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RESUMO 

SILVA, Rosemeire Alves, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2017. 
Caracterização de raças fisiológicas e análise de proteínas candidatas a efetoras em 
população de Hemileia vastatrix no Brasil. Orientador: Laércio Zambolim. 
Coorientadores: Eveline Teixeira Caixeta e Jorge Luis Badel Pacheco.  

 

A ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berkeley & Broome, é 

considerada a principal doença da cultura. O fungo está amplamente distribuído nas 

regiões produtoras de café, causando severos danos econômicos. Novas raças fisiológicas 

de H. vastatrix tem surgido, com frequência em todo mundo, infectando algumas 

cultivares de café lançadas comercialmente como resistentes à ferrugem. Dessa forma, a 

obtenção de cafeeiros resistentes tem sido um desafio devido ao alto potencial adaptativo 

do fungo e tem se tornado cada vez mais difícil a caracterização dos patótipos por meio 

da coleção de cafeeiros diferenciadores de raça. Além disso, as informações acerca da 

interação de cafeeiros com as raças existentes são escassas, embora o processo infeccioso 

de H. vastatrix seja bem estudado. Estudos genômicos estão ajudando no entendimento 

dos mecanismos moleculares envolvidos no processo de interação entre planta e patógeno 

e no desenvolvimento de técnicas moleculares para a identificação de isolados. Nosso 

objetivo foi caracterizar as raças de H. vastatrix encontradas nas principais regiões 

produtoras de café do Brasil, e estudar as proteínas candidatas a efetoras preditas para H. 

vastatrix que possam contribuir para patogenicidade nas diferentes raças do fungo. Foram 

utilizados 56 isolados monopustular coletados de diferentes espécies de café, Coffea 

canephora, C. arabica e Híbrido de Timor (C. canephora x C. arabica) e multiplicados 

em cafeeiro suscetível C. arabica variedade Caturra. Cada isolado foi inoculado em 

cafeeiros que compõe a série diferenciadora de raças, com três repetições. O DNA dos 56 

isolados monopustulares foram extraídos para os estudos genômico. Foram utilizadas 47 

combinações de primer para amplificar genes de candidatos a efetores. Sete genes foram 

amplificados, sequenciados e tiveram sua expressão validada em cafeeiros resistente e 

suscetível. As sequências obtidas foram alinhadas para os 46 isolados, usando o programa 

DNA Baser. Estudo de domínio conservado foram realizados no programa Pfam e a 

categorização das proteínas no Blast2GO. O alinhamento das sequências de nucleotídeos, 

proteínas e agrupamento dos isolados foi feito no programa Clustalw e as diferença de 

nucleotídeo foi analisada no Weblogo. Os dados obtidos foram usados para o estudo de 

diversidade. Por meio da inoculação na série diferenciada, foram identificadas sete raças, 
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sendo cinco já descritas no Brasil e duas pela primeira vez (raça XXIX e XXX). Não foi 

possível caracterizar 15 combinações dos genes de virulência, sendo assim consideradas 

novas raças. A análise da coleção de isolados permitiu inferir a presença de pelo menos 

seis novos genes na série diferenciadora, o que possibilitou diferenciar dois isolados 

descritos como raças III. Na análise genômica, os 47 genes candidatos a efetores 

estudados se mostraram conservados em todos os isolados e estão ligados a 15 processos 

biológicos do desenvolvimento do fungo. Foram identificados 14 domínios nas proteínas 

provenientes desses genes. Para os sete genes sequenciados nos diferentes isolados, 

observou-se diferença na sequência dos nucleotídeos e presença de indivíduos 

heterozigoto e homozigoto. Com análise de diversidade foi possível discriminar os 

indivíduos, sendo o isolado Hv-09 o mais divergente. As informações geradas nesta 

pesquisa poderão ampliar o entendimento da interação entre H. vastatrix e o cafeeiro. O 

conhecimento dos genes que estão envolvidos no processo infeccioso auxiliará o 

entendimento dos mecanismos moleculares que levam à suplantação da resistência por 

novas raças do fungo. 
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ABSTRACT 

SILVA, Rosemeire Alves, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2017. 
Characterization of physiological races and analysis of effector candidate proteins 
in the population of Hemileia vastatrix in Brazil . Adviser: Laércio Zambolim. Co-
Advisers: Eveline Teixeira Caixeta and Jorge Luis Badel Pacheco. 

 

Coffee rust, caused by the fungus Hemileia vastatrix Berkeley & Broome, is considered 

the main disease of the crop. The fungus is widely distributed in the coffee producing 

regions, causing severe economic damage. New physiological races of H. vastatrix have 

arisen, often all over the world, infecting some commercially released coffee cultivars as 

resistant to rust. Thus, obtaining resistant coffee trees has been a challenge due to the high 

adaptive potential of the fungus and it has become increasingly difficult to characterize 

the pathotypes through the collection of coffee races. In addition, information on the 

interaction of coffee trees with the existing races is scarce, although the infectious process 

of H. vastatrix is well studied. Genomic studies are helping to understand the molecular 

mechanisms involved in the process of interaction between plant and pathogen and in the 

development of molecular techniques for the identification of isolates. Our objective was 

to characterize the H. vastatrix race found in the main coffee producing regions of Brazil 

and to study the effector candidate proteins predicted for H. vastatrix that may contribute 

to pathogenicity in the different fungus races. Fifty six monopustular isolates collected 

from different coffee species, Coffea canephora, C. arabica and Hybrid of Timor (C. 

canephora x C. arabica) were used and multiplied in susceptible coffee C. arabica variety 

Caturra. Each isolate was inoculated in coffee plants that make up the differentiating 

series of races, with three replicates. The DNA of the 56 monopustular isolates were 

extracted for genomic studies. We used 47 primer combinations to amplify effector 

candidate genes. Seven genes were amplified, sequenced and had their validated 

expression in resistant and susceptible coffee trees. The sequences obtained were aligned 

for the 46 isolates using the DNA Baser program. A conserved domain study was 

performed on the Pfam program and the protein categorization in Blast2GO. The 

alignment of the nucleotide sequences, proteins and clustering of the isolates was done in 

the Clustalw program and the nucleotide differences were analyzed in Weblogo. The data 

obtained were used for the study of diversity. Through inoculation in the differentiated 

series, seven races were identified, five of which were already described in Brazil and 

two for the first time (races XXIX and XXX). It was not possible to characterize 15 
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combinations of the virulence genes, thus being considered new races. The analysis of 

the collection of isolates allowed to infer the presence of at least six new genes in the 

differentiator series, which made it possible to differentiate two isolates described as 

breeds III. In genomic analysis, the 47 candidate effector genes studied have been 

conserved in all isolates and are linked to 15 biological processes of fungus development. 

