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Os Loci S 3 Envolvidos na Resisténcia a
Ferrugem sao Complexos, Multialélicos e
Divergentes em Genomas de Coffea’

Paula Cristina da Silva Angelo?
Eveline Teixeira Caixeta®

Luiz Filipe Protasio Pereira*
Alessandra F. Ribas®

Gustavo H. Sera®

Resumo — Os genes no locus S, 3 s&o importantes para resisténcia duradoura
dos cafeeiros a ferrugem, causada pelo fungo Hemileia vastatrix. H4 um
agrupamento de oito genes que codificam proteinas R da familia CC-NBS-LRR
no locus S 3 da variedade IAPARS9 de Coffea arabica. A sequéncia dessas
proteinas R é variavel, especialmente na regido carboxiterminal, onde estao
localizados motivos ricos em leucina (LRR) que participam do reconhecimento
das diferentes racas do fungo. Os objetivos do trabalho foram investigar: 1) a
estrutura do locus S ;3 em C. arabica cv. Caturra e silvestre de origem etiope,
em C. canephora DH200-94 e em C. eugenioides que tiveram os genomas
sequenciados; e 2) a variabilidade da regido carboxiterminal dos peptideos
deduzidos para todas as copias dos genes R em loci S 3 desses quatro
gendtipos e de IAPARS9 e C. canephora IF200. Os peptideos foram identificados,
alinhados e agrupados pelo método de Fitch-Margoliash. Concluiu-se que o
locus S, 3 € complexo e multialélico em todos os genomas investigados. Ha
diferenca no numero de cépias e na organizagdo e na sequéncia das copias
dos genes R nos loci S,,3 dos diferentes genomas, caracteristicas que podem
estar associadas ao mecanismo de distingdo e reconhecimento das ragas
fisiologicas de H. vastatrix pelas variedades de cafeeiros.

Termos para indexagdo: Coffea spp., Doenca do cafeeiro, Polimorfismo
estrutural, Isoformas protéicas.
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S,;3 Loci Involved in the Resistance to Leaf Rust
are Complex, Multi Allelic and Divergent in Coffea

Abstract—The genesinthe S 3locus are important for the durable resistance
to the coffee leaf rust disease caused by the fungi Hemileia vastatrix. There
is a cluster of eight genes coding for CC-NBS-LRR R proteins in the S 3
locus of Coffea arabica cv. IAPARS9. The R protein sequences, specially
the carboxy-terminal region where leucine-rich-repeats (LRR) are placed
to take their roles in recognizing the different fungi races, are variable.
The objectives of this work were to investigate: 1) the S 3 structure in C.
arabica cv. Caturra and native of Ethiopia, in C. canephora DH200-94
and C. eugenioides, which had their genomes recently sequenced; and 2)
the variability in the carboxy-terminal region of peptides deduced from R
gene copies from those four genotypes and C. arabica cv. IAPAR59 and C.
canephora IF200. The peptides were identified, aligned and clustered by the
Fitch-Margoliash method. It was concluded that the S,_3 loci are complex and
multi-allelic in all the investigated genomes. There is a different number of
R gene copies displaying different sequences, set in different positions and
directions in S, 3 loci of the investigated genomes, and these characteristics
can be related to the coffee mechanisms to distinguish and recognize the
different H. vastatrix physiological races.

Index terms: Coffea spp., Coffee disease, Structural polymorphism, Protein
isoforms.
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Introducao

