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RESUMO

ESTANISLAU, Giovana Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2022.
Identificacao de analogos a genes de resisténcia (RGAs) a Hemileia vastatrix no genoma
Coffea arabica e avaliacio da expressao génica na interacido. Orientadora: Eveline
Teixeira Caixeta.

Das mais de 100 espécies de café, Coffea arabica e Coffea canephora sao as de maior interesse
comercial. As pragas e doencas que incidem sobre os cafeeiros sdo responsaveis pela redugao
da qualidade e produtividade da cultura, além de elevarem os custos de producdo e os riscos
ambientais advindos da aplicacdo de agrotéxicos. Um exemplo € a doenca causada pelo fungo
Hemileia vastatrix. Alternativas de controle das doengas do cafeeiro tém sido desenvolvidas,
com destaque a obtencdo e uso de cultivares resistentes. Sendo assim, os estudos do genoma e
genética funcional de plantas e interagdes com patdgenos aumentaram consideravelmente a
compreensdo acerca das bases moleculares associadas com o processo de infec¢do e defesa das
plantas. Essas tecnologias t€ém fornecido oportunidade para selecionar novos alvos a serem
incorporados nas novas cultivares com o objetivo de obter resisténcia duradoura. Um alvo
candidato importante a ser explorado sdo os genes PRRs (Pattern Recognition Receptor) e R
(Plant resistance genes), chamados de andlogos de genes de resisténcia (Resistance Gene
Analog -RGAs) que compartilham dominios e motivos conservados. Sendo assim, o objetivo
desse estudo foi identificar e classificar andlogos a genes de resisténcia (RGAs) no genoma de
C. arabica e analisar sua expressao em transcriptoma da interacdo Coffea-Hemileia vastatrix.
Para isso, uma abordagem baseada em predi¢do de dominios funcionais em proteinas
codificadas pelos RGAs foi empregada, fazendo uso de duas ferramentas, sendo elas, o
RRGPredictor e o DRAGO?2.Foram identificadas dezenove classes génicas e vinte € cinco
genes candidatos com potencial envolvidos na resisténcia de C. arabica a H.vastatrix. No
transcriptoma da interagdo Coffea-H. vastatrix foi observada uma possivel atuacdo dos genes
identificados na resisténcia pré-haustorial do cafeeiro. A identificacdo desses genes permitird
entender melhor como funciona a interagdo entre Coffea e Hemileia vastatrix, além de
contribuirem para a selecdo assistida de cultivares cafeeiras resistentes nos programas de

melhoramento.

Palavras-chave: Bioinformatica. Ferrugem no cafeeiro. Andlogos de genes a resisténcia.



ABSTRACT

ESTANISLAU, Giovana Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, May 2022.
Identification of resistance gene analogs (RGAs) to Hemileia vastatrix in the Coffea
arabica genome and evaluation of expression in the interaction. Adviser: Eveline
Teixeira Caixeta.

Among more than 100 species of coffee Coffea arabica and Coffea canephora are the ones with
greatest commercial value. Pests and diseases that affect coffee trees are responsible for
reducing the quality and productivity of the crop, in addition, they increase production costs
and environmental risks arising from the application of pesticides. One example is the disease
caused by the fungus Hemileia vastatrix. Alternatives to control coffee diseases have been
developed, with emphasis on obtaining and using resistant cultivars. Thus, studies of the
genome and functional genetics of plants and interactions with pathogens have considerably
increased the understanding of the molecular bases associated with the process of plant
infection and defense. These technologies have provided an opportunity to select new targets
to be incorporated into new cultivars in order to obtain longer resistance. An important
candidate target to be explored are the PRRs (Pattern Recognition Receptor) and R (Plant
resistance genes), called Resistance Gene Analogues (RGAs) that share conserved domains and
motifs. Therefore, the aim of this study was to identify and classify resistance gene analogues
(RGAs) in the genome of C. arabica and analyze their transcriptome expression of the Coffea-
Hemileia vastatrix interaction. For this, an approach based on prediction of functional domains
in proteins encoded by RGAs was employed, making use of two tools, namely, RRGPredictor
and DRAGO?2. Nineteen gene classes and twenty-five candidate genes were identified with
potential involved in the resistance of C. arabica to H.vastatrix. In the transcriptome of the
Coffea-H. vastatrix, a possible action of the genes identified in the pre-haustorial resistance of
the coffee tree was observed. The identification of these genes will allow a better understanding
of how the interaction between Coffea and Hemileia vastatrix works, in addition to contributing

to the assisted selection of resistant coffee cultivars in breeding programs.

Keywords: Bioinformatics. Coffee leaf rust. Resistance Gene Analog.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Avr Proteinas de aviruléncia do patégeno

CIFC  Centro de Investigagcdo das Ferrugens do Cafeeiro
CNL Coiled coil (CC)-Nucleotide Binding Site (NBS)-Leucine Rich Repeat (LRR)
CN Coiled Coil (CC)-Nucleotide Binding Site (NBS)
DAMP Padrdes moleculares associados a danos em plantas
ETI Imunidade desencadeada por efetores

ETS Suscetibilidade desencadeada por efetores

GenesR  Genes de resisténcia de plantas

HR Reacdo de hipersensibilidade

HAT Hibrido de Timor

KIN Dominio quinase

MAPK Proteina quinases ativadas por mitdgenos

N Nucleotide Binding Site (NBS)

NCBI  National Center for Biotechnology Information
NGS Sequenciamento de Nova Geragao

NL Nucleotide Binding Site (NBS)-Leucine Rich Repeat (LRR)
PAMP Padrdes moleculares associados a patdgenos

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

PRGdb Banco de dados do genoma de resisténcia de plantas
PRR Receptor de reconhecimento padrdao

PTI Imunidade desencadeada por PAMP

RGA Andlogos a genes de resisténcia



RLK Receptor Like Kinase
RLK-GNK2 RLK com um dominio GNK2
RLP Receptor-Like Proteins

RPW8-NL Resistencia ao p6 de mofo

T Toll/Interleucina- 1-like receptor
™ Dominio transmembranar
TNL Toll/Interleucina-1-like receptor (TIR)-Nucleotide Binding Site (NBS)-Leucine

Rich Repeat (LRR)
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1. Introducao

Dentre as bebidas mais consumidas no mundo, o café ganha destaque devido a sua
importancia na economia, promovendo renda e gerando oportunidades de emprego em toda a
cadeia produtiva. Das mais de 100 espécies de café descritas, Coffea arabica e Coffea
canephora sio as de maior interesse comercial (COUTO et al., 2019; BRASIL, 2020).

A espécie C. arabica possui uma base genética estreita, resultante de sua origem,
dispersao e tipo de reproducao (SCALABRIN et al., 2020). Setotaw et al. (2013) relataram que
essa baixa variabilidade genética, no Brasil, ocorre também porque a grande maioria das
cultivares lancadas tem origem em parentais comuns. Essas caracteristicas associadas ao
desenvolvimento e plantio de cultivares melhoradas (pressdo de sele¢do) resulta em menor
vulnerabilidade das lavouras cafeeiras a doencas e pragas e aos impactos das mudancgas
climaticas (SCALABRIN et al., 2020; KIWUKA et al., 2021).

As pragas e doengas que incidem sobre os cafeeiros sdo responsdveis pela reducio da
qualidade e produtividade do cultura, além de elevarem os custos de producdo e os riscos
ambientais advindos da aplicacdo de agrotéxicos (PEIXOTO et al., 2017; VELASQUEZ et al.,
2020). Um exemplo € a doenga causada pelo fungo Hemileia vastatrix, conhecida popularmente
como a ferrugem do cafeeiro, que ocasiona o desfolhamento macico, seca dos ramos e,
consequentemente, perda de produtividade (MATIELLO et al., 2019).

Na América Central, este fungo causou grandes danos que implicaram na perda de
empregos de cerca de 1,7 milhdo de trabalhadores do café e perda de receita em torno de US $
3,2 bilhdes em 2017 (ZAMBOLIM & CAIXETA, 2021). No Brasil, as perdas contabilizam
cerca de 35% onde existem condi¢des climéticas favordveis ao desenvolvimento do fungo,
todavia, quando ocorre periodos de seca prolongados a estimativa de perdas na producao pode
alcancar 50% (ZAMBOLIM, 2016; TALHINHAS et al., 2017; ZAMBOLIM & CAIXETA,
2021). Alternativas de controle para essa doenga tém sido desenvolvidas, com destaque a
obtencdo e uso de cultivares resistentes.

Os estudos do genoma e genética funcional de plantas e interacdes com patdgenos
aumentaram consideravelmente a compreensao acerca das bases moleculares associadas com o
processo de infeccdo dos patégenos e defesa das plantas. Essas tecnologias tém fornecido
oportunidade de selecionar novos alvos a serem incorporados nas novas cultivares com o
objetivo de obter resisténcia duradoura. Os genes andlogos a resisténcia (Resistance Gene

Analog - RGAs) representam importantes alvos a serem explorados.
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As proteinas codificadas pelos RGAs, reconhecem as proteinas codificadas pelos genes
efetores dos patégenos, que possuem dominios conservados. A partir da funcdo bioquimica e
homologia desses dominios, os produtos proteicos dos genes de resisténcia sdo agrupados em
13 classes: CN(CC-NBS), CNL(CC-NBSrh-LRR), MLO-like (Mildew resistance Locus),
N(NBS), NL(NBS-LRR), “Outros” (outros genes descritos como de resisténcia),
RLK(Receptor-Like Kinase), RLK-GNK2(RLK com um dominio GNK?2), RLP(Receptor-Like
Proteins), RPW8-NL (Resistance to powdery mildew8), T(TIR), TNL(TIR-NBS-LRR) e uma
classe desconhecida (sem padrio) (SILVA & MICHELI, 2020).

Apesar de alguns RGAs ja terem sido identificados em plantas, 0 mecanismo preciso em
que as proteinas sdo codificadas por esses genes e desencadeiam sua fun¢ado de resisténcia ainda
€ desconhecido. Além disso, a resisténcia conferida do produto desses genes pode ser
suplantada devido a processos de coevolucdo entre planta e patdgeno. Dessa forma, sdo
necessdrios mais estudos nessa drea de pesquisa, principalmente para o cafeeiro, onde os
conhecimentos e funcdes desses genes sdo escassos (SANSEVERINO et al., 2009; OSUNA-
CRUZ et al., 2018; ALMEIDA et al., 2021; BARKA et al., 2020).

