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RESUMO

SILVA, Lucas Fagundes da, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2022. Analise de elementos transponiveis em Hemileia vastatrix e Coffea spp.
Orientador: Laércio Zambolim. Coorientadora: Eveline Teixeira Caixeta

A ferrugem do cafeeiro é causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. & Broome, um
parasita obrigatério que infecta folhas de plantas do género botanico Coffea. Entre
as espécies cultivadas deste género, Coffea arabica é a mais suscetivel. A desfolha
precoce pode levar a morte de ramos, seguido de perdas da produtividade no ano
subsequente. Os danos podem alcancar indices de 50% quando as condicoes sao
favoraveis. H4 um consenso que existe grande variabilidade genética na populagéo
de H. vastatrix e o surgimento de novas ragcas sdo um grande desafio para 0 manejo
da doenca. A raca Il de H. vastatrix € a mais prevalente e a ragca XXXIII suplantou a
resisténcia de algumas cultivares comerciais de C. canephora no Brasil. No entanto,
como o ciclo sexual ainda € parcialmente descrito, ndo sdo claros quais sao
mecanismos-chave de variabilidade genética ligados ao surgimento de racas em H.
vastatrix. Nesse contexto, os elementos transponiveis (ETs) podem ser uma
abordagem promissora, porém, pouco explorada nos estudos que visam a
compreender a variabilidade genética em ragas de H. vastatrix. Este trabalho teve
como objetivo verificar o impacto de retrotransposons e elementos transponiveis de
DNA nos genomas de H. vastatrix, C. arabica, C. canephora e C. eugenioides.
Foram desenvolvidos scripts de bioinformaticas para identificacao, caracterizagao e
analise da divergéncia genética. No capitulo |, foram identificados ETs expressos
nas interacdes de compatibilidade entre H. vastratrix e o cafeeiro. No capitulo Il, as
populacbes dos ETs foram estruturadas de acordo com as espécies de café
analisadas. No capitulo Ill, genétipos de café arabica foram agrupadas em fungao do
padréo de resisténcia as racas Il e XXXIll de H. vastatrix. Este trabalho relata novos
ETs e apresenta novas informagdes sobre seus os impactos na coevolugéo entre o

H. vastatrix e cafeeiro.

Palavras-chave: Transcriptoma. Hemileia. Coffea. Transposons.



ABSTRACT

SILVA, Lucas Fagundes da, D.Sc. Universidade Federal de Vigcosa, November,
2022. Analysis of transposable elements in Hemileia vastatrix and Coffea spp..
Adviser: Laércio Zambolim. Co-adviser: Eveline Teixeira Caixeta.

The Coffee leaf rust is caused by the fungus Hemileia vastatrix Berk. & Broome, an
obligate parasite that infects leaves of plants of the botanical genus Coffea. Among
the cultivated species of this genus, Coffea arabica is the most susceptible. Early
defoliation can lead to the death of branches, followed by productivity losses in the
following year. Damage can reach rates of 50% when conditions are favorable. There
is a consensus that there is great genetic variability in the population of H. vastatrix
and the emergence of new races is a great challenge for the management of the
disease. The race Il of H. vastatrix is the most prevalent, and race XXXIIl has
overcome the resistance of some commercial varieties of C. canephora in Brazil.
However, as the sexual cycle is still partially described, it is not clear what are the key
mechanisms of genetic variability linked to the emergence of races in H. vastatix. In
this context, transposable elements (TEs) can be a promising approach. However,
little explored in studies that aim to understand impacts transposable elements on
genetic variability in H. vastatrix. This work aimed to verify the impact of
retrotransposons and DNA transposons on the genomes of H. vastatrix, C. arabica,
C. canephora, and C. eugenioides. Bioinformatics scripts were developed for
identification, characterization and analysis of genetic divergence of TEs. In chapter
|, TEs expressed in compatibility interactions between H. vastratrix and Coffee spp.
were identified. In chapter I, populations of transposable elements were structured
according to the analyzed coffee species. In chapter lll, Coffee arabica genotypes
were grouped according to the pattern of resistance to H. vastatrix races |l and
XXXIII. This work reports new ETs, and their impacts on the coevolution between H.
vastatrix and Coffea spp..

Keywords: Mobile DNA. Transcriptome. Coffee Leaf Rust.
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1. INTRODUCAO

O café esta entre as commodities agricolas mais importante do mundo, com
um valor de mercado estimado em 70 bilhdes de dolares. O cultivo do cafeeiro € a
principal fonte de renda para mais de 100 milhées de pessoas em mais de 60 paises
(ICO, 2020). O consumo mundial de café é estimado em 165 milhdes de sacas de
60kg e esta crescendo paulatinamente nos principais mercados consumidores. Na
Europa, o consumo em 2020 foi de 54 milhdes de sacas e representa um aumento
de 1,2% em relagdo ao ano anterior. Os paises dos continentes Asiatico e Oceania
consumiram 36 milhdes de sacas (aumento de 1,5%), seguidos da América do Norte
(30 milhdes de sacas e crescimento de 1,5%), América do Sul (25 milhdes de sacas
e aumento de 1,0%) e os paises que integram o continente Africano consumiram 12
milhdes de sacas (Observatoério do Café, 2021).

As duas principais espécies de café cultivadas, Coffea canephora e Coffea
arabica, correspondem por 40% e 60%, respectivamente, da producdao mundial. A
producéo brasileira de café é estimada em 50 milhdées de sacas, sendo 33 milhdes
de sacas de café arabica. Em relagdo ao café conilon, a produgéo estimada é de 17
milhdes de sacas. Em 2022, a area total destinada a cafeicultura (arabica e conilon)
é de 2.242 mil hectares no Brasil (Conab, 2022).

Apesar da importancia da producao de café para seguranga alimentar de
varios paises, fatores abidticos e bibticos limitam a produgdo em todo o mundo
(Talhinhas et al. 2017). Dentre os fatores bibticos, as doencas estdo entre os
principais problemas capazes de inviabilizar a produg&o. A doenga mais importante
é a ferrugem do cafeeiro causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix. A doenca
pode causar até 50% de perdas nas lavouras brasileiras quando as condigdes sao
favoraveis (Zambolim, 2016).

Dentre as estratégias de manejo integrado para doenca, a adocdo de
cultivares resistentes € considerada medida de controle fundamental para reduzir o
uso de fungicidas. Entretanto, a alta variabilidade genética presente na populagao de
H. vastatrix € um desafio obtencédo de cultivares resistentes em grande escala no
mesmo espaco-tempo que as epidemias ocorrem (Avelino et al. 2015; Zambolim,
2016; Sousa et al. 2019). Entre 2012 e 2018, biotipos virulentos causaram uma
grave epidemia nos paises da América Latina e os impactos sociais foram
expressivos (Avelino et al. 2015).
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A variabilidade genética presente H. vastatrix € um fator preocupante e o
surgimento de novas racas € uma ameaca constante a cafeicultura. Atualmente,
mais de 50 ragas fisiologicas de H. vastatrix foram identificados em clones
diferenciais de café do CIFC (Centro de Investigacdo de Ferrugens do Cafeeiro -
Portugal) em todo mundo, sendo a raca Il de maior prevaléncia (Talhinhas et al.
2017; Zambolim e Caixeta, 2021). As racas de H. vastatrix sdo determinadas pelo
padrédo de infeccdo em clones de cafeeiros diferenciadores. Entretanto, a série
diferenciadora € restrita e pode limitar a identificagdo de patdtipos com amplo
espectro de viruléncia. O CIFC relatou a existéncia de pelo menos 10 isolados do
fungo néo diferenciados. Na Universidade Federal de Vigosa foram encontrados 16
racas e 17 patétipos nas populagdes brasileiras (Zambolim e Caixeta, 2021).

A resisténcia duravel contra a ferrugem do cafeeiro é uma busca constante
nos programas de melhoramento. O pilar da resisténcia duravel é o desenvolvimento
de cultivares que contemplem boas caracteristicas agronémicas e resisténcia aos
bidtipos agressivos e/ou virulentos prevalentes (Vale et al. 2001). No Brasil, as ragas
Il e XXXIIl sdo as mais importantes (Capucho et al. 2012; Cabral et al. 2016). A raca
Il € a de maior prevaléncia nas areas de cultivo e a da raga XXXIIl possui
capacidade de infectar as principais cultivares de café conilon e café arabica. Nesse
contexto, torna-se importante monitorar as cultivares disponiveis no mercado, pois 0
lancamento de uma nova cultivar pode demorar até 30 anos.

Neste sentido, compreender os mecanismos de variabilidade genética que
expliquem a emergéncia de racgas fisiologicas ou subpopulagdes em H. vastatrix ao
nivel molecular € essencial (Talhinhas et al. 2017). A descricdo destes mecanismos
pode otimizar a condugdo dos experimentos que visam obter cultivares com resis-
téncia duravel e monitorar epidemias emergentes. Nao sdo claros os mecanismos
genéticos intrinsecos ao aparecimento de novas ragas, bem como 0s mecanismos
de defesa do cafeeiro relacionados ao ataque de fitopatégenos. Nesse contexto, os
estudos com elementos transponiveis podem ser promissores para elucidar a estru-
tura populacional do fungo e do cafeeiro.

Os elementos transponiveis podem influenciar a evolugdo dos genomas e
modificar as funcées de genes associados a viruléncia. Isto porque os elementos
transponiveis causam delecoes, inversdes, contracdo e expansao de sequéncias de
DNA ao longo do genoma de fungos. Em fungos causadores de ferrugens, como

Austropuccinia psidii, os elementos transponiveis podem corresponder a cerca de
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90% do genoma (Tobias et al. 2021). Em plantas, elementos transponiveis sao ca-
pazes de influenciar o desenvolvimento de plantas como milho, citros, arroz, ervilha
e soja (Lisch, 2013; Bennetzen e Wang, 2014).

Os elementos transponiveis descritos neste trabalho podem contribuir em es-
tudos futuros da coevolugédo do patossitema, bem como auxiliar na compreensao de
eventos chaves relacionados ao processo infeccioso, viruléncia, resisténcia, susceti-
bilidade, imunidade e como H. vastatrix e cafeeiro se adaptaram em nichos ecologi-
Cos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ferrugem do cafeeiro

A ferrugem do cafeeiro causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix Berk.
& Broome foi relatada pela primeira vez no territério brasileiro em 1970 no sul da
Bahia e rapidamente disseminou-se para todas as regides produtoras de café do
pais (Chaves et al. 1970). A doenca é encontrada em todas as regides que
produzem Café arabica (Coffea arabica) e Café conilon (Coffea canephora), sendo
considerada a principal doenga da cultura no Brasil e no mundo (Zambolim 2016;
Talhinhas et al. 2017). Entre 2012 e 2018, paises da América Central enfrentaram
uma das mais graves epidemias da histéria da producdo mundial de café e os
prejuizos variam entre 30% e 90% nos paises produtores. E mais grave ainda,
houve perdas significativas no ambito social. Estima-se que na safra 2012/2013
foram perdidos cerca de 374000 empregos sendo constatado uma forte presséo
migratéria rumo a América do Norte em diversos paises da América Central (Avelino
et al. 2015).

O periodo critico para infeccdo ocorre quando as folhas estdo jovens e
expostas a alta umidade relativa. A doencga costuma ser menos severa no Brasil em
altitudes acima de 1.200 m, ambientes secos e temperaturas menores que 16 °C e
maiores que 30 °C. Na América Central e Caribe, a doenca é severa em cultivos em
locais com altitudes acimas de 1200 metros. A ferrugem do cafeeiro € uma doenca
tipicamente policiclica e a duragdo do periodo latente varia de 20 a 55 dias em
condicoes de campo (Capucho et al. 2013a; Zambolim, 2016).
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O fungo pertence a classe Basidiomycota, ordem Pucciniales e infecta
somente plantas do género Coffea. Sao conhecidos trés tipos de esporos produzidos
pelo fitopatdgeno: telidsporos, ureddsporos e basididsporos ndo infectivos, sendo
que os ureddsporos dicaridticos (n + n’) sdo considerados os mais importantes na
epidemiologia da doenca (Fernandes et al. 2009; Carvalho et al. 2011).

O ciclo de vida do fungo inicia pela germinagao dos ureddsporos na superficie
abaxial das folhas com orvalho. Cada ureddsporo, ao germinar, produz um tubo
germinativo, e na sua extremidade, uma estrutura denominada apressoério. Ao entrar
em contato com células estomaticas, o apressério origina uma hifa de penetracéo e
atravessa o ostiolo estomatico. Em seguida, a hifa de penetracéo diferencia-se em
micélio e inicia a colonizagdo intercelular do meséfilo (McCain e Hennem, 1984). O
fungo penetra nos espacgos intercelulares e na parede celular das células vegetais.
Em seguida, é formado uma estrutura denominada haustorio, cuja funcado € a
retirada de nutrientes do citoplasma das células da planta para o fungo através de
um gradiente eletroquimico gerado pelo pareamento de membranas celulares entre
o patégeno e o hospedeiro (Talhinhas et al. 2017).

Os sintomas iniciam-se com manchas cloréticas translicidas na face abaxial.
Apos alguns dias surgem pustulas contendo ureddsporos. A lesdo também pode ser
visualizada na face adaxial em correspondéncia a face abaxial, mas raramente
formam-se esporos. Com o passar do tempo, surge uma area necrética no centro
das lesbes. Em epidemias severas, a desfolha generalizada causada pela ferrugem
no ano anterior pode ocasionar a seca precoce dos ramos e comprometer a safra
seguinte, especialmente para o café arabica (Zambolim, 2016).

A doenca pode ser manejada integrando véarios métodos e medidas de
controle. A aplicacédo de fungicidas sistémicos DMIs (triazéis) e Qol (estrobilurina) é
amplamente utilizada, mas ndo deve ser adotada sem critérios racionais para
tomada de decisdo sobre o numero de aplicacbes € o momento de controlar a
doenca (Capucho et al. 2013b). O uso combinado de fungicidas multissitios a base
de cobre com fungicidas sistémicos possui vantagem adicional de fornecer cobre as
plantas, além de reduzir o risco de selecédo de populacdes do fungo resistentes aos
fungicidas (Souza et al. 2011).

O controle genético é considerado o método ideal para 0 manejo de doencas
e diversas variedades de café resistentes foram desenvolvidas no pais. Estas
variedades foram obtidas a partir do cruzamento com fontes de resisténcia de
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colecoes de germoplasma presentes no Brasil e em Portugal (Zambolim, 2016). Os
programas de melhoramento preventivo do café para obtencdo de cultivares
resistentes a ferrugem iniciaram-se na década de 1950 por meio de uma parceria
entre o CIFC (Centro de Investigacao das Ferrugens do Cafeeiro) e o IAC (Instituto
Agronoémico de Campinas) (Rodrigues et al. 1975; Pereira et al. 2013; Zambolim,
2016).

Ap6s a chegada da ferrugem no Brasil, o melhoramento genético foi
expandido e instituicoes publicas fomentam as atividades de inovagcao pesquisa e
desenvolvimento para obtencdo de cultivares de café arabica resistente, em
destaque: Epamig (Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais; UFV
(Universidade Federal de Vigosa): especialmente apds instalacdo do Departamento
de Fitopatologia motivada pelo chegada da ferrugem; UFLA (Universidade Federal
de Lavras); Fundacao Procafé: antigo Instituto Brasileiro de Café; IDR-Parana
(Instituto de Desenvolvimento Rural do Parand) e Embrapa (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria). Atualmente, essas instituicbes sdo apoiadas pelo
Consorcio Pesquisa Café gerenciado por unidades descentralizadas da Embrapa
Café (criada em 1999) (Sera et al. 2022).

Um Banco de Germoplasma de Café contendo acessos de diversas espécies
do género Coffea é mantido pelo Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigcosa. Os acessos possuem diferentes niveis de resisténcia a ferrugem
e sao mantidas em areas experimentais, campos de adaptagdo e casa-de-
vegetacdo. Dentre as cultivares e o genoétipos que sdo mantidos no banco de
germoplasma, as populacdes derivadas do Hibrido de Timor Cachimor, Catimor,
Cavimor, CIFC 832/1, CIFC 832/2 e Sarchimor sao importantes fontes de resisténcia
a ferrugem. Parte desses gendtipos resistentes sdo utilizados em programas de
melhoramento do cafeeiro e genes que conferem resisténcia sao piramidados em
cultivares comerciais por meio de selecao assistida por marcadores moleculares.
(Almeida et al. 2021). Alguns sdo também portadores de resisténcia aos nematoides
das espécies Meloidogyne exigua e M. incdgnita (Rezende et al. 2017).
Recentemente, foram encontrados genes de resisténcia ao fungo Colletotrichum
kahawae, agente etiologico da antracnose dos frutos verdes (Silva et al. 2018).