A ferrugem, causada pelo fungo biotroéfico Hemileia vastatrix Berkeley &
Broome, é uma das principais doengas do cafeeiro arabica, pois reduz a pro-
dutividade devido a desfolha das plantas e a morte de ramos (Matiello et
al., 2016; Zambolim, 2016). A interagédo entre o fungo e o cafeeiro pode ser
classificada como interacao do tipo “gene-a-gene” (Talhinhas et al., 2017),
que ocorre quando uma proteina R do cafeeiro, codificada em um gene de
resisténcia (gene R), reconhece especificamente um efetor do fungo (Barka
et al., 2017). Quando é reconhecido pelo cafeeiro, o efetor é classificado
como fator de aviruléncia ou avr, as reacdes de defesa do cafeeiro sdo en-
téo disparadas e os sintomas graves da ferrugem séo bloqueados. Quando
nenhuma proteina R reconhece os efetores de uma determinada raga de H.
vastatrix, reagcdes de defesa do tipo gene-a-gene deixam de ser ativadas e/
ou sdo ativadas tardiamente, o que permite que o fungo se instale e que os
sintomas da ferrugem se desenvolvam no cafeeiro. Alteragdes na sequéncia
dos genes de resisténcia das variedades de cafeeiros estao relacionadas
com alteracdes na sequéncia dos efetores presentes nas diferentes racas de
H. vastatrix. Por selecao natural, essa relagcéo vai resultar ora no aprimora-
mento da resisténcia de uma variedade de cafeeiro, ora no aprimoramento da
viruléncia e capacidade de causar doenga de uma raga de fungo (Flor, 1971).

A ocorréncia de alteragbes simultdneas em muitos genes relacionados
com qualquer caracteristica fenotipica € menos frequente do que a alteracao
em apenas um gene por geragao, assim, cafeeiros que expressam varios ge-
nes de resisténcia, quando sédo expostos aos fungos, tm mais chance de re-
conhecé-los, ativar as defesas e continuarem produtivos por longos periodos.
Esse fato é especialmente importante, pois o nimero de propagulos produzi-
dos pelos fungos é muito maior do que o numero de plantulas com gendtipos
novos produzidos por cultivares de cafeeiros considerando-se um mesmo
intervalo de tempo. Os fungos, portanto, estdo muito mais propensos a so-
frer e propagar alteragdes genéticas do que os cafeeiros ao longo do tempo.
Além disso, H. vastatrix conta com um mecanismo descrito recentemente de
sexualidade criptica, que aumenta a probabilidade do aparecimento de novos
efetores por recombinacéo entre genes de efetores pré-existentes (Carvalho
et al., 2011). Por fim, os fungos acessam rapidamente diferentes localidades,
por exemplo, quando os esporos, que sao produzidos aos milhées nos cam-
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pos, sao carregados pelo vento, em roupas ou em veiculos (Schieber, 1972)
e, assim, podem infectar cafeeiros suscetiveis. Quando o ambiente e o hos-
pedeiro lhes sédo favoraveis, os fungos colonizam uma area tao extensa dos
tecidos foliares dos cafeeiros, que provocam a queda de folhas de grande
numero de ramos inteiros (Schieber, 1972; Matiello et al., 2016).

Os produtos dos genes R dos loci S,1 a S 9 dos cafeeiros sdo protei-
nas de resisténcia a ferrugem. Dessa forma, o desenvolvimento de cultivares
com varios genes S, que codifiquem diferentes proteinas de resisténcia € de
extrema importancia para obter uma resisténcia duravel (Sera et al., 2010).
Ademais, foram registradas no Brasil, pelo menos, 15 racas de H. vastatrix
(Capucho et al., 2012; Zambolim, 2016), entre elas a raga XXXVII, que apre-
senta genes de viruléncia v2, 5, 6, 7 e 9, divulgada em artigo cientifico em
2009, a qual, a época, poderia ter infectado qualquer planta cultivada comer-
cialmente no Pais (Cabral et al., 2009).

A introgressdo de genes S .3 de Coffea liberica em C. arabica €&, entéo,
buscada ha varias décadas para conferir resisténcia a um maior nimero de
racas de H. vastatrix (Carvalho et al., 1977; Sera et al., 2007; Mahé et al.,
2008; Alkimim et al., 2017). Essa resisténcia seria duradoura, podendo che-
gar a mais de 50 anos, segundo observagoes dos Pesquisadores do Instituto
Agrondémico (IAC) (Conceicao et al., 2005). A Biologia Molecular, por sua vez,
pode contribuir com a analise da sequéncia e da estrutura dos genes de re-
sisténcia; com o desenvolvimento de marcadores moleculares que assistirao
o trabalho de selecao precoce de plantas com a configuracao genética ideal
ou préxima do ideal (entre as milhares que s&o produzidas ao longo dos
programas de melhoramento); e, potencialmente, com o desenvolvimento de
plantas com genes de resisténcia introduzidos por transgenia. Pesquisas em
que as ferramentas da Biologia Molecular sao utilizadas no melhoramento
sao oportunidades para a geragao e disponibilizagdo para a sociedade de cul-
tivares com muito valor agregado em tempo relativamente curto, o que € uma
vantagem no controle de doengas que se propagam com relativa facilidade.