2. Objetivos
2.2. Objetivo geral

Identificar e classificar andlogos a genes de resisténcia (RGAs) no genoma de C. arabica
e analisar sua expressao em transcriptoma da interacdo Coffea-Hemileia vastatrix. Identificar
os potenciais genes candidatos para posterior utilizagdo em selecdo assistida por marcadores

em programas de melhoramento.
2.3. Objetivos especificos:

e Recuperar as sequéncias de genes RGAs presentes nos bancos de proteinas preditas de
C. arabica;

e Identificar quais classes gé€nicas os RGAs pertencem;

e Realizar andlise diferencial de expressdao génicas dos RGAs em transcriptoma da
interacdo Coffea-Hemileia vastatrix;

e Identificar os potenciais genes candidatos para posterior utilizacdo em selecdo assistida

por marcadores em programas de melhoramento.
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3. Fundamentacao tedrica
3.1. Importancia econdomica do cafeeiro

Os primeiros relatos da chegada do café no Brasil ocorreram em 1727 vindo da Guiana
francesa pelo portugués Francisco de Mello Palheta. Os cafeeiros foram inicialmente plantados
no estado do Pard e, entdo, se expandiram para o Rio de janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo
(CARVALHO, 1993; BRASIL, 2017).

Com a chegada da familia real no Brasil em 1808 e a ascensdo do café no mercado
mundial, através de incentivos da Corte, o Brasil passou a aumentar a sua produc¢do. Em 1830,
o Brasil ja era o principal produtor de café no mundo, com cerca de 650 mil sacas, seguido de
Cuba, Java e Haiti, e a partir de 1845, foi considerado o maior exportador de grao de café do
mundo (MATIELLO et al., 2020).

Para todos os paises produtores, o café tem sido considerado uma das culturas mais
importantes na agricultura, sendo classificado como a segunda bebida mais popular ficando
atrds somente do chd (ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012; ARAUJO, 2021). Cerca de 2,25 bilhdes
de xicaras de café sao consumidas diariamente em todo o mundo, estimando cerca de 10 bilhoes
de quilogramas de graos de café (JHAVERI, 2021).

O café tem sido considerado como um alimento funcional e seus efeitos farmacoldgicos
tem sido abordados por vérios estudos (AMANO et al., 2019; BOSSO et al., 2019). Mais de
mil compostos quimicos distintos sdo encontrados no café, incluindo, vitaminas, minerais,
carboidratos, bem como alcaléides (WACHAMO, 2017). Dessa forma, de acordo com estudos
observacionais, o consumo de café estd ligado a um menor indice de risco de mortalidade
(JHAVERI, 2021) por varias doencas como: diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e varios
tipos de cancer (POOLE et al., 2017). Poole et al. (2017), ap6s realizaram uma revisao com 201
meta-andlises de pesquisas observacionais contendo 67 resultados de saude exclusivos e 17
meta-analises de pesquisa de interven¢do contendo nove resultados exclusivos, concluiram que
o consumo de café dentro dos niveis usuais de ingestdo (trés a quatro xicaras por dia) é
considerado mais benéfico do que maléfico para a saide humana (CANO, 2013).

Essa importincia econdmica, cultural e na saide humana tem refletido em alta producao
mundial de café, tanto para C. canephora quanto para C. arabica que sdo as espécies cultivadas.
A previsdo para 2022 da producdo mundial de C. canephora é de 17 milhdes de sacas de 60kg.
Ja para a espécie C. arabica a estimativa mundial de sacas produzidas aproxima-se de 38,7

milhdes (CONAB, 2022).
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3.2. Origem e botanica do cafeeiro

Por volta de 850 anos D.C. ocorreu os primeiros relatos de que as bagas de café foram
descobertas no norte da Africa, mais especificamente na regido de Kefa também conhecida
como Harar. Os impérios ocidentais dividiram a Africa no século XIX e XX para desenvolver
territorios de controle. O Kefa regidio agora localizada na Etidpia, foi onde um pastor de cabras
chamado Kaldi observou um comportamento frenético em seu rebanho apds as cabras terem se
alimentado de frutas amarelas-avermelhadas, que sdo os frutos de café (RODEN, 1994;
ARAUZ, 2017).

O café é da familia botanica Rubiaceae, apresentando cerca de 630 géneros e mais de
10 mil espécies agrupadas. Em sua grande maioria, sd@o arbustos e arvores tropicais, que
crescem nas areas mais baixas das matas (CLIFFORD & WILLSON, 1985; DIBY et al., 2016).
Os cafeeiros sdo reunidos em dois géneros: o Psilanthus Hook e Coffea L., que se diferem por
meio das estruturas florais. A grande maioria das espécies do subgrupo Coffea € originada da
ITha de Madagascar e em ilhas vizinhas, e as demais sdo nativas da Africa Continental, onde se
localizam as espécies cultivadas do cafeeiro: Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre
(BRIDSON, 1994).

O género Coffea se caracteriza pela arquitetura formada por apenas um ou multiplos
ramos verticais se ramificando em multiplos ramos secundérios horizontais. Apresentam folhas
opostas e simples, flores de corola branca que produzem quantidades elevadas de néctar e frutos
com uma polpa adocicada constituidos por duas améndoas com uma cicatriz longitudinal
(CHARRIER & ESKES, 2004). As duas espécies mais importantes desse género sao a espécie
C. canephora originada da Africa tendo sua classificacio em 1895-1897 e a espécie C. arabica
originada da Etiépia que teve sua classificacio botanica em 1737 (CHARRIER &
BERTHAUD, 1985; FERRAO et al., 2007; DIBY et al., 2016).

3.3. Coffea arabica

A espécie C. arabica tem sua origem na Etidpia e no sul do Sudio, sendo cultivada pela
primeira vez no Iémen no século XVII (SYLVAIN, 1955; JONES et al., 2014). E caracterizada
pelo baixo teor de cafeina nos graos, dogura e aroma intensos, e € cultivada em altitudes
elevadas (BRAINER, 2018; VELOSO et al., 2020).

Essa espécie de cafeeiro € a mais importante correspondendo cerca de 59% (99,3
milhdes de sacas) do café comercializado mundialmente (FERREIRA & SANTOS, 2022), e

também € a unica do género caracterizada como tetraploide, as demais sdo diploides. A
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reproducdo dessa espécie ocorre principalmente por meio da autofecundacdo (autégama),
apresentando uma estimativa de 90% das suas flores serem fertilizadas pela jungdo de pdlen e
ovulo advindas da mesma planta (SOUZA et al., 2004).

O café arabica ¢ um alotetraploide (2n = 4 x = 44) tendo sua origem advinda da
hibridagcdo natural de duas espécies diploides (2n = 2 x = 22), C. canephora e C. eugenioides
(LASHERMES et al., 1999; SETOTAW et al., 2013; YUYAMA et al., 2016). Harlan & Dewet
(1975) relataram que possivelmente as primeiras plantas poliploides férteis deste cruzamento
sao decorrentes dos hibridos diploides interespecificos que realizaram a duplicacdo dos seus
cromossomos, ou via retrocruzamentos de triploides espontaneos (LASHERMES et al., 1999).

As espécies que deram origem a C. arabica, possuem caracteristicas distintas, sendo C.
eugenioide caracterizada por possuir maior qualidade de bebida em comparagcdo as outras
espécies conhecidas, no entanto, sdo menos resistentes aos fatores abidticos e bidticos, além de
produzirem graos pequenos. Ja C. canephora apresenta qualidade inferior, todavia, € mais
resistente a estresses bidticos e abidticos, apresentam graos maiores € sao mais produtivos. A
espécie C. eugenioide € encontrada nas terras altas da regido da crista e se adapta melhor em
condi¢Oes frescas e secas, em contrapartida C. canephora esta distribuido nas florestas tropicais
da vérzea do oeste e centro da Africa (DAVIS, 2006; MAURIN et al., 2007; GUERREIRO-
FILHO, 2019).

A espécie C. arabica possui duas variedades botanicas, Typica e Bourbon. Typica foi a
variedade inicialmente introduzida no Brasil, possui porte alto, com cerca de cinco metros de
altura, e tronco fino, com galhos delgados que, devido a sua altura, estdo bem espacados. Typica
também pode ser identificada por suas folhas grandes com pontas de cor bronze e formato
alongado de suas cerejas (MATIELLO et al., 2010). Bourbon vem de uma mutagdo natural de
Typica, que ocorreu na ilha da Reunido (na época chamada Bourbon). Seu rendimento é
superior ao de Typica e tem sido muito valorizado pela industria, pois produz um café que
apresenta uma dogura distinta (ROMANO, 2021). Os cafeeiros Bourbon sdo caracterizados
pelo porte alto e apresentam baixo vigor e maior sensibilidade apds a carga, com infec¢do mais
severa de cercosporiose (Cercospora coffeicola Berk & Cooke) e ferrugem (Hemileia vastatrix)
(MATIELLO et al., 2010).

Devido ao continuo avan¢o do melhoramento genético dessas variedades, bem como, a
assertiva escolha das cultivares adaptadas, observa-se uma evolugdo significativa no que se
refere as diferentes condigdes e sistema de cultivo, apresentando maturagdo mais uniforme,

tolerancia a extensos periodos de déficit hidrico, porte baixo, além da constante busca no que
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se refere ao aperfeicoamento da qualidade de bebida. Outro fator importante considerado na
busca em programas de melhoramento € a adaptacao a diferentes regides, elevada produtividade
e resisténcia a doencas e pragas visando contribuir para a autossuficiéncia regional do café e

seus derivados (SILVA et al., 2019).

3.4. Ferrugem do cafeeiro

A ferrugem do cafeeiro é causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix identificado
por Berk e Broome. A presenca desse patdgeno nas lavouras de café pode ser identificada
visualmente pelos seus sintomas caracteristicos constituidos por manchas amareladas
translucidas que gradativamente vao aumentando até a formacdo de um pé de cor alaranjada,
na face abaxial da folha. O fungo provoca desfolha nas plantas, seca dos ramos laterais, afeta o
florescimento, a colheita e, consequentemente, a produgdo no ano seguinte (MATIELLO et al.,
2019). Os fatores que influenciam no aparecimento e na disseminacdo da doenca sdo: umidade
alta do ar, temperatura entre 20 a 24°C, chuvas frequentes, pouca luminosidade na lavoura e
uso de variedades muito suscetiveis (CASTILLO, 2016; TALHINHAS et al., 2017).