2.2. O sistema imune do cafeeiro e racas fisiologicas de Hemileia vastatrix
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As plantas desenvolveram um complexo sistema de defesa contra o ataque
dos fitopatégenos. Dado que os fitopatbgenos superam barreiras fisicas e
bioquimicas que bloqueiam a penetragéo, as proteinas receptoras de plantas iniciam
vias de sinalizagdo em cascata e modulam um complexo sistema de expressao
génica para restringir ou bloquear a colonizacdo do tecido hospedeiro pelo
fitopatogeno (Jones et al. 2006). O sistema imune vegetal € baseado na
competéncia da planta hospedeira em reconhecer moléculas invasoras, realizar
transducéo de sinal e responder ao ataque do fitopatdbgeno com a ativacado de vias
metabdlicas que envolvem muitos genes e seus produtos. Por outro lado, os
fitopatégenos tentam suprimir mecanismos de expressao génica e rotas metabdlicas
do sistema de defesa das plantas (Andersen et al. 2018).

Sob a perspectiva didatica, é possivel classificar moléculas de fitopatégenos
que desencadeiam respostas de defesa em dois grandes grupos: i) PAMPs
(Pathogen associated molecular patterns); ii) Proteinas efetoras (Jones et al. 2006;
Thomma et al. 2011; Franceschetti et al. 2017). Os exemplos classicos de PAMPs
sdao moléculas constitutivas ou estruturais do fitopatégeno, tais como, flagenilas,
peptidoglicano, lipopolissacarideos, glucanos de oomicetos e quitina fungica. As
plantas possuem proteinas de resisténcia que reconhecem PAMPs e disparam a
primeira linha de defesa, denominada de PTI (PAMP-triggerd immunity). Esta
categoria de defesa é controlada por genes geralmente mais conservada em plantas
ao nivel taxonébmico de género botanico. As respostas de defesas mais comuns em
PTI incluem deposicdo de calose, producdo de compostos antimicrobianos, como
espécies reativas de oxigénio, compostos fendlicos e acumulo de proteinas de
defesa (Hind et al. 2011; Chang et al. 2012; Aucique-Pérez et al. 2020).

O reconhecimento por parte da planta de proteinas efetoras dos fitopatégenos
durante o parasitismo pode disparar a segunda linha de defesa conhecida como ETI
(effector-triggered immunity). Estd linha de defesa é geralmente mais rapida,
especifica, prolongada e com efeitos mais robustos na expressao fenotipica da
resisténcia contra fitopatdégenos (Jones et al. 2006; Lo Presti et al. 2015). A ETI
possui receptores intracelulares com dominios NB (nucleotide-binding) e LRR
(leucine-rich repeat) que realizam o reconhecimento de efetores (proteinas Avr) do
patégeno. O reconhecimento das moléculas efetoras nas células vegetais, pelas
proteinas de resisténcia, esta normalmente associado a reagdao de

hipersensibilidade (HR) e resisténcia sistémica adquirida (Henry et al. 2013).
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Diversos trabalhos baseados em repostas de defesas desencadeadas por PTI
e ETI estdo sugerindo modelos bioldgicos promissores para explicar o surgimento de
subpopulagdes em fungos que causam ferrugens (Andersen et al. 2018; Li, et al.
2019; Figueroa et al. 2020). Yin e colaboradores em 2019 demostraram que a
proteina efetora PgtSR1, codificadas por dois alelos de um gene (PgtSR1-a e
PgtSR1-b), do fitopatdégeno da ferrugem-do-caule-do-trigo Puccinia graminis f. sp.
tritici, suprime o silenciamento de RNA do hospedeiro. A proteina efetora PgtSR1
impede as respostas de defesas ao modular pequenos RNAs que afetam a resposta
de hipersensibilidade. Ramachandran e colaboradores (2017) sugerem que a
expressao heterdloga da proteina efetora Shr7 de Puccinia striformis em
Pseudomonas fluorescens pode suprimir multiplas respostas de defesas ligadas a
reacao de hipersensibilidade em N. benthamiana e trigo.

Os estudos com o patossistema Hemileia vastatrix e Coffea spp. que
associam proteinas de viruléncia em subpopulagbes sdo escassos. Ha um consenso
que existe uma grande variabilidade genética na populacdo de H. vastatrix e
periodicamente novas racas e novos patétipos sao descritos na literatura (Zambolim
e Caixeta, 2021). No entanto, ainda ndo sao claros quais sdo mecanismos centrais
que associam proteinas efetoras e a ontogenia das racas em Hemileia vastatrix. As
mutagbes em genes que codificam proteinas de viruléncia s&o hipotetizadas como
0s eventos provaveis, porém a influéncia de outros eventos, como elementos
transponiveis, hibridizacdo somatica, criptossexualidade, splicing alternativo,
silenciamento de RNAs nao podem ser descartados.

Atualmente, a variabilidade de H. vastatrix € determinada pelo seu padrao de
infeccdo em uma série diferenciadora clonal de café (Zambolim e Caixeta 2021). Em
termos praticos, isso € um consenso na comunidade cientifica, pois acredita-se que
a interagcéo entre o cafeeiro e H. vastatrix € analoga a teoria gene a gene postulada
por Henry Flor. E sugerido a existéncia do reconhecimento dos fatores de viruléncia
das diferentes racas do fungo pelos fatores de resisténcia do cafeeiro (Rodrigues e
Bettencourt 1975). Entretanto, até o momento, nenhuma proteina de viruléncia que
ancore a determinacgao de racas fisioldgicas foi documentada na literatura.

Pelo sistema de identificacdo de racas, a doenca ocorre se existir a atuacao,
de forma independente ou conjunta, de fatores de viruléncia V1, V2, Vs, V4, Vs, Ve, V7,
Vs e Vg do fitopatogeno e com fatores de suscetibilidade a H. vastatrix - SH1, SHz,
SHs, SH4, SHs, SHs, SH7, SHs € SH9 da planta. Apesar do sistema de identificacao
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de racas ser consagrado na literatura, SHs em Coffea liberica é o Unico loci
identificado até o momento ao nivel molecular (Prakash et al. 2004). Esse sistema ja
identificou mais de 50 racas de H. vastatrix no mundo e no Brasil, 16 ragcas foram
identificadas até o momento em Coffea arabica: | (V2Vs), Il (Vs), Il (V1Vs), VII (V3Vs),
X (V1VaVs), XIII (VsV7), XV (V4Vs), XVI (V1V2V3V4Vs), XVII (V1V2Vs), XXII (VsVe), XXIII
(V1V2aVaVs), XXIV (V2VaVs), XXV (VaVsVe), XXXl (VsVz OU VsV7Vg) E XXXVII
(V2VsVeV7Ve), com raca Il (V5) sendo a mais prevalente no pais (Zambolim e Caixeta
2021).

Neste sistema de identificacdo de racgas, € sugerido que H. vastatrix possuli
capacidade de suprimir PTl e desencadear a suscetibilidade através de efetores no
hospedeiro (ETS, effector-triggered susceptibility) (Birch et al. 2008). Neste caso,
considera-se cada fator de viruléncia como um hipotético efetor. A priori, cada fator
pode contribuir parcialmente para a viruléncia resultante. As interacbes preditas
entre proteinas de viruléncia do H. vastatrix e proteinas de suscetibilidade do
cafeeiro podem ser classificadas como direta (modelo gene-a-gene) (Howden et al.
2012) ou indireta (modelo guarda) (Jones et al. 2006). Neste sentido, o principal
obstaculo para a discriminar as racas fisiolégicas e patétipos neste sistema ao nivel

molecular é a dificuldade de caracterizar um efetor relacionado a viruléncia.

2.3. Elementos transponiveis em agentes etiologicos das ferrugens

Os elementos transponiveis (ETs) podem ser definidos como sequéncia de
DNA moveis capazes de replicar de maneira independente no genoma (Wells;
Feschotte, 2020). Por muito tempo, os elementos transponiveis foram considerados
apenas mais uma espécie de “DNA lixo” e a hipétese sobre seus papéis evolutivos
levantada por Barbara McClintock na década de 1940 permaneceu negligenciada
(Biémont, 2010). Atualmente, os elementos transponiveis sdo considerados
responsaveis por mutacoes, exaptacdes, cooptacdes de novos genes e rearranjos
nos genomas de bactérias, fungos, plantas e animais (Lisch, 2013; Gongalves et al.
2020; Wells e Feschotte, 2020).

Em eucariotos, os ETs podem ser divididos em classes em funcdo dos
intermediarios de transposicdao, componentes estruturais e relagdes filogenéticas. Os

principais ETs integrantes da classe | descritos em fungos sdo os retrotransposons.
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Na classe Il, os principais ETs sdo denominados transposons de DNA (Finnegan et
al. 1989).

Os elementos da classe | replicam-se através de um RNA intermediario, que é
entao transcrito reversamente em uma copia do DNA e integrado ao genoma. Nesta
classe, a transposicdo é semiconservativa e o numero copias descentes do
retrotransposons progenitor pode ser alto. Os ETs de classe | possuem trés
subclasses principais de acordo com seu mecanismo de replicacao e integracao: i)
elementos LTR (Long terminal repeat) mobilizados por uma integrase (IN) ou
retrotransposons; ii) elementos ndo LTR; e iii) elementos imobilizados com tirosina
recombinase. Os retrotransposons sado a principal familia deste grupo. Os
retrotransposons estdo entre os mais abundantes encontrados até o presente
momento em fungos causadores de ferrugens sao os Gypsy (Rincao et al. 2018;
Tobias et al. 2021). Os retrotransposons possuem a estrutura similar a familia viral
Retroviridae. Este grupo contém virus de RNA que utilizam a transcriptase reversa
para replicacao (ICTV, 2022).

Em contraste ao ETs da classe |, a maioria dos elementos da classe Il se
mobilizam por um mecanismo de recortar e colar, em que o préprio transposon é
excisado e movido para um novo local genémico. As classes | e Il podem ser
subdivididas em subclasses hierarquicas de acordo com seus mecanismos de
replicacdo e / ou integragdo cromossémica e em superfamilias e familias,
caracterizadas em funcao das relacoes filogenéticas (Wicker et al. 2007). Os ET de
classe Il possuem 4 grupos principais conhecidos até o momento: i) elementos de
cortar e colar mobilizados por transposases nhomeados apds sua triade de assinatura
de residuos cataliticos de acido aspartico e glutamico. Neste grupo, os transposons
que se destacam em fungos sdo ETs de DNA Harbinger. As principais
caracteristicas de DNA Harbinger incluem repeti¢des invertidas terminais de 25 pb,
locais alvo de 3 pb e duas ORFs. ii) elementos imobilizados de tirosina recombinase,
conhecidos como Cryptons; iii) elementos de circulo rolante, também conhecidos
como Helitrons; e iv) transposons autossintetizadores, conhecidos como Mavericks
ou Polintons. Destes, destacam-se os transposons EnSpm ou Cacta. Estes ETs
possuem TIRs (Terminal Inverted Repeats) que flanqueiam duas sequencias de
leitura aberta (ORFs), uma codificando uma transposase e a outra, chamada ORF2,

uma proteina de funcao desconhecida (Wicker et al. 2007; Wells e Feschotte, 2020).
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Outra classificacao importante, proposta por Wessler em 2006, é baseada na
capacidade dos ETs se moverem no genoma de forma autbnoma ou nao. Entende-
se como ETs autbnomos aqueles que codificam a maquinaria enzimatica necessaria
para sua prépria transposicao. Por outro lado, ETs ndo autbnomos normalmente nao
sdo codificadores de transposases, mas ainda sdo capazes de se mobilizar em
trans, sequestrando a maquinaria produzida por suas regides autbnomas.

Os elementos transponiveis desempenham um papel central nos mecanismos
de variabilidade que governam a coevolucdo entre plantas e fitopatdgenos.
Geralmente, elementos transponiveis causam delecdes, inversdes, contracdo e
expansdo de sequéncias de DNA ao longo do genoma de fungos e plantas. Em
fitopatdégenos filamentosos, como Phytophthora infestans e Leptosphaeria maculans,
0s sequenciamentos dos genomas estdo revelando que genes efetores ndo sao
distribuidos aleatoriamente, mas preferencialmente localizados em regides
enriquecidas com ETs e sequéncias repetitivas. Esta constatacdo sugere que os
ETs desempenham papeis chaves na dinamica evolutiva entre o gene efetor e a
adaptacao a novos gendétipos hospedeiros (Dong et al. 2015).

Os ETs podem participar da dedelgao de genes efetores relacionados a
aviruléncia. O fungo L. maculans teve a frequéncia alélica do gene AvrLm3 reduzida
na populacdo presentes nos campos de producdo de Brassicaceae da Europa
(Stachowiak et al. 2006). Neste trabalho, foi sugerido que a reducao da frequéncia
alélica ocorreu devido influéncia do ETs na inativacdo de mutag¢des pontuais em
varias copias do gene ao longo do genoma do fungo.

Os ETs ainda podem estar associados ao surgimento de novos efetores. O
efetor Ave1 da linhagem Vd991 de Verticillium dahliae, que infecta o algodoeiro, ndo
apresenta sintenia no genoma com outras linhagens da mesma espécie do fungo. A
principal hipotese do seu surgimento na linhagem Vd991 é a transferéncia horizontal
de genes mediada por elementos transponiveis com o fungo Fusarium oxysporum f.
sp. vasinfectum (Chen et al. 2018).

Considerando H. vastatrix, o impacto dos elementos transponiveis ao longo
do genoma e sobre genes relacionados a viruléncia € pouco conhecido. Até o
momento, os trabalhos com elementos transponiveis mais significativos foram
publicados com tentativas de montar o genoma completo do fungo. Em 2014,

Cristancho e colaboradores utilizaram 8 isolados de H. vastatrix para montar um
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genoma de 333Mb. Nesta genoma, os ETs encontrados foram classificados em LTR
(38,7%), ETs de DNA (7,2%), LINEs (2,1%) e 26,3% repeticbes sao desconhecidas.

Em 2019, o maior genoma relatado até o momento para raca XXXIII foi
proposto (Porto et al. 2019). Este genoma possui 548 Mb distribuidos em 118 mil
contigs. Cerca de 82% destes contigs possuem elementos repetitivos. Neste
genoma, cerca de 49 mil elementos repetitivos pertencem ao grupo dos
retrotransposons, 7 mil elementos repetitivos sdo transposons e 71 mil sdo outros
elementos repetitivos simples ou de baixa complexidade. O principal desafio para
estudos com ETs em H. vastatrix consiste na auséncia outros genomas completos
para estudos comparativos dos elementos transponiveis mais promissores. Em outra
abordagem, utilizando um esbogco genémico de 333 Mb de H. vastatrix, foram
encontrados retrotransposons que constituem 37% dos dados gendmicos
disponiveis (Orozco-arias et al. 2022).
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Identificacdo de elementos transponiveis de Hemileia vastatrix nas interacoes
compativel e incompativel com o cafeeiro

3.1. Introducao

Apesar da importancia do café arabica (C. arabica) e conilon (C. canephora)
para seguranga alimentar de varios paises no mundo, epidemias severas da
ferrugem do cafeeiro causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. & Br ameagam a
producdo. A doenca pode causar até 50 % de perdas nas lavouras brasileiras
quando as condicdes sao favoraveis (Zambolim, 2016). Ha um consenso que existe
grande variabilidade genética na populacédo de H. vastatrix e o surgimento de novas
racas e patotipos sdo um grande desafio para o desenvolvimento de métodos de
controle eficazes no mesmo espago-tempo em que as epidemias ocorrem (Capucho
et al. 2012). As racas sao identificadas pelo padrdao da infeccao obtidos em uma
série de plantas diferenciadoras que segue relacdo gene a gene (Flor, 1971). A
manifestacdo da doenca em cafeeiros é governada por pelo menos nove genes
dominantes principais (SH1-SHg) que sdo Unicos ou associados; no entanto, outros
genes principais e secundarios também podem estar envolvidos (Rodrigues et al.
1975; Barka et al. 2020). Da mesma forma, a viruléncia do fungo esta associada a
diferentes genes de viruléncia (Vi-V 9) (Rodrigues et al. 1975).