O locus S 3 de C. arabica (espécie oriunda de hibridizag&o espontanea e in-
terespecifica entre C. eugenioides x C. canephora ocorrida ha milhdes de anos)
variedade cultivada IAPARS9 foi clonado e sequenciado por Ribas et al. (2011).
E uma regido com cerca de 250.000 pares de bases, onde existe um agrupa-
mento de oito genes, estando cinco deles em cromossomas oriundos do ances-
tral C. eugenioides e trés em cromossomas oriundos do ancestral C. canephora.
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Cada um dos genes que compdem o agrupamento S 3 codifica uma proteina
da familia CC-NBS-LRR. As CC-NBS-LRRs sao assim denominadas porque
apresentam um dominio amino-terminal com estrutura terciaria em forma de coi-
led-coil (CC), um dominio central de ligagéo a nucleotideos (nucleotide binding
sequence — NBS) e um dominio carboxiterminal que contém numero variavel
de motivos com frequéncia alta do aminoacido leucina, denominados leucine
rich repeats (LRR). Esse ultimo dominio & o que apresenta maior variabilidade
na sequéncia de aminoacidos dessas proteinas de resisténcia e € também o
dominio mais envolvido na interagao e reconhecimento dos efetores dos paté-
genos (ou outras proteinas da célula que sao expressas durante as reagdes de
defesa). O histdrico de duplicagbes, crossing over desigual, recombinagéo ec-
tépica, conversao génica e diversificagado induzida por selegdo que acompanha
as proteinas de resisténcia CC-NBS-LRRs em diversas espécies vegetais além
do cafeeiro, é atribuido a necessidade de interagir com patégenos que tém ciclo
de vida reduzido e grande capacidade de produzir efetores alternativos, confor-
me ja explicado. O agrupamento de varias CC-NBS-LRR em um mesmo locus
também néo é exclusividade dos cafeeiros (Nepal et al., 2017). A complexidade
dessas interagbes de reconhecimento e defesa entre planta e patdgeno é bas-
tante reconhecida e estudada (Bonardi; Dangl, 2012).

No entanto, apesar de possuir oito genes que codificam proteinas CC-NBS-
LRRs em seu locus S, 3, pelo menos seis deles completamente funcionais
(Ribas et al., 2011), a IAPAR59 é uma cultivar com fenétipo S, 3. Por outro
lado, a introgresséo de genes S 3 provenientes de IAC 1110 (cafeeiro BA-10
introduzido da india) em cafeeiros Catuai determinou, em discos de folhas das
plantas selecionadas apds os cruzamentos IAC 1110 x Catuai, a ocorréncia do
fendtipo de resisténcia a inoculagéo de fungos das ragas |, Il e lll, que tém os
efetores v2+v5, v5 e v1+v5, respectivamente (Conceigéo et al., 2005). Essas
informagdes permitem inferir a complexidade do funcionamento do S, 3.

Para o presente trabalho, os agrupamentos de genes de resisténcia da
familia CC-NBS-LRR em loci homologos ao S, 3 identificado por Ribas et al.
(2011) no IAPARS9 foram identificados nos genomas sequenciados recente-
mente de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides. Tendo identificado ho-
mologos do S,.3 em quatro genomas, verificou-se que ha diversidade quanto
ao numero e organizagao dos genes nesse locus e que a estrutura primaria
do dominio LRR das proteinas CC-NBS-LRR, que sdo produtos desses ge-
nes, diverge tanto dentro de cada genoma quanto entre diferentes genomas.
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Material e Métodos