Até meados do século XIX, o café cultivado mundialmente ndo apresentava
ferrugem e dados significativos de quaisquer outras pragas e doencas (MCCOOK, 2006).
No entanto, em 1869, no Ceildo, foi descrito esse patégeno causador da ferrugem, sendo
considerada a doenca mais importante do café, especialmente para a espécie C. arabica.
Atualmente essa doenga atinge todos os continentes e regides produtoras de café¢ (TALHINHAS
et al., 2017; ZAMBOLIM & CAIXETA., 2021), podendo causar reducao de 30 a 50% das
produgdes quando nao sdo utilizadas medidas de controle (MATIELLO, 1991; TALHINHAS
et al., 2017).

A ferrugem do cafeeiro foi observada no Brasil em 1970 no estado da Bahia (regido
sul) e se espalhou rapidamente por todo pais (TALHINHAS et al., 2017), se tornando
atualmente uma das principais ameacas a producao (ZAMBOLIM & CAIXETA, 2021).
Ademais, em outros paises como por exemplo o Peru, a incidéncia pode chegar a 74-94%
(ALVARADO et al., 2017; VENTURA et al., 2020).

Recentemente no Havai, a doenca foi observada pela primeira vez. Em 21 de
outubro de 2020, um cafeicultor no condado de Maui, Havai, relatou a presen¢a de sintomas
semelhantes a ferrugem da folha de café em plantas de café (var. 'Typica’) em sua fazenda com

muitas arvores fortemente desfolhadas. Estudos de PCR e sequenciamento foram realizados


https://www.scielo.sa.cr/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1659-13212020000300517#ref1
https://www.scielo.sa.cr/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1659-13212020000300517#ref18

17

com as amostras coletadas e verificaram que os isolados encontrados no Havai tém semelhanca
nucleotidica com os isolados pertencentes ao México e Brasil (KEITH et al., 2022).

A ferrugem tem sido observada em quase todas as regides produtoras de café no
mundo e as vdrias racas do patdgeno existentes sdo capazes de suplantar a resisténcia dos
cafeeiros (TALHINHAS et al., 2017). Portanto, o estudo da resisténcia presente no género

Coffea se torna muito importante no desenvolvimento de novas cultivares resistente a ferrugem.

3.5. Resistencia genética do cafeeiro a ferrugem

O uso de cultivares resistentes é considerada a melhor alternativa para o controle de
doencgas nos cafezais (MOHAMMED, 2015; TALHINHAS et al., 2017; SILVA et al., 2018),
devido a reducdo na utilizacdo de controle quimico e diminuicdo dos problemas ambientais
(RABELO, 2018). No entanto, ¢ um desafio para os melhoristas o desenvolvimento de
cultivares contendo resisténcia duradoura, principalmente para a ferrugem do cafeeiro. O fungo
H. vastatrix apresenta grande variabilidade genética, resultando no aparecimento de novas ragas
e ocorréncia de racas complexas. Essa caracteristica demonstra o grande potencial evolutivo do
fungo e sua consequente adaptacao e suplantacio da resisténcia vertical presente nas cultivares
(ZAMBOLIM et al., 2005; CABRAL et al., 2016; CARVALHO et al., 2011).

Mundialmente ja foram identificadas 50 racas de H. vastatrix (GICHURU et al., 2012;
VARZEA & MARQUES., 2005; TALHINHAS et al., 2017), sendo 16 racas encontradas no
Brasil (I, 11, III, X, XIII, XV, XVI, XVII, XXII, XXIII, XXIV, XXV, XXXII, XXXVII, XXIX
e XXX) (CARDOSO et al., 1986, ZAMBOLIM et al., 2005; CAPUCHO et al.,2012; SILVA et
al., 2017; ZAMBOLIM & CAIXETA 2021). O aparecimento de racas com elevado espectro
de viruléncia, como observada na raca XXXVII (v2,5,6,7,9) (CABRAL et al., 2016) e a elevada
diversidade genética das populacdes do patogeno (NUNES et al., 2009; MAIA et al., 2013;
CASTRO et al., 2022) desafiam os melhoristas que buscam cultivares com resisténcia durédvel.

Até o momento foram identificados e caracterizados pelo menos nove genes dominantes
(Sul, Su2, Su3, Su4, SuS, Su6, Su7, Su8 e Su9) que isolados ou em associagdo conferem
resisténcia ao cafeeiro a H. vastatrix (TALHINHAS et al., 2017). Na espécie C. arabica foram
identificados quatro desses genes Sul, Su2, Su4 e Su5 (NORONHA-WAGNER &
BETTENCOURT, 1967, BETTENCOURT & NORONHA-WAGNER, 1971), em C.
canephora foram encontrados os genes Su6, Su7, Su8, Su9 e Sul0 e em C. liberica o Su3
(BETTENCOURT, 1973; BETTENCOURT et al. 1980). Além desses genes, outros dois genes

candidatos a Sy foram identificados e caracterizados molecularmente, sendo um gene da classe
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dos CC-NBS-LRR(CNL) e outro pertencente a classe dos LRR-RLK(RLK), ambos
compartilham sequéncias conservadas com outros genes S, € podem ser um dos Sy ainda ndo
identificados e nao suplantados (BARKA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2020).

As principais fontes de genes de resisténcia a ferrugem, utilizadas nos programas de
melhoramento genético, sdo os hibridos interespecificos Hibrido de Timor (HdT) e Icatu,
originados do cruzamento entre C. arabica e C. canephora, e as sele¢des Indianas originadas
de C. arabica x C. liberica (ZAMBOLIM, 2002; TALHINHAS et al., 2017). Esses hibridos
sdo tetraploides e, portanto, permitem a introgressao dos genes das espécies C. canephora e C.
liberica em cultivares de C. arabica. Em 1917, o HdT foi relatado pela primeira vez em uma
plantagdo de cultivar Typica na Ilha de Timor (BETTENCOURT, 1973) e vem sendo utilizado
como fonte de resisténcia ndo s para ferrugem, mas também para outras pragas e doencgas
economicamente relevantes do café (BERTRAND et al., 2003).

A partir de 1955, o Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em
Portugal, deu inicio a um programa de melhoramento de cultivares de C. arabica resistentes a
H. vastatrix, por meio da transferéncia da resisténcia do HdT para as cultivares melhoradas. Os
resultados obtidos por meio da inoculacio de derivados do HAT demonstraram que os cafeeiros
possuiam pelo menos cinco genes dominantes (Su5, Su6, Su7, Su8 e Su9) (BETTENCOURT
et al., 1992), presentes individualmente ou associados em diferentes acessos.

Algumas das plantas com resisténcia foram disponibilizadas para as instituicdes de
pesquisa no mundo. Os hibridos Villa Sarchi x HdT CIFC832/2 e Caturra x HDT CIFC832/1,
advindos do CIFC, deram origem as populacdes de cafeeiros denominados de Sarchimor e
Catimor, respetivamente. As plantas dessas populacdes, bem como, do cruzamento Caturra x
HAT CIFC1343 foram obtidas e distribuidas para os vérios paises produtores de café, tém sido
consideradas como fonte de resisténcia para as principais cultivares resistentes a ferrugem,
plantadas em todo o mundo (VALENCIA et al., 2017). Essas popula¢gdes combinam as boas
caracteristicas agronomicas de variedades comerciais com a resisténcia obtida por meio do HdT
(RODRIGUES et al., 2003; SILVA et al., 2018).

Apesar de atualmente ja terem sido langadas varias cultivares resistentes a ferrugem, a
coevolucdo planta-patégeno tem levado a suplantacdo de alguns desses cafeeiros
(BETTENCOURT, 1981; TALHINHAS et al., 2017). Essa suplantacdo pode ser resultante de
mutagdes de genes do fungo. O patégeno possui vérias proteinas codificadas por genes efetores,
que sdo importantes para a sua infec¢ao no hospedeiro. Alguns cafeeiros tem a capacidade de

reconhecer, por meio de proteinas codificadas pelos genes R, algumas das proteinas codificadas
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pelos efetores que acionam o seu mecanismo de defesa. O patdégeno, na coevolugdo, troca a
estrutura conformacional das proteinas efetoras, evitando o reconhecimento da planta. Castro
et al. (2022) identificaram, com base em andlises do transcriptoma de H. vastatrix, doze genes
que podem ser efetores potenciais. Oito genes foram regulados positivamente nos estigios
iniciais e foram considerados os principais efetores candidatos.

Logo, mesmo com os avangos cientificos, ainda ha perdas significativas devido a
infeccdo desse patégeno e também mecanismos de defesa ainda desconhecidos. Com isso, se
torna importante o conhecimento dos genes de resisténcia e de defesa que estdo envolvidos na
interacdo Coffea-H. vastatrix para que haja maior eficiéncia no desenvolvimento de cultivares

com resisténcia durdvel e de amplo espectro.

3.6. Interacao planta patégeno

As plantas constantemente sdo expostas a uma grande variedade de patégenos, incluindo
por exemplo fungos, bactérias e virus. Para a sua sobrevivéncia, as mesmas desenvolvem
mecanismos de defesa inato, visando reconhecimento e resisténcia ao ataque de patdgenos
(LEITE et al., 2020).

O sistema imunolégico das plantas (imunidade inata) € formado por duas linhas de
defesa principais. A primeira é denominada de imunidade desencadeada por PAMP (PTI — do
inglés “PAMP Triggered Immunity”’) que realiza uma resposta de defesa basal. J4 a segunda é
a imunidade desencadeada por efetores (ETI — do inglés “Effector Triggered Immunity”) que
ativam de forma eficaz os mecanismos de defesa da planta (PRUITT et al., 2021).

A primeira linha de defesa das plantas (PTI) é caracterizada pelo reconhecimento de
padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou padrdes moleculares associados a
danos (DAMPs) via receptores de reconhecimento de patégenos (Pattern Recognition Receptor
- PRRs) na célula (ABBAS et al., 2018; BOUTROT & ZIPFEL 2020). Apesar da eficiéncia
do PTI, ao longo da evolucao, os patégenos passaram a impedir a imunidade das plantas por
mutacio ou exclusao de padrdes moleculares. Os patégenos também podem suprimir essa linha
de defesa da planta transportando proteinas efetoras para o citoplasma do hospedeiro. Essas
proteinas contribuem para a viruléncia do patégeno, resultando na suscetibilidade desencadeada
por efetores (ETS). No entanto, existe a segunda linha de defesa desenvolvida pelo hospedeiro

(ETD), a qual as plantas sdo capazes de detectar esses efetores produzidos pelos patdégenos
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impedindo a infeccao (MARTEL et al., 2021; SAUR et al., 2021). Esse processo de coevolucao
entre planta e patdgeno foi definido como modelo “zigzag” proposto por JONES et al. (2006).