Dentre os mecanismos capazes de gerar variabilidade genética em fungos
fitopatogénicos e que podem estar associados com a viruléncia nas interagbes
compativeis (manifestacdo da doenca) e incompativeis (auséncia de doenca) do
patossistema, os fragmentos de elementos transponiveis (ETs) estdo entre os mais
diversificados e abundantes no genoma de Hemileia vastatrix (Porto et al. 2018).

Os ETs sao sequencias de DNA mdéveis que podem se movimentar no
genoma (Finnegan et al. 1989). Existem duas classes de ETs, sendo: classe | -
retrotransposons e classe Il - transposons de DNA. Os ETs da classe | se replicam
por meio de um RNA intermediario, entao transcrito reversalmente em uma Copia do
DNA e integrado ao genoma. Em contraste, a maioria dos elementos da classe Il se
mobilizam por meio de um mecanismo recorta e cola, onde o préprio transposon é
excisado e movido para um novo local genémico.

Nao raro, elementos transponiveis estdo associados a delegdes, inversoes,
contracao e expansao de sequéncias de DNA ao longo do genoma de fitopatégenos
e plantas (Wells e Feschotte, 2020). Na interacao entre plantas e patégenos, os
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elementos transponiveis expressos no momento da interagdo podem apresentar um
papel central na regulacdo génica, emergéncia de novos genes de viruléncia,
recombinacao, delecdo de genes e splicing alternativo que governam a coevolugéao
entre plantas e fitopatégenos (Wang et al. 2016; Andersen et al. 2018; Razali et al.
2019). Os ETs podem estar associados ao surgimento de novos efetores (Chen et
al. 2018). Em fungos biotroficos, como Hemileia vastatrix, o impacto dos ETs ao
longo do genoma e sobre genes relacionados a viruléncia € pouco conhecido. No
entanto, fragmentos de ETs ja foram identificados no genoma. Os retrotransposons
constituem 38,7% do genoma, seguidos dos elementos DNA com 7,2% das
sequéncias de nucleotideos (Porto et al. 2018).

Novas possibilidades surgiram com a montagem de um banco de dados de
referéncia informacdes sobre o transcriptoma da interagcdo compativel e incompativel
do patossitema (Castro et al. 2022). Este banco de dados foi obtido através do
sequenciamento de bibliotecas de cDNA das interagées compativeis e incompativeis
entre a raca XXXIII de Hemileia vastatrix, Coffea arabica (suscetivel) e o Hibrido de
Timor (resistente). Neste transcriptoma foram preditos 3523 genes diferencialmente
expressos em momentos distintos da interacdo e 162 milhdes de reads foram
disponibilizadas no NBCI (National Center for Biotechnology Information).

Considerando a complexidade da viruléncia descrita para o patossitema e os
provaveis impactos dos elementos transponiveis no genoma de H. vastatrix, este
trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar ETs no genoma de Hemileia

vastatrix expressos nas interagées compativeis e incompativeis com o cafeeiro.

3.2. Material e métodos

3.2.1 Identificacao e caracterizacao dos elementos transponiveis em Hemileia

vastatrix

O genoma da raga XXXIII de H. vastatrix foi utilizado para identificagdo dos
elementos transponiveis (Porto et al. 2018). Este genoma possui 535 Mb e foi obtido
em parceria com a Universidade Federal de Vigosa (UFV) - Vicosa (Brasil),
Universidade Federal de Lavras (UFLA) - Lavras (Brasil) e a Universidade de
Delaware (UDEL) - Newark - EUA. O sequenciamento do DNA gendmico foi
realizada por duas plataformas: Pacific Biosciences (PacBio RS5II) e lllumina (HiSeq
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2500). O isolado fungico estd armazenado na Micoteca do Biocafé (Laboratério de
Biotecnologia do Cafeeiro, Bioagro-UFV). O genoma esta disponivel no NCBI
BioProject ID: PRJUNA419278 e BioSample ID: SAMN08048888. O script para
identificacao e caracterizacao dos ETs estdo sumarizados na Figura 1.

Na etapa 1, o genoma do fungo e o transcriptoma da interacdo foram
baixados do NCBI (Porto et al, 2018; Castro et al. 2022). Na etapa 2 estdo descritos
as abordagens para identificacdo dos ETs no genoma.

Na etapa 3, outra abordagem mapeou os ETs nas interagcdes de compativel e
incompativel no genoma de H. vastatrix com suporte do transcriptoma. Nesta etapa,
a qualidade dos dados transcriptémicos brutos foi aferida usando o programa
FastQC. As leituras de baixa qualidade e sequéncias de adaptadores foram
eliminadas com o programa Trimmomatic. Os parametros utilizados foram
LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:20 MIMLEN:50 (Bolger et al. 2014).
Os transcritos foram mapeados contra o genoma de referéncia de H. vastatrix, C.
canephorae, C. arabica com programa Tophat2. Os arquivos ‘bam’ foram utilizados
para montagem do transpcriptoma usando o programa Cufflinks (Trapnell et al.
2012). As funcbes cuffmerge e dffread foram utilizadas para obtengdo das
sequéncias no formato fasta. A funcédo cuffcompare foi utilizada para anotagdo dos
exons e classificagdo dos transcritos em intergénicos, intrénicos e cis-antisense,
respectivamente. Os arquivos referentes ao genoma e ao transcriptoma foram
utilizados para mapear os elementos transponiveis. Um script Perl foi desenvolvido
para extrair as sequéncias fastas maiores que 150 nt mapeadas utilizando genoma
de H. vastratrix como referéncia para localizacdo dos elementos transponiveis.

Na etapa 4, os ETs completos de Classe | e Il foram identificados com auxilio
dos programas RepeatModeller v. 2.0.1 (RepeatMasker genome.fa -lib dfam.fa ou
repbase.fa -small -gff -ace -engine ncbi). A biblioteca fngrep.ref foi utilizada como
referéncia para ETs (Flynn et al. 2020).

Na etapa 5, os contigs contendo os elementos transponiveis foram obtidos do
genoma do fungo e as ORFs foram identificadas através do programa ORF-Finder.
Os parametros utilizados foram (ORFfinder -in contigs.fa -out contigs1.fa -outfmt 1)
(Rombel et al. 2020).

Na etapa 6, as ORFs foram submetidas aos bancos de dados nt,
nonreduntat, Pfam, CDD, COILS, Gene3D, HAMAP, SUPERFAMILY e TIGRFAM
para identificacdo dos componentes dos elementos transponiveis (Quevillon et al.
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2005) (Figura 1). Os paramentros utilizados foram i) interproscan.sh -t n -i contigsi.fa
-appl Pfam CDD COILS Gene3D HAMAP SUPERFAMILY TIGRFAM; ii) diamond
blastp -q contigs1.fa -d nonredundant_database_prot.dmnd -o contigs1.results_p -p
4 --max-target-seqs 500 -f 6 gseqid sseqid glen slen pident evalue gstart sstart gseq
sseq. As ORFs foram ranqueadas em funcao da localizacao nos contigs.

Na etapa 7, a identificacdo dos ETs contendo LTR (Long terminal repeat) foi
realizada pela presenca de dominios proteicos gag, polimerase, integrase,
ribonuclease H, transcriptase reversa e aspartil protease, LTR3 e LTR5. Os
elementos transponiveis da classe Il foram identificados através das transposases
com dominio DDE (superfamilia de endonucleases) e presenca de outras ORFs
(Open reading frame) internas as regides TIR3’ e TIRS’. Os dados dos componentes
estrututurais dos elementos transponiveis, transcritos e estimadores da expressao

de cada transcritos foram plotados com auxilio do pacote ggplot2 do programa R.

3.2.2 Descricao da diversidade genética entre os componentes dos elementos

transponiveis

Foram construidas bibliotecas com as sequéncias dos componentes de cada
elemento transponivel completo encontrado no genoma da raca XXXIII de Hemileia
vastatrix. As sequéncias foram alinhadas através do programa Muscle (Edgar,
2004). Os parametros foram muscle -in file.fa -out file_alin -maxiters 1 -diags1. Em
cada andlise, o arquivo file.fa foi composto por sequéncias de nucleotideos dos
componentes estruturais ou do ETs completos. Em seguida, foram obtidos os
seguintes descritores de variabilidade genética com programa DnaSP v. 5.10:
namero de sequéncias; numero total de sitios segregantes (s); diferencas médias de
nucleotideos entre as sequéncias (k); diversidade de nucleotideos (1T); numero total
de mutagdes; numero de haplétipos (h); diversidade de haplétipos (Hd) e; estimador
de Watterson para a taxa de mutagdo em escala populacional com base no nimero
total de sitios segregantes (8-W) (Rozas et al. 2003).

3.3. Resultados
3.3.1 Identificacao e caracterizacao dos elementos transponiveis em Hemileia

vastatrix
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A analise com RepeatMasker forneceu a localizacao preliminar dos elementos
transponiveis. Foram encontrados componentes estruturais das seguintes familias
de elementos transponiveis: Academ, Ambal, Angela, Arnoldy, AT, BEL, CACTA,
Chapaev, Copia, CR1, Crypton, Dada, Daphne, DIRS, EnSPM, ERV , Ginger,
Harbinger, hAT, Helitron, Hero, |, ISL2EU, Jockey, Kiri, Kolobok, L1, L2, LINE, LTR,
Mariner, MER, Merlin, MuDR, Nimb, Odin, P, Penelope, PiggyBac, Polinton, R1,
RTE, Sabelle, Sabrina, SINE, Sola, Tad, Telka, Transib, Tx1, Gypsy, Vesta, Vingi,
Zator e Zisupton. As sequéncias completas dos ETs foram obtidas do genoma para
identificacdo ETs da classe | ou da classe Il. Os ETs Gypsy, Copia, Harbinger e
Cacta foram os mais abundantes encontrados no genoma da raga XXXIII de H.
vastatrix. Os componentes estruturais dos elementos transponiveis selecionados
estao ilustrados na Figura 2.

Para os elementos da classe |, ETs estdo descritos nas Tabela 1. Foram
identificados 25 retrotransposons da superfamilia Gypsy completos ao longo do
genoma de Hemileia vastatrix. Os tamanhos dos elementos transponiveis variaram
de 6,09 Kb a 26,4 Kb. A regiado pol é composta pelos dominios de aspartil protease,
DNA polimerase, transcriptase reversa, ribonucleases e integrase em uma
organizagao tipica de retrotransposons Ty3/Gypsy. Em relacédo as LTRs, o tamanho
da LTRS variou entre 1,14kb e 4,1 kb, enquanto a LTR5 0,8kb e 7,4kb,
respectivamente.

Um total de 12 elementos transponiveis da superfamilia Copia foram
identificados. A localizagdo da integrase préxima a regiao LTR nos elementos
transponiveis Gypsy é a principal caracteristica que os distinguem dos elementos
transponiveis Copias. As regides LTR encontradas nos elementos transponiveis
Copia foram menores em relagdo aquelas encontras em Gypsy. A LTR5’ variou entre
0,9kb e 5,7 kb, enquanto o tamanho da regidao LTR3’ oscilou entre 0,9 kb e 5,6 kb.
As ORFs encontradas nos elementos Gypsy e Copia possuem cddon de iniciacao
ATG adjacentes a LTR5’. O tamanho das ORFs correspondentes a proteina gag nos
elementos transponiveis Copia e Gypsy variaram entre de 0,25kb e 4,4 kb.

Os elementos transponiveis de DNA completos encontrados no genoma da
raca XXXIIl de H. vastatrix estdo apresentados na Tabela 2. Para os elementos de
DNA da classe I, as analises de bioinformatica permitiram identificar superfamilias
Cacta e Harbinger através dos componentes TIR5’, TIR3’ transposase e ORFs.

Foram identificados 35 elementos transponiveis completos Cacta e 16 elementos
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transponiveis Harbinger. O menor elemento transponivel encontrado foi o
Cacta_hv_9 (2,9kb) e o maior elemento transponivel foi o Cacta_hv_16 (9,9kb). Em
relacdo ao Harbinger, 0 menor elemento transponivel encontrado foi o hv_05 (2,9
kb) e o maior o hv_11 (6,7 kb). As sequéncias referentes as ORFs e as
transposases para ambos os grupos variaram entre 0.5kb e 2,6 kb de tamanho. As
TIRs das extremidades 5’ e 3’ variam entre 0,016 e 0,087 kb de tamanho nos dois

grupos.

3.1.2 Os retrotransposons Itr_11 e o Itr_18 sao os mais expressos durante a
interacao

Os retrotransposons identificados com os dados transcriptomicos estédo
descritos na Tabela 3. Foram identificados 4 transposons de DNA completos (Figura
6) e 25 retrotransposons (Figura 7) na interacao compativel. No tempo 0, foram
identificados 19 retrotransposons de Hemileia vastatrix expressos no tempo 0 da
inoculacdo. Logo apds as 6 primeiras horas da infeccao, dna_1, dna_3, Itr_6, Itr_7,
Itr 10, ltr_11 e Itr_20 foram expressos (Figura 7). Apds 12 horas da inoculagao, 14
transcritos dos elementos transponiveis foram identificados, sendo que os transcritos
CUFF.41.1, CUFF.1084.1, CUFF.2655.1 e CUFF.3499.1 sao elementos
transponiveis completos de transpososns de DNA (Figura 6). Apenas 2 elementos
transponiveis (ltr_3 e dna_2) foram detectados apds 24 horas da inoculagdo. Apos
17 dias da inoculagéo, os elementos transponiveis dna_1, dna_2, Itr_3, Itr_6, Itr_7,
Itr_8 e Itr_10 tiveram expressao detectada.

Os niveis de expressdao dos dados RNA-seq normalizados foram expressos
em FPKM (Fragmentos por quilo base de transcricdo por milhdo de fragmentos
mapeados). Na interacdo compativel, o maior indice de expressao no tempo 0 foi
Itr_8.com 272,7 FPKM. O Itr_11 teve a expressao de 93,3 FPKM. A expressao de
Itr_11 aumentou para 244,22 ap6s 6h da inoculacao e atingiu o pico em 331,26 de
FKPM apés 12h da inoculagdo. O Itr_11 considerado o retrotransposons mais
expresso durante o periodo de infec¢do. Apds 17 dias, o Itr_7 foi o retrotransposons
mais expresso com indice de 33,3 FPKM (Figura 7).

Por outro lado, para interacdo incompativel, foram encontrados 11
retrotransposons de H. vastatrix na interacao com o Hibrido de Timor. Destes grupos
de retrotransposons, apenas os ltr_1, ltr_14 e Itr_5 ndo foram detectados em H.
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vastatrix na interagdo compativel com Coffea arabica. O ltir_20 obteve 384,3 de
FPKM e foi o LTR mais expresso no momento da inoculacdo. Apos 6h, o ltir_18
apresentou indices de 341, 6 e foi o mais expresso. Apds 24 horas de infecgdo, os
transcritos CUFF.1312.1 e CUFF.1313.1 também apresentaram os maiores indices
de expressdo (Figura 8). Nao houve elementos transponiveis de DNA sendo
expressos durante a interacao incompativel da raga XXXIII de Hemileia vastatrix
com o Hibrido de Timor.

Os elementos transponiveis dna_1, dna_2, dna_3 e dna_4 foram identificados
na interacdo com C. arabica (Figura 6). No tempo 0 da infeccdo nenhum elemento
transponivel de DNA foi detectado em nossas andlises. O pico da expressao em C.
arabica ocorreu nos tempos 6h e 12h apoés a inoculagédo e o dna_3 foi o mais
expresso durante o periodo infeccioso. Apds 17 dias da infeccdo, dna_1 e dna_2
ainda se mantiveram ativos, com indices de FPKM 74,8 e 63,3, respectivamente.

Em relagdo a diversidade de eventos relacionados a transposicao, a
distancia de Kimura calculadas para os LTRs possibilitou identificar dos elementos
divergentes expressos no transcriptoma da interacdo compativel. Os pares de
retrotransposons mais divergentes relacées aos eventos de transversdes e transicao
foram: Itr_15:ltr_11 (1,80) e Itr_18:ltr_12 (1,56).