14 domains were identified in proteins from these genes. For the seven genes sequenced 

in the different isolates, we observed a difference in nucleotide sequence and presence of 

heterozygous and homozygous individuals. With diversity analysis it was possible to 

discriminate individuals, being the Hv-09 isolate the most divergent. The information 

generated in this research may broaden the understanding of the interaction between H. 

vastatrix and the coffee tree. The knowledge of the genes that are involved in the 

infectious process will help the understanding of the molecular mechanisms that lead to 

the supplanting of resistance by new races of the fungus. 
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 INTRODUÇÃO GERAL  

O parasita obrigatório Hemileia vastatrix Berk. Et Br., pertence a classe  

Pucciniomycete, sendo responsável por causar a ferrugem alaranjada do cafeeiro. A 

estrutura de infecção do patógeno é o urediniósporo que após germinar produz tubo 

germinativo que penetra nos tecidos foliares atráves dos estomatos  (Rayner., 1961). Os 

sintomas e sinais da doença são observados na face inferior das folhas, iniciando-se com 

manchas pequenas, de 1 a 3 mm de diâmetro, e coloração amarelo-pálida, que pode atingir 

2 a 3 cm. Essa coloração pode evoluir para amarelo-alaranjado com aspecto pulverulento 

devido à produção de urediniosporos. A ferrugem pode ocasionar queda prematura de 

folhas, prejudicando o desenvolvimento das plantas jovens e comprometendo a produção 

(Matiello et al., 2002; Fazuoli et al., 2007). Dentre as doenças que infectam o cafeeiro, a 

ferrugem é considerada o principal problema da cultura, podendo, em condições 

favoráveis e na ausência de controle químico, causar perdas na ordem de 35 a 50% da 

produção (Zambolim et al., 2005).   

A principal medida de controle da ferrugem do cafeeiro é o emprego de cultivares 

resistentes, um dos principais desfios para os programas de melhoramento do cafeeiro 

visando a resistência a ferrugem é a alta variabilidade genética do patógeno. O surgimento 

de novas raças de H. vastatrix, assim como a ocorrência de raças com genes de virulência 

complexos revelam o grande potencial evolutivo das populações do fungo (Várzea & 

Marques, 2005). Desse modo, a medida mais eficaz e ambientalmente correta para o 

controle de doenças, de modo geral, é o desenvolvimento de plantas resistentes. Esta 

prática tem sido utilizada pelos melhoristas há mais de 100 anos, e sua eficácia despertou 

o interesse em estudos genéticos que definiram a teoria gene-a-gene em relação aos genes 

de resistência do hospedeiro e os fatores de virulência do patógeno (Flor., 1971). 

Em fungos de um modo geral, raças fisiológicas ou patótipos são comuns, ou seja, 

variantes do patógeno com diferentes combinações de genes de virulência e, 

consequentemente, diferentes capacidades para infectar distintos genótipos de uma 

determinada espécie hospedeira (Rodrigues Jr., 2002). Tradicionalmente, a variabilidade 

fisiológica em H. vastatrix tem sido determinada pelo padrão de infecção composta por 

24 clones de cafeeiros diferenciadores de raças (Várzea & Marques., 2005).  

Os primeiros estudos sobre a especialização fisiológica do patógeno foram 

realizados na Índia, na década de 1930 onde foram identificadas quatro raças fisiológicas 

do fungo (Mayne  1932). Após a criação do Centro de Investigação das Ferrugens do 
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Cafeeiro (CIFC) em Oeiras, Portugal, em 1955, essas pesquisas foram intensificadas com 

a análise de amostras de urediniósporos provenientes de diferentes países (Rodrigues & 

Bettencourt., 1975).  No mundo até o momento já foram caracterizadas, mais 50 raças de 

H. vastatrix (Gichuru et al., 2012; Várzea & Marques., 2005, Talhinhas et al., 20017).  

No Brasil, 15 raças fisiológicas do fungo (I, II, III, VII, X, XIII, XV, XVI, XVII, XXII, 

XXIII, XXIV, XXV ou XXXI, XXXIII, XXXVII) foram identificadas (Zambolim ., 

2016), sendo a raça II a de maior frequência (Zambolim et al., 2005). A ocorrência de 

raças com amplo espectro de virulência, como a raça XXXVII (v2,5,6,7,9) (Cabral et al., 

2009), e a alta diversidade genética das populações do patógeno (Nunes et al., 2009; Maia 

et al., 2013) representam um grande desafio aos melhoristas na busca por cultivares com 

resistência durável.  

O surgimento de novas raças e isolados mais agressivos em patógenos de plantas 

ameaçam a agricultura em todo o mundo. Como se observou com o fungo causador da 

ferrugem da haste do trigo e as novas epidemias da ferrugem do cafeeiro principalmente 

na américa latina e central, que nos últimos anos tem enfrentado fortes epidemias da 

doença (Aime et al., 2006; Avelino et al., 2015).  Devido à variabilidade fisiológica de H. 

vastatrix ser determinada pelo padrão de infecção em clones de cafeeiros diferenciadores 

de raças, o número de séries diferenciadores existentes não está sendo suficiente para a 

caracterização de alguns patótipos com amplo espectro de virulência. Pelo menos mais 

de 10 isolado não foram diferenciados pelas plantas diferenciadoras do CIFC, e outras 

raças desconhecidas também foram detectados em vários países produtores de café 

(Gouveia et al., 2005). 

O estudo da biologia de patógenos obrigatórios como fungos causadores de 

ferrugem é particularmente desafiador e precisa de investimentos substanciais, dado ao 

fato de que um grande conjunto de plantas diferenciadoras tem que ser empregado para a 

classificação das raças. O desenvolvimento de novas ferramentas para a identificação de 

isolados é fundamental para estudar a biologia destes importantes agentes patogénicos de 

plantas, e a genômica pode oferecer tais ferramentas. Genes de Hemileia vastatrix 

diferencialmente expressos em urediniosporos, apressórios e haustórios já foram 

identificados, mas apenas o gene  HvEC-016 foi identificado até o momento (Fernandez 

et al., 2012; Tallhinhas et al., 2014; Maia et al., 2016).  

A descoberta dos produtos determinantes de virulência secretados por patógenos 

de plantas foi possível através da análise genômica. Proteínas secretadas têm sido 

associadas com a virulência de fungos fitopatogênicos (Spanu., 2012) e muitos têm sido 
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descritos em Melampsora ssp. (Joly et al., 2010; Hacquard et al., 2012), Puccinia 

striiformis (Cantu et al., 2011, 2013), P. graminis (Duplessis et al., 2011), e Hemileia 

vastatrix (Fernandes et al., 2012). Assim, a descoberta dos genes de proteínas secretadas  

é fundamental para desvendar os mecanismos de patogenicidade anteriormente 

desconhecido e demonstrar a sua função no papel decisivo do processo infeccioso, que 

operam em fungos biotróficos (Sauders et al., 2012). Portanto, tais genes poderiam ser 

utilizados para distinguir as raças existentes de Hemileia vastatrix e também fornecer 

informações para serem utilizadas pelos programas de melhoramento do cafeeiro.   