Na segunda linha de defesa, ocorre o reconhecimento de proteinas Avr do patégeno por
meio de proteinas de resisténcia (R), receptores intracelulares com dominios LRR (leucine-rich
repeat) e NBS (nucleotide-binding site). NBS-LRR possuem capacidade de reconhecimento de
efetores diretamente por meio da associagdo fisica, denominado de modelo ligante receptor, ou
indiretamente, através de uma proteina acessoria, considerada alvo do efetor no hospedeiro. O
reconhecimento de forma indireta entre as proteinas codificadas pelo gene R e Avr é
denominado “hipotese/modelo guarda” (DALIO et al., 2021). O reconhecimento dos efetores
do patégeno ativam as vias de sinalizacdo celular provocando apoptose no sitio da infeccao e,
consequentemente, o colapso do tecido e a inibi¢do do patdgeno. Essa apoptose € conhecida
como reacao de hipersensibilidade (HR — do inglés “Hypersensitive Response’) (DALIO et al.,
2021).

De acordo com Muthamilarasan & Prasad (2013), tanto o PTI, quanto o ETI promovem
eventos importantes como a ativacao de proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs —
do inglés “Mitogen-Activated Protein Kinases”) e também a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS — do inglés “Reactive Oxygen Species’). Os dois tipos de linhas de defesa inata
podem ativar as mesmas respostas, contudo, a ETI € mais especifica (TAO et al., 2003).

Os estudos relacionados a interagao dos genes das plantas e dos patégenos que resultam
em resisténcia da planta ou viruléncia e agressividade do fungo, levam a exploracdo da
complexidade da coevolugdo patégeno-hospedeiro e da defesa da planta. O entendimento e
identificacdo de genes envolvidos na interacdo Coffea- H. vastatrix sao limitados, sendo que,
esses conhecimentos podem auxiliar no desenvolvimento de cultivares com resisténcia durdvel.
Além disso, esses estudos podem colaborar para a obtencdo de marcadores moleculares
funcionais ligados a resisténcia do café, com intuito de selecionar gendtipos resistentes via

selecdo assistida em programas de melhoramento genético.

3.7. Analogos de genes a resisténcia -RGAs

As plantas desenvolveram mecanismos eficazes para reconhecer e responder as
infec¢des causadas pelos patdgenos. Dentre eles estdo os genes PRRs e R responsaveis pela
sinalizagdo intracelular ativando a defesa da planta, chamados andlogos de genes a resisténcia

(Resistance Gene Analog -RGAs) (SEKHWAL et al., 2015; SILVA & MICHELI, 2020). Os
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RGAs podem ser definidos como potenciais genes R e PRR que contém dominios e motivos
conservados que desempenham papeis especificos no patégeno, como exemplo, no
reconhecimento de efetores de patégenos que s@o secretados na célula, possibilitando que as
que as plantas desencadeiem a resposta ETI (SEKHWAL et al., 2015).

Atualmente ndo existe uma defini¢do precisa sobre a classificacdo dos PRRs e genes R.
De acordo com Silva & Micheli (2020), essas classes sdo subdivididas em: classe I: NL com a
presenca de proteinas com dominios NBS e LRR na regido N terminal; Classe II sdo as TNL
com proteinas com dominio TIR (Toll/interleucina-1) na regido N-terminal seguido pelos
dominios NBS e LRR; Classe III classificada como a CNL apresentando um dominio enrolado
CC (Coiled Coil) no lugar do dominio TIR um sitio de ligacdo de nucleotideo e uma repeticao
rica em leucina (CC- NB-LRR); Classe IV sdo as RLK contendo proteinas com um dominio
quinase citoplasmatico (serina-treonina quinase STK ou dominio quinase K) e uma repeticao
rica em leucina (LRR); As STK estdo envolvidas em uma ampla gama de processos visando a
resisténcia a doencgas, realizam a interagdo com outras proteinas (AFZAL et al., 2007); Classe
V, as RLP semelhantes a classe dos RLK, contudo com auséncia do dominio quinase
(GABRIELS et al., 2007; JUNGEUN et al., 2012).

No banco de dados do genoma de resisténcia de plantas (PRGdb; http://prgdb.org ), a
classificac@o dos genes R sao demostradas em cinco classes: CNL (CC-NB-LRR), TNL (LRR-
NB-TIR), RLP (SerThr- LRR), RLK (KIN-LRR) e a classe ‘outros’ abrangendo os outros genes

descritos como de resisténcia por meio de distintos mecanismos moleculares, por exemplo:
MLO e Asc-1 (SANSEVERINO et al., 2009; SANSEVERIANO et al., 2012). Adiante, outras
categorias foram implementadas, como aquelas com a presencga de genes com dominios: MLO
(Mildew resistance Locus- Locos de resisténcia ao mofo) em Arabidopsis thaliana é ancorado
a membrada por 7 hélices transmembranares de modo que ¢ terminal N é localizado
extracelularmente e o terminal C intracelularmente (PIFFANELLI et al., 1999;
SANSEVERIANO et al., 2012); O GNK2 ¢ extraido da proteina antifiingica Ginkobilobin2-
I(MIYAKAWA et al., 2009; SANSEVERIANO et al., 2012) e o RPWS8 em A. thaliana
representa resisténcia ao p6 do mofo (RPW8- resistance to powdery mildew8) (XIAO et al.,
2001; SANSEVERIANO et al., 2012).

A fim de prever novas proteinas R, Silva & Micheli (2020) utilizaram as combina¢des
de quinase TIR, K, NBS, LRR e outros dominios, sendo encontrados padrdes atipicos,
acarretando a uma nova classificacdo com a presenca de treze classes definidas como: CN,

CNL, MLO-like, N, NL, RLK, RLK-GNK2, RLP, RPW8-NL, T, TNL, Outros e uma classe
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desconhecida. Um fator limitante na classificacdo e identificacdo dessas proteinas ocorre
devido ao seu baixo nivel de conservacdo (JUNGEU et al., 2012; SANSEVERIANO et al.,
2012).

Duas dessas classes (TNL e CNL) sdo consideradas de maior relevancia na intera¢ao
com as proteinas efetoras de patégenos e Reacdes de Hipersensibilidade (HR), sendo fatores de
importancia significativa de resisténcia efetiva a doencas em plantas (GURURANI et al. 2012;
WANG et al., 2020).

Muitos RGAs sdo encontrados no genoma de plantas conferindo resisténcia as plantas
(HAGHDOUST et al., 2021). No entanto, no cafeeiro, ainda ha poucos relatos sobre a
identificacdo de RGAs. Um RGA pertencente a classe CNL (CC-NBS-LRR), foi previamente
identificado por Alvarenga et al. (2011) conferindo resisténcia a H. vastatrix e Barka et al.
(2020) confirmou a expressdo desse RGA na interacao Coffea-H. vastatrix e também a presenca
de sequéncias conservadas com genes R do cafeeiro chamados de Su. Almeida et al. (2021)
realizando sequenciamento, triagem e qPCR, identificaram dois RGAs pertencentes a classe
RLK (HdT_LRR_RLKI e HdT_LRR_RLK?2) contendo o motivo da quinase semelhante a
repeticdo LRR-RLK, apresentando pico de expressao 24 horas apds a inoculacdo nas interacdes
compativeis e incompativeis entre o C. arabica-H. vastatrix e também apresenta sequéncia
conservada com gene SH.

A identificagdo e classificacao das classes em que os genes pertencem e seus respectivos
dominios se tornou possivel, devido ao avanco em andlise de dados por meio de técnicas de

bioinformética, bem como, a gendmica e a transcriptomica.

3.8. Omicas e os estudos de genes de resisténcia

O sequenciamento do genoma de diversas plantas acelera e permite a identificagdo de
genes responsdveis por apresentar caracteristicas agrondmicas desejaveis, tornando possivel a
manipulacdo subsequente dos genes de interesse através das técnicas de genética molecular.
Em plantas a gendmica visa buscar no melhoramento, manipulacdes genéticas dirigidas,
promovendo maior efetividade na obtencdo de variedades bem sucedidas (TANAKA et al.,
2020; GU et al., 2022).

Devido aos avancos nas tecnologias NGS (Next Generation Sequencing), os genomas
de varias espécies de plantas foram sequenciados, bem como, foi possivel concluir o primeiro

genoma completo de C. canephora clone IF 200 (COFFEE GENOME HUB - http://coffee-
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genome.org/) (DENOEUD et al., 2014). Alguns anos depois sequenciou-se o genoma de C.

arabica var. Caturra (NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/); C. arabica, var. Tipica (dados

ndo publicados); C. arabica, var. Bourbon (WCR - https://worldcoffeeresearch.org/) e Coffea

eugenioides (NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para o sequenciamento completo do

genoma do fungo H. vastatrix raga XXXIII, utilizou-se duas plataformas de sequenciamento:
Pacific Biosciences (PacBio RS 1I) e Illumina (HiSeq 2500) (PORTO, 2016).

Florez et al. (2017) realizaram a montagem do transcriptoma para a interacdo compativel
(Caturra) e incompativel (HdT) com a raca XXXIII de H. vastatrix. O qual permitiu a minera¢ao
de genes expressos no patossistema Coffea-H. vastatrix durante a infeccdo. Com auxilio do
transcriptoma recentemente foi sequenciado o genoma completo de 547 Mb da raga XXXIII de
H. vastatrix, com 13.364 genes previstos que codificam 13.034 proteinas putativas (PORTO et
al., 2019).

Os estudos com genoma e genética funcional de plantas e interacdes com patdgenos
aumentaram consideravelmente a compreensio acerca das bases moleculares associadas com o
processo de infeccdo e defesa das plantas. Essas tecnologias tém fornecido oportunidade de
selecionar novos alvos a serem incorporados nas novas cultivares com o objetivo de obter

resisténcia duradoura e de amplo espectro.

3.9. Bioinformatica aplicada para estudos de genes de resisténcia

O primeiro emprego do termo Bioinformatica foi descrito por Paulien Hogeweg & Ben
Hesper em 1978 como “o estudo dos processos informaticos em sistemas”. Posteriormente,
muitos conceitos novos foram emergindo, como a biologia computacional, biocomputagao,
entre outros (HOGEWEG, 2011).