3.1.3 A proteina gag e a integrase presentes nos elementos transponiveis
GYPSY e COPIA possuem variabilidade genética

A variabilidade genética foi estimada nos componentes estruturais dos
elementos transponiveis. As sequéncias de nucleotideos de cada componente
estrutural foram avaliadas como populacbes. Para os retrotransposons, foram
criadas bibliotecas para elementos transponiveis completos, ORF da proteina gag,
ORF da proteina integrase, LTR3 e LTR5. Os resultados dos descritores da
variabilidade genética entre os componentes estruturais dos ETs estao na figura 3. A
diversidade de haplétipos, diversidade de nucleotideos, 6-W, numero de sitios
polimorficos e o numero de mutagdes foram maiores na sequéncia de nucleotideos
que codifica a proteina gag nos elementos transponiveis Gypsy em relagdo a
superfamilia Copia

Para a integrase, a diversidade de nucleotideo nos retrotranspopsons Gypsy
(0,87) foi maior em relacdao Copia (0,69). Foram 159 mutacbes encontradas em
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Gypsy e 116 em Copia. A diversidade de nucleotideo das sequéncias de
nucleotideos das proteinas gag foi de 1,03 para o elemento Gypsy e 0,77 para
elemento Copia. Foram encontradas 189 mutagdes em Copia e 74 em Gypsy.

Em Gypsy, foram encontrados 32 sitios polimoérficos para a proteina gag. Ja o
numero de sitios polimorficos para a gag foi maior em Copia (101,0). Em
consequéncia, os valores de 6-W foram maiores para Copia (33,4) em relagdo ao
Gypsy (8,5). O numero de sitios polimorficos na integrase foi maior em Gypsy (77,0),
no entanto, o indice em Copia (69,0) também foi elevado. Os valores de 8-W foram
similares em Copia (23,6) e em Gypsy (24,21). Em relagdo ao total de mutacoes e
nuamero de sitios polimérficos nas sequéncias, houve concentragdo das mutagoes
nas regides entre os componentes dos ETs.

A andlise da distancia de Kimura baseadas nos parametros de transicdo ou
transversdao de nucleotideos permitiu encontrar os ETs completos, possivelmente
ativos e mais divergentes no genoma do fungo (Figura 5). Para o retrotransposons
da superfamilia  Gypsy, o0s dois pares mais divergentes foram
Gypsy_hv_14:Gypsy_hv_18 e Gypsy_hv_8:Gypsy_hv_3 com taxas de transversao
de 2,51 e 2,26, respectivamente. Por outro lado, os retrotransposons da superfamilia
Copia apresentou taxas de transversdo de nucleotideos menores 1,54
(Copia_hv_12:Copia_hv_2) e 1,41 (Copia_hv_20:Copia_hv_23) para os individuos

mais divergentes.

3.1.4 As transposases dos elementos transponiveis de DNA ricas em mutacoes

Os descritores de variabilidade genética dos ETs de DNA completos (te), ORF
com funcao desconhecida (ORF), transposase com motif DDE, TIR5 e TIR3’ estao
sumarizados na figura 4. Os estimadores de sitios polimérficos, 8-W e o niumero de
mutag¢des sugerem que as transposase € uma regido de maior variabilidade genética
nos elementos transponiveis Harbinger. Estes descritores evidenciaram maior
variabilidade genética para as regides reguladoras de componentes estruturais dos
elementos transponiveis Harbinger em relacao ao transposons Cacta. A diversidade
de nucleotideo da transposase foi de 0,55 para Harbinger e 0,34 para Cacta. Ja em
relagdo a analise de polimorfismo, foram encontrados sitios polimérficos em Cacta
(161) e Harbinger (40). Esses resultados refletiram no indice 6-W para as

sequéncias das transposases. Em Cacta, 6-W foi de 48,52. Em Harbinger, 6-W foi
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de 12,05 (Figura 4). O total de mutacdes foi maior na sequéncia completa do ET. No
entanto, foi possivel observar polimorfismo na transposase, especialmente no
transposons Cacta.

A andlise de divergéncia evolutiva obtida pela distdncia de Kimura evidéncia
que o elemento transponivel Harbinger possue maior polimorfismo em relacdo ao
elemento transponivel Cacta na raga XXXIIl de Hemileia vastatrix (Figura 5). Os ETs
Harbinger encontrados que possuem as maiores taxas de transversdo de
nucleotideos. Os pares mais divergentes foram haribinger_hv_12:haribinger_hv_3
(1,51) haribinger_hv_6:haribinger_hv_8 (1,26). Os pares de ETs Cacta mais
divergentes foram Cacta_hv_6:Cacta_hv_11 (0,83) e Cacta_hv_18:Cacta_hv_27
(0,82) (Tabela 3 € 4).

3.4. Discussao

A estratégia adotada nesse trabalho permitiu identificar fragmentos de 55
tipos de ETs no genoma da raca XXXIIl de Hemileia vastatrix. Estes fragmentos
foram utilizados como banco de dados para analises comparativas no préprio
genoma e no transcriptoma da interagdo com o cafeeiro. Os grupos de ETs mais
abundantes para classe | e classe Il tiveram a sequéncia identificada. A
caracterizacao dos componentes estruturais em relacao ao numero de nucleotideos,
inicio das regides codificadoras e regides terminais dos ETs possibilitou a
classificagao estrutural e taxonémica da classe | (Gypsy e Copia) e classe Il (Cacta e
Harbinger). Nesta abordagem, foram apenas identificados elementos transponiveis
completos.

Por ndo ser possivel delimitar a LTR ou a TIR, os ETs truncados ou
incompletos ao longo do genoma de H. vastatrix ndo foram considerados na analise.
Assim, apenas ETs completos com todos os componentes estruturais foram
considerados nas analises. No entanto, muitos ETs incompletos carregam seus
proprios promotores, como a proteina gag, e elementos reguladores, como a
integrase, e ndo sao necessariamente inativados (Wells e Feschotte, 2020). Embora
as informagdes sejam escassas para outros patossistemas, ndo € desprezivel a
hipétese que ETs incompletos observados no genoma de Hemileia vastatrix podem

influenciar o aumento da expressao génica de proteinas relacionadas a viruléncia.
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Na interacdo de compatibilidade entre H. vastatrix e o cafeeiro, os fatores de
viruléncia interagem com os fatores de suscetibilidade do cafeeiro em uma interagao
analoga gene a gene para manifestagdo ou nao da doenca (Flor, 1971; Rodrigues et
al. 1975). Dentre os 25 ltr encontrados na interagdo incompativel, apenas os
retrotransposons Itr_1, Itr 14 e Itr 5 ndo foram detectados em H. vastatrix na
interacdo compativel com C. arabica. Os retrotranspons Itr_11 e o ltr_18 foram
expressos nas interagdes compativeis e incompativeis com o cafeeiro. Por outro
lado, os ETs de DNA dna_1, dna_2, dna_3 e dna_4 foram identificados na interacéo
compativel. Estes resultados evidenciam que os ETs possam participar da regulacao
de proteinas efetoras relacionadas a viruléncia. Acredita-se que proteinas efetoras
de H. vastatrix sdo produzidas nos haustorios, secretadas na matriz extrahaustorial e
translocadas para células do cafeeiro (Castro et al. 2022). Uma vez dentro das
células hospedeiras, os efetores relacionados a viruléncia podem modular o
metabolismo e vias de defesa na interagdo compativel, na qual ocorre a
manifestacdo da doencga. Quando os efetores sdo reconhecidos pelo sistema imune
do cafeeiro nas interagdes incompativeis, a reacao de hipersensibilidade se inicia
logo nas primeiras horas da infeccdo, o que coincide com o pico da expressao dos
ETs em diferentes momentos do processo infeccioso encontrados neste trabalho.

Em relagdo aos descritores de variabilidade genética, as evidéncias do
presente sugerem que o componente estrutural gag € polimérfico nos retrotranspons
Gypsy e Copia (Figura 2). A distancia de Kimura obtida a partir das sequéncias de
nucleotideo do componente estrutural gag evidenciou que as maiores taxas de
transicdo e transversao indicam que o retrotransposons Gypsy pode ser mais ativo
no genoma de H. vastatrix em relagdo ao retrotranposons Copia (Figura 5). Estas
diferencas podem ser explicadas pelo fato dos componentes estruturais dos
retrotransposons em fitopatdgenos apresentarem taxas evolutivas diferenciais com
implicacbes no mecanismo de transposicdao (Muszewska et al. 2011). No inicio da
transposicdo, a gag desencadeia uma série de sinais especificos para
empacotamento, dimerizagéo, transcricdo reversa, transposicdo e integracdo do
elemento transponivel (Wells e Feschotte, 2020).

Em relagdo aos ETs da classe |l Cacta e Harbinger, os descritores de
variabilidade genética demonstraram que a transposase possuem variabilidade
molecular. As maiores taxas de transicao e transversao estimados com a distancia

de Kimura indicam que os eventos de transposicdo podem ser mais comuns em
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Harbinger. Estes ETs nao foram identificados nas interacbes compativeis e
incompativeis com o cafeeiro. Entretanto, as localizacdes das copias destes ETs
indicam que eles estao localizados em regides ricas em motifs quinase, leucina e
cisteina. Estes motifs geralmente estdo associados a modulacdo do metabolismo
vegeral durante a infeccdo (Andersen et al. 2018). O potencial desses ETs na
capacidade de H. vastatrix causar doenga no cafeeiro € significativo. Em outros
patossistemas, como Moniliophthora perniciosa x Theobroma caucao, os ETs
Harbinger sao ativos no fitopatégenos (Pereira et al. 2013). Nao raro, como o
relatado para Puccinia striiformis, ETs estdo significativamente mais préximos de
regides do genoma relacionadas com a viruléncia (Xia et al. 2018).

Tanto Cacta quanto Harbinger possuem duas ORFs, uma que codifica uma
proteina de ligacdo ao DNA ou com fungédo desconhecida e a outra que codifica uma
transposase com dominio DDE (endonuclease). Entretanto, parte dos ETs
encontrados ndo possuem a segunda ORFs. As regides terminais (TIRs) também
foram utilizadas para diferenciar os ETs. O elemento Cacta € geralmente
caracterizado por TIRs que terminam com extremidades CACTA ou CACTG
altamente conservadas (Wicker et al., 2007). Os transposons Cacta deste trabalho
diferem neste aspecto e apresentam os nucleotideos CCCC ou TTTT nas
extremidades. Este é o primeiro relato deste ET Harbinger em H. vastatrix.

A abundéancia, diversidade genética e impacto nas interagdes de
compatibilidade dos ETs e seus componentes estruturais no genoma de H. vastatrix
esta relacionada com a taxa de transposi¢cdo. Os ETs progenitores geram copias
descentes, que em muitos casos, podem ser inativadas (Grabundzija et al. 2016). A
auséncia de algum componente estrutural pode inviabilizar a transposicao dos ETs
(Ali et al. 2014). Essa inativagdo pode ser causada por mecanismos de defesa do
genoma hospedeiro, mutagdes ou devido ao truncamento de ETs, o que pode gerar
variacdes degeneradas ou incompletos (Santana, 2015). Mecanismos de defesa do
genoma hospedeiro associados Mutagao pontual induzida por reppeticao (RIP),
Metilacdo de DNA e RNA interferente (Quelling) podem estar associados as
variacdes dos componentes estruturais dos ETs (Amselem et al. 2015). A existéncia
de um mecanismo de defesa do genoma em H. vastatrix contra a transposicao,
porém pouco eficaz ou suprimido, pode explicar a abudancia de ETs incompletos e

outros elementos repetitivos. Esta hipétese precisa ser desafiada.



38

A ineficacia destes mecanismos de defesa do genoma pode explicar a
diferengas alguns pontos da evolugao de H. vastatrix. Cerca de 82% dos scaffolders
do genoma de H. vastatrix sao ricos em ETs e outras regides repetitivas (Porto et al.
2018). Neste contexto, a atividade dos ETs pode explicar as diferencas de tamanho
entre o genoma de H. vastatrix e os demais fungos que causam ferrugem (Tavares
et al. 2014; Xia et al. 2022).

Em conclusdo, as andlises de bioinformatica permitiram identificar e
caracterizar os elementos transponiveis em funcdo do tamanho e constituicado de
nucleotideos. Os resultados das analises dos componentes estruturais indicam que
os elementos transponiveis de H. vastatrix sdo potencialmente ativos. Os Itr_11 e
Itr 18 de H. vastatrix foram os elementos transponiveis mais expressos nas
interacdes compativeis e incompativeis com o cafeeiro. A gag € o componente
estrutural mais polimérfico nos retrotransposons analisados. Em relacdo aos
transposons de DNA, Cacta e Harbingem possuem regides polimoérficas. As
tranposases do Elemento transponivel Harbinger possui as maiores taxas de
transposicdo e transversdao de nucleotideos. Os elementos transponiveis de H.
vastatrix dna_1, dna_2, dna_3 e dna_4 foram encontrados na interagdo compativel.
Nao Foram encontrados elementos de transponiveis da classe Il na interagédo
incompativel com o Hibrido de timor. Estas informagcdes podem contribuir para
compreensao para do impacto dos elementos transponiveis na viruléncia de H.
vastatrix. Estes resultados também abreem precedentes para novos estudos que
correlacionem a abundancia de elementos transponiveis com as variagdes de

tamanho encontradas nos genomas da familia fungica Pucciniaceae.



3.5. Figuras e tabelas

39

Tabela 01- Descricdo dos retrotransposons encontrados no genoma da raca XXXIIl de H. vastatrix

Cédigo do ET* Coting A* B*
copia_hv_1 PHNKO01000334.1 12188 258
copia_hv_10 PHNKO01006933.1 5515 1262
copia_hv_11 PHNKO01012458.1 10702 771
copia_hv_12 PHNKO01013035.1 13223 288
copia_hv_2 PHNKO01000789.1 19960 900
copia_hv_20 PHNKO01024418.1 16835 375
copia_hv_23 PHNKO01039656.1 14155 942
copia_hv_24 PHNKO01052115.1 18761 303
copia_hv_30 PHNKO01079268.1 12520 459
copia_hv_33 PHNKO01098079.1 16179 4461
copia_hv_34 PHNKO01105407.1 15112 4461
copia_hv_35 PHNKO01105493.1 11156 456
gypsy_hv_13 PHNKO01013386.1 15804 132
gypsy_hv_14 PHNKO01014725.1 7513 909
gypsy_hv_15 PHNKO01015791.1 10704 195
gypsy_hv_16 PHNKO01016529.1 8583 1266
gypsy_hv_17 PHNKO01021321.1 11047 144
gypsy_hv_18 PHNKO01022495.1 9020 195
gypsy_hv_19 PHNKO01022762.1 10910 675
gypsy_hv_21 PHNKO01026701.1 20876 420
gypsy_hv_22 PHNKO01029453.1 8029 195
gypsy_hv_25 PHNK01057275.1 9645 690
gypsy_hv_26 PHNKO01067220.1 11951 450
gypsy_hv_27 PHNK01074559.1 14990 195
gypsy_hv_28 PHNKO01076469.1 15176 192
gypsy_hv_29 PHNKO01077178.1 10018 735
gypsy_hv_3 PHNKO01000830.1 6090 819
gypsy_hv_31 PHNKO01096433.1 26376 153
gypsy_hv_32 PHNKO01097543.1 8437 675
gypsy_hv_36 PHNKO01110182.1 16267 4461
gypsy_hv_37 PHNKO01111334.1 13980 126
gypsy_hv_4 PHNKO01000949.1 8441 414
gypsy_hv_5 PHNKO01002321.1 17507 729
gypsy_hv_6 PHNKO01002807.1 10856 729
gypsy_hv_7 PHNKO01003200.1 12230 462
gypsy_hv_8 PHNK01003395.1 11849 186
gypsy hv 9 PHNKO01004922.1 11683 2580

* ET: Elemento transponivel: A tamanho do ET; B: tamanho da regidao que codifica o componente

estrutural gag
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Tabela 02 - Descricéo dos transposons de DNA encontrados no genoma da raca XXXIll de H. vastatrix