  REVISÃO DE LITERATURA  

2.1.  Hemileia vastatrix  

O gênero Hemileia foi descrito pela primeira vez por Berkeley e Broome, no 

Ceilão (atualmente Sri Lanka), em 1869, recebendo esta denominação devido à 

morfologia dos urediniósporos, que apresentam uma face lisa e outra equinulada 

(Rodrigues., 1990). O gênero engloba cerca de 50 espécies, provenientes de zonas 

tropicais, que infectam predominantemente rubiáceas (Rodrigues Jr., 1990). São apenas 

duas as espécies com importância econômica, Hemileia coffeicola e H. vastatrix, ambas 

infectando plantas do gênero Coffea de elevado valor econômico (Rodrigues Jr. & 

Bettencourt., 1975; McGrain & Hennen., 1984).  

Das duas espécies referidas, a mais importante é H. vastatrix, uma vez que se 

encontra disseminada por todos os países produtores de café e causa grandes prejuízos. 

Nas Américas, o primeiro relato da doença foi no Brasil, em janeiro de 1970, no Estado 

da Bahia (Chaves et al., 1970). Dez anos após a sua descoberta no Brasil, a ferrugem do 

cafeeiro já havia se disseminado por quase todos os países produtores de café da América 

Latina (Schieber & Zentmyer., 1984). Acredita-se que os urediniósporos do fungo foram 

trazidos para o Hemisfério oeste por correntes de ventos vindos da Angola (Bowden et 

al., 1971), ou introduzidos acidentalmente em plantas, bagagens ou roupas contaminadas 

(Kushalappa., 1989).  

H vastatrix é classificado no filo Basidiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem 

Pucciniales e família Incertae sedis (indexfungorum, 2017). Os fungos causadores de 

ferrugens produzem até cinco tipos de estruturas de frutificação, cada uma delas 

correspondendo a uma fase do ciclo de vida do patógeno (Kolmer et al., 2007). A 

ferrugem do cafeeiro é classificada como microcíclica, pois seu ciclo biológico apresenta 

apenas as fases de urédia, télia e basídia (Coutinho et al., 1995; Fernandes et al., 2009). 
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Na fase uredinial ocorre a produção dos urediniósporos dicarióticos, que representam a 

fase repetitiva da ferrugem, responsáveis pelo aumento da doença em condições de 

ambiente favoráveis (Agrios., 2005). Os teliósporos são formados ocasionalmente, 

aparecendo excepcionalmente em condições de chuva moderada e baixas temperaturas 

(Coutinho et al., 1995; Fernandes et al., 2009). Nos teliósporos ocorre a cariogamia, e o 

núcleo diplóide migra para o promicélio, onde a meiose é completada. Em seguida, ocorre 

a formação de quatro células no promicélio, cada uma sustentando terminalmente um 

basidiósporo. O núcleo haplóide de cada célula do promicélio migra para dentro dos 

basidiósporos (Vishveshwara & Nag Raj., 1960). Todas as tentativas envolvendo 

inoculação de cafeeiros com basidiósporos não resultaram em infecção, e nenhum 

hospedeiro alternativo suscetível para este tipo de propágulo sustentou as fases de pícnio 

e écio no ciclo de vida da ferrugem do cafeeiro (Gopalkrishnan., 1951).  

Teoricamente, H. vastatrix seria um fungo estritamente clonal, pois as 

combinações alélicas formadas durante a meiose, por recombinação gênica, não se 

estabelecem na população do patógeno, uma vez que os basiodiósporos não são 

infectivos. Porém, estudos sobre o comportamento nuclear, realizados na década de 1960, 

levantaram a possibilidade de ocorrência da cariogamia e meiose nos urediniósporos 

(Rajendren., 1967). Esse fenômeno, que faz com que os urediniósporos se comportem 

geneticamente como teliósporo, levou Rajendren (1967) a denominar o urediniósporo de 

H. vastatrix como “teliósporo-uredinióide”, e este fenômeno ficou conhecido como 

“fenômeno-Kamat” (Rajendren., 1967). Apesar de muitos pesquisadores terem ignorado 

essa descoberta por vários anos, um estudo no Brasil, de citometria de imagem do 

conteúdo de DNA revelou a presença de um tipo inédito de reprodução sexual oculta 

dentro dos esporos assexuais de H. vastatrix, onde comprovam a hipótese de que 

cariogamia, seguida de haploidização, pode ocorrer nos urediniósporos e este evento foi 

denominado de criptossexualidade (Carvalho et al., 2011). Segundo os autores, esse tipo 

de reprodução poderia explicar o surgimento frequente e rápido de novas raças 

fisiológicas de H. vastatrix.  

2.2. Herança da resistência do cafeeiro  

As duas espécies de café exploradas comercialmente são Coffea arabica (café 

arábica) e Coffea canephora (café robusta), representando, respectivamente, 75 e 25% da 

produção nacional (MAPA., 2017). C. arabica é uma espécie tetraploide, com 90% de 

autofecundação, enquanto as demais espécies são diploides, autoincompatíveis e de 

fecundação cruzada (Fazuoli., 2006). Até o momento, foram identificados nove genes 
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dominantes de resistência em plantas de café de diferentes espécies, caracterizados pela 

sigla SH (Noronha et al., 1967; Bettencourt et al., 1971;  Bettencourt et al., 1988). Esses 

genes de resistência foram encontrados em C. arabica (SH1, 2, 4, 5), C. canephora (SH6, 

7, 8 e 9) e C. liberica (SH3). Os genes SH6, 7, 8 e 9 também foram encontrados em 

derivados do Híbrido de Timor, um híbrido natural proveniente do cruzamento entre C. 

arabica e C. canephora, o que indica que esses genes são originados do café Robusta (C. 

canephora) (Rodrigues et al., 1975; Bettencourt et al., 1988). Além desses, foram 

detectados pelo menos mais dois genes de resistência ainda não caracterizados, que, 

isoladamente ou associados aos genes SH1-SH9, condicionam resistência a mais de 40 

raças fisiológicas de ferrugem (Várzea et al., 2005).  

Estudos realizados no Centro de Investigaçãos das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), 

em Portugal, têm mostrado que a teoria gene-a-gene também se aplica à interação 

Hemileia-Coffea (Noronha et al., 1967), onde a resistência à ferrugem é condicionada por 

pelo menos nove genes dominantes (SH1-SH9), sozinhos ou associados (Rodrigues & 

Bettencourt., 1975; Bettencourt & Rodrigues., 1988). Assim, pode-se inferir a existência 

de pelo menos nove genes de avirulência em H. vastatrix.  