A bioinformadtica aplica os principios da ciéncia de dados e tecnologias para dados
complexos de biociéncia (WANG et al, 2022). Com o avanco das plataformas de
sequenciamento e geracdo de muitos dados, o setor da bioinformadtica se tornou uma ferramenta
essencial para a realizacdo de andlises e interpretacdo de vdrios tipos de dados, incluindo
sequéncias de nucleotideos e proteinas dominios, estruturas de proteinas, organizagcdo do
genoma, interacdo de proteinas, mecanismos de fungdes e identificagdo de genes (OLIVEIRA
et al., 2022).

Nos programas de melhoramento de plantas, a busca por genes de resisténcia é

constante, devido a alta variabilidade dos patégenos que infectam as cultivares comerciais
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principalmente. O estudo do patossitema Coffea- H. vastatrix € de suma importancia para a
identificacdo dos genes de resisténcia presentes no cafeeiro. E uma das formas mais eficientes
de se identificar potenciais RGAs envolvidos na interacdo é por meio de ferramentas de
bioinformaética.

Ao longos dos anos varias ferramentas de bioinfromatica ficaram disponiveis € com isso
muitos genes PRRs e proteinas R foram descritos nas dltimas décadas, no entanto, sem um
padrao de classificagao bem definido, devido ao baixo nivel de conservacao, o que dificulta a
identificacdo e estudo das proteinas PRR e R (JUNGEUN et al. 2012; SILVA & MICHELI,
2020). Logo, com o intuito de auxiliar os pesquisadores na identificacio de potenciais proteinas
RGAs, bem como, para apoiar pesquisas e estudos sobre o sistema imunoldgico inato das
plantas, Silva & Micheli (2020) desenvolveram uma ferramenta chamada de RRGPredictor. A
partir desta ferramenta foram identificadas e classificadas novas proteinas PRRs e proteinas R
em escala gendmica, sem a necessidade da utilizacdo de métodos baseados em homologia de

sequéncia.

4. Metodologia
4.1. Identificacao de RGAs no genoma de Coffea arabica

Nesse estudo, uma abordagem baseada em predicio de dominios funcionais em
proteinas codificadas pelos RGAs foi empregada. Para selecionar as provaveis proteinas de
resisténcia, duas ferramentas foram aplicadas: RRGPredictor (SILVA & MICHELI, 2020) e o
DRAGO?2 (Anidlise de Resisténcia a Doengas e Ortologia Genética) (OSUNA-CRUZ et al.,
2018).

O RRGPredictor € uma ferramenta baseada na teoria dos conjuntos desenvolvida com
a finalidade de identificar e classificar especificamente PRRs e proteinas R em uma escala
genOmica, independente do arranjo de dominios, conferindo maior plasticidade a andlise
(SILVA & MICHELLI, 2020). J4 o DRAGO?2 (Andlise de Resisténcia a Doencas e Ortologia
Genética) consiste em um pipeline para anotagao de genes de resisténcia. Ele pode ser utilizado
para a andlise de milhares de sequéncias de uma s6 vez em qualquer proteoma ou
transcriptoma(OSUNA-CRUZ et al., 2018).

Inicialmente foi realizada uma busca, no banco de dados National Center for
Biotechnology Information (NCBI), das sequéncias FASTA das proteinas anotadas no genoma

de C. arabica (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=txid13443[orgn]) (USA,2020).
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Posteriormente, essas sequéncias FASTA das proteinas da espécie foram submetidas ao
InterProScan5 versao 5.23-62.0 (BLUM et al., 2021) usando os parametros padroes (JONES
et al., 2014). Foi gerado um arquivo TSV (arquivo de dominios e classes) que foi analisado pelo
RRGPredictor. Ja para o DRAGO?2, as sequéncias FASTA das proteinas foram diretamente
analisadas. Ao final de ambas as ferramentas foi possivel obter, identificar e classificar os

diferentes grupos de RGAs (Figura 1).

Sequéncias
FASTA (NCBI)
Coffea arabica

Submetidas l Analisadas
\J

1l InterProScan5 DRAGO2 V'l

| l

n Arquivo
TSV

Vi

Analisadas

Y

RRGpredictor

\

Figura 1: Identificagdo dos RGAs no genoma de Coffea arabica.

Legenda: (I) Sequéncias FASTA das proteinas anotadas no genoma de Coffea arabica; (II) InterProScan5 versao
5.23-62.0; (IIl) arquivo TSV (arquivo de dominios e classes); (IV) RRGPredictor. (V) Classes dos RGAs
encontradas pela andlise do RRGpredictor.(VI) DRAGO2; (VII)Classes dos RGAs encontradas pela anélise do
DRAGO2.
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4.2. Selecao de reads de alta qualidade em transcriptoma da interacao Coffea-Hemileia

vastatrix

Os dados do transcriptoma gerados por Florez et al. (2017) foram utilizados como base
para realizar a andlise de expressdo diferencial dos genes identificados no genoma de C.
arabica. No transcriptoma foi analisado as interacdes compativeis e incompativeis. Os
genétipos dos cafeeiros utilizados foram C. arabica cv. Caturra vermelho CIFC 19/1

(suscetivel) e HAT CIFC 832/1 (resistente) inoculados com a raca XXXIII de H. vastatrix.

Tabela 1: Bibliotecas analisadas do transcriptoma da interacao Coffea-H. vastatrix.

Codigo da biblioteca Descricao das bibliotecas Amostras
C12 Caturra 12 horas ap6s inoculagdo Amostra 01
C24 Caturra 24 horas ap6s inoculagdo Amostra 02
CI6 Caturra 96 horas ap6s inoculagdo Amostra 03
H12 Hibrido de Timor 12 horas apds inoculacio Amostra 04
H24 Hibrido de Timor 24 horas apds inocula¢io Amostra 05
H96 Hibrido de Timor 96 horas apds inoculagao Amostra 06
CS Caturra sem inoculacao (zero horas) Amostra 10
HS Hibrido de Timor sem inoculacao (zero horas) Amostra 11

Fonte: Flores et al.,2017.

As reads presentes no transcriptoma da interacdo foram processados com base no
software Trimmomatic (v. 0. 36). A ferramenta Trimmomatic foi utilizada visando eliminar
possiveis adaptadores e separar as reads ndo pareadas das pareadas. Para a limpeza das reads,
utilizou-se os seguintes parametros: SLIDINGWINDOW 20 (executa uma abordagem de
recorte de janela deslizante, elimina as reads que apresentaram qualidade média dentro da
janela abaixo de um limite), CROP 35(corta read para um comprimento especificado,
removendo as bases do final) , HEADCROP 30 (corta o niimero especificado de bases desde o
inicio da leitura), LEADING 20 (elimina as bases do inicio de uma leitura, se estiver abaixo de
um limite de qualidade), TRAILING 20 (corta as bases no final de uma leitura, se abaixo de
um limite de qualidade) e MINLEN 70 (elimina a leitura se estiver abaixo de um comprimento

especificado) (TRIMMOMATIC MANUAL, V0.32).
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Também foi utilizado o software fastQC versdo 0.11.5 (ANDREWS, 2010) para
possibilitar a visualizacdo da qualidade das bases das reads. Por meio do controle de qualidade
dos produtos do sequenciamento, os erros de sequenciamento ou contaminacao sdo evitados e

nao sao transmitidos adiante nas anélises, minimizando assim, a ocorréncia dos falsos positivos

(CONESA et al., 2016).

4.3. Quantificacao da expressao génica

As reads de alta qualidade do transcriptoma foram submetidas a ferramenta Kallisto,
objetivando realizar o pseudo-alinhamento das reads nos transcritos identificados no genoma
de C. arabica, possibilitando quantifica-las (CONESA et al., 2016). Essa ferramenta gera como
saida um arquivo de abundancia, disponibilizando: contagem bruta, o tamanho do gene e o valor
de expressao normalizada pelo método de transcri¢do por milhao (TPM) que € considerada uma
etapa essencial para a comparacdo de vdrias amostras de distintos experimentos (PACHTER et
al., 2016; BRAY et al., 2016).

As reads foram analisadas em duas etapas no Kallisto. Na primeira etapa ocorre a
indexacdo, onde as sequéncias FASTAS sdo usadas para construir uma matriz facilitando e
otimizando as buscas realizadas no computador. Foi indexado o arquivo de transcrito de café
ardbica do NCBI (GCF_003713225.1). A quantificagdo da expressdo génica foi realizada
observando os transcritos de café (farget id), o comprimento do gene (length) e o valor da

expressao génica (est counts) (BRAY et al., 2016).

4.4. Analise da expressao diferencial

Apoés a etapa de indexacdo e quantificacdo da abundancia dos transcritos, os dados
gerados pela ferramenta kallisto foram submetidos a pipeline do DESeq2 (LOVE et al., 2014).

No DESeq?2 todas as amostras do cafeeiro susceptivel (C12: amostra 01, C24: amostra
02 e C96: amostra 03) foram comparadas com o controle (CS: amostral0) assim como todas as
amostras do resistente (H12: amostra 04, H24: amostra 05 e H96: amostra 06) com o seu
controle (HS: amostra 11) (Tabela 1). Os dados foram disponibilizados pelo laboratério de
biotecnologia do cafeeiro- Biocafé (UFV) e também estdo disponiveis no codigo do SRA:
PRINA353185: Coffea arabica cultivar: caturra (coffe) e PRINA353233: Coffea arabica x
Coffea canephora cultivar: HdT.
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Dessa forma, foi obtida uma tabela com os resultados das andlises da expressao,
identificando os genes diferencialmente expresso e a média Foldchange (avaliagdao do nivel de
expressdo entre o tratamento e o controle) (LOVE et al.,, 2014). A partir dessa tabela
disponibilizada pelo DESeq2, foi utilizado alguns pacotes via BiocManager (Tximpor,
tximportData, ComplexHeatmap, ggplot2 e calibrate (utilizando a funcio "textx")) dentro da
linguagem de programacdo estatistica R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009). Por
conseguinte, para identificar o volume dos genes de resisténcia, foi desenvolvido o gréfico
volcano plot, por meio da integracdo das informacdes geradas pelo RRGPredctor e DRAGO?2.

