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Resumo:

No Brasil, um dos importantes problemas enfrentados por produtores de café e citros envolve os danos causados
pela bactéria Xylella fastidiosa. Esta bactéria causa o entupimento dos vasos do xilema e impede a passagem de agua e
nutrientes, o que causa uma condicdo bioldgica de estresse hidrico. Os genomas de citros e café tém sido investigados
funcionalmente e varias sequéncias expressas (ESTs) foram identificadas a partir de diversas condi¢des bioldgicas.
Bibliotecas de EST utilizando folhas e ramos infectados com X. fastidiosa foram construidas em citros e café,
respectivamente. A analise in silico das ESTs nesses tecidos revelou genes comuns expressos em ambas as culturas.
Alguns destes genes codificam para proteinas relacionados com a resposta de estresse hidrico, incluindo a aquaporina, a
“drought-induced protein Di19-like protein DIP” e a “fiber protein Fb2”. Estes genes foram analisados neste estudo.
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In silico ANALYSIS OF AQUAPORINS POTENTIALLY INVOLVED WITH WATER STRESS IN COFFEE-
AND CITRUS-Xylella fastidiosa INTERACTIONS

Abstract:

Currently, one of the important problems faced in Brazil by coffee and citrus producers involves the losses caused
by the phytopathogenic bacterium Xylella fastidiosa. This bacterium colonizes xylem vessels probably resulting in reduced
hydraulic conductance and thus, causing typical symptoms of water stress and deficiency in mineral nutrition. Functional
genomic analyses have been performed in coffee and citrus and several ESTs were obtained from different biological
conditions. The EST libraries from leaves and stems infected with X. fastidiosa were constructed in citrus and coffee,
respectively. The in silico analysis of the expressed sequences in these tissues revealed genes commonly expressed in both
cultures. Some of these genes are involved in water stress, including aquaporin, drought-induced protein Di19-like protein
(DIP) and fiber protein Fb2. These genes were analyzed in this study.
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Introducdo

Xylella fastidiosa é uma bactéria fitopatogénica Gram-negativa, limitada aos vasos do xilema e transmitida para as
plantas através de cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae: Cicadellinae). No Brasil, esta bactéria esta associada a escaldadura
das folhas da ameixeira (French & Feliciano, 1982), clorose variegada dos citros (Rosseti et al., 1990) e requeima das
folhas do cafeeiro (ou atrofia dos ramos do cafeeiro) (Paradella Filho et al., 1995), além de ter sido detectada em varias
espécies de plantas invasoras (Lopes et al., 1999) e ornamentais (Ueno et al., 1998; Kitajima et al., 2000).

A primeira ocorréncia da bactéria X. fastidiosa em cafeeiro (Coffea arabica L.) foi relatada na cultivar Mundo
Novo no Estado de Séo Paulo em 1995 (Paradela et al., 1995). Cafeeiros infectados pela bactéria apresentavam ramos com
internddios curtos, folhas cloréticas, pequenas e deformadas, abscisdo foliar e seca de ramos (Paradela et al., 1995).
Sintomas de queima de bordas de folhas também tém sido associados com a infec¢do de cafeeiro por X. fastidiosa (Lima et
al., 1996). A presenca da bactéria associada ao cafeeiro tem sido relatada nas diferentes regides produtoras de café dos
principais estados produtores, como Sao Paulo, Minas Gerais, Parand, Espirito Santo e Bahia (Paradela et al., 1995; Lima
etal., 1996; Ueno & Leite, 1996), e esses relatos tém se restringido as cultivares de C. arabica.

A clorose variegada do citros é outra doenga causada por X. fastidiosa, cujos sintomas nas laranjeiras incluem
manchas evidentes nas folhas mais velhas, com areas clordticas, desbotadas em sua face superior e lesGes de cor marrom
clara na face inferior. A conseqliéncia econdmica deste processo no Brasil, produtor de quase metade do suco de laranja
concentrado presente no mercado internacional, sdo prejuizos estimados em US$ 100 milhdes anuais.

A X. fastidiosa adere a parede dos vasos que transportam a seiva devido a goma que produz, resultando na
obstrucdo desses vasos, 0 que causa sérios danos a planta, impossibilitando a passagem de dgua e nutrientes (Simpson et al,
2000). Desta forma esta bactéria pode promover uma condicao de estresse hidrico, ocasionando a inducéo ou a repressao
de determinados genes que estdo relacionados a esse processo.

O presente trabalho teve por objetivo identificar mecanismos comuns de resposta a X. fastidiosa, em café e citros.