2.3. Mecanismo de defesa das plantas 

Fitopatógenos possuem diversas estratégias para infectar o hospedeiro. 

Independentemente da estratégia adaptativa do patógeno, ele secreta proteínas efetoras 

com a função de suprimir as repostas de defesa da planta, para promover sua virulência e 

assim possibilitar a colonização dos tecidos. Por outro lado, em resposta à infecção, as 

plantas desenvolveram, ao longo do processo evolutivo, mecanismos de defesa inato para 

restringir a proliferação de patógenos em seus tecidos (Jones et al., 2006; Dodds et al., 

2010).  

A imunidade inata das plantas é constituída por duas linhas de defesa principais. 

A primeira é denominada imunidade desencadeada por PAMP (PTI – PAMP triggered 

immunity) e a segunda, imunidade desencadeada por efetores (ETI – Effector triggered 

immunity) (Jones et al., 2006; Boller et al., 2009; Dodds et al., 2010).  

Na primeira linha de defesa das plantas (PTI) utiliza proteínas receptoras 

localizadas na membrana plasmática que reconhecem padrões moleculares conservados 

associados a patógenos, denominados  PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) 

(Zipfel., 2008). Os PAMPs geralmente possuem funções estruturais, como a quitina e a 

flagelina (Jones & Dangl., 2006; de Wit., 2007). A quitina é o principal componente 

estrutural de parede celular de fungos (de Wit et al., 2009; Stergiopoulos & de Wit., 
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2009). Embora a PTI seja suficiente para impedir a infecção, muitos patógenos 

adquiriram habilidade de produzir efetores que a suprimem e, portanto, contribuem para 

a virulência do patógeno, resultando na suscetibilidade desencadeada por efetores (Win 

et al., 2012). Em contrapartida, uma segunda linha de defesa (ETI) foi desenvolvida pelas 

plantas para detectar esses efetores produzidos pelos patógenos (Jones et al., 2006; Dodds 

et al., 2010).  

A imunidade desencadeada por efetores (ETI) utiliza receptores intracelulares com 

domínios NB (nucleotide-binding) e LRR (leucine-rich repeat), que reconhecem efetores 

(proteínas Avr) do patógeno. As proteínas NB-LRR são codificadas por genes de 

resistência (R), sendo, consequentemente, denominadas proteínas R, o reconhecimento 

dos efetores do patógeno pelas proteínas R ativa vias de sinalização celular que 

desencadeiam a morte celular programada no sítio de infecção, o que conduz ao colapso 

do tecido e à inibição completa da proliferação do patógeno. Esta forma especializada de 

morte celular é conhecida como reação de hipersensibilidade (HR) (Heath., 2000).  

As proteínas NB-LRR podem reconhecer efetores diretamente pela associação 

física, ou indiretamente por meio de uma proteína acessória, que é o alvo do efetor no 

hospedeiro. Em geral, o reconhecimento direto, também é denominado modelo ligante-

receptor (Stergiopoulos & de Wit., 2009). Um segundo modelo de reconhecimento é 

conhecido como “modelo guarda”, que propõe um reconhecimento indireto entre as 

proteínas codificadas pelo gene R e avr (Stergiopoulos & de Wit., 2009). De acordo com 

este modelo, as proteínas R atuam monitorando modificações nas proteínas-alvos dos 

efetores do patógeno. Estudos mostram que este modelo se aplica à maioria dos estudos 

de interação já descritos (Rooney et al., 2005).  

Nesta interação os fungos filamentosos secretam um arsenal de proteínas efetoras 

com a função de suprimir as respostas de defesa e promover o parasitismo (Ellis et al., 

2009). A expressão dos genes efetores é induzida durante a colonização dos tecidos 

vegetais (Kamper et al., 2006; Mosquera et al., 2009; Spanu et al., 2010). Desta forma, 

os efetores podem ser eficientemente identificados em bibliotecas de cDNA obtidos de 

folhas infectadas (Bittner-Eddy et al., 2003; Catanzariti et al., 2006; Cramer et al., 2006; 

Torto-Alalibo et al., 2007; Bowen et al., 2009; As-sadi et al., 2011; Cabral et al., 2011). 

Essa estratégia, no entanto, envolve o sequenciamento de um grande número de cDNA 

originado da planta infectada.  
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2.4. Imunidade desencadeada por efetores (ETI) 

Efetores são definidos como moléculas secretadas por organismos associados às 

plantas que modificam a estrutura e função da célula do hospedeiro (Hogenhout et al., 

2009). São moléculas produzidas pelo patógeno que têm um efeito específico sobre um 

ou mais genótipos de uma planta hospedeira. No entanto, efetores têm sido mostrados 

como indutores ou supressores da resposta de defesa. Dessa forma, a utilização do termo 

estende-se para englobar os padrões moleculares associado ao patógeno (PAMPs), e 

outros indutores, como os produtos do gene de avirulencia (Avr) de patógenos biotróficos, 

e as toxinas específicas de patógenos necrotróficos (Vleeshouwers et al., 2014).  

Devido a capacidade adaptativa dos patógenos, que são capazes de secretar um 

arsenal de proteínas que podem suprimir PTI, resultando em suscetibilidade 

desencadeada por efetores (ETS,effector-triggered susceptibility) (Birch et al., 2008). No 

entanto, plantas podem apresentar proteínas de resistência (NB-LRR) que reconhecem 

estes efetores resultando em defesa (Howden & Huitema, 2012). Enquanto patógenos 

desenvolvem novos efetores para manipular os processos de defesa das plantas, estas 

desenvolvem novas proteínas R, o que sugere uma constante e indefinida “corrida 

armamentista” na interação planta-patógeno (Coll et al., 2011). 

 Uma das estratégias do patógeno em superar a segunda linha de defesa do 

hospedeiro (ETI) podem ser devidos as mutações e aquisição de novos efetores, seja pela 

perda ou pela diversificação do seu sitio de reconhecimento pela proteína R.  

Efetores são fatores de virulência, mas cada um contribuindo parcialmente para a 

virulência final. Efetores independentes podem atuar de forma redundante, podendo 

alterar uma mesma via de sinalização do hospedeiro. Portanto, os genes efetores podem 

ser perdidos sem causar impacto significativo na virulência do patógeno. Exceções a este 

princípio são os “efetores fundamentais”, definidos operacionalmente por sua ampla 

distribuição na população de um determinado patógeno e sua contribuição para a 

virulência do mesmo (Dangl et al., 2013). 