Por meio da integracdo das informacdes entre as saidas das duas ferramentas utilizando
linhas de comando Linux, foi gerado dois Heatmaps, o primeiro demostrou de forma conjunta
os genes up regulados e os down regulados. No segundo Heatmap, realizou-se a separacao dos
genes de resisténcia que sdo up regulados exclusivamente no HdT (interacdo incompativel).

ApOs essa separacdo, a identificacdo dos genes diferencialmente expressos foi realizada.

4.5. Localizacao dos RGAs a partir dos genes diferencialmente expressos do Hibrido de

Timor nos sub genomas de C. arabica

O genoma de C. arabica possui uma por¢io de C. canephora (C®) que provavelmente
estd associada com a resisténcia. Sendo assim, por meio dos dados de expressao observados na
filtragem dos up regulados exclusivamente no HdT, se fez necessério a utilizacdo do NCBI
para localizar os codigos dos genes (RGAs) do HAT e distinguir se esses sub genomas se
encontram na porcdo de C¢ ou na porc¢io de C. eugeniodes (CF), bem como, a descricio,

identificacdo das proteinas e a coordenada do gene.

5. Resultado e discussao
5.1. Predicao dos genes presentes no genoma de Coffea arabica

Foram encontradas 19 classes génicas no genoma de C. arabica utilizando as
ferramentas RRGPredictor e DRAGO?2. Foi possivel verificar as classes presentes no genoma

de C. arabica, bem como, contabilizar a distribui¢do dessas classes no genoma (Figura 2).
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Distribuicao das proteinas encontradas pelas ferramentas RRGPredictor e DRAGO2 em Coffea Arabica
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Figura 2: Comparacio das classes disponibilizadas pelo RRGPredictor e DRAGO2: CNL (CC-NBS-LRR), CN (CC-NBS), MLO (Mildew resistance
Locus), NL (NBS-LRR), N (NBS), RLK (Receptor-Like Kinase), RLK com um dominio GNK2 (RLKGNK?2), RLK um dominio quinase (KIN), RLP
(Receptor-Like Proteins), RPWSNL, TNL (TIR-NB-LRR), TN (TIR-NBS), T(TIR), CLK, CL, CTNL, L, TL e TRAN do genoma de C. arabica por
representacao numérica demostrando a quantidade de proteinas presentes em cada classe.
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Pode-se observar que as classes mais encontradas no genoma de C. arabica foi a KIN,
representado 26,20%, seguida da classe CNL, representando 15,97%. A KIN foi identificada
somente pelo software DRAGO2 e CNL por ambas as ferramentas.

Realizando uma comparacao entre as ferramentas RRGPredictor e DRAGO?2, as classes
que apresentaram maiores ocorréncia no RRGPredictor foram: CNL, NL e T, representando
valores de superioridade em 2,36; 2,67 e 1,6 vezes maior, respectivamente. Para o DRAGO?2,
foram cinco classes: RLP, CN, N, RLK e TN, representando ocorréncia superior em 154,0;
7,20; 4,57; 2,83 e 1,20, respectivamente.

As proteinas que possuem N ou NL apresentam elevado indice de origem advindas de
uma perda de dominio, levando, na maioria das vezes, a criacdo de pseudogenes (LOZANO et
al., 2015). Os pseudogenes podem ocorrer devido a rdpida evolucao desta familia de genes,
sendo observada essa premissa por exemplo em distintas cultivares da mesma espécie em
ambientes com variacdes de estresse bidtico (LOZANO et al., 2015).

Dentre todas as classes, algumas apareceram exclusivamente em uma das ferramentas,
dentre elas, se destacam no RRGPredictor: MLO, RLKGNK?2, RPW8NL, TNL. No DRAGO?2
foram sete classes exclusivas: CNK, CL, CTNL, KIN, L, TL e TRAN.

De acordo com os cédigos dos transcritos (mRNAs) disponibilizados pelas ferramentas,
foi possivel classificar algumas sequencias por meio do NCBI. A classe CTNL € caracterizada
como “proteina putativa de resisténcia a doengcas RGA3”, a classe TL sao as ‘“proteinas
semelhantes a resisténcia a doengas DSC17”, a classe TRAN sdo as “Proteina 1-B-like contendo
dominio AAA da familia ATPase” e a classe T sdo “proteina contendo dominio TIR e proteina
de resisténcia a TMV tipo N”.

A classe TNL que foi representada apenas pela ferramenta RRGPredictor é relacionada
com a interacdo de proteinas efetoras de patdégenos e Reagdes de Hipersensibilidade, sendo
considerados importantes fatores de efetiva resisténcia a doengas em plantas (GURURANI et
al., 2012).

Em relagdo as classes CNL e TNL, de acordo com Meyers et al. (2003) em Arabidopsis
sp., foi relatada uma maior quantidade de sequéncias relacionadas com TNL do que CNL. No
entanto, no presente trabalho a classe CNL foi mais prevalente que a TNL, apresentando
15,97% e 0,108%, respectivamente, em C. arabica. Ortriz (2019) também relatou maior
proporcdo de sequéncias relacionadas ao CNL, podendo assim, indicar a possibilidade dos

genes de resisténcia em Coffea do tipo TNL serem desenvolvidos mais recentemente que o tipo
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CNL de acordo com o processo de especiagdo, como apontado em outras familias de plantas
(SEO et al., 2016; ORTIZ 2019).

No presente trabalho, das dezenove classes encontradas, cinco delas, no trabalho de
Silva & Micheli (2020) foram eliminadas no processo de validacdo, para avaliar a quantidade
das sequéncias ndo relacionadas como PRR e R, sendo elas: KIN, TRAN, CLK, CTNL, CL. A
classe L foi encontrada por Silva & Micheli (2020) apenas pela ferramenta DRAGO2, bem
como, pode-se observar na Figura 2, que essa mesma classe foi abrangida apenas por DRAGO?2.
Ja a classe TL, encontrada nesse presente trabalho, nao foi relatada por Silva & Micheli (2020).

Oito classes/dominios de proteinas apareceram em ambas as ferramentas: CNL, CN, NL,

N,RLK, RLP, TN e T (Figura 3).

Classes identificadas pelas ferramentas RRGPredictor e DRAGO2
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Figura 3: Classes disponibilizadas nas ferramentas RRGPredictor e DRAGO?2.

A presenca da classe CNL € considerada altamente relevante na resisténcia efetiva a
doencas, ela estd envolvida na interacdo com as proteinas efetoras de patégenos e Reacdes de
Hipersensibilidade (HR), sendo assim, quando o seu aparecimento em C. arabica é menos
incidente, o processo se torna mais limitante, podendo interferir no desenvolvimento de novos
fatores de resisténcia na planta (JOSHI & NAYAK, 2013). No entanto, com base no resultado
da amostragem total contabilizado pelas duas ferramentas, pode-se observar que a classe CNL

apresentou a maior incidéncia (22,54 %), seguindo as classes RLK (19,14%) e NL (18,91%).

900
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5.2. Avaliacao dos niveis de expressiao dos RGAs no transcriptoma de interacao Coffea-

H.vastatrix
5.2.1. Genes RGAs down regulados e up regulados na interacao Coffea-H. vastatrix

A quantificacdo da expressdo génica em larga escala dos RGAs utilizando como
referéncia o genoma de C. arabica foi testado, considerando a planta resistente e a susceptivel,
HdT e Caturra, respectivamente. Por meio das reads do transcriptoma, realizou-se o pseudo-
alinhamento contra o genoma de C. arabica usando as bibliotecas C12 e C24, C96 e H12, H24

e H96 (Figura 4 e Figura 5), permitindo observar o volume total e as consideracdes anotadas

apenas pelos RGAs.
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Figura 4: Volcano plot para Caturra.
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Legenda: Na esquerda estd representado os genes gerais down regulados. Genes que codificam proteinas nao
categorizados pelo RRGPredictor ou DRAGO2 como proteina de resisténcia estdo representados em azul e os que
codificam proteinas classificadas pelo DRAGO2 e RRGPredictor como proteina de resisténcia em verde. Os
pontos da direita (em tons de vermelho e amarelo) em cada um dos volcanos plots, sdo os up regulados, os tons

em vermelho representam genes de resisténcia e em amarelo ndo foram caraterizados como genes de resisténcia.
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Figura 5: Volcano plot para o Hibrido de Timor.

Legenda: Na esquerda estd representado os genes gerais down regulados. Genes que codificam proteinas nado
categorizados pelo RRGPredictor ou DRAGOZ2 como proteina de resisténcia estio representados em azul e os que
codificam proteinas classificadas pelo DRAGO2 e RRGPredictor como proteina de resisténcia em verde. Os
pontos da direita (em tons de vermelho e amarelo) em cada um dos volcanos plots, sdo os up regulados, os tons

em vermelho representam genes de resisténcia e em amarelo ndo foram caraterizados como genes de resisténcia.
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A partir desses volcanos plots, observou-se 2.444 genes de resisténcia up regulados e
1.635 genes down regulados em ambos os genétipos. Realizando uma comparagdo entre os
gendtipos, nos genes de resisténcia up regulados, observa-se que o HdT apresentou mais genes
resistentes: H12: 23,93%; H24: 21,52%, H96: 13,74%, ja em Caturra essa frequéncia
representou: C12: 18,24%; C24: 12,92%; C96: 9,61%. Além do mais, nos genes de resisténcia
down regulados o HAT também obteve uma frequéncia superior a Caturra, representando H12:
22,32%; H24: 26,85%, H96: 17,92% e C12: 4,95%; C24:17,61%; C96:10,33%. A diferenca
mais significativa observada nos genes de resisténcia up regulados ocorreu nos tempos de H24
e C24, e nos genes down regulados foi nos tempos H12 e C12.

Esse resultado é também encontrado em outros trabalhos relacionados ao patossistema
Coffea-H. vastatrix. Freitas et al. (2014) utilizaram o mesmo patossistema, Hibrido de Timor
CIFC 832/1 (resistente) e Caturra CIFC 19/1 (suscetivel), e verificaram que as 24 h.a.i, tanto
nas folhas suscetiveis quanto nas resistentes, os urediniésporos apresentaram alta germinacao
(75%), diferenciacao dos apressorios nos estomatos (50%) e hifas na fase de penetracdo (70%).
Com base em observacgoes citoldgicas concluiram que a resisténcia de HAT 832/1 araca XXXIII
de H. vastatrix é pré-haustorial. Diniz et al. (2012) relataram que a rdpida resposta de resisténcia
impedindo a formagdo de haustdrios pode ser a base para a durabilidade estendida da resisténcia
de HAT CIFC 832 as ragas de H. vastatrix. Ramiro et al. (2009) descreveram que o haustério
representa um importante papel na infec¢ao, ocasionando a absor¢ao de nutrientes a partir do
hospedeiro, bem como, induz mudangas estruturais na célula hospedeira.

