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Resumo

No estado do Espirito Santo, tem sido relatada a incidéncia de espécies de Fusarium em Coffea
canephora causando a morte de plantas. Recentemente, o gene de resisténcia analogo 2 (MaRGA2)
de Musa acuminata ssp. malaccensis foi associado a resisténcia a Fusarium oxysporum f.sp. cubense.
Diante disso, o objetivo da presente proposta foi identificar e caracterizar in silico os genes homélogos
de MaRGA2 nos genomas de Coffea arabica e C. canephora. As andlises filogenéticas revelaram trés
proteinas de C. arabica (CaRGA2.19, CaRGA2.26 e CaRGA2.36) e trés proteinas de C. canephora
(CcRGA2.7, CcRGA2.16 e CcRGA2.23) que derivam de um mesmo ancestral comum de MaRGA2. A
andlise in silico das regides promotoras dos genes MaRGA2, CaRGA2.26 e CcRGA2.7 revelou um
perfil contrastante de elementos cis regulatérios relacionados a defesa contra fitopatégenos.
Interessantemente, foram detectados sitios de ligacdo para repressores apenas na regido promotora
do gene CcRGAZ2.7. Esses resultados indicam que a modulacao transcricional de CcRGA2.7 pode ser
uma alternativa para a resisténcia a Fusarium spp. em C. canephora.

Palavras-chave: Bioinformatica. Interacao planta-patégeno. Resisténcia & murcha de fusario.
Area do Conhecimento: Engenharia Agrondmica — Agronomia
Introducéo

O café é umas das commodities agricolas mais importantes no mundo, sendo o Brasil o pais
de maior destaque na producéo e beneficiamento desse gréo. Dentro do género Coffea, as espécies
Coffea arabica e Coffea canephora sao as principais representantes na cadeia produtiva da cafeicultura
(CONAB- Companhia Nacional de Abastecimento 2023). Fatores hiéticos como o ataque de pragas e
incidéncia de doencgas sdo responsaveis por perdas significativas na qualidade e produtividade dos
cafeeiros. O uso de agrotéxicos para contornar essa situacdo elevam o0s custos de producdo e
aumentam o risco de danos ambientais e contaminagdo dos solos (VELASQUEZ et al.,2020).

Boa parte das perdas econdmicas nas principais regifes produtoras de café no pais se deve
ao ataque de patégenos fungicos. Atualmente, no estado do Espirito Santo tem sido mencionado a
associacéo de Fusarium spp. com sintomas de murcha e morte de plantas de C. canephora (BELAN,
et al., 2018). A maioria das espécies fitopatogénicas de Fusarium spp. sobrevivem no solo e sao
recalcitrantes as moléculas quimicas disponiveis. Assim, a protecdo do cafeeiro através da resisténcia
genética surge como uma alternativa futura.

Um dos mecanismos de ativacdo do sistema imune de plantas em resposta ao ataque de
patdgenos é a imunidade desencadeada por efetores (ETI). Ao longo dos processos evolutivos as
plantas desenvolveram a capacidade de reconhecer as proteinas efetoras por meio das proteinas de
resisténcia (R). As proteinas codificadas pelos genes R reconhecem um efetor especifico que é
codificado pelo gene de aviruléncia (Avr). Os genes nomeados como genes de resisténcia analogos
(RGA), caracterizados como putativos genes R, sdo considerados como elemento importante para a

XXVII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIIl Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdoe 1
Xl Encontro de Iniciagcdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2023

DOI: https://dx.doi.org/10.18066/inic0837.23


mailto:willian.fito@gmail.com
mailto:tomazamarcelo@yahoo.com.br

XXVII «"Inic XXIII-'IEpg XVII MinicJr lll«"IEnexun Xilll«"8INid

Encol 0 Americano 10 Hn «mn A 10 Encontro Latino Americano
or de Iniciacao a Doceéncia

A era digital e suas implicacdes sociais:
LI;l IC Desafios e contribuicoes

ativacdo da ETI na resposta de defesa da planta durante a interagdo com o patégeno (SILVA e
MICHELI, 2020).