As ferrugens, assim como os outros patógenos biotróficos, formam haustórios no 

mesófilo das células de seus hospedeiros durante o processo de infecção. Os haustórios 

facilitam a entrega dos efetores na matriz extra-haustorial de onde muitos serão 

translocados para outros compartimentos subcelulares (Win et al., 2012).  

De acordo com o local de atuação, os efetores podem ser divididos em dois grupos: 

efetores extracelulares e efetores citoplasmáticos. Os efetores extracelulares, também, 

conhecidos como efetores apoplásticos são secretados pelos patógenos, durante a 
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infecção e acumulam nos espaços intercelulares. Os efetores citoplasmáticos são os que 

podem se translocar através da membrana celular e têm contato direto com 

compartimentos subcelulares ou organelas (DE Wit et al., 2009).  No entanto, pouco se 

sabe sobre como ocorre esse processo de translocação, sendo necessários métodos que 

permitam a detecção e visualização desse tráfego dos efetores até o local de atuação (Petre 

et al., 2014) 

Até o momento, seis proteínas efetoras foram caracterizadas em fungos causadores 

de ferrugem, são todas proteínas secretadas, expressas em haustórios e sem função 

bioquímica claramente identificada (Petre et al., 2014). Quatro proteínas efetoras com 

atividade de avirulência em M. lini (AvrL567, AvrM, AvrP123 e AvrP4) (Dodds et al., 

2004; Catanzariti et al., 2006). A expressão e secreção dessas proteínas no haustório do 

fungo concomitantemente com a indução de HR nas plantas indicam que os haustórios 

possuem papel crucial na liberação de proteínas efetoras dentro da célula da planta 

(Catanzariti et al., 2007). A proteína AvrP123 possui similaridade a inibidores de 

proteases, o que evidencia o papel dessa proteína na patogênese de M. lini, por meio da 

inibição de proteases do hospedeiro (Catanzariti et al., 2006). Segundo Rafiqi et al. 

(2012), a proteína AvrP123 acumula-se no núcleo da célula, podendo manipular a 

expressão gênica do hospedeiro durante a infecção.  A proteína RTP1 (Rust Transferred 

Protein) de Uromyces fabae (Uf-RTP1) e seu homólogo em Uromyces striatus (Us-

RTP1) são expressos nos haustórios e translocados para o citoplasma da célula vegetal 

(Pretsch  et al., 2013). 

Até recentemente, muito pouco se sabia sobre a biologia dos efetores e 

principalmente sobre as bases moleculares da interação planta-patógeno. O conhecimento 

era limitado a estruturas de infecção especializadas, sintomatologia, secreção de enzimas 

hidrolíticas e toxinas. Com o avanço de técnicas moleculares e sequenciamento, muita 

informação tem sido gerada e a fitopatologia está avançando no entendimento das 

estratégias de infecção dos patógenos e mecanismos de defesa das plantas 
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Primeiro relato das raças XXIX e XXX de Hemileia vastatrix no Brasil e variação 

de resposta em genótipos diferenciadores inoculados com isolados da raça III  

Silva, R.A., Caixeta, E.T., Badel, J.L., Zambolim, L.  

 INTRODUÇÃO 

 Dentre as doenças que infectam o cafeeiro, a ferrugem causada pelo fungo 

Hemileia vastatrix Berk. et Br. é a doença mais importante, foi encontrada no Brasil   pela 

primeira vez em Coffea. arabica em janeiro de 1970, no sul do estado da Bahia, e quatro 

meses depois, foi observada em quase todas as plantações de café no país (Chaves et al., 

1970). Atualmente, a doença pode ser encontrada em todas as regiões onde o café de 

Arabica (C. arabica) e Conilon (C. canephora) são cultivados. (Rodrigues, 1990; Avelino 

et al., 2015). Desde 2012, houve uma onda de epidemia de ferrugem do café na América 

Central e do Sul, particularmente na Nicarágua, Equador, El Salvador, Panamá e 

Honduras, onde as perdas foram estimadas na faixa de 30 a 90%. Fatores climáticos foram 

apontados como o causador do surto da ferrugem, especialmente em temperaturas mais 

elevadas ( Avelino et al, 2015). 

  Nas regiões de clima quente produtoras de café do Brasil o café conilon, em 

sua maioria susceptível é cultivado, neste caso a doença pode reduzir os rendimentos em 

30 a 50% dependendo do nível de resistência do genótipo (Capucho et al. 2013). A 

importância da ferrugem deve-se ao surgimento de novas raças de H. vastatrix, assim 

como a ocorrência de raças com genes de virulência complexos que mostram um grande 

potencial evolutivo das populações do fungo (Várzea & Marques, 2005). De um modo 

geral, nos fungos, raças fisiológicas ou patótipos são comuns, ou seja, variantes do 

patógeno com diferentes combinações de genes de virulência e, consequentemente, 

diferentes capacidades para infectar distintos genótipos de uma dada espécie hospedeira 

(Rodrigues Jr., 2002).  

O primeiro estudo sobre a diversidade fisiológica de H. vastatrix foi realizado por 

Mayne (1932), na Índia, onde foram identificadas quatro raças fisiológicas do fungo. O 

CIFC (Centro de Investigação das Ferrugens do Cafeeiro) em Oeiras, Portugal, 

caracterizou, até o momento, mais 50 raças de H. vastatrix (Gichuru et al., 2012; Várzea, 

et al., 2005; Talhinhas et al., 2017). No Brasil, 15 dessas raças foram identificadas em C. 

arabica L.: I(v2v5),II(v5),III(v1v5),VII(v3v5), X (v1v4v5), XIII (v5v?), XV (v4v5), XVI 

(v1v2v3v4v5) ), XVII (v1v2v5), XXII (v5v6), XXIII (v1v2v4v5), XXIV (v2v4v5), XXV 
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(v2v5v6), XXXIII (v5v7 ou v5v7v9) e XXXVII (v2v5v6v7v9), sendo a raça II (v5) a 

mais frequente ( Chaves e Pereira 1980; Cardoso et al., 1986, 1988; Zambolim et al., 

2005; Fazuoli et al., 2005, Cabral et al., Capucho et al., 2012). Em Coffea canephora var. 

Conilon três raças fisiológicas foram identificadas: I (v2v5), II (v5) e III (v1v5) 

(Zambolim., 2016).  