Florez et al. (2017) confirmaram que a rapida expressdao dos genes up-regulados em
HdT estdo diretamente relacionados a resisténcia pré-haustorial. Almeida et al. (2021)
evidenciaram que um gene LRRR-RLKchamado de HdT_LRR_RLK?2 atingiu o pico de
expressao nos genotipos de café resistentes em 24 horas apds inoculacio, sugerindo que pode
ser um gene candidato de resisténcia capaz de induzir sinalizacdo imune e defesa do cafeeiro a

H. vastatrix.

5.3. Perfil de agrupamento dos genes expressos exclusivos no Hibrido de Timor

Por meio do Heatmap pode-se observar o perfil do agrupamento de genes
diferencialmente expressos exclusivamente no HdT associados as classes (Figura 6). Todos os
up regulados e os down regulados estao predispostos de forma conjunta, bem como, os tempos

comparados.
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Figura 6: Heatmap- Genes diferencialmente expressos exclusivamente no Hibrido de Timor

(up regulados e down regulados).

Legenda: 12 hai- doze horas; 24 hai- vinte e quatro horas; 96 hai- noventa e seis horas; A contabilidade de 1 a 8

representa os clusters com a presenca das classes com suas respectivas colora¢des, vermelho: genes up regulados

e azul: genes down regulados.

Quanto maior a incidéncia da coloracdo vermelha, maior a presenca dos genes up

regulados. Sendo assim, os clusters 5, 6, 7 e 8 sdo predominantemente up regulados

apresentando maior incidéncia das classes KIN, CNL e NL, enquanto, os clusters 1, 2 e 3 sdo

majoritariamente reprimidos no HAT (down regulados) com maior presenca das classes CNL,

KIN e RLK.
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5.4. Nivel de expressao génica de resisténcia dos provaveis RGAs no Hibrido de Timor

Foi utilizada uma rotina em ambiente best no linux para selecionar os genes up

regulados exclusivos do HAT em todos os tempos apds inoculagdo (Figura 7).
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Figura 7: Heatmap representando o nivel de expressdo génica de resisténcia dos provaveis

RGAs que sao up regulados exclusivamente no Hibrido de Timor.

Legenda: Quando maior a incidéncia da coloragdo vermelha, maior o nivel de expressao.

O Heatmap 7 foi desenvolvido com os dados identificado apenas para o HdT
(resistente), sendo Caturra (susceptivel) desconsiderado, sendo assim, pode-se observar que
todos esses genes ndo aumentaram o nivel de expressdo e nem possuem diferenca significativa
em nenhum dos tempos na variedade Caturra.

Essa andlise de expressdo foi realizada considerando a expressdao génica dos dados do
transcriptoma da interacdo entre Coffea-H.vastatrix, sendo os genotipos de suscetibilidade

(Caturra) e de resisténcia (HdT). O genoma de C. arabica foi utilizado como referéncia para o
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HdT porque esse Hibrido € uma mistura natural entre C. arabica e C. canephora. Ademais, nao
existe ainda em literatura a disponibilidade do genoma do HdT, sendo assim, futuros trabalhos
precisam ser realizados para gerar esse genoma, e a partir desse, esses dados disponibilizados

podem ser re-analizados.

5.5. Genes up regulados exclusivamente no Hibrido de Timor encontrados na sub genoma

de C. canephora e C. eugenioides

O genoma utilizado como referéncia para a andlise de expressao gé€nica foi o genoma
de C. arabica. Esse genoma € subdividido em duas por¢des, C. eugenioide e C. canephora
(LASHERMES et al., 1999; SETOTAW et al ., 2013; YUYAMA et al., 2016), por ser um

alotetraploide origindrio dessas duas espécies.

Sendo assim, na porcio de CC, se espera que sejam encontrados genes que geralmente
estdo associados com a resisténcia, por isso, € relevante olhar os genes que estdo
especificamente nessa por¢do (CHARRIER & MICHEL, 1998; CARVALHO et al., 2010). A
tabela 2 indica a localizacdo cromossémica no genoma de C. arabica dos sub genomas de CCe

CE, a partir da localizacdo (LOC) disponibilizados a partir da Figura 7.

Tabela 2: Localizacio dos genes de resisténcia up regulados no Hibrido de Timor no genoma
de C. arabica.

Gene identificado Chr mRNAID--> Protein ID RRGpredictor Drago2
LOC113700598 le XM 027221068.1 — XP_027076869.1 RLK
XM 027217535.1 — XP 027073336.1 NL NL
XM 027217526.1 — XP 027073327.1 CNL CNL
XM 027217512.1 — XP 027073313.1 CNL CNL
LOC113697899 le XM 027217516.1 — XP_027073317.1 CNL CNL
XM 027217506.1 — XP 027073307.1 CNL
XM 027217556.1 — XP 027073357.1 CNL
XM 027217541.1 — XP 027073342.1 CNL CNL
LOC113690209 5c XM_027208035.1 — XP_027063836.1 CNL CNL
XM_027270445.1 — XP_027126246.1 KIN
LOC113742580 de XM_027270446.1 — XP_027126247.1 KIN
LOC113707110 8c XM_027229270.1 — XP_027085071.1 RLK
LOC113697999 7c XM_027217656.1 — XP_027073457.1 KIN
LOC113718869 lle XM_027243794.1 —» XP_027099595.1 KIN
LOC113704833 8e XM_027226706.1 — XP_027082507.1 RLP
LOC113697141 le XM_027216620.1 — XP_027072421.1 RLP
XM_027214655.1 —» XP_027070456.1 RLK
LOCT13695529 be XM_027214656.1 — XP_027070457.1 RLK
LOC113691380 6¢ XM_027209497.1 — XP_027065298.1 KIN
XM_027263560.1 — XP_027119361.1 CNL
LOCI13736535 3e XM_027263559.1 —» XP_027119360.1 CNL
LOC113726985 2 XM_027250916.1 —» XP_027106717.1 CNL CNL

XM_027250914.1 — XP_027106715.1 CNL CNL
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XM_027250917.1 — XP_027106718.1 CNL CNL
XM_027250915.1 — XP_027106716.1 CNL CNL
XM_027250918.1 — XP_027106719.1 CNL CNL
Unplaced XM_027245088.1 — XP_027100889.1 CNL CN
LOC113720053 Scaffold XM_027245087.1 — XP_027100888.1 CNL CN
XM_027222307.1 — XP_027078108.1 N N
LOC113701580 Te XM_027222308.1 — XP_027078109.1 N N
LOC113718310 1le XM_027243224.1 — XP_027099025.1 CNL CNL
LOC113707061 8¢ XM_027229216.1 — XP_027085017.1 CNL CN
XM 027256192.1 — XP 0271119931 RLK
XM 027256191.1 — XP 027111992.1 RLK
LOCI13731113 2e XM 027256193.1 — XP 027111994.1
XM 027256194.1 — XP 027111995.1 RLP
LOC113711807 10e XM_027235016.1 — XP_027090817.1 KIN
XM 027241782.1 — XP 027097583.1 KIN
XM 027241780.1 — XP 027097581.1 KIN
LOCI13717120 e XM 027241781.1 — XP 027097582.1
XM 027241779.1 — XP_027097580.1 KIN
Unplaced
LOC113723601 XM_027246617.1 — XP_027102418.1 NL NL
Scaffold
LOC113703519 Se XM_027224916.1 — XP_027080717.1 RLK
XM 027208004.1 — XP 027063805.1 CNL CN
LOC113690175 5c XM 027208005.1 — XP 027063806.1 CNL CN
XM 027208003.1 — XP 0270638041 CNL CN
LOC113704413 Se XM_027226319.1 — XP_027082120.1 CNL CN
LOC113731112 2e XM_027256189.1 — XP_027111990.1 RLK
LOC113688272 Se XM_027206050.1 — XP_027061851.1 NL N
XM 027240698.1 — XP 027096499.1 RLP
LOCI13716390 e XM_027240697.1 — XP_027096498.1 RLP
XM_027261054.1 — XP_027116855.1 CN CN
LOC113734482 3¢ XM_027261055.1 — XP_027116856.1 CN CN
LOC113730608 2e XM_027255409.1 — XP_027111210.1 KIN
LOC113690093 5c XM_027207910.1 — XP_027063711.1 CN CN
XM_027224854.1 — XP_027080655.1 CN N
LOC113703475 Bc XM_027224855.1 — XP_027080656.1 CN N
LOC113708875 9¢ XM_027231552.1 — XP_027087353.1 RLK KIN
LOC113723826 2¢ XM_027246794.1 — XP_027102595.1 RLK KIN
LOC113740614 de XM _027268162.1 — XP_027123963.1 CNL CN
XM_027206425.1 — XP_027062226.1
LOC113688566 >e XM_027206426.1 — XP_027062227.1 NL N
LOC113697331 6e XM_027216910.1 — XP_027072711.1 RLK
LOC113716546 11c XM_027240932.1 — XP_027096733.1 NL N
LOC113704266 8e XM _027226058.1 — XP_027081859.1 CNL CNL
LOC113711781 10e XM_027234980.1 — XP_027090781.1 KIN
XM 027208996.1 — XP_027064797.1 KIN
LOC113690887 5c XM 027208997.1 — XP 0270647981 KIN
XM 027208998.1 — XP 027064799.1 KIN
XM 027257585.1 — XP 027113386.1 KIN
LOC113732008 2e XM 027257588.1 — XP 027113389.1 KIN
XM 027257586.1 — XP 0271133871 KIN
LOC113700709 Te XM_027221167.1 — XP_027076968.1 NL NL
LOC113701971 Te XM_027222896.1 — XP_027078697.1 KIN
LOC113726392 2¢ XM_027250086.1 — XP_027105887.1 KIN
LOC113738130 3e XM_027265319.1 — XP_027121120.1 KIN
XM_027271497.1 — XP_027127298.1 RLK KIN
LOC113743478 >e XM_027271496.1 — XP_027127297.1 RLK KIN
LOC113743503 Se XM 027271548.1 — XP 0271273491 KIN
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XM 027271549.1 — XP 027127350.1 KIN
XM 027271547.1 — XP 0271273481 KIN
LOC113742306 1c XM_027270124.1 — XP_027125925.1 L
LOC113708108 9¢ XM_027230580.1 — XP_027086381.1 NL NL
LOC113742857 9¢ XM_027230580.1 — XP_027086381.1 NL NL
LOC113701455 7c XM_027222118.1 — XP_027077919.1
LOC113728536 2e XM_027252934.1 — XP_027108735.1 RLK KIN
LOC113696816 6e XM_027216197.1 — XP_027071998.1 KIN
LOC113722794 lé’é’; Jl%fzizd XM_027246017.1 — XP_027101818.1 RLKGNK2 KIN
LOC113723683 %Z’; Jl?‘j(fl‘;ld XM_027246667.1 — XP_027102468.1 CNL CN
LOC113687583 Se XM_027205164.1 — XP_027060965.1 NL N
LOC113696461 6e XM_027215871.1 — XP_027071672.1 RLK
XM_027244549.1 — XP_027100350.1 NL N
LOCI13719338 le XM_027244548.1 — XP_027100349.1 NL N
XM_027218504.1 — XP_027074305.1
LOCI113698624 e XM_027218503.1 — XP_027074304.1 KIN
XM 027215638.1 — XP_027071439.1 CNL CN
XM 027215180.1 — XP 0270709811 CNL CN
XM 027215563.1 — XP_027071364.1 CNL CN
XM 027215495.1 — XP_027071296.1 CNL CN
LOCI113695878 le XM 027215418.1 — XP_027071219.1 CNL CN
XM _027215344.1 — XP_027071145.1 CNL CN
XM 027215262.1 — XP_027071063.1 CNL CN
XM 027215096.1 — XP_027070897.1 CNL CN
XM _027209588.1 — XP_027065389.1 CNL CNL
LOC113691453 6¢ XM _027209589.1 — XP_027065390.1 CNL CNL
XM _027209590.1 — XP_027065391.1 CNL CNL
LOC113743418 Se XM_027271413.1 — XP_027127214.1 RLK
XM 027209899.1 — XP_027065700.1 NL
XM _027209972.1 — XP_027065773.1 NL
XM _027209669.1 — XP_027065470.1 NL
LOC113691436 le XM _027209746.1 — XP_027065547.1 NL
XM _027209602.1 — XP_027065403.1 NL
XM _027209825.1 — XP_027065626.1 NL
LOC113702969 le XM_027224166.1 — XP_027079967.1 RLP
LOC113742856 4e XM_027270866.1 — XP_027126667.1 KIN
LOC113711280 10e XM_027234444.1 — XP_027090245.1 KIN
LOC113698979 le XM_027218987.1 — XP_027074788.1 RLP