Classe Cdbdigo do ET* Coting A* B* C*

Cacta hv_1 PHNK01000863.1 3301 12048 2662
Haribinger hv 1 PHNKO01000047.1 15847 20343 1115
Cacta hv_10 PHNKO01015762.1 3316 12051 2261
Haribinger hv_10 PHNK01008022.1 3811 8299 902
Cacta hv 11 PHNKO01017039.1 10533 18528 1139
Haribinger hv_11 PHNK01020063.1 8505 15467 211
Cacta hv 12 PHNKO01021794.1 13655 20698 1139
Haribinger hv 12 PHNK01020578.1 2645 7706 362
Cacta hv_13 PHNKO01025663.1 3570 12312 2261
Haribinger hv_ 13 PHNK01028795.1 513 6290 349
Cacta hv 14 PHNK01026918.1 6229 14732 1504
Haribinger hv_14 PHNKO01041562.1 2061 4098 128
Cacta hv 15 PHNKO01027041.1 3023 12564 1506
Haribinger hv_15 PHNKO01073464.1 572 4819 528
Cacta hv_16 PHNKO01029001.1 2704 12641 1505
Haribinger hv_16 PHNKO01114937.1 942 3870 527
Cacta hv 17 PHNKO01034108.1 1611 9298 1505
Cacta hv_18 PHNKO01037216.1 11620 20356 2661
Cacta hv_19 PHNKO01046520.1 13812 20809 1140
Cacta hv_2 PHNK01001866.1 6018 14901 2662
Haribinger hv 2 PHNK01000280.1 16446 20561 620
Cacta hv_20 PHNKO01051762.1 10429 19175 2262
Cacta hv_21 PHNK01063628.1 8703 17764 2262
Cacta hv_22 PHNKO01070276.1 558 9379 1505
Cacta hv_23 PHNKO01078425.1 13903 20971 1138
Cacta hv_24 PHNKO01085038.1 3312 12056 2260
Cacta hv_25 PHNKO01085960.1 3324 12053 2260
Cacta hv_26 PHNKO01087563.1 3159 11561 1504
Cacta hv 27 PHNKO01088162.1 167 7688 1139
Cacta hv_28 PHNK01090423.1 2974 12021 2262
Cacta hv_29 PHNKO01091799.1 3280 11868 2262
Cacta hv_3 PHNK01002963.1 17619 9528 2661
Haribinger hv_3 PHNKO01000439.1 17816 23258 1249
Cacta hv_30 PHNK01091997.1 3181 12068 2261
Cacta hv_31 PHNK01098225.1 1674 9957 2261
Cacta hv_32 PHNK01103546.1 3311 12058 1507
Cacta hv_33 PHNKO01106688.1 14434 21114 1137
Cacta hv_34 PHNKO01111681.1 13770 20940 1142
Cacta hv_35 PHNKO01112273.1 717 9000 1505
Cacta hv_4 PHNK01003043.1 3395 11469 2661
Haribinger hv 4 PHNKO01001203.1 14262 18511 677
Cacta hv_5 PHNK01004979.1 13289 22193 1504
Haribinger hv 5 PHNKO01001531.1 19723 22639 676
Cacta hv_6 PHNKO01010360.1 3634 11648 2262
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Continuacao Tabela 02

Classe Cdbdigo do ET* Coting A* B* C*
Haribinger hv_6 PHNKO01002641.1 2580 7158 539
Cacta hv 7 HNKO01011574.1 661 8934 2262
Haribinger hv 7 PHNKO01004762.1 3340 10578 315
Cacta hv_8 PHNKO01011700.1 1004 6381 1137
Haribinger hv 8 PHNKO01006365.1 4052 6312 744
Cacta hv_9 PHNK01014513.1 13621 16588 552
Haribinger hv 9 PHNK01006948.1 10152 13081 902

*ET: elemento transponivel; A: inicio do ET no coting; B: fim do ET no coting; C:tamanho da transposase;

Tabela 03. Elementos transponiveis de H. vastatrix mapeados no transcriptoma do patossistema

Hospedeiro* Classe Cédigodo ET* A* B* c* D* E*

C. arabica DNA dna_1 12 HAl  PHNK01000069.1 16308 18150 CUFF.41.1
C. arabica DNA dna_1 17 DAl PHNK01000069.1 16243 18028 CUFF.55.1
C. arabica DNA dna_1 6 HAl  PHNKO01000069.1 16331 18131 CUFF.31.1
C. arabica DNA dna_2 12 HAl PHNK01003495.1 5126 6634 CUFF.1084.1
C. arabica DNA dna_2 17 DAl PHNK01003495.1 5171 6688 CUFF.1286.1
C. arabica DNA dna_2 24 HAI PHNKO01003495.1 5171 6688 CUFF.1286.1
C. arabica DNA dna_3 12 HAl PHNK01020067.1 5270 5998 CUFF.2655.1
C. arabica DNA dna_3 6 HAl  PHNKO01020067.1 5341 6077 CUFF.1948.1
C. arabica DNA dna_4 12 HAl  PHNK01045461.1 10092 11191 CUFF.3499.1
HDT LTR Iltr_1 24 HAI PHNKO01000046.1 19404 21025 CUFF.27.1
C. arabica LTR ltr_10 0 HAI  PHNKO01002314.1 4 4264 CUFF.1615.1
C. arabica LTR ltr_10 12 HAl PHNK01002314.1 2604 4286 CUFF.798.1
C. arabica LTR ltr_10 17 DAl PHNK01002314.1 2586 4165 CUFF.959.1
HDT LTR ltr_10 24 HAI PHNKO01002314.1 2598 4240 CUFF.735.1
C. arabica LTR Itr_10 6 HAl  PHNK01002314.1 2724 4258 CUFF.595.1
HDT LTR ltr_10 6 HAl  PHNK01002314.1 2622 4240 CUFF.273.1
C. arabica LTR ltr 11 0 HAI  PHNKO01002401.1 5995 9352 CUFF.1657.3
C. arabica LTR ltr_11 0 HAl  PHNKO01002401.1 5981 9352 CUFF.1657.2
C. arabica LTR ltr_11 0 HAI  PHNKO01002401.1 5981 9352 CUFF.1657.2
C. arabica LTR ltr_11 0 HAI  PHNKO01002401.1 4991 9352 CUFF.1657.1
C. arabica LTR ltr_11 0 HAI  PHNKO01002401.1 4254 9352 CUFF.1658.1
C. arabica LTR ltr_11 12 HAl PHNK01002401.1 7399 9222 CUFF.822.1
C. arabica LTR ltr_11 12 HAl PHNK01002401.1 7289 9222 CUFF.821.1
HDT LTR ltr_11 24 HAI PHNKO01002401.1 7301 9086 CUFF.757.1
C. arabica LTR ltr 11 6 HAl  PHNK01002401.1 6299 9098 CUFF.610.1
C. arabica LTR ltr_11 6 HAl  PHNK01002401.1 7080 9098 CUFF.611.1
C. arabica LTR ltr 11 6 HAl  PHNK01002401.1 7080 9098 CUFF.611.1
C. arabica LTR Itr_12 0 HAI  PHNKO01002482.1 22953 25349 CUFF.1702.1
C. arabica LTR ltr 13 0 HAI  PHNKO01002641.1 8572 10082 CUFF.1775.1
HDT LTR ltr_14 24 HAI PHNKO01002724.1 1425 2826 CUFF.836.1




Continuacao tabela 03

Hospedeiro* Classe Codigodo ET* A* B* Cc* D* E*

HDT LTR Itr_14 24 HAI PHNKO01002724.1 4 1304 CUFF.835.1
C. arabica LTR Itr_15 0 HAl  PHNKO01003389.1 10554 12470 CUFF.2135.1
C. arabica LTR Itr_16 12 HAl PHNK01003512.1 7236 9881 CUFF.1085.1
C. arabica LTR Itr_17 0 HAl  PHNKO01004788.1 7518 8926 CUFF.2600.1
C. arabica LTR Itr_18 12 HAl PHNK01005702.1 6118 10354 CUFF.1423.1
HDT LTR ltr_18 24 HAI PHNKO01005702.1 7828 10092 CUFF.1312.1
HDT LTR Itr_18 24 HAI PHNKO01005702.1 7828 10092 CUFF.1312.2
HDT LTR ltr_18 24 HAI PHNKO01005702.1 7828 10092 CUFF.1313.1
HDT LTR Itr_18 24 HAI PHNKO01005702.1 7828 10092 CUFF.1313.1
HDT LTR ltr_18 6 HAl  PHNKO01005702.1 8632 10079 CUFF.486.1
HDT LTR Itr_18 6 HAl  PHNKO01005702.1 6121 7029 CUFF.485.1
C. arabica LTR Itr_19 0 HAlI  PHNKO01016835.1 19458 20952 CUFF.4858.1
C. arabica LTR Itr_2 0 HAI  PHNKO01000146.1 8891 11359 CUFF.151.3
C. arabica LTR Itr_2 12 HAl PHNK01000146.1 9054 10735 CUFF.66.1
C. arabica LTR ltr_20 0 HAI  PHNKO01018932.1 8022 10427 CUFF.5318.3
HDT LTR ltr_20 0 HAl  PHNKO01018932.1 8538 9562 CUFF.611.1
C. arabica LTR Itr_20 12 HAl PHNK01018932.1 8218 10632 CUFF.2525.3
C. arabica LTR ltr_20 6 HAl  PHNKO01018932.1 7961 10633 CUFF.1857.1
C. arabica LTR Itr_21 0 HAl  PHNKO01019040.1 15304 16521 CUFF.5342.1
C. arabica LTR Itr_21 0 HAl  PHNKO01019040.1 14937 16612 CUFF.5341.1
C. arabica LTR Itr_22 0 HAl  PHNKO01019151.1 9384 12732 CUFF.5381.1
C. arabica LTR ltr_23 0 HAlI  PHNKO01021384.1 11552 13322 CUFF.5888.1
C. arabica LTR Itr_23 12 HAl PHNK01021384.1 11908 13266 CUFF.2800.1
C. arabica LTR ltr_24 0 HAl  PHNKO01022030.1 19026 21447 CUFF.6020.1
C. arabica LTR ltr_24 0 HAl  PHNKO01022030.1 19026 21447 CUFF.6020.1
C. arabica LTR ltr_24 0 HAl  PHNKO01022030.1 19026 21447 CUFF.6019.1
C. arabica LTR Itr_25 0 HAl  PHNKO01035597.1 8149 9698 CUFF.7123.1
C. arabica LTR Itr_3 0 HAl  PHNKO01000202.1 13076 14673 CUFF.187.1
C. arabica LTR Itr_3 17 DAl PHNK01000202.1 12867 14473 CUFF.117.1
HDT LTR Itr_3 24 HAI PHNKO01000202.1 12918 14671 CUFF.85.1
C. arabica LTR Itr_3 24 HAI PHNKO01000202.1 12867 14473 CUFF.117.1
HDT LTR Itr_3 24 HAI PHNKO01000202.1 12918 14671 CUFF.84.1
C. arabica LTR Itr_4 0 HAl  PHNKO01000393.1 7313 11061 CUFF.363.1
HDT LTR Itr 5 24 HAI PHNKO01000692.1 19975 21116 CUFF.270.1
C. arabica LTR Itr_6 17 DAl PHNK01001159.1 8407 10729 CUFF.566.1
HDT LTR Itr_6 24 HAI PHNKO01001159.1 9571 11135 CUFF.434.1
C. arabica LTR Itr_6 6 HAl  PHNKO01001159.1 10196 11208 CUFF.348.1
C. arabica LTR Itr_7 12 HAl PHNK01001260.1 3357 4861 CUFF.496.1
HDT LTR Itr_7 12 HAI PHNKO01001260.1 3586 4926 CUFF.493.1
C. arabica LTR Itr_7 17 DAl PHNK01001260.1 4059 4886 CUFF.603.1
C. arabica LTR Itr_7 17 DAl PHNK01001260.1 82 3917 CUFF.602.1
C. arabica LTR Itr_7 17 DAl PHNK01001260.1 20 3917 CUFF.e01.1
HDT LTR Itr_7 24 HAI  PHNKO01001260.1 34 3501 CUFF.462.1
HDT LTR Itr_7 24 HAI PHNKO01001260.1 3613 5088 CUFF.463.1
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Continuacao tabela 03

Hospedeiro*
. arabica

. arabica

. arabica

. arabica

. arabica

. arabica

. arabica
HDT

OO0

Classe Cddigodo ET* A* B* Cc* D* E*

LTR ltr_7 6 HAI  PHNKO01001260.1 3157 4864 CUFF.364.1
LTR ltr_8 0 HAI  PHNKO01002280.1 14425 16197 CUFF.1589.1
LTR ltr_8 0 HAI  PHNKO01002280.1 17201 19172 CUFF.1590.1
LTR ltr_8 12 HAI PHNKO01002280.1 14423 16441 CUFF.784.1
LTR ltr_8 12 HAI PHNKO01002280.1 14423 16441 CUFF.783.1
LTR ltr_8 17 DAl PHNKO01002280.1 14426 16221 CUFF.944.1
LTR ltr_8 17 DAl PHNKO01002280.1 14426 16449 CUFF.943.1
LTR ltr_8 24 HAl PHNKO01002280.1 14427 16732 CUFF.724.1

*HDT: Hibrido de Timor (incompativel e resistente); C.arabica (compativel e suscetivel) HAI: Horas apés a
inoculacdo; DAI: Dias Apos a inoculagao; ET: Elemento transponivel; A:Tempo de inoculagdo; B:Coting;
C:lnicio no Coting; D:Fim no Coting; E:Transcripts
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Figura 1. Etapas do script com programas e banco de dados usados para mapear os ETs no genoma e no transcriptoma
de H. vastatrix. (1) Download do genoma de H. vastatrix e do transcriptoma da interacao compativel e incompativel; (2) ro-
teiro das analises utilizadas para identificacao dos ETs no genoma de H. vastatrix; (3) sequéncia de analises para a identi-
ficacao dos ETs nas interacoes compativel e incompativel entre H. vastatrix e Coffea spp.; (4) Identificacao do ETs com o
RepeatMasker e obtencao das sequéncias dos candidatos a ETs; (5) identificacao das ORFs dos ETs; (6) banco de dados
utilizados para identificacao das ORFs; (7) estratégia para obtencao das sequéncias dos ETs completos.



Figura 01- Componentes dos TEs encontrados no genoma de Hemiliea vastatrix

A) Elemento transponivel Cacta

B) Elemento transponivel Harbinger

C) Elemento transponivel Gypsy
Gag Pol

D) Elemento transponivel Cépia

Gag Pol

*+ Componentesdos TEs Classel —TIR +* Componentesdos TEs classel - LTR
Transposase com dominio DDE GAG - Transposases

AP - aspartil Protease
ORF2 - Fungdo Desconhecida IN - Integrase

RH - Ribonuclease
RT - Transcriptase Reversa
Pol - DNA polimerase

Figura 2. Componentes estruturais dos elementos transponiveis encontrados no genoma da raca XXXIIl de H. vastatrix
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Figura 3. Descritores da variabilidade genética entre sequéncias de nucleotideos dos elementos transponiveis Copia e
Gypsy. Onde, proteina GAG (gag), integrase (in), regiao terminal longa 3’ (Itr3), regiao terminal longa 5’ (Itr5) e elemento

transponivel (te).
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Figura 4. Descritores da variabilidade genética entre sequéncias de nucleotideos da transposase dos elementos transpo-
niveis Cacta e Harbinger. Onde, elemento transponivel (te), regidao aberta para leitura (ORF), transposase (tsase), TIR3’ e
TIRS'.