 As raças de H. vastatrix são determinadas pelo padrão de infecção em clones de 

cafeeiros diferenciadores de raças. Entretanto, a série diferenciadora é restrita, o que 

impossibilita a caracterização de alguns patótipos com amplo espectro de virulência. Pelo 

menos mais de 10 isolado não foram diferenciados pelas plantas diferenciadoras do CIFC, 

e outros isolados também não foram caracterizados em vários países produtores de café 

(Gouveia et al., 2005). Os mecanismos que levam ao surgimento de novas raças em H. 

vastatrix não são bem compreendidos. Como o estágio sexual do fungo não foi 

encontrado, a hipótese de mutação é o principal mecanismo que leva à variabilidade na 

população de patógenos (Varzea e Marques., 2005). Mas, um estudo no Brasil, de 

citometria de imagem do conteúdo de DNA revelou a presença de um tipo inédito de 

reprodução sexual oculta dentro dos esporos assexuais de H. vastatrix, onde comprovam 

a hipótese de que cariogamia, seguida de haploidização, pode ocorrer nos urediniósporos 

e este evento foi denominado de criptossexualidade,  este tipo de reprodução pode 

explicar o surgimento frequente e rápido de novas raças fisiológicas do fungo (Carvalho 

et al., 2011). O objetivo deste trabalho foi caracterizar as raças existentes no Brasil até o 

momento, e intender o rápido surgimento de novas raças que estão sendo capazes de 

suplantar a resistência dos cafeeiros no Brasil. 

 MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Origem geográfica, armazenamento e inoculação 

 Um total de 56 isolados de H. vastatrix foram utilizados no estudo. Os isolados 

foram coletados em diferentes genótipos de cafeeiro, em municípios dos cinco principais 

estados brasileiros produtores de café (Tabela 1). Na figura 1 as regiões geográficas os 

estados, Minas Gerais, Espírito Santo, São Paulo, Paraná e Bahia. A amostragem 

consistiu de aproximadamente 20 folhas, apresentando sinais do patógeno, coletadas ao 

acaso em uma mesma planta em cada propriedade visitada. As folhas foram 

acondicionadas em sacos individuais e transportadas em caixas de isopor para o 

laboratório de Biotecnologia do Cafeeiro (BioCafé) da Universidade Federal de Viçosa. 
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No laboratório, os urediniósporos foram coletados com o auxílio de uma cápsula de 

gelatina. Os urediniósporos coletados em folhas de uma mesmo genótipo de cafeeiro 

dentro de uma mesma lavoura em uma mesma propriedade foram considerados como um 

isolado. O local de coleta de cada isolado foi georeferenciado e os dados necessários para 

a identificação da amostra foram anotados em um caderno de campo. Os urediniósporos 

contidos em cápsulas de gelatina foram armazenados dentro de um dessecador com 50% 

de umidade relativa do ar, a 4°C, visando preservação até a inoculação para multiplicação 

(Zambolim & Chaves., 1974). 

 A inoculação das mudas de café com até 5 pares de folhas, com os isolados foi 

realizada com o auxílio de um pincel de pêlo de camelo, depositando-se os urediniósporos 

na face abaxial de folhas jovens e completamente desenvolvidas do cultivar caturra CIFC 

19/1 (hospedeiro de multiplicação). Em seguida, água destilada foi aspergida sobre as 

folhas com um borrifador sem atingir o ponto de escorrimento. Após esse procedimento, 

as plantas foram cobertas com saco plástico e transferidas para uma câmara de nevoeiro 

a 22 ± 2ºC, no escuro por 48 horas e umidade relativa próxima a 100%. As plantas foram 

mantidas em câmaras de crescimento com repartições individualizadas, a 22 ±2ºC e 

fotoperíodo de 12 horas, até a manifestação dos sinais do patógeno. Para a obtenção de 

isolados monopustulares, a metodologia utilizada foi a mesma descrita por Capucho et al. 

(2009) e semelhante à descrita para outros patógenos causadores de ferrugem, como 

Puccinia coronata (Leonard et al., 2005), P. recondita (Elyasi et al., 2006) e P. tritici 

(Kolmer et al., 2007). Os isolados monopustulares foram multiplicados em plantas de 

caturra até a obtenção de quantidade suficiente de urediniósporos para caracterização das 

raças fisiológicas. 

 

Tabela 1: Descrição e origem geográfica dos isolados de Hemileia vastatrix utilizados 
no trabalho. 
ISOLADO GENÓTIOPO/ CULTIVAR MUNICÍPIO UF GEOREFERENCIAMENTO 

1M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG 20°44’84”S/ 42°51’10’W 
2M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG 20°44’94’’S/42°51’10W 
3M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG 20°44’86’’S/42°51’13W 
4M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG 20°44’86’’S/42°51’13W 
5M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG 20°44’87’’S/42°51’13W 
6M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG 20°44’88’’S/42°51’14W 
7M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG 20°44’79’’S/42°50’94W 
9M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG 20°44’84’’S/42°50’95W 
10M Catuaí vermelho UFV Viçosa MG 20°44’57’’S/42°50’86W 
11M Catuaí vermelho Viçosa MG 20°44’23’’S/42°46’06W 
12M Pé Franco Conilon Jaguaré ES 20°44’23’’S/42°46’01W 
13M Conilon Jaguaré ES 20°44’23’’S/42°46’01W 
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14M Pé Franco Conilon Jaguaré ES 20°44’23’’S/42°46’01W 
15M Conilon (Crespin) Jaguaré ES 20°44’23’’S/42°46’15W 
16M Bamburral (Conilon) Jaguaré ES 20°44’24’’S/42°46’16W 
18M Conilon Clone 03 Jaguaré ES 20°44’24’’S/42°46’15W 
19M Conilon Mistura de clones Jaguaré ES 20°44’23’’S/42°46’15W 
20M Conilon Mistura de Clones Jaguaré ES 20°44’23’’S/42°46’15W 
21M Conilon LB1 Soretama ES 20°44’24’’S/42°46’15W 
22M Conilon Jaguaré ES 20°44’23’’S/42°46’16W 
23M Conilon Clone 02 Jaguaré ES 20°44’23’’S/42°46’15W 
24M Conilon Clone 120 Jaguaré ES 20°44’23’’S/42°46’16W 
25M Conilon (Mistura) Soretama ES 20°44’23’’S/42°46’16W 
26M Conilon (ALB1, 02, 16) Soretama ES 20°44’23’’S/42°46’16W 
28M Conilon clone 02 Linhares ES 19°31’88’’S/ 40° 10’89W 
29M Conilon Linhares ES 19°31’88’’S/ 40° 10’89W 
30M Conilon (02, 153, G35) Linhares ES 19°31’97’’S/ 40° 10’91W 
31M Conilon Linhares ES 19°32’49’’S/ 40° 08’16W 
33M Conilon (Mistura de clone) Linhares ES 19°22’37’’S/ 40° 87’03W 
36M Conilon (Mistura de clone ) Rio Bananal ES 19°13’79’’S/ 40° 21’35W 
37M Conilon Rio Bananal ES 19°06’50’’S/ 40° 21’46W 
38M Conilon (mistura de clone) Vila Valério ES 18°59’88’’S/ 40° 23’35W 
39M Conilon (153, A21, verdinho) Vila Valério ES 18°58’19’’S/ 40° 21’89W 
40M Conilon Vila Valério ES 18°58’19’’S/ 40° 21’80W 
41M Conilon (mistura de clone) Marilândia ES 19°24’15’’S/ 40° 32’73W 
44M Conilon Marilândia ES 19°23’70’’S/ 40° 33’30W 
45M Conilon Marilândia ES 19°23’49’’S/ 40° 33’27W 
46M Conilon (53,03,02) clones 

vitória 
Marilândia ES 19°21’93’’S/ 40° 34’65W 

47M Conilon (P1, P2, G35, G18, 
153, 02,76) 