As sequéncias de nucleotideos, incluindo os introns, que codificam os po-
lipeptideos publicados por Ribas et al. (2011), foram utilizadas para buscar
os homologos nos genomas de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides.
A partir das sequéncias de DNA gendmico recuperadas (ANGELO, 2021),
foram deduzidos os peptideos codificados pela regido carboxiterminal (596
residuos de aminodacidos da regido carboxiterminal, incluindo o dominio LRR)
de cada copia dos genes codificadores de CC-NBS-LRRs encontrada nos
agrupamentos S 3 dos diferentes genomas. Essas regites foram alinhadas
e comparadas utilizando o algoritimo de Fitch-Margoliash (taxa de substitui-
¢éo livre ao longo de toda a sequéncia; version 3.5¢, Phylogeny Inference
Package — PHYLIP? ) incluido no aplicativo BIOEDIT v.7.2.6 (Hall, 1999). Os
bioprojetos consultados no National Center for Biotechnology Information
(NCBI) até junho de 20198 foram C. arabica cv. Caturra Vermelho Cenicafé
(tetrapldide), PRINA 497895 sequéncias referéncia e nao referéncia; C. eu-
genioides (dipldide) acesso CCC68 do Cenicafé, Coldbmbia, PRJNA 508372
e PRJUNA 497891 sequéncias referéncia e nao referéncia; C. canephora dia-
ploide DH200-94 IRD Franca, PRJEB 4211. As sequéncias desse mesmo ge-
noétipo de C. canephora depositadas no Coffee Hub® também foram acessa-
das. Por fim, foram acessadas sequéncias do genoma de um individuo de C.
arabica (tetraploide), designado como CaOE ao longo do presente trabalho,
parte de populagéo silvestre natural da Etiépia, mantida ex situ no Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parana (IDR-Parana) (previamente denominado
lapar), em Londrina. O sequenciamento foi realizado pelo Consoércio Genoma
Café Arabica (ACGC). As sequéncias de aminoacidos analisadas ao longo
deste trabalho foram codificadas como: ARA para sequéncias de C. arabica,
depositadas no NCBI pela Johns Hopkins University (JH), classificadas como
reference sequences (RF) ou ndo; ARANP para CaOE, C. arabica silvestre
de origem etiope; CAN para sequéncias de C. canephora, depositadas no
NCBI ou no Coffee Hub; e EU para sequéncias de C. eugenioides, deposi-
tadas no NCBI pela Johns Hopkins University, classificadas como reference
sequences ou nao.

" Disponivel em: http://evolution.gs.washington.edu/phylip.html
8 Disponivel em: www.ncbi.nlm.nih.gov
9 Disponivel em: www.coffeehub.org
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Resultados e Discussao

Em todos os genomas acessados, as regides homologas ao S 3 de C. arabica
cv. IAPARS9 sequenciado por Ribas et al. (2011) foram localizadas em cromosso-
mas de numero 3. Diferentes nimeros de cépias dos genes codificando proteinas
CC-NBS-LRR reunidas no S,_3 foram encontrados nos diferentes genomas.

Em C. arabica silvestre de origem etiope (CaOE) foi observado que o
agrupamento apresenta organizagcao semelhante a registrada para a culti-
var IAPARS9 em Ribas et al. (2011) mas ha dois genes a menos em CaOE.
Portanto, o S;3 em CaOE ¢é formado por dois genes CC-NBS-LRR em cro-
mossomas no 3 oriundos de C. canephora (A®) e outros quatro em cromosso-
mas no 3 oriundos de C. eugenioides (AE) (Figura 1). A orientagdo dos genes
e o numero e tamanho dos espacadores entre eles é de 27,3 kb em A® e de
168,4, 14,8 e 26,9 kb em AF, o que é muito semelhante ao que foi descrito
para IAPARS9. A estrutura das diferentes cépias do gene inseridas no agru-
pamento também é bastante preservada, com o exon 1 variando de 1.040 a
1.045 pb, introns em torno de 250 pb e o0 exon 2 apresentando entre 1.773 e
1.795 pb. Uma das coépias do gene, ARANPS (Figura 1, seta 5) do comple-
mento AE em CaOE, tem, aparentemente, um coédon de terminagéo precoce
e pode ser um pseudogene, a semelhancga do que foi observado por Ribas et
al. (2011) para as copias B2-Ea e A2-Ea do IAPARS9.