Recentemente, o gene RGA2 presente em Musa acuminata ssp. malaccensis, aqui referido
como MaRGA?2, foi descrito conferindo resisténcia a Fusarium oxysporum f.sp. cubense (FOC).
Interessantemente, plantas de banana de outros gendtipos que naturalmente séo suscetiveis e contém
o referido locus em baixa expressédo, tornaram-se resistentes apés a modulacdo da expressao do
MaRGA2-like cognato (DALE et al., 2017). Com base nesses relatos, o0 objetivo da presente pesquisa
foi identificar e caracterizar in silico os genes homélogos de RGA2 de M. acuminata ssp. malaccensis
nos genomas C. arabica e C. canephora com o intuito de fornecer pistas para futuras abordagens
visando a protecao dos cafezais.

Metodologia

A sequéncia de aminoacidos da proteina MaRGA2 foi contrastada no banco de dados NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) utilizando a ferramenta BlastP. No total foram selecionadas 200
proteinas, sendo 100 de C. arabica e 100 de C. canephora. Os parametros utilizados para a selecéo
das sequéncias foram os maiores valores de identidade (%) e e-value mais proximo de 0. A
reconstrucé@o da arvore filogenética foi realizada no software Mega-X (www.megasoftware.net) usando
0 método de maxima verossimilhanga. A predi¢do dos dominios proteicos foi acessada no software
Smart (http://smart.embl-heidelberg.de/). As analises in silico da regido promotora (2000 pb upstream
ao primeiro ATG) dos genes MaRGA2, CaRGA 2.26 e CcRGA 2.7 foram conduzidas no software
PlantPAN 4.0 (http://plantpan.itps.ncku.edu.tw/plantpan4/index.html).

Resultados

As analises filogenéticas revelaram que a proteina MaRGA2 forma um agrupamento com seis
proteinas, sendo trés de C. arabica (CaRGAZ2) e trés de C. canephora (CcRGA2). Esse resultado indica
gue possivelmente as proteinas desse agrupamento derivam de um mesmo ancestral comum (Figura
1). A arquitetura dos dominios proteicos presente no clado representado por MaRGA?2 é caracterizado
pela presenca do dominio NB-ARC (Adaptador de ligagcdo a nucleotideos compartilhado por APAF-1,
proteinas R e CED-4) que atua como um interruptor molecular que regula a ativacdo das respostas de
defesa das plantas contra patégenos. Além disso, algumas proteinas apresentam o dominio LRR
(Repeticdes ricas em leucina) ou RPT1 (Repeticdo interna 1), sendo que ambos j& foram relatados por
estarem envolvidos em ativacao de respostas de defesa em plantas (Figura 2). Juntos esses resultados
indicam que genes candidatos CaRGA2 e CcRGA2 sdo alvos potenciais para estudos sobre
envolvimento desses genes na supressdo dos efeitos deletérios da infeccdo por Fusarium spp.

As regibes promotoras dos genes RGA2 em M. acuminata ssp. malaccensis, C. arabica e C.
canephora foram investigadas para compreender melhor os mecanismos regulatérios envolvidos no
controle transcricional desses genes. Os genes CaRGA2.26 e CcRGA 2.7 foram selecionados por
codificar proteinas que apresentam a arquitetura de dominios similares a MaRGAZ2. A andlise in silico
das regides promotoras revelou um perfil de elementos cis regulatdrios relacionados a mecanismos de
defesa em resposta a fatores biéticos similar para os trés genes. Dentre os elementos cis regulatérios
podemos destacar a presenca dos sitios de ligacdo para os fatores de transcricdo AP2, bHLH, bZip,
Dof, ERF, MYB, NAC e WRKY. Um ponto interessante é que foram detectados cinco sitios de ligacdo
para o dominio de ligacdo LOB apenas na regido promotora do gene CcRGA2.7 (Figura 3).
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Figura 1 - Analise filogenética das proteinas RGA2 em M. acuminata ssp. malaccensis, C. arabica e C.
canephora. A proteina MaRGA2 estéa representado em letra preta. As proteinas CaRGA2 em azul e as proteinas
CcRGA2 em vermelho. O agrupamento formado pelas proteinas homologas a MaRGA?2 esta representado por
um sombreamento verde.

