitagdo hidrica (DaMatta & Ramalho, 2006), permitindo uma explora¢do mais efetiva do perfil do solo para a
captagdo de agua, os resultados obtidos em café sugerem uma correlagdo positiva entre expressdo Dhs/AQPs e
tolerancia a seca e refor¢am a importancia desses genes durante o déficit hidrico.
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