48

cacta_hy 2

haribinger_hv_10
cacta_fv_T3

cacta hv 5 haribinger_hv 4
CEC(E_R'%_‘; B
cacta_hv 17 "
Lacxa:nv:gg A haribinger_hw_5 B
cacta_hv 35

cacta hu 7 haribinger_hv_16
cacta_fv_20

cacta hv 3 haribinger_hw_12
cacta Fv_ g'{
cacta_hwv 7
:a:la:pv_zﬁ haribinger_hw 11
cacta_hw_1

:a::léﬁ:u ) I haribinger_hv &
ta ; J haribinger_hwv_14

cacta hy 4
cacta_fw_15
cacta_hv &
cacta Fv 16
cacta_hv 32

haribinger_hv g
haribinger_hv_13

cacta hv 26
cacta_hv_25
cacta_hv_ 18
cacta_hv 12
cacta_hv_13
cacta_hv_23
cacta_hv_33
cacta_hv_34

haribinger_hw_7

haribinger_hv_15

haribinger_hwv 2
haribinger_hv_1 :

haribinger_hv_%

an na
& [
BAD L]
B S|
L'j'\s T,
23 iz
o b,
B 'Cé'
| e e e

haribinger_hwv 3

copia_bv_35 1 Eypsy_hv_27
E gypsy_w_18
J Rypsy_hv_22

copia_hv_30

gypsy v 15
copia_hv_12 Eypsy_hv_28
s Eypsy_hv_32

iy gypsy.hv 4
capia_hv_34 | £ypsy_hwv_21
; y | sy v 9
capia_hv 33 gypsy_hv 8

; Bypsy.fw 26

copia_hv_24 . Fysy hw 19

> gypsy hv 25
copia_tw_1

)
I
f
PR |
gypsy v 6 — |
— Eypsy_hv 29 —
copia_hw_20 ypsy hw_13
—
I
!
f
L
f
o

BY psy_-’w_}&
gypsy_hv 3
gypsy_hv_14
copla_hv_10 Eypsy v 17
]7 gypsy_hv_37

copia_hv_23 Bypsy_hv 7

gypsy_fv_31
copia_hw 2 Eypsy_hv 16

copla_hv_11

0.0 05 10 0. 05 10 15

b ¥

Figura 5. Dendrograma construido a partir das sequéncias de nucleotideos da transposase dos elementos transponiveis
Cacta (A), Harbinger (B), e da proteina gag para os LTRs Copia (C) e Gypsy (D). A distancia de Kimura (1980) foi usada
como medida de dissimilaridade, y é a taxa de transversao e x é a identificacao do elemento transponivel. Nesta analise,
uma transicao é a substituicao de uma pirimidina (C, T) por outra, ou a substituicao de uma purina (A, G) por outra. Uma
transversao é a substituicao de uma purina por uma pirimidina, ou vice-versa.
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Figura 6. Elementos transponiveis da classe Il (DNA) e os respectivos transcritos (Cuff.) encontrados durante a interacao
compativel entre Hemileia vastatrix e Coffea arabica
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Figura 7. Elementos transponiveis da classe | (retrotransposons) e os respectivos transcritos (Cuff.) encontrados durante
a interacao compativel entre Hemileia vastatrix e Coffea arabica.
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Figura 8. Elementos transponiveis da classe | (retrotransposons) e os respectivos transcritos (Cuff.) encontrados durante
a interacao incompativel entre Hemileia vastatrix e o Hibrido de Timor.
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4. CAPITULO I

|dentificacdo de elementos transponiveis em trés espécies de
Coffea spp.
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Identificacao de elementos transponiveis em trés espécies de Coffea spp.

4.1. Introducao

As espécies de Coffea arabica e Coffea canephora (aproximadamente 60 e
40% da produgao mundial, respectivamente) sdo as duas espécies de importancia
econdmica para producao de café e representam quase a totalidade da producao
mundial (ICO, 2019). A espécie C. arabica possui melhores atributos relacionadas
qualidade de bebida como acidez, aroma e adstringéncia. Enquanto, C. canephora é
considerada mais resistente a doencas e pragas e possui maior teor de cafeina do
que C. arabica (Souza et al. 2018; Zambolim, 2016). A espécie C. arabica é geral-
mente caracterizada por um baixo polimorfismo molecular em relacdo as espécies
do género Coffea. O baixo polimorfismo molecular pode ser atribuido a sua origem
poliploide, biologia reprodutiva e diferenciagao recente sob o ponto de vista evolutivo
em espécie (Bawin et al. 2021). No entanto, estudos recentes sugerem a existéncia
de regides polimérficas em partes especificas do genoma (Alkimim et al. 2017).

Estes estudos abrem precedentes para investigacdo de mecanismos de vari-
abilidade que consideram modelos de adaptacao com taxas evolutivas diferenciais
ao longo do genoma de plantas (Bennetzen e Wang, 2014). Dentre os mecanismos
de variabilidade genética que atuam sobre os genomas de plantas, os elementos
transponiveis (ETs) sdo os mais abundantes e influenciam no desenvolvimento de
plantas (Quesneville, 2020). Os ETs estdo envolvidos em eventos de duplicagoes,
delegbes, inversdes, translocagcbes, movimento de genes e a evolugédo de novas se-
quéncias funcionais de codificacao de proteinas ao longo do genoma de plantas pa-
ra a adaptacdo em novos nichos ecoldgicos (Feschotte et al. 2002; Almoijil et al.
2021). Os ETs podem ser classificados em duas classes.

Os retrotransposons (classe |) da superfamilia Gypsy estao entre os mais ati-
vos em plantas (Lee e Kim, 2014). O elemento transponivel Gypsy completo possui
um complexo de proteinas gag-polimerase, integrase, ribonuclease, aspartil pro-
tease, transcriptase reversa, LTR3’ e LTR5’. A localizacdo de cada componente ao
longo do elemento transponivel € critério de classificagdo estrutural dos retrotrans-
popsons. O elemento transponivel da superfamilia Gypsy se difere da superfamilia
Copia por conter a integrase préxima ao complexo gag-polimerase (Wells e Feschot-
te, 2020).
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Considerando a classe I, o elemento transponivel Cacta possui grande mo-
bilidade no genoma de plantas (Catoni et al. 2019). Estes elementos transponiveis
estdo envolvidos na expansao dos genomas e diferenciacdo de espécies de plantas
(Wicker et al. 2003). Diversas espécies vegetais, como milho, arroz, arabidopsis,
ervilha e soja possuem elementos Cacta clonados e caraterizados (Ping-Fang,
2006). O ET completo possui duas TIRs (Terminal inverted repeat sequences), uma
ORF (Open reading frame) que codificam uma transposase e uma segunda ORF
que codifica uma proteina de fungdo desconhecida. Acredita-se que a segunda ORF
auxilie na transposi¢do, porém a transposase com motif DDE (endonuclease) alta-
mente conservado é a enzima de transposicao chave. Geralmente, as TIRs nas ex-
tremidades 5' e 3' possuem motif altamente conservado CACTA e TAGTG, respecti-
vamente, dai o nome do elemento (Wells e Feschotte, 2020).

Considerando as diferengcas nos componentes estruturais € o impacto ETs
no genoma de plantas, € razoavel supor que os elementos transponiveis Gypsy
(classe |) e Cacta (classe Il) podem ter desempenhado um papel relevante ainda
desconhecido na divergéncia genética entre C.arabica, C.canephora e C. eugenioi-
des. Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo de identificar e analisar a
diversidade genética nas populacées de elementos transponiveis Gypsy e Cacta
encontrados em trés espécies do cafeeiro.

4.2. Material e métodos

4.2.1. Identificacao e caracterizacao dos elementos transponiveis em Coffea
arabica, Coffea canephora e Coffea eugenioides

Para identificagdo dos ETs foram utilizados os genomas das espécies de C.
arabica, C. canephora e C. eugenioides disponiveis no NCBI (National Center for
Biotechnology Information) com os numeros de acesso PRJNA506972 (C. arabica,
Caturra vermelho, planta CCC135-36), PRJEB4211 (C. canephora, planta DH200-
94) e PRJUNA508372 (C.eugenioides, planta CCC680f). As principais etapas estao
descritas na Figura 1.

Na etapa 1, os genomas baixados do NCBI tiveram a qualidade aferidas pelo

programa FastQc. Na etapa 2, os ETs de Classe | e |l presentes nas regides do ge-
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noma de H. vastratrix foram identificados através dos programas RepeatModeller v.
2.0.1 e RepeatMasker v.4.1.1. A biblioteca Dfam foi utilizada como referéncia de ETs
para plantas (Flynn et al. 2008). Foi realizado um BLASTN dos ETs contra o genoma
das 3 espécies do género Coffea. As sequéncias selecionadas foram submetidas ao
programa ORF-Finder para localizagao das ORFs.

Posteriormente, na etapa 3, sequéncias das ORFs foram submetidas os ban-
cos de dados nt, nonreduntat, Pfam, CDD, COILS, Gene3D, HAMAP, SUPERFA-
MILY e TIGRFAM para identificacdo dos componentes dos ETs (Rombel, 2008;
Quevilon et al. 2005). A identificagdo das extremidades LTR (Long terminal repeat) e
TIRs (Terminal inverted repeats) dos ETs foram verificadas com o programa de ali-
nhamento Muscle (Edgar, 2004). Na etapa 4, as sequéncias das ORFs (Open rea-
ding frame) dos componentes gag, polimerase, ribonucleases, aspartil protease, in-
tegrase e transcriptase reversa foram extraidas para os ETs Gypsy. Para o transpo-
son Cacta, as ORFs das transposases e da segunda ORF, quando existente, foram
utilizadas para elaboragdo do banco de dados dos elementos transponiveis. Cada
ORF e as extremidades foram considerados componentes estruturais dos elementos

transponiveis Gypsy e Cacta.

4.2.2. Descritores de variabilidade genética

As sequéncias de nucleotideos foram alinhadas com o programa Muscle. Os
ETs e seus componentes estruturais foram analisados como populagées. Os arqui-
vos de alinhamentos foram utilizados para obtencéo dos descritores de variabilidade
genética no programa DnaSP v. 5.10 (Rozas et al. 2003). Os descritores utilizados
nas analises foram: nimero de sequéncias; numero total de sitios segregantes (s);
diferencas médias de nucleotidos entre as sequéncias (k); diversidade de nucleoti-
deos (17); numero total de mutagdes; numero de haplétipos (h); diversidade de haplé-
tipos (Hd); e estimador de Watterson para a taxa de mutagao em escala populacio-

nal com base no numero total de sitios segregantes (8-W).

4.2.3. Analise discriminante de componentes principais (DAPC)

A Andlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) foi realizada com
pacote adegenet do programa R (Jombart, 2008). O método DAPC destina-se a
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descrever a diversidade entre grupos populacionais previamente definidos. Os ETs
completos encontrados nas respectivas espécies de Coffea foram analisados como
uma populagédo. O algoritmo do método DAPC gerou autovalores e autovetores a
partir da transformacao dos nucleotideos em cédigos numéricos. Os autovalores e
autovetores gerados foram mantidos para conservar toda a variagdo nos dados ori-

ginais e estruturar a populagéo apresentada nos graficos.

4.2.4. Divergéncia evolutiva

Para verificar a divergéncia evolutiva no genoma das trés espécies de café, as
sequéncias de elementos transponiveis foram alinhadas e submetidas aos modelos
evolutivos disponiveis no pacote ape do R. As taxas de transicdo e transversao
foram calculadas para esses alinhamentos e, em seguida, transformadas para
distancias de Kimura “K80” com a seguinte equagdo: K=-1/2In(1-2p-q) - 1/4
In(1 = 2 g ), onde q é a proporcao de sites com transversdes e p € a proporgao de

sites com transi¢des (Paradis e Schliep, 2019; Strimmer et al. 2012).

4.3. Resultados

4.3.1. A integrase é componente do elemento GYPSY mais polimoérfico para
Coffea arabica, Coffea canephora e Coffe eugenioides

As analises de bioinformatica possibilitaram a identificacdo e caracterizacéo
de 119 elementos transponiveis Gypsy completos em C. arabica, 129 em C. ca-
nephora e 98 em C. eugenioides. Os descritores da diversidade genética evidencia-
ram que existem polimorfismos entre os componentes do elemento transponivel
Gypsy nas espécies de Coffea estudadas (Figura 2). Por outro lado, as regides que
codificam a proteinas gag em C. arabica e C. eugenioides possuem as menores taxa
de diversidade de nucleotideos. Nao houve diferencas na diversidade de haplotipos.

Os resultados de 6-W, numero de sitios polimdérficos e o numero de mutagdes
indicam que varios componentes dos transposons Gypsy possuem diversidade ge-
nética. A integrase e aspartil protease sdo um hotpots de mutacoes considerando os

componentes estruturais dos ETs em C. eugenioides. Ja a transcriptase reversa e a
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integrase foram as mais divergentes em C. arabica. Para C. canephora, a regiao que
codifica a proteina gag foi considera a mais polimérfica (Figura 2).

A analise discriminante de componentes principais evidenciou quais os sitios
que mais contribuiram para diferenciacdo da populacdo dos elementos Gypsy no
genoma do cafeeiro (Figura 4). As andlises dos 347 retrotransposons identificaram
12362 possiveis componentes LTRs, gag, polimerase, integrase, ribonuclease,
transcriptase reversa e aspartil protease. Os retrotransposons foram estruturados em
funcéo da espécie de café na qual o ETs foi identificado. A maior diversidade de ETs
foi observada no genoma de Coffea canephora (0,71). Os SNPs que os mais contri-
buiram para a diversidade dos ETs estdo localizados nas posigdes 15587, 15541 e
15563 das sequéncias alinhadas.

4.3.2. Os elementos transponiveis CACTA sao mais polimérficos em Coffea
arabica

As analises de bioinformatica possibilitaram identificar e caracterizar 55 ele-
mentos transponiveis Cacta em C. arabica, 46 em C. canephora e 49 em C. eugeni-
oides. Os descritores evidenciaram que as mutagdes nos ETs estdo concentradas
entre regides codificadoras dos componentes estruturais e as extremidades TIR3’,
TIR5’. No entanto, as transposases possuem mais mutagdes em C. arabica e C. eu-
genioides. A diversidade de nucleotideos foi mais baixa em C. eugenioides para a
transposase (0,02), segunda ORF (0,15) e ET completo (0,02). A espécie C. arabica
apresentou os maiores estimadores de diversidade genética para transposase
(0,41), segunda ORF (0,52) e elemento transponivel completo (0,37) (Figura 3).

Os elementos transponiveis Cacta sdo mais polimérficos em C. arabica em
relacdo as espécies de C. canephora e C. eugenioides. Em C. arabica, 418 sitios
polimérficos foram encontrados em todas as sequéncias de elementos transponiveis
e foi 0 mais alto dentre as espécies, sendo 38 localizados na transposase e apenas
10 na segunda ORF. Na espécie C. canephora, foram encontrados 194 sitios poli-
mérficos, dos quais 18 se encontram na transposase e apenas 5 estdo localizados
na segunda ORF. Ja para C. eugeniodes, foram encontrados 153 sitios polimérficos
no elemento transponivel. No entanto, apenas 6 sitios polimérficos foram localizados

na segunda ORF e 8 sitios polimérficos foram encontrados nas transposases.
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Em relacdo DAPC realizada para os ETs Cacta, foram identificados 173 sitios
polimérficos nas sequéncias de elementos transponiveis, sendo que a proporcéao de
sequéncias conservadas foi de 0,87 % (Figura 5). Esta analise evidenciou que o0s
SNPs que mais contribuiram para a diversidade dos ETs estado localizados nas posi-
cbes 5255, 3028 e 4316 das sequéncias alinhadas. Esses resultados sugerem que
mesmo em espécies filogeneticamente relacionadas, os elementos transponiveis
Cacta sdo mais polimoérficos em C. arabica em relagdo as espécies de C. canephora
e C. eugenioides.

4.3.3. ldentificacao dos elementos transponiveis mais divergentes

A distancia de Kimura calculadas para os elementos transponiveis Gypsy e
Copia nos genomas das espécies de Coffea estao plotados nas (Figuras 6). Para o
elemento Gypsy, os elementos transponiveis mais divergentes foram: i) C. canepho-
ra -Gypsy_1439:Gypsy_1375 (3,30); ii) C. arabica - Gypsy_695:Gypsy_420 (2,76)
(2,75); e iii) C. eugenioides Gypsy_1906:Gypsy_1913 (3,04) (Figura 6). O apice das
frequéncias da distancia de Kimura obtidas para C. arabica foi abaixo de 1, enquanto
C. eugenioides e C. canephora obtiveram o 4pice com valores maiores que 1. Estes
resultados sugerem a existéncia de uma progressdo de eventos mutacionais relaci-
onados a transi¢ao de nucleotideos em relacao a transversdo em C. arabica.