Fonte: o autor (2023)

Figura 2 - Agrupamento das proteinas homdlogas a MaRGA2 em C. arabica e C. canephora e a arquitetura dos
dominios presente em cada proteina.
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Fonte: o autor (2023)
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Figura 3 - Analise in silico da abundancia de elementos cis regulatérios na regido promotora dos genes CaRGA2,
CcRGA2 e MaRGAZ2. Os elementos cis regulatério AP2, bHLH, bZip, Dof, ERF, LOB, MYB, NAC e WRKY estdo
representados pelas cores rosa, verde e azul para pCaRGA2.26, pCcRGA2.7 e MaRGA2, respectivamente.
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Fonte: o autor
Discusséao

A busca por genes homologos ao RGA2 de M. acuminata ssp. malaccensis em C. arabica e C.
canephora foi conduzida com o intuito de fornecer pistas sobre a funcionalidade do gene RGA2 na
supresséo dos efeitos deletéricos da infecgdo por Fusarium spp. Estudos anteriores mostraram que
gendtipos de plantas de banana suscetiveis ao Mal-do-Panama, doenca causada pelo fungo FOC,
tornaram-se resistentes apés a superexpressao do gene MaRGA2. O controle da resisténcia a FOC foi
explicado pelo maior acumulo do MaRGA2 em plantas resistentes a FOC, havendo claramente uma
regulacdo qualitativa vinculada a presenca/atividade de sequéncias regulatérias controlando a
expressdo do gene, pois plantas suscetiveis também carregam o MaRGA2, sé que expresso em niveis
basais (DALE et al., 2017). Esses resultados fortalecem a hip6tese de que a base da resisténcia de
plantas as espécies do género Fusarium pode estar relacionada ao controle transcricional de genes da
classe RGA.

Até o presente momento ndo existe relato da incidéncia da murcha de fusario em plantagfes
de C. arabica. Diferentemente do que é observado em C. canephora, onde espécies de Fusarium foram
associadas a murcha vascular letal (BELAN et al., 2018). A resposta contrastante de C. arabica e C.
canephora em campo ao complexo de espécies de Fusarium é um indicativo que os genes CaRGA2.26
e CcRGA 2.7 podem apresentar um perfil transcricional diferente em cada espécie.

O perfil da abundéancia dos elementos cis regulatérios presentes nas regides promotoras dos
genes MaRGA2, CaRGA2.26 e CcRGA2.7 revelam a co-ocorréncia de importantes sitios de ligacédo
para fatores de transcricdo relacionados a resposta de defesa contra patégenos. Dentre eles podemos
destacar o WRKY que ja foi descrito por regular a resisténcia de F. oxysporum em algoddo (WANG et
al., 2022), bHLH que ja foi relatado por atuar na resisténcia do milho a F. graminearum (CAO et al.
2023), e MYB por regular positivamente a resposta de defesa a F. oxysporum em tabaco (LIU et al.,
2015).

Um ponto que difere na disposicao dos elementos cis regulatdrios é a presenca de cinco sitios
para ligacédo do fator de transcricdo dominio LOB (LBD) que esté@o presentes na regiao promotora do
gene CcRGA2.7 e ausentes em MaRGA2 e CaRGA2.26. Considerando que as espécies M. acuminata
ssp. malaccensis e C. arabica ndo apresentam sintomas de murcha vascular associada a Fusarium
spp., esse resultado pode ser um indicativo que o fator de transcricdo LBD atua como um regulador
negativo na resposta de defesa a Fusarium spp.
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Em um estudo anterior o gene de A. thaliana LBD20 (AtLBD20) foi caracterizado como um gene
de suscetibilidade a F. oxysporum. AtLBD20 atua como um regulador negativo de um conjunto de
respostas dependentes de acido jasménico e F. oxysporum (THATCHER et al., 2012). Diante disso,
CcRGAZ2.7 torna-se um gene candidato interessante para estudos futuros sobre a funcionalidade desse
gene no patossistema C. canephora e espécies do género Fusarium.

Conclusao

As analises exploratorias realizadas na presente pesquisa indicam que o0 gene CcCRGA2.7 é um
bom candidato para investigacBes posteriores sobre a sua funcionalidade no patossistema C.
canephora-Fusarium spp. Caso a hipétese que a regulacéo transcricional do gene CcRGA2.7 seja
controlada negativamente por fatores de transcricdo da classe LBD seja confirmada a ferramenta de
edicdo de genomas CRISPR poderd ser utilizada para a geracdo de plantas de C. canephora
resistentes a Fusarium spp.
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