N 27,3 kb N

3124906 5000000
E "
AT — ) :
168,4 kb 14,9 kb 26,9 kb

Figura 1. Organizagéo do agrupamento de genes de resisténcia a ferrugem no locus
8,3 de Coffea arabica silvestre de origem etiope (CaOE). As setas pretas indicam a
orientagéo e a localizagado de cada uma das seis copias de regides codificadoras de
proteinas R da familia CC-NBS-LRR. As setas vermelhas indicam a posigéo de duas
copias do gene que foram observadas na cultivar IAPAR59 (Ribas et al., 2011), mas
que estdo ausentes do genoma de CaOE. Os numeros nas extremidades da figura
indicam pares de base. A® = cromossoma 3 do complemento oriundo de C. canephora.
AE = cromossoma 3 do complemento oriundo de C. eugenioides. A representagdo ndo
esta em escala, portanto as posigdes sdo aproximadas. Os numeros de 1 a 6 dentro
das setas sao simples indicagdes da ordem em que os genes foram encontrados nos
cromossomas, de acordo com a montagem disponivel até junho de 2019.
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No cromossoma 3 de C. eugenioides CCC68, cujo genoma esta disponivel
para a consulta no site do NCBI, foram encontradas quatro copias de genes
R e espacgadores de 219, 15 e 16 kb, aproximadamente. Em C. canephora
DH200-94, foram encontradas quatro copias no cromossoma 3, espagadas
por 226, 16 e 11 kb. Em cada um desses dois ultimos genomas, uma
copia isolada do gene foi localizada nos cromossomas 6, portanto fora dos
agrupamentos S 3 onde as demais copias se organizaram. Em C. arabica
cv. Caturra, foram encontradas quatro copias do gene, com espacadores de
7,5, 182 e 19 kb entre cépias, todas no complemento gendmico oriundo de
C. canephora. Uma das quatro copias (ARAJH4) parece ter um cédon de
terminacao precoce e pode tratar-se de um pseudogene.

A diversidade da sequéncia das regides carboxiterminais, incluindo os
dominios LRR (596 aminoacidos em peptideos deduzidos da sequéncia
dos genes) de 44 peptideos CC-NBS-LRRs foi avaliada. Essas regides
(ou dominios) foram escolhidas para a avaliagdo por sua importancia, ja
mencionada, para a especificidade da interacdo dos cafeeiros com as
diferentes ragas de H. vastatrix (Ribas et al., 2011; Nepal et al., 2017). Na
avaliagao, foram incluidas todas as copias de peptideos reunidas nos loci
S,,;3 dos cromossomas 3, assim como aquelas nos cromossomas 6, de todos
os genodtipos citados das espécies C. arabica, C. canephora e C. eugenioides
disponibilizadas para consulta on-line, ou de CaOE. Também foram incluidos
na avaliagao de diversidade os peptideos deduzidos das oito copias de genes
Ridentificadas no locus S 3 do genoma de IAPARS9 (contando com as copias
A2-E? e B2-E?, que apresentam codons de terminagéo precoces) e das quatro
copias de genes R identificadas no genoma de C. canephora IF200 por Ribas
et al. (2011). As sequéncias designadas como de referéncia (curadas pelo
NCBI) e as sequéncias nao referéncia (também depositadas no NCBI) dos
genomas de C. arabica var. Caturra e C. eugenioides CCC68 e aquelas de
C. canephora depositadas no Coffee Hub e no NCBI foram avaliadas. Esse
procedimento foi adotado para estimar quanto de variabilidade pode ter
origem em artefatos de sequenciamento ou de montagem das sequéncias
homédlogas e homedlogas identificadas nos diferentes genomas. Um
fragmento (aminoacidos 300 a 400, dos 596 que foram avaliados) de cada
uma das 44 sequéncias de peptideos deduzidos para dominios LRR, em
alinhamento, pode ser visto na Figura 2.
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Figura 2. Fragmentos de dominios LRR em proteinas R do locus S 3 de cafeeiros.
As letras em diferentes cores séo os codigos para os diferentes aminoacidos e os
pontos sao indicagdes de que o aminoacido encontrado na primeira sequéncia do
alinhamento A2Ca repete-se nas demais. Nos nomes das sequéncias (extrema
esquerda da figura), EU = C. eugenioides, ARA = C. arabica, CAN = C. canephora
DH200-94. JH = sequéncias de C. arabica cv. Caturra e C. eugenioides depositadas
no banco de genes do NCBI pela Universidade Johns Hopkins. RS = sequéncia
identificada como reference sequence no NCBI. NP = sequéncia presente no
genoma de C. arabica silvestre de origem etiope (CaOE). A_ e B_ = sequéncias
publicadas por Ribas et al. (2011), para C. arabica cv. IAPAR59 (Ca e Ea) ou C.
canephora IF200 (Cc). Motivos LRR, ricos no aminoacido leucina e importantes para
o reconhecimento dos efetores Avr de Hemileia vastatrix, estdo indicados sobre o
alinhamento por tragos em cor laranja. Os peptideos ANANP5, ARAJH4 e B2-Ea e
A2-Ea podem ser pseudogenes.