Marilândia ES 19°25’49’’S/ 40° 32’68W 

51M Conilon 18 Clones Marilândia ES 19°24’31’’S/ 40° 32’33W 
52M Conilon 18 Clones Marilândia ES 19°24’37’’S/ 40° 32’33W 
53M Robusta Marilândia ES 19°24’38’’S/ 40° 32’45W 
54M Mistura de clones Itabela BA 16°34’30’’S/39°33’10’’W 
55M Conilon clone 03 Itabela BA 16°34’30’’S/39°33’10’’W 
56M Conilon clone 03 Itabela BA 16°34’30’’S/39°33’10’’W 
58M Conilon (G35, BJ1, Biji) Itabela BA 16°34’30’’S/39°33’10’’W 
60M Mistura de clones Itabela BA 16°34’30’’S/39°33’10’’W 
62M Mundo Novo (407) Cambará PR  
63M Catuaí vermelho (429) Batatais SP  
64M (449) Eunápolis BA  
65M Conilon (mistura de Clones) 

(459) 
Jaguaré ES  

66M Oeiras MR Viçosa MG  
67M (7963/117)        Viçosa   MG  
68M C. arábica  Viçosa MG  
69M C. arábica Viçosa MG  
70M  C. arábica  Viçosa  MG  

     
MG- Minas gerais, ES-Espírito Santo, BA- Bahia, SP- São Paulo, PR- Paraná  
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Figura 1: Origem geográfica dos isolados de Hemileia vastatrix coletado para este 
estudo, nos estados do Paraná, São Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia. 

2.2. Caracterização das raças fisiológicas dos isolados de Hemileia vastatrix  

 A metodologia de disco de folhas foi utilizada para a caracterização de raças dos 

isolados de H. vastatrix (Eskes., 1982), sendo utilizados 16 discos de folhas (1,5 cm de 

diâmetro) de cada um dos 24 clones diferenciadores de raças de H. vastatrix mantidos 

pelo BioCafé/UFV. Cada disco de folha foi inoculado na face abaxial com urediniósporos 

do patógeno com o auxílio de pincel de pêlo de camelo. Após a inoculação, os discos 

foram colocados sobre uma tela de nylon e espuma, saturada com água, no interior de um 

gerbox, e então atomizados com água destilada. Os gerbox contendo os discos de folhas 

foram fechados e mantidos na ausência de luz durante 48 horas a 22 ± 2ºC. Em seguida, 

os gerbox foram transferidos para uma câmara com condições controladas de temperatura 

e luminosidade (22 ± 2ºC, 12 horas de luz). Os discos de folhas inoculados foram limpos 

com o auxílio de algodão, 48 horas após a inoculação. A caracterização fisiológica de 

raças foi determinada de acordo com a reação de resistência (ausência de urediniósporos) 

ou suscetibilidade (presença de urediniosporos), manifestada em cada clone diferenciador 

de raças. Oito avaliações foram realizadas em intervalos de sete dias e os resultados foram 

consultados na literatura para determinar a qual raça pertencia cada isolado (Várzea & 

Marques., 2005). Os testes foram repetidos três vezes, em épocas diferentes do ano para 
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a confirmação dos resultados, cada procedimento com três repetições. E os isolados 5M 

e 40M foram confirmados os resultados em plantas.  

 RESULTADOS  

 As raças II, III, XIII, XXII XXIX, XXX e XXXIII de H. vastatrix foram 

identificadas. Sendo possível a caracterização de sete raças e 15 patótipos em 56 isolados 

caracterizados. Na tabela 2, segue as descrições e a frequência de cada raça e patótipo. A 

raça II foi a predominante, encontrada em 17 dos isolados originários de C. arabica, C. 

canephora e derivados de híbridos de Timor (HdT) coletados nos cinco estados de MG, 

SP, ES, BA e PR.  Quatro isolados foram identificados como pertencentes a raça XIII, 

todos foram coletados em C. canephora no clone 120 no Espírito Santo, e em cultivo com 

mistura de clones. Dois isolados foram caracterizados pelo padrão de resposta na série 

diferenciadora como pertencentes as raças III, um foi obtido de pústulas em folhas de 

HdT e o outro em C. canephora. Três isolados foram caracterizados como pertencente a 

raça XXII, obtidos em plantas de C. canephora nos clones 03 e 18 de conilon cultivado 

em mistura de clones.  Um isolado obtido de C. arabica foi caracterizado como 

pertencente a raça XXIX, este é o primeiro relato da ocorrência desta raça fisiológica em 

cafezais brasileiros. Foi também encontrado pela primeira vez no Brasil um isolado 

pertencente a raça XXX em plantas de HdT e um isolado foi caracterizado como raça 

XXXIII, coletado de pústulas em plantas de C. canephora. Para alguns isolados não foi 

possível sua caracterização em raças já descritas até o momento (Tabela 2), estes foram 

obtidos tanto de plantas de C. canephora como em C. arabica. As raças mencionadas 

acima foram caracterizadas com base no conhecimento dos genes de resistência (SH) em 

cafeeiros da série diferenciadora. O padrão de inoculação na série diferenciadora de raça 

de H. vastatrix, obtido permitiu a identificação de 15 novas raças do patógeno para 27 

isolados (Tabelas 2 e 3). Estas novas raças de H. vastatrix foram nomeadas como as raças 

Hv01, Hv02, Hv03, Hv04, Hv05, Hv06, Hv07, Hv08, Hv09, Hv10 e Hv11, Hv12, Hv13, 

Hv14 e Hv15. Cinco isolados foram caracterizados como raça Hv01 obtidos em plantas 

C.arabica coletados nos Estados do Paraná e São Paulo. Como pertencente as novas raças 

Hv02, Hv03 e Hv04 foram caracterizados apenas um isolado de cada em plantas de Catuaí 

no Paraná, em clones de C. canephora no ES e em plantas de Catuaí em Minas Gerais, 

respectivamente. Quatro isolados foram caracterizados como a raça Hv05 obtidas em 

plantas de C. canephora e HdT no ES e MG respectivamente. Dois isodado como 
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pertencente a raça Hv06, Hv07, Hv08, Hv11 e Hv12 cada, para a raça Hv06 derivados C. 

canephora e C. arábica no ES e BA. Pertencente a raça Hv07 obtidos de C. Canephora 

no ES e BA, Hv08 obtidos de C. canephora e HdT coletados dos estados ES, MG. O 

Hv11 ambos derivados de HdT coletados no estado de MG, e o Hv12 ambos os isolados 

derivados de C. canephora coletados no ES. Pertencente as raças Hv09, Hv10, Hv13, 

Hv14 e Hv15 foram encontradas em um isolado cada, Hv09 obtidos de plantas de C. 

arábica e a Hv10 e Hv14 obtidos de HdT coletados em MG.  Hv13 obtido de C. 

canephora, e o Hv15 derivado de C. canephora ambos coletados no estado ES. 