A frequéncia das distancias de Kimura para os elementos Cacta estéao ilustra-
das na figura 7. Os pares de elementos transponiveis divergentes identificados fo-
ram: i) C. arabica - Cacta_24:Cacta_23 (1,50); ii) C. eugenioides- Cac-
ta_10:Cacta_18 (0,13); iii) C. canephora - Cacta_6:Cacta_31 (1,49). Os picos da fre-
quéncia de transposons Cacta foram distintos nas trés espécies, 0 que sugere a
ocorréncia de uma dindmica evolutiva distinta entre as trés espécies (Figura 7). Em
C. eugenioides, taxas de mutagéo ficaram concentradas abaixo de 0,05 para o ele-
mento Cacta, enquanto os picos de das frequéncias com maiores amplitudes ocorre-

ram a partir de 1,0 de taxa de substituigéo.

4.4. Discussao

Apesar dos avancos em estudos para verificar os impactos de elementos

transponiveis no cafeeiro, as variacbes dos componentes estruturais dos
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retrotranposons Gypsy e do transposons de DNA Cacta nao foram investigadas até
o momento. Este trabalho evidencia diferencas estruturais significativas que podem
auxiliar na compreensdo de papel dos ETs na evolugdo do cafeeiro. Estes
componentes estruturais ndo sdo apenas critérios de classificacdo taxondmica dos
ETs, mas também podem refletir informagbes importantes sobre a evolugao das
espécies. Foram construidos banco de dados com os ETs e seus componentes
estruturais identificados para C. arabica, C. canephora e C. eugenioides.

Os descritores de variabilidade genética evidenciaram que a integrase é
componente do retroelemento Gypsy € mais polimérfico para as espécies de
C.arabica, C. canephora e C. eugenioides. A integrase € componente estrutural
fundamental para a transposicdo de retroelementos autbnomos e foi mais
conservada em C. arabica e C. eugenioides. Isso sugere que 0s componentes
estruturais do retroelemento Gyspy evoluiram com taxas distintas para essas
especies. Geralmente, o componente estrutural integrase esta envolvido na
mobilidade dos retrotransposons ao longo dos genomas de plantas e esta associado
com um complexo enzimatico responsavel pela transposicao (Wicker et al. 2007).
Em contraste com os resultados deste trabalho, a maior variabilidade genética
apresentada para integrase dos retrotransposons nas espécies de café é diferente
dos resultados que Neumann et al. 2019 encontraram apds realizaram uma
estruturacdo sistematica dos retrotransposons em plantas. Estes autores
observaram que o componente estrutural gag € mais polimérifco em comparacao
com RT, IN e RH.

Em relacdo variabilidade genética para o elemento Cacta, os descritores
evidenciaram que as transposases sdao mais polimorficas em C. arabica. Os
elementos Cacta realizam a transposicdo ao longo do genoma usando um
mecanismo de 'cortar e colar' mediado por uma transposase DDE. E razoavel supor
que os ETs Cacta estejam relacionados na adaptacdo de C. arabica aos novos
nichos ecolbégicos apbés o processo de hibridizacdo e duplicacdo de genoma que
originou a espécie. Em outras espécies de plantas, a variabilidade genética das
transposases forneceram informagdes importantes sobre variacbes em parametros
agronémicos e diferenciacdo de espécies vegetais. Em Arabidopsis, elementos
transponiveis Cacta possuem alta atividade relacionada a transposicao. Catoni et al.
2019 demostraram em in vivo que os ETs Cacta estdo promovendo rearranjo de

genes relacionado a adaptagdo e variacbes fenotipicas relacionadas ao
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desenvolvimento de Arabidopsis. Na familia botanica Triticeae, regides enriquecidas
com ETs Cacta contribuiram para organizacao e evolucao diferencial dos genomas
das espécies Triticum monococcum e Triticum durum (Wicker et al. 203).

As andlises discriminantes e DAPC permitiram estruturar a variabilidade
genética das populagdes elementos transponiveis em grupos pré-definidos de
acordo com a espécie. Esta analise demostrou que as populagbes de elementos
transponiveis Gypsy e Cacta sao estruturadas por espécies do cafeeiro. As trés
espécies de café compartiiham ETs conservados e divergentes ente si. Este fato
sugere a hipétese que C. canephora e C. eugeniodes forneceram ETs progenitores
ativos para C. arabica. A espécie C. arabica é alotetrapléide autégama (anfidipléide;
2n = 4x = 44) que possivelmente surgiu através da hibridacdo natural entre C.
canephora (ou uma espécie relacionada a canephoroide) e C. eugenioides ocorrido
nos planaltos da Etiépia Central, seguida de uma duplicacdo do genoma,
provavelmente durante um unico evento de alopoliploidizagdo (Lashermes et al.
1999; Bawin et al. 2021). Neste contexto, os ETs mais conservados em C. arabica
pode ter origem em linhagem ancentrais de C. canephora e C. eugeniodes que
deram origem a espécie. A andlise das distancias de Kimura corroboram com essa
hipotese. A distancia de Kimura possibilitou estabelecer uma relacdo empirica entre
transicdo/transversao nas populacées dos elementos transponiveis Gypsy e Cacta
estudados (Strimmer et al. 2012).

Os resultados deste trabalho fornecem uma anadlise comparativa sobre os
retrotransposons e transposons de DNA encontrados nas espécies C. arabica, C.
canephora e C. eugenioides. Os retrotransposons e Transposons de DNA foram
estruturados em funcdo da espécie da espécie de café. Em relacdo aos
retrotransposons Gypsy da classe |, a integrase é componente estrutural é mais
polimérfico entre as espécies de café estudadas. O componente estrutural gag foi o
mais conservado. Em relagdo ao elemento transponivel da classe Il, Cacta sdo mais
polimérficos em C. arabica em relacdo as espécies de C. canephora e C.
eugenioides. As taxas de transicao e transversao de nucleotideos foram maiores nas
ppopulacdes de retrotransposons Gyspy em relagdo as populagées dos elementos
transponiveis Cacta encontradas no genomas estudados.
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Figura 1. Etapas do script com programas e banco de dados usados para mapear os ETs nhos genomas das trés espécies
de café. (1) Download dos genomas C. arabica, C. canephora e C. eugenioides; (2) roteiro das analises utilizadas para
identificacao dos ETs nos genomas, identificacao do ETs com o RepeatMasker e identificacao das ORFs dos ETs; (3)
banco de dados utilizados para identificacao das ORFs; (4) estratégia para obtencao das sequéncias dos ETs completos.
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Figura 02- Descritores da variabilidade genética entre sequéncias de nucleotideos dos ETs Gypsy encontrados nas
espécies de Coffea. Onde, proteina GAG (gag), aspartil protease (asp), polimerase (pol), ribonuclease (rb), transcriptase
reversa (rt) e integrase (in).
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Figura 03- Descritores da variabilidade genética entre sequéncias de nucleotideos dos ETs Cacta encontrados nas
espécies de Coffea. Onde, elemento transponivel (te), regiao aberta para leitura (orf), transposase (tsase).
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Figura 04- DAPC realizada para os transponiveis Gypsy da classe I. Foram utilizados 119 Gypsy de C. arabica, 129 Gypsy
de C. canephora e 99 Gypsy de C. eugeniodes. (A) Representacao da funcao compoplot, mostrando o coeficiente de
pertinéncia de cada espécie a cada espécie (ou seja, C. arabica, C. canephora, C. eugeniodes), seguindo as cores do grafico
de dispersao. (B) Grafico de dispersao dos dois componentes principais agrupados por espécie (cores e elipses). (C)
Plotagem de carregamento gerada pelos 2.827 SNPs, mostrando os SNPs que mais contribuem para a separacao dos
elementos transponiveis entre as trés espécies.
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Figura 05- DAPC realizada para os ETs Cacta da classe Il. Foram utilizados 55 Cacta de C. arabica, 45 Cacta de C.
canephora e 48 Cacta de C. eugeniodes. (A) Representacao da funcao compoplot, mostrando o coeficiente de pertinéncia
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dispersao. (B) Grafico de dispersdo dos dois componentes principais agrupados por espécie (cores e elipses). (C)
Plotagem de carregamento gerada pelos 2.827 SNPs, mostrando os SNPs que mais contribuem para a separacao dos
elementos transponiveis entre as trés espécies.
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Figura 06- Analise de divergéncia copias do retrotransposons Gypsy encontrados nos genomas de C. arabica, C.

canephora, C. eugeniodes. Os graficos representam a frequéncia das copias dos elementos Gypsy distribuidos nos
genomas de cada espécie. O agrupamento foi realizado de acordo com suas distancias de Kimura (valor K de 0 a 3).
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Figura 07- Analise de divergéncia das copias elementos transponiveis Cacta encontrados no genoma de C. arabica, C.
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genomas de cada espécie. O agrupamento foi realizado de acordo com suas distancias de Kimura (valor K de 0 a 1,5).
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de Hemileia vastatrix
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Resisténcia de gendétipos de Coffea arabica as racas Il e XXXIIl de Hemileia
vastatrix

5.1. Introducao

A ferrugem do cafeeiro causada pelo fungo biotrofico Hemileia vastatrix Berk.
& Broome foi relatada pela primeira vez no territério brasileiro em 1970 no sul da
Bahia e rapidamente disseminou-se para todas as regides produtoras de café do
pais (Chaves et al. 1970). A doenga € encontrada em praticamente todas as regides
que produzem Café ardbica (Coffea arabica) e Café conilon (Coffea canephora),
sendo considerada a principal doenca da cultura no Brasil e no mundo (Zambolim
2016; Talhinhas et al. 2017). As perdas causadas podem alcangar niveis de 50 % na
auséncia de medidas de controle integradas e as condigdes climaticas sao
favoraveis para a doenca.

Dentre as estratégias de manejo integrado para a ferrugem do cafeeiro, o
controle genético baseado na combinacdo de resisténcia vertical e horizontal é
considerada a mais importante para reduzir os impactos da ferrugem na produgéo. A
resisténcia duravel a ferrugem do cafeeiro é uma busca constante nos programas de
melhoramento. O pilar da resisténcia durdvel é o desenvolvimento de cultivares que
contemplem boas caracteristicas de producao e resisténcia aos bibtipos agressivos
e/ou racas virulentas prevalentes nos campos de producdo de café (Vale et al.
2001). Tanto a resisténcia horizontal quanto a vertical podem ser encontradas em
cultivares de café (Sousa et al. 2019). No entanto, alguns gendétipos podem ser
severamente afetados pela ferrugem, embora a maioria apresente niveis
intermediarios de resisténcia a H. vastatrix. No Brasil, as racas Il e XXXIIlI sdo as
mais importantes (Capucho et al. 2012; Cabral et al. 2016).

A emergéncia de novas racas de H. vastatrix € um desafio para utilizacdo de
cultivares resistentes (Avelino et al. 2015; Zambolim 2016; Sousa et al. 2019). A raca
Il de H. vastatrix € a de maior prevaléncia nas areas de cultivo. A raga XXXIII de H.
vastatrix foi detectada infectando as principais cultivares de café conilon (Cabral et
al. 2009). Esta ragca também infecta o café arabica e possui genes de viruléncia
complexos. Quando uma variedade com resisténcia vertical é lancada para plantio, o
tempo util da resisténcia varia entre 4 e 6 anos (Zambolim, 2016).
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Considerando as perdas causadas pela ferrugem do cafeeiro e que as
informacdes sobre os padroes de resisténcia do Café arabica poderdo ser
posteriormente Uteis aos cafeicultores para selecdo de gendétipos resistentes com
alto potencial agronémico, além de possibilitar estudos genéticos e moleculares
sobre o carater da herancga para interagao raga-genoétipo, este estudo teve o objetivo
de caracterizar a resisténcia de genoétipos de café arabica as ragas Il e XXXIII de

Hemileia vastatrix.

5.2. Material e métodos

As racas fisiologicas Il (Vs) e XXXIII (Vs7,9) de H. vastatrix armazenadas na
micoteca do Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro — Bioagro/UFV foram
utilizados no experimento. Os uredosporos estavam armazenados a -80 °C e foram
reativados em uma estufa por 10 minutos a 40 °C. Em seguida, os uredosporos
foram inoculados na face abaxial das folhas com auxilio de pincel em mudas da
cultivar Caturra CIFC 19/1 para multiplicacdo. Ap6s o surgimento das pustulas, os
esporos coletados foram armazenados a 4°C durante duas semanas. Foram
desconsideradas amostras de uredosporos com germinacao inferior a 50% em meio
agar-agar 2,0 %.

5.2.1 Producao de inéculo

Uma populacdo composta por 13 genoétipos de C. arabica do banco de
germoplasma da UFV e 17 gendétipos coletados no sudoeste do estado da Bahia
foram utilizadas nesse trabalho (Tabela 1). O plantio das sementes foi realizado em
caixas com areia umida. As caixas foram mantidas no escuro por 28°C. Apds trinta
dias, as plantas na fase de ‘orelha de onca’ foram selecionadas e transplantadas
para vasos plasticos de 2 dm3, sendo o volume da mistura constituido por 50% de
substrato Tropstrato enriquecido com micronutrientes e calcério, 30% de latossolo
amarelo e 20 % de esterco bovino. Os vasos com as mudas receberam a cada 15
dias 100 mL de uma solucao nutritiva contendo em mg/L os seguintes componentes:
192 de KCI, 104,42 de K2SO4, 150,35 de MgSO4.7H20, 61 de ureia, 0,27 de
NHsM07024.4H20, 1,61 de H3BOs, 6,67 de 12 ZnSO4, 1,74 de CuS0O4.5H20, 4,10 de
MnCl2.4H20, 4,08 de FeS0O4.7H20 e 5,58 de EDTA bissddico.
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5.2.2 Avaliacao dos componentes de resisténcia

Vinte folhas das mudas de café totalmente expandidas foram selecionadas de
cada gendtipo para producédo dos discos foliares. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticdes. Cada unidade
experimental foi composta por um gerbox plastico (20,0 x 20,0 x 3,0 cm) contendo
12 discos foliares (2,0 cm de J), espalhados no topo de uma tela de ago inoxidavel
para evitar o contato dos discos foliares com a espuma Uumida no fundo do gerbox.
Os discos foram colocados na parte superior da tela, com a superficie abaxial
voltada para cima. Em seguida, foram inoculados com 5 miligramas de uredosporos
de H. vastatrix de cada raga, com auxilio de pincel. Apds a inoculagao, atomizou-se
agua destilada na face abaxial dos discos, deixando a superficie inoculada
levemente umedecida. Os gerboxes contendo os discos inoculados foram mantidas
no escuro por 48 h a 22 + 2 °C. Posteriormente, foram transferidos para uma camara
de incubacdo, onde permaneceram até o final das avaliacbes sob condi¢des
controladas de temperatura e luz (22 + 2 °C e 12 h de fotoperiodo). Para evitar o
ressecamento dos discos, a espuma no interior das gerboxes foi umedecida duas
vezes por semana.

A partir do 7° dia apds a inoculacdo foram feitas avaliacdes diarias para
verificacdo das pustulas. A quantificacdo dos esporos foi realizada com auxilio de
um microscépico 6tico no 45° dia apds a inoculacdo. Os ensaios foram repetidos trés
vezes ao longo do tempo em delineamento inteiramente casualizado. Os dados
foram utilizados para estimar os componentes de resistente de cada genétipo. Os
componentes de resisténcia obtidos foram: periodo de incubacao (Pl), periodo
latente (PL), Numero de lesdes esporuladas (NLE), area abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD), Producgéo de esporos (PE), nimero de lesbes entre
o dia 0 e 15 apobs a inoculagédo (n_les_0_15), nimero de lesdes entre o dia 16 e 30
apds a inoculacado (n_les 16_30), numero de lesdes entre o dia 31 e 45 apds a
inoculacao (n_les 31 _45), ponto de inflexao da curva logistica (PICL) e inclinagcéao
relativa em torno ao ponto de inflexdo (IRPI). Os dados foram submetidos ao teste
de Bartlett verificar a homogeneidade das variancias.

O teste t de Student foi realizado para os componentes de resisténcia das
cultivares nos experimentos com as racas Il e XXXIll para as plantas que
manifestaram sintomas. Os dados obtidos apés a classificacdo dos componentes de
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resisténcia foram utilizados para elaboracdo de matrizes de dissimilaridade pelos
métodos da distancia Euclidiana Padronizada, Maximo, Manhattan, Canberra,
Binaria e Minkowski. As matrizes de dissimilaridade foram submetidas as técnicas
hierarquicas aglomerativa Ligacdo completa, Mcquitty, Mediana ou Centroide. Os
melhores métodos selecionados pelo teste de Mantel e pelo maior coeficiente de
correlagdo cofenética. Desta forma, os gendtipos foram agrupadas conforme o nivel
de resisténcia contra as racas Il e XXXIIl de H. vastatrix. Todas as analises foram

realizadas no programa R.