Um dos motivos LRR presente nos peptideos deduzidos esta representa-
do na Figura 3A e a distribuicdo de motivos LRR na sequéncia do peptideo
CANHUBS5, de C. canephora DH200-94 esta representada na Figura 3B.
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Figura 3. Sequéncia e organizagcdo de motivos LRR em proteinas CC-NBS-LRR
reunidas em loci S_3 de cafeeiros. (A) A altura das letras que indicam os diferentes
aminoacidos corresponde a frequéncia deles em cada posi¢gado (nUmeros abaixo da
figura) no alinhamento das 44 sequéncias analisadas (vide Figura 2, primeiro motivo
LRR identificado pelo trago laranja). L é o cédigo de uma letra para o aminoacido
leucina, que foi, nas posi¢des 296, 306, 313, 316 e 319 preservado em todos os
peptideos analisados para este trabalho. A frequéncia alta de aminoacidos leucina
€ a caracteristica primordial dos motivos LRR. (B) organizagdo dos oito motivos
LRR (setas) no peptideo deduzido para o gene CANHUBS5/CANNCBI5 codificado no
cromossoma 3 de C. canephora DH200-94.

Na Figura 4, observa-se o agrupamento de 42 peptideos (foram excluidos
do agrupamento ARANP5 e ARAJH4, que parecem ser pseudogenes com
cédons de terminagdo muito precoces) representantes dos dominios LRR
(regides carboxiterminais das proteinas CC-NBS-LRR), segundo a semelhancga/
identidade entre os aminoacidos encontrados em cada posicao (de 1 a 596).
O agrupamento resultou na composi¢ao de seis ou sete subgrupos principais.
Nos subgrupos mais populosos, como o 3 e 0 6, peptideos de C. arabica e C.
canephora ficaram reunidos. Os subgrupos 2 e 5 s&o restritos a sequéncias
codificadas nos genomas de C. eugenioides e C. canephora. Subgrupo
espécie-exclusivo foi formado por peptideos de C. eugenioides (subgrupo 4).
Para C. arabica, o subgrupo 7 contou com contribuicdes de peptideos dos
genomas de CaOE e de IAPARS9. Ademais, sequéncias do S 3 de um mesmo
gendtipo ficaram dispersas pelos diversos subgrupos. Esse resultado pode
indicar que os peptideos ficaram agrupados principalmente de acordo com a
especificidade/fungéo, preservada durante a evolugido ou a selegéo de plantas
resistentes em programas de melhoramento e n&o de acordo com o gendtipo
ou espécie em que foram encontrados. O agrupamento de acordo com o
gendtipo indicaria a ocorréncia mais significativa de diversificagéo paralela e
independente em cada espécie ou gendtipo.
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O subgrupo 2 (Figura 4) reuniu todas as sequéncias codificadas nos cro-
mossomas 6 de C. canephora e C. eugenioides. A exce¢ao nesse subgrupo
foi a presenca de um peptideo de C. eugenioides (EUJH1, ndo referéncia) que
esta codificado no cromossoma 3. No entanto, a sequéncia de referéncia cor-
respondente — EUJHRS1 — ficou incluida no subgrupo 5. Essa conformacgao
sugere que, na sequéncia EUJH1, existe alguma falha de sequenciamento ou
montagem que foi corrigida para gerar a sequéncia de referéncia EUJHRS1,
pois a copia do gene R denominada EU..1 esta localizada no cromossoma 3
como as demais sequéncias que codificam peptideos do subgrupo 5, e ndo no
cromossoma 6 como as sequéncias que codificam peptideos do subgrupo 2.