Legenda: “Chr”: cromossomo; “Unplaced Scaffold”: ndao encontradas; “e”: localizado no sub genoma de C.

eugenioides; “c’: localizado no sub genoma de C. canephora.

Observa-se na Tabela 2 a presenca de 63 provaveis genes de resisténcia, sendo que, 38
estdo na porcdo referente a espécie C. eugenioides enquanto que a por¢do referente a C.
canephora foram encontrados 25 genes. Em relacdo as proteinas presentes em ambas as
por¢des, foram encontradas oito classes: CNL, CN, NL, N, RLK no RRGPredictor e no
DRAGO?2 e as classes RLK, KIN e L apenas no DRAGO?2, sendo que, a classe KIN e L sdo

exclusivas dessa ferramenta.
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Realizando uma comparacdo entre C. eugenioides e C. canephora, as classes de
proteinas presentes na Tabela 2 que apresentaram maior ocorréncia em C. eugenioides, usando
a ferramenta RRGPredictor, foram a NL e a RLK, com valor de superioridade equivalente a
2,33 e 1,5, respectivamente. A classe N foi encontrada por essa mesma ferramenta somente em
C. eugenioides. Em relacdo a ferramenta DRAGO?2 as classes mais encontradas foram a KIN,
RLK, RLP e a N (1,66; 10,0; 2,5; 2,33).

As classes que apresentaram maior incidéncia em C. canephora comparando com C.
eugenioides (Tabela 2), pela ferramenta RRGPredictor, foi CNL com valor de superioridade
de 2,13, seguindo pela classe CN que sé aparece em C. canephora por essa ferramenta. Ja na
ferramenta DRAGO?2 podemos observar que a classe CN apresenta a incidéncia em ambas as
por¢des, com o valor de superioridade de 7,5, seguindo da classe NL com 4 vezes maior em
canephora comparado a eugenioides.

Das proteinas presentes exclusivamente em C. eugeniodes, foram encontradas cinco
classes no RRGPredictor: CNL, CN, NL, N, RLK e seis classes no DRAGO2: CNL, CN, NL,
N, RLK, RLP e KIN (Tabela 2) identificando 22 e 54 vezes o aparecimento total da distribui¢do
dessas classes, respectivamente para cada ferramenta. Ja para C. canephora foram encontradas
quatro classes no RRGPredictor: CNL, CN, NL, RLK e oito classes no DRAGO2: CNL, CN,
NL, N, RLK, RLP, KIN e L (Tabela 2) identificando 31 e 51 vezes o aparecimento total,
respectivamente.

Os RLKs sdo genes candidatos que podem conferir resisténcia a H. vastatrix
(ALMEIDA et al., 2021), estes, foram encontradas em ambas as ferramentas utilizadas. Essa
classe € considerada como o principal elemento dos complexos de receptores de
reconhecimento de padroes (PRR), que possuem uma superfamilia de proteinas
transmembranares, sendo que, a grande maioria exercem fun¢do para detectar patdgenos
(TANG et al., 2015; SILVA & MICHELLI, 2020).

As classes que apareceram em ambas as ferramentas utilizadas juntamente com a

identificacdo cromossdmicas, estdo disponibilizadas na Figura 8.
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Incidéncia das classes em Coffea eugenioides e canephora pelo RRGPredictor
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Figura 8: Distribuicdo da incidéncia das classes encontradas pelo RRGPredictor e DRAGO?2

nas porcdes CE e no C©

De acordo com a Figura 8 na por¢iio de C, a classe que apresentou maior ocorréncia,
realizando o somatdrio em ambas as ferramentas, foi a CNL com 26,54%, seguido da classe
CN com 17,69%. Em CEF CNL também foi a classe mais encontrada, com 23,68%, seguido da
classe RLK com 17,10%. Levando em consideracdo apenas o RRGPredictor em C¢ e CE
separadamente, a classe mais encontrada foi a CNL com 67,74% e 23,68%, respectivamente.
Para 0 DRAGO2 em CC, CN foi a mais frequente (23,68%) e para CE foi a RLK (17,10%).

As proteinas de resisténcia em plantas mais abundantes sdo as CNL, as quais apareceram
em grande quantidade em ambas por¢des do genoma. No café, o gene Su3 codifica uma proteina
semelhante a CNL conferindo importante fator de resisténcia a ferrugem (RIBAS et al., 2011).

Em quatro genes ndao foram encontradas a localizacdes cromossomicas (Unplaced
Scaffold), impossibilitando as comparacdes realizadas anteriormente. No LOC113720053 e
LOC113723683, de acordo com as ferramentas RRGpredictor e DRAGO?2, foram encontradas
as mesmas classes, CNL e CN respectivamente. No LOC113723601 foi observada a classe NL
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para ambas as ferramentas. Somente no gene LOC113722794 que foi observada as classes que
sdo encontradas exclusivamente em cada ferramenta, sendo elas, a classe KIN no DRAGO2 e a
classe RLKGNK?2 pelo RRGPredictor.

A ocorréncia do dominio KIN ¢é relatador por Afal et al. (2007) como advindo da classe
STK (Serine/ theonine Kinase), as quais interagem com outras proteinas em diferentes
processos, conferindo resisténcia a doencas. Ja a classe RLKGNK?2 ¢ uma variacdo da classe
RLK com um dominio GNK2, que se caracteriza por sua atividade antifingica (MIYAKAWA
et al., 2014). Mucherino Muiioz et al. (2021) identificaram Genes/QTLs com dominios RLK e
RLK + GNK2, agrupados nos cromossomos 4 ¢ 6 do cacau, esses genes tém um grande
potencial para ser parcialmente responsdvel pelo reconhecimento e resposta na interagdo com
o patégeno Phytophthora palmivora.

As classes que foram encontradas em ambas as ferramentas podem ser caracterizadas
como dados mais robustos. No entanto, vale ressaltar que nesse trabalho, no momento da
selecdo dos dados de expressdo, nao foi considerada apenas a sobreposi¢cdo dos dados
encontrados pelo DRAGO?2 e RRGpredictor.

Quando essa sobreposi¢do € considerada algumas classes encontradas como a KIN e a
RLKGNK?2, seriam perdidas, sendo que, essas classes podem ser importantes para a
classificacdo dos RGAs.

Essas informagdes possuem grande potencial para o entendimento da distribuicdo e
classificag@o dessas classes e dominios presentes no genoma de C. arabica, bem como, para o
desenvolvimento de recursos genéticos vantajosos para o desenvolvimento de cultivares

resistentes a H. vastatrix.
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6. Conclusao

Por meio da utilizacio das ferramentas RRGpredictor e DRAGO?2 foram identificadas
dezenove classes génicas (CNL, CN, MLO, NL, N, RLK, RLKGNK?2 KIN, RLP, RPW&NL,
TNL, TN, T, CLK, CL, CTNL, L, TL e TRAN), com potencial envolvidos na resisténcia de C.
arabica a doencas. Dessas, a classe CNL foi a mais encontrada no genoma dessa espécie

(22,54%), seguindo da RLK (19,14%).

- Para resisténcia do cafeeiro ao fungo H. vastatrix, foram identificados 25 genes candidatos
distribuidos em 12 classes de proteinas: CNL, CN, NL, RLK, CNL, CN, NL, N, RLK, RLP,
KINe L.

- No processo de avaliagdo dos niveis de expressdo dos RGAs no transcriptoma da interacao
Coffea-H. vastatrix foi observada uma possivel atuacdo dos genes identificados na resisténcia

pré-haustorial do cafeeiro.

- A identificacdo desses genes permitird entender melhor como funciona a interacdo entre
Coffea e H. vastatrix, além de contribuirem para a selecdo assistida de cultivares cafeeiras

resistentes nos programas de melhoramento.
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