5.3. Resultados

As analises dos componentes de resisténcia possibilitaram a caracterizacéo
do padrao de resisténcia dos genétipos submetidas a inoculagdo com as ragas |l e
XXXIII de Hemileia vastatrix. O teste t de Student revelou diferencas significativas
nas comparacoes pareada de cada componente de resisténcia obtidos para as racas
(Figura 01). Os genétipos Caturra CIFC 19/1 e Bourbon Amarelo IAC foram as mais
suscetiveis para ambas as racas. O gendtipo IBC-Palma2 foi suscetivel a raga Il e
imune a raga XXXIII. Por outro lado, o gendtipo Japy foi suscetivel a raca XXXIIl e
imune a raga Il.

Nas Figuras 2 e 3, a variavel IRPI reflete o efeito combinado dos
componentes sobre a resisténcia dos gendtipos estudadas. Essa variavel reflete a
taxa de infeccdo aparente baseada no numero de lesbes acumuladas
temporalmente. O gendétipo Acauad C47 apresentou 0 menor valor em relacédo a
variavel para as ragas Il e XXXIII (Figura 2 e 3). Ja o gendtipo Caturra CIFC 19/1
apresentou maior a inclinagao para ambas as ragas.

Os componentes de resisténcia foram utilizados para calcular a distancia
euclidiana média padronizada (DEMP). O calculo de DEMP como medida de
dissimilaridade permitiu incluir as cultivares que ndo apresentaram sintomas da
doenca. Desta forma, o periodo de incubagcdo e periodo latente nao foram
consideradas nas andlises. As variaveis continuas obtidas através da analise de
regressao logistica, quantificacdo de esporos e quantificacdo da doenca tiveram
indices iguais a zero para genétipos onde nao foi detectada a manifestacdo da

doenca.
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A analise de DEMP revelou que os genoétipos Caturra CIFC 19/1 e IPR 99
foram as mais divergentes em relacdo aos componentes epidemioldgicos, quando
inoculadas com a raga Il e XXXIIl. Esta andlise foi utilizada para a escolha dos
genotipos IPR 99 (resistente) e Caturra CIFC 19/1 (suscetivel) como padrées na
analise de agrupamento. O método de ligacao direta para agrupamento hierarquico
da DEMP apresentou o maior valor de correlacdo cofenética (99,8%), sendo
utilizado para classificar os genétipos quanto aos niveis de resisténcia. O
agrupamento revelou a formacdo de cinco grupos com diferentes niveis de
resisténcia com as seguintes composic¢oes: grupo | (altamente suscetivel), grupo Il
(suscetivel), grupo Il (resistente), grupo IV (altamente resistente) e grupo V_a
(imune). O subgrupo V_b também foi proposto para contemplar os genétipos que
apresentaram um nivel baixo de doenca e que possivelmente tiveram resisténcia
vertical suplantada (Figura 04).

Em relagdo a resisténcia dos genoétipos de café ardbica a raga Il, quatro
gendtipos {Caturra CIFC 19/1, Sabia tardio, Catucai Roxinho e Catucai Vermelho
20/15} foram classificadas como altamente suscetiveis(7%); dois {Catucai Vermelho
24/137 e Bourbom Amarelo IAC} sado suscetiveis (3,5%); seis gendtipos
{Acaua_C105, Acaua_C47 Acaua_C13} sao resistentes (10,5%) ; dois gendtipos séo
altamente resistentes { Catucai Vermelho 36/6 e IBC-Palma2}; e treze gendtipos
{IPR 99, Arara, MGS Catigua 3, Catigua Amarelo, IBC-Palma2, MGS Aranas, MGS
Ametista, Paraiso_ MG_H 419-1, Pau Brasil MG1, Sagarana, Catigua MG2 e Japy}
foram classificados como imunes (22%).

Para resisténcia a raca XXXIII, trés gendtipos {Caturra CIFC 19/1 e Catucai
Vermelho 36/6_C365} foram classificadas como altamente suscetivel (5%); dois
genotipos {Arara e Bourbom Amarelo IAC } suscetivel (8,6%); cinco gendétipos {Japy,
Catucai Vermelho 20/15, Catucai Vermelho 24/137, Catucai Roxinho, Catucai
Amarelo 19/08} resistente (13,5%); quatro genétipos {Acaua C105, Acaua C13,
Catucai Vermelho 36/6 e Sabia tardio}; o genédtipo Acaua C47 foi classificada no
subgrupo V_b; (7%); e 13 gendtipos {IPR 99, Arara, MGS Catigua 3, Catigua
Amarelo, IBC-Palma2, MGS Aranas, MGS Ametista, MGS Catigua 3, Paraiso_ MG_H
419-1, Pau Brasil MG1, Sagarana, Catigua MG 2, IBC-Palma2} foram classificados

como imunes (22%).
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5.4 Discussao

Neste estudo, avaliou-se os padrdes de resisténcia de gendtipos de Coffea
arabica inoculadas com as racgas Il (Vs) e XXXIIl (Vs,7,9) de H. vastatrix. A abordagem
utilizada neste trabalho permitiu uma andlise pareada da interagao raga-genétipo. Os
desdobramentos das analises com os componentes de resisténcia pareadas
permitiram a construcdo de grupos em fungdo da resisténcia qualitativa e
quantitativa observadas nos experimentos.

A andlise dos componentes de resisténcia demostrou a existéncia de
gendtipos que sdao mais suscetiveis a raga XXXIIl em relagéo a raga Il. Os gendtipos
Arara, Catucai Vermelho 36/6, Acaua C13, Catucai Vermelho 19/8 foram mais
suscetiveis a raca XXXIII considerando as variaveis NLE, n_les_0_15, n_les_16_30
e n_les 31 45. A analise da AACPD para o genoétipo Catucai Vermelho 36/6_C36
evidenciou que houve diferenca significativa entre os gendtipos. No entanto, o
gendtipo Catucai Vermelho 36/6_C nao apresentou diferencgas significativas para as
variaveis n_les_ 0 15, n_les 16 30 e n_les 31_45. Outros genoétipos também
apresentaram variacées no numero de pustulas encontradas para ambas as ragas.
Nos gendtipos com resisténcia vertical, os componentes Pl e PL ndo assumiram
valores numéricos continuos apds a avaliacdo. Assim, Pl e PL ndo foram incluidos
no calculo da DEMP e obtencédo do dendrograma. As variaveis consideradas paras
analises multivariadas foram: NLE, PE, AACPD, n les 0 15, n_les 16 30,
n_les 31_45, PICL e IRPI. Estes resultados sdo complementares aqueles
encontrados por Zambolim et al. em 2016 para genétipos de C. canephora. Neste
trabalho, os genétipos de C. canephora tiveram correlacao siginificativa e positiva
para os componentes de resisténcia relacionados ao numero de pustulas,
esporulacdo e darea lesionada. Os autores também encontraram um padrdo de
resisténcia diferentes nos gendtipos de C. canephora quando inoculados com as
racas Il e XXXIII de H. vastatrix.

Considerando a resisténcia quantitativa, os genétipos dos grupos I, I, lll; IV e
o subgrupo V_b apresentaram pustulas e niveis intermediarios das doencgas para as
racas estudadas. Estes grupos apresentam resisténcia quantitativa. A cultivar
Acaua_C47 foi classificada em grupos de resisténcia diferentes em funcao da raca
do fungo utilizada para inoculacdo. O grupo IV é composto apenas pela cultivar
Acaua_C47 inoculada com a raca XXXIIl. Quando a cultivar Acaua C47 foi
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inoculada com a raga Il, a andlise conjunta dos componentes de resisténcia indicou
a classificagéo no grupo Il.

O gendtipo Arara foi mais resistente a raga XXXIIl de H. vastatrix em relagéo
a raca Il. O gendtipo Arara é uma variedade derivada do Sarchimor 1669-20 com o
Catuai lancada em 2012 e esta sendo plantada em larga escala pelos produtores
brasileiros como resistente a ferrugem.

As diferencas nos componentes de resisténcias relacionados aos parametros
epidemiolégicos podem ser explicadas por uma atuacdo conjunta de e
descentralizada de varios mecanismos de mecanismos relacionado a biossintese de
horménios, componentes bioquimicos ou estruturais (Carré-Missio et al. 2013;
Schurt et al. 2016). Estas substancias e estruturas podem restringem o
desenvolvimento de fitopatégenos podem afetar o nimero de pustulas, esporulacao,
periodo latente e periodo de incubacao (Carré-Missio et al. 2012). Dentre os
hormonios produzidos por plantas relacionados a resisténcia, acido salicilico, éxido
nitrico, citocininas, giberelina, auxina e brassinosterdides sdo considerados os mais
importantes (Andersen et al. 2018). Considerando os componentes bioquimicos, os
compostos fendlicos, lactonas, glicosideos, saponinas, terpenoides, estilbenos,
fitoalexinas, quitinases, glucanases e inibidores proteicos estao entre os produtos
das rotas metabodlicas mais importantes (Chang et al. 2012; Aucique-Pérez et al.
2020). Ja para os componentes estruturais, algumas estruturas do tecido vegetal
também afetam o crescimento fungico apds o estabelecimento da relacéo
parasitaria, tais como: a estrutura das paredes celulares epidérmicas e o tamanho,
localizagéo e forma dos estébmatos (Céu et al. 2006).

A resisténcia horizontal € herdada quantitativamente e nao previne a infeccao.
O numero exato de genes expressos envolvidos na interagcdo nao é conhecido,
embora existam QTLs (quantitative trait loci) descritos potencialmente Uteis para a
piramidagdo de genes em cultivares comerciais (Romero et al. 2014; Almeida et al.
2021). A resisténcia quantitativa pode ocorrer em alguns genétipos de progénies de
C. arabica advindas do Hibrido de Timor e a herdabilidade de resisténcia variaram
de 73 a 53% no sentido amplo e restrito, respectivamente (Romero et al. 2010).

Tanto a resisténcia horizontal quanto a resisténcia vertical apresentadas
neste trabalho requerem mais estudos para confirmar a heranga monogénica ou
poligénica da resisténcia, para aumentar as chances de obter uma resisténcia
duravel em Coffea arabica a ferrugem do cafeeiro. O tipo de resisténcia no genétipo



81

Japy foi vertical para raca Il e horizontal para a raca XXXIIl. Por outro lado, a
resisténcia encontrada na cultivar IBC-Palma2 foi horizontal para raca XXXIII e
vertical para a raca .

O grupo V_a ilustrado no dendrograma é composto por 26 gendtipos nos
quais as expressoes fenotipicas da interacdo com racas foram auséncia de doenca
ou manifestacdo da reacdo de hipersensibilidade. Os genoétipos do grupo V_a
(imune) apresentaram resisténcia qualitativa para interacdo raca-gendtipo. A
interacdo raca-gendtipo pode seguir a teoria gene a gene (Flor, 1971). No cafeeiro,
essa interacdo €& governada por fatores de viruléncia (Vi9) e fatores de
suscetibilidade ao cafeeiro (SHi9). Destes fatores, SHi, SH2, SH4 e SHs séao
descritos para Coffea arabica (Bettencourt e Noronha-Wagner 1971). Entretanto,
apenas SHs em Coffea liberica foi clonado até o momento (Prakash et al. 2004).
Possivelmente os gendtipos com resisténcia vertical a raga XXXIII (Vs,7,9) possuem o
fator de resisténcia SHe (Zambolim e Caxeita 2021).

Em conclusao, os gendétipos de Coffea arabica foram classificadas em relacéo
aos niveis de resisténcia horizontal e pela constatacao da resisténcia vertical para as
racas Il e XXXIIl de H. vastatrix. Os componentes de resisténcia podem ser
utilizados como referéncia em futuros estudos de triagem de genotipos com
resisténcia horizontal a gendtipos de Coffea arabica a ferrugem. A interagdo raca-
gendtipo foi determinante para os niveis de resisténcia para em Coffea rabica. A
raca XXXIll de H. vastatrix é agressiva ao genoétipo Arara. Possivelmente, o
subgrupo V_b foi estabelecido para interacdo raca-gendtipo Acaua e a raga XXXIII
devido a suplantacéo da resisténcia vertical.
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TABELA 1. RELACAO DE GENOTIPOS DE CAFE ARABICA UTILIZADOS NOS ESTUDOS DE RESISTENCIA AS RACAS Il E XXXIII DE Hemileia vastatrix

LOCALIDADE DENOMINACAO CRUZAMENTO OU SELECAO QUE ORIGINARAM OS GENOTIPOS MANTENEDOR  RNC*
Barra do Choga-BA Acaua (Covas 13, 47 e 105) Sarchimor 1668 com Mundo Novo IAC 388-17 Procafé 4995
Barra do Choga-BA Arara Selecdo Sarchimor amarelo (cruzamento natural com Catuai) Procafé 28884
Vigosa-MG Arara Selecédo Sarchimor amarelo (cruzamento natural com Catuai) Procafé 28884
Barra do Choga-BA Bourbon Amarelo IAC J10 Cruzamento é desconhecido IAC 2903
Vigosa-MG Catigua Amarelo Catuai Amarelo IAC 86 e Hibrido Timor UFV 440-9

Vigosa-MG Catigua MG2 Catuai Amarelo IAC 86 e Hibrido Timor UFV 440-10 Epamig 18633
Vigosa-MG Catucai Roxinho Icatu com Catuai

Barra do Choga-BA Catucai Vermelho 19/8 Icatu com Catuai Procafé 4909
Barra do Choca-BA Catucai Vermelho 20/15 Icatu com Catuai Procafé 4910
Barra do Choga-BA Catucai Vermelho 24/137 Icatu com Catuai Procafé 4911
Barra do Choga-BA Catucai Vermelho 36/6 (Cova 365) Icatu com Catuai Procafé 4912
Vicosa-MG Caturra CIFC 19/1

Vigosa-MG IBC-Palma - 2 Catimor UFV 353 com Catuai Vermelho IAC 81 Procafé 4998
Barra do Choga-BA IBC-Palma - 2 Catimor UFV 353 com Catuai Vermelho IAC 81 Procafé 4998
Vigosa-MG IPR 99 Villa Sarchi CIFC 971/10 e Hibrido de Timor CIFC 832/2 lapar-Emater 9949
Barra do Choga-BA Japy Linhagem de Catucai vermelho 19/8 cv. 380 Procafé 28891
Vigosa-MG MGS Ametista Catuai Amarelo IAC 86 e Hibrido de Timor UFV 446-08 Epamig 36830
Vigosa-MG MGS Aranas Icatu Vermelho IAC 3851-2 e Catimor UFV 1602-215 Epamig 33348
Vigosa-MG MGS Catigua 3 Catuai Amarelo IAC 86 e Hibrido Timor UFV 440-10 Epamig 22098
Vigosa-MG Paraiso MG H 419-1 Catuai Amarelo IAC 30 e Hibrido Timor UFV 445-46 Epamig 15981
Vicosa-MG Pau Brasil MG1 Catuai Vermelho IAC 30 e Hibrido Timor UFV 442-34 Epamig 18634
Barra do Choga-BA Sabia tardio Catimor 386 e Acaia Procafé 4992
Vicosa-MG Sagarana

* RNC — Registro Nacional de Cultivares
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Figura 02- Curva de progresso com os valores médios das les6es causados pela raca XXXIlIl de Hemileia vastatrix em
cultivares de café. A taxa de inclinacao relativa (b); ponto de inflexao da curva logistica (b). Nao foi observado pustulas
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Figura 3 Curva de progresso com os valores médios das les6es causados pela raca Il de Hemileia vastatrix em cultivares
de café. A taxa de inclinacao relativa (b); ponto de inflexdao da curva logistica (b). Nao foi observado pustulas para as
cultivares IPR 99, MGS Catigua 3, Catigua Amarelo, IBC-Palma2, MGS Aranas, MGS Ametista, MGS Catigua 3,

PARAISO_MG_H 419-1, Pau Brasil MG1, Sagarana, Catigua MG 2
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