A1Ea
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EUJARS?
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ARAJHRS4
ARAJH3
e EUJH1
< GANNCBI5 2
CANHUBS
EUJHRSS
BCc
B Ca
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B2 Ea
ARAJHRS1
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HR 4
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= CANHUB2
A3 Cc
A3 Ea
A1 Ca
A1 Cc 6
A2 Ea
A2 Cc
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ARANP = C. arabica de origem etiope (CaOE)
EU = C. eugenioides ARAJH2
CAN = C. Canephora QSQ#AI;SZ
A1 - B = sequéncias em C. arabica IPR59 (Ea e Ca) ARANP1

e em C. canephora Cc (Ribas et al. 2011) A2 Ca 7

/\

O 4

Figura 4. Agrupamento de regides carboxiterminais de peptideos deduzidos a
partir da sequéncia de nucleotideos que codificam proteinas R da familia CC-NBS-
LRRs agrupadas no locus 8,3 de cafeeiros. O agrupamento foi realizado utilizando
o algoritimo de Fitch-Margoliash para reunir as sequéncias de acordo com a
semelhanga entre os aminoacidos que as constituem, sem considerar mecanismos
evolutivos que interferem na substituicdo de um aminoacido por outro em posi¢des
correspondentes de cada sequéncia. Sequéncias ARANP (sublinhadas) sao
codificadas em cromossomas oriundos de C. eugenioides em C. arabica silvestre de
origem etiope (CaOE). Sequéncias ARANP (ndo sublinhadas) sdo codificadas em
cromossomas oriundos de C. canephora.
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Sequéncias de C. arabica cv. IAPAR59 publicadas por Ribas et al. (2011) e
de CaOE, ficaram distribuidas por quatro (1, 3,6 e 7) e trés (1, 6 e 7) subgrupos,
respectivamente (Figura 4). No subgrupo 1, ficaram as sequéncias ARANP4
e A1-Ea codificadas no complemento cromossdmico AF e, no subgrupo 7,
as sequéncias ARANP1 e A2-Ca codificadas no complemento A®, tanto em
IAPARS9 quanto em CaOE. Segundo Rodrigues Junior (1975) e Bettencourt
e Rodrigues (1988) citados por Silva et al. (2006), cafeeiros arabica puros
de origem etiope podem ter alelos S 1, S 2, S 4 e S5, mas o §,3 nédo &
mencionado. Os peptideos deduzidos para os genes de C. arabica cv. Caturra
também se distribuiram pelos subgrupos 1, 3 e 6. O niumero de proteinas R
codificadas no locus S 3 da cultivar Caturra e naquele de CaOE € menor do
que o encontrado no S, 3 da cultivar IAPARS9. Na cultivar Caturra, classificada
como hiper suscetivel a ferrugem (Zambolim, 2016), as quatro copias de
genes R do locus S, 3 estdo no cromossoma 3 de ancestral C. canephora (A°)
e uma dessas copias — ARAJH4 — aparentemente nado é funcional, devido a
ocorréncia de um codon precoce de terminagao da tradugédo. No subgrupo
1, também estao sequéncias EUJH2/EUJHRS2 codificadas no cromossoma
3 de C. eugenioides cuja composicao de aminoacidos € muito similar nos
depositos de referéncia e nao referéncia disponiveis no NCBI.