Material e Métodos

Andlise in silico das ESTs de café e citros

Bibliotecas de ESTs foram previamente construidas utilizando RNA extraido de ramos de café (Vieira et al.,
2006) e folhas de citros, ambos infectados com X. fastidiosa (de Souza et al., no prelo), sendo que ambas as plantas sao
suscetiveis a bactéria. Foi realizada uma comparacao de seqiiéncias dessas duas bibliotecas, presentes nos bancos de dados
CafEST (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe) e CitEST (http://citest.centrodecitricultura.br), respectivamente, utilizando o
programa Blastn (Altschul et al., 1997). Os 5483 unigenes da biblioteca de café foram confrontados com as 6495
seqliéncias de citros para a identificagdo de mecanismos comuns de resposta a X. fastidiosa. Alguns genes relacionados
com estresse hidrico foram identificados em ambas as bibliotecas.

As seqiiéncias de aminoacidos deduzidas a partir dos contigs de café foram comparadas com as sequéncias de
outras plantas disponiveis no GenBank. Os alinhamentos foram obtidos utilizando o programa ClustalW
(www.ebi.ac.uk/clustalw). A partir desses alinhamentos foi construida a arvore filogenética das aquaporinas pelo programa
MEGA 3.0 (Kumar et al., 2004) com o método de Neighbour Joining, sendo que os ramos foram testados por bootstraping.

Resultados e Discussao

A analise dos genes comuns entre as duas bibliotecas revelou genes potencialmente envolvidos com a resposta de
estresse hidrico. Alguns destes genes foram selecionados para analise incluindo a aquaporina, “fiber protein Fh2” e
“drought-induced protein Di19-like protein” (DIP).

A aquaporina representa uma classe de proteinas integrantes da membrana que facilitam a difuséo passiva da agua
através da membrana das células. As aquaporinas da planta sdo divididas em quatro grupos ou classes baseados na
similaridade da sequéncia de aminoacidos: “plasma membrane intrinsic proteins” (PIPs), “tonoplast intrinsic proteins”
(TIPs), “nodulin-like intrinsic proteins” (NIPs) e “small basic intrinsic proteins” (SIPs). As aquaporinas sdo encontradas na
membrana das células de todos os organismos vivos, incluindo fungos, bactérias, plantas e animais. (Tyerman et al. 2002) e
podem aumentar a condutibilidade hidraulica osmética da membrana (Preston et al. 1992; Siefritz et al. 2002).

O estresse hidrico apresenta uma forte influéncia na expressdo do gene que codifica a aquaporina (Baiges et al.
2002), seja na sua inducdo ou na sua repressao. A inducdo deste gene esta relacionada ao aumento da permeabilidade da
membrana ao transporte da dgua quando esta esta em baixa disponibilidade (Yamada et al. 1997) ), ou seja, em condicOes
de déficit hidrico. Ja a repressao deste gene pode incentivar a conservacdo da agua da célula durante periodos de estresse
hidrico (Li et al. 2000; Smart et al. 2001).

Neste estudo foram identificados 20 contigs e 4 singlets apresentando similaridade com aquaporinas. Todos estes
clusters foram também encontrados na biblioteca de citrus, indicando que a expressdo deste gene pode estar relacionada a
um mecanismo comum de resposta a X. fastidiosa em café e citros. Os clusters apresentando sequiéncias completas foram
utilizados para a construcdo de uma arvore filogenética que revelou 4 grupos principais (Figura 1).

Outro gene analisado foi 0 “drought-induced protein Dil19-like protein DIP”. A familia de proteinas Dil9 consiste
em diversas proteinas induzidas por esse tipo de estresse hidrico (Asamizu, et al., 1998). Dil9 foi encontrado sendo
fortemente expresso em raizes e folhas de Arabidopsis thaliana durante a seca progressiva e foi descrito anteriormente
como um gene induzido pela desidratagdo, ABA-independente em Arabidopsis, mas a fungdo precisa desta proteina é
desconhecida (Milla et al., 2006). Neste estudo, apenas 1 contig relacionado a proteina Dil9 foi encontrado na biblioteca
RX1, o qual foi também expresso em citros.

O terceiro gene analisado foi o “fiber protein Fb2”, de funcdo desconhecida, porém apresentando expressao
induzida por seca (Sasaki, et al., 2002), condi¢do oferecida pela infeccdo por X. fastidiosa. Foram obtidos 2 contigs e 1
singlet apresentando similaridade com a proteina Fb2 em café. Novamente, essas sequéncias foram também encontradas
em citros.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a resposta ao estresse hidrico causado por X. fastidiosa é um
mecanismo de defesa comum utilizado por gendtipos suscetiveis de cafeeiro e citros.
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Figura 1 — Arvore filogenética de seqiiéncias de aminoacidos de aquaporinas de café e de homélogos encontradas no
GenBank, construida utilizando o programa Mega 3.0 (Kumar et al., 2004), com o método de Neighbour Joining.