Interessante notar que os quatro peptideos LRR codificados nos
cromossomas 3 de C. canephora DH200-94 (CAN..1-3) e de IF200 (A1 até
A3-Cc e B-Cc de Ribas et al., 2011) ocuparam principalmente os subgrupos
3 e 6 (Figura 4). Os genes S 6 a S, 9 foram identificados em C. canephora
(Rodrigues Junior, 1975; Bettencourt; Rodrigues, 1988, citados por Zambolim,
2016). A excegéao a esse arranjo foi CAN..4, que ficou no subgrupo 5, no qual
ocorreu uma divergéncia de sequéncias segundo os genotipos C. canephora
ou C. eugenioides. Duas das sequéncias em cada uma dessas espécies sao
mais semelhantes entre si do que as restantes da mesma espécie e foram
reunidas em um mesmo grupo: EUJH1 codificada no cromossoma 3 (mas
vide a mencgéao anterior sobre a discrepancia entre EUJH1 e EUJHRS1, neste
mesmo trabalho) e EUJH5/EUJHRSS8 codificadas no cromossoma 6 n&o
referéncia e referéncia de C. eugenioides, respectivamente, que ficaram no
subgrupo 2 e CANNCBI2/CANHUB2 e CANNCBI3/CANHUBS3, codificadas no
cromossoma 3 de C. canephora DH200-94, que ficaram no subgrupo 6.

Em C. canephora DH200-94, CANHUB1 é a copia mais préxima da
extremidade do cromossomo 3 e é extremamente similar a CANNCBI1,
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que é codificada no contig com numeracgéo de scaffold mais baixa no NCBI.
CANHUB1 e CANNCBI1 sdo extremamente parecidas e ficaram no subgrupo
3 (Figura 4) e assim por diante com os peptideos deduzidos para todos os
genes no S 3 desse gendtipo, que apresentaram-se quase idénticos nos dois
bancos de dados, Coffee Hub e NCBI. Essa correspondéncia perfeita denota
a excelente qualidade do sequenciamento e processamento dos dados
referentes ao genoma de C. canephora DH200-94. Essa qualidade permite
considerar que os pares de peptideos deduzidos CANNCBI2/CANHUB2 e
CANNCBI3/CANHUB3 apresentem especificidade semelhante quanto a
interacdo com efetores de patdégenos porque foram os dois Unicos pares de
sequéncias de C. canephora DH200-94 que ocuparam juntos um mesmo
subgrupo (o de numero 6).

Para sequéncias de C. eugenioides e C. arabica var. Caturra, entretanto,
serdo necessarias mais analises antes que hipotese semelhante possa
ser considerada. As sequéncias referéncia (JHRS) na Figura 4 e nao
referéncia (JH apenas) de C. eugenioides nem sempre foram agrupadas
em um mesmo subgrupo, ja que ha muitas divergéncias entre os diferentes
depdsitos nos bancos de genes. Como exemplos, EUJH1 que ficou no
subgrupo 2 enquanto a EUJHRS1 esta no subgrupo 5 como ja mencionado,
e EUJH3 no subgrupo 5, enquanto EUJHRS3 esta no subgrupo 4. EUJH5 e
EUJHRS8 sao ambas codificadas pelas cépias “mais a 3’ no cromossoma
6 de C. eugenioides, mas no cromossoma de referéncia depositado no
NCBI ha, pelo menos, trés fragmentos de genes com homologia quase
completa a partes do dominio LRR que estdo ausentes do cromossoma 6
nao referéncia do mesmo genatipo.

Sabendo-se que as combinagdes das variantes estruturais dos genes
incluidos no locus S,3 apresentam potencial para explicar parte das
reacgdes de defesa das diferentes variedades de cafeeiros contra diferentes
racas de H. vastatrix, espera-se, em experimentos futuros com a inclusao
de cafeeiros S 3", como C. liberica (Prakash et al., 2004; Zambolim, 2016),
e analise do padrao de expressao dos diferentes genes dos agrupamentos
quando desafiados pelos fungos, contribuir para a compreensdo de como
isso ocorre.
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Conclusoes

A conformacgédo dos agrupamentos de genes R que codificam proteinas
da familia CC-NBS-LLR, encontrados nos loci S 3 de seis genotipos de
cafeeiros, permite afirmar que os loci sdo complexos e multialélicos no
género Coffea. Parte da diversidade nesses loci € consequéncia de artefatos
de sequenciamento e montagem dos dados dos genomas, e parte é real e
deve estar relacionada, em conjunto com outros fatores, com a complexidade
das interacdes entre os cafeeiros e as diversas ragas de H. vastatrix.
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