Tabela 2: Reação dos isolados de Hemileia vastatrix em clones diferenciadores de raças 
com os respectivos genes de virulência do patógeno de resistência do hospedeiro e a 
frequência encontrada para cada uma das raças. 
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a y E R D G M 3 2 1 J L  
v5 II            S  30,3 

v1,5 III      S      S  3,5 
v5,? XIII          S S  7,1 
v5,6 XXII S          S  5,3 

v5, 6,7,8,9 XXIX S S       S  S  1,7 
v5,8 XXX          S  S  1,7 

v5,7,9 ou 5,7 XXXIII       S    S  1,7 
v1,5,6,7,8,9,? Hv01 S S  S S   S S S S  8,9 

v1,5,8,? Hv02        S S S S  1,7 
v5,6,7,9 Hv03 S      S    S  1,7 
v5,6,8 Hv04 S        S  S  1,7 
v5,6,? Hv05 S         S S  7,14 

v1,5,6,7,9 Hv06 S S   S      S  3,5 
v1,5,6,7,8,9 Hv07 S S  S   S S S  S  3,5 

v1,5,6,? Hv08 S    S     S S  3,5 
v1,5,6 Hv09 S    S      S  1,78 

v1,2,5,6,7,8,9,? Hv10 S     S S S S S S S 1,78 
v1,5,6,8,? Hv11 S       S S S S  3,5 
v5,6,7,9,? Hv12 S S        S S  3,5 
v1,4.5,? Hv13   S     S  S S  1,78 

v1,2,5,7,8,9,? Hv14      S S  S S S  1,78 
v1,5,6,8,9,? Hv015 S   S S   S S S S  1,78 

S = suscetibilidade (reação compatível) 
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 Anteriormente a este trabalho haviam sido identificadas quinze raças de H. vastatrix 

no Brasil, sendo estas, Raça I, II, III, VII, X, XIII, XV, XVI, XVII, XXII, XXIII, XXIV, 

XXV, XXXIII e XXXVII (Zambolim, 2016). No presente trabalho, identificamos as raças 

XXIX e XXX relatada no mundo, mas pela primeira vez relatadas no Brasil (Tabela 2) 

encontradas em Catuaí e HdT em Minas Gerais. Com relação às raças já relatadas no 

Brasil, neste trabalho foram encontradas sete das quinze com relato. E quinze 

caracterizadas como novas raças e consequentemente o aparecimento de mais um gene 

de virulência antes não relatado, o gene v8 que foi encontrado em isolados oriundos de 

C. canephora, C. arábica e HdT. E também o aparecimento do gene v? em isolados que 

são capazes de causar doença em genótipo diferenciador que têm o gene v? que podem 

ser fatores de virulencia diferentes. Foi encontrado em isolados oriundos das duas 

espécies de cafeeiro e em HdT (Tabela 3).  

Tabela 3: Comparação de genes de virulência que existem nas raças anteriormente 
descritas e novas de H. vastatrix no Brasil  
Raças anteriormente 
descritas  

Raças atuais  Novas Raças    Presença 
     Gene v 

I (v2,5) II(v5) v1,5,6,7,8,9,? Hv01 v8,? 
II (v5) III(v1, 5) v1,5,8,? Hv02 v8,? 
III (v1, 5) XIII(v5,?) v5,6,7,9 Hv03  
VII (v3,5) XXII(5,6) v5,6,8 Hv04 v8 
X (v1,4,5) XXIX (v5,6,7,8,9) v5,6,? Hv05 v? 
XIII (v5,?) XXX (v5,8) v1,5,6,7,9 Hv06  
XV (v4,5) XXXIII(v5,7 ou 5,7,9) v1,5,6,7,8,9 Hv07 v8 
XVI (v1,2,3,4,5)  v1,5,6,? Hv08 v? 
XVII (v1,2,5)  v1,5,6 Hv09  
XXII (5,6)  v1,2,5,6,7,8,9,? Hv10 v8,? 
XXIII (v1,2,3,4,5)  v1,5,6,8,? Hv11 v8,? 
XXIV (v2,4,5)  v5,6,7,9,? Hv12 v? 
XXV (v2,5,6)  v1,4.5,? Hv13 v? 
XXXIII (v5,7 ou 5,7,9)  v1,2,5,7,8,9,? Hv14 V8,? 
XXXVII (v2,5,6,7,9)  v1,5,6,8,9,? Hv15 v8,? 

v = virulência  

 A caracterização de raças só é possível por meio da série diferenciadoras 

compostas por 24 genótipos de Café, que possuem os genes de resistência do SH1- SH9 

(Noronha et al., 1967). A tabela 4, mostra padrão de infecção para a caracterização das 

raças e novas raças, em relação aos genótipos diferenciadores. Onde está sendo mostrado 

apenas os diferenciadores que tiveram reação compatível e incompatível para os isolados 

estudados. Apenas os isolados destacados em amarelo apresentaram o mesmo padrão de 

infecção, com reação de compatibilidade nos mesmos genótipos da série diferenciadora. 

Para os demais isolados os padrões de reação são contrastantes com genótipo.  Dois 
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isolados previamente caracterizados como a raça III que já foi relatada no Brasil e em 

outros países produtores de café, apresentaram padrões de infecção contrastantes com 

genótipos que compõem a série diferenciadora, sendo estes os isolados 5M e 40M com 

reação diferencial para o genótipo 128/2 diferindo do que já foi descrito para raça III.  Os 

isolados caracterizados como novas raças 51M, 64M, tiveram reações contrastantes com 

os genótipos 420/10, 7963/117, 128/3, os isolados 38M, 60M tiveram reação contrastante 

com genótipo 419/20,87/1,128/2,7963/117, os isolados 1M, 6M contrastante com 

genótipo diferenciador 87/1, isolados 12M, 26M tiveram reação diferencial com genótipo 

7963/117, e os isolados 62M, 65M, 66M, 67M, 70M com reação diferencial para os 

genótipos 1343/269, 420/10, 419/20, 7963/117, 87/1,128/2. Todos os isolados que 

compõem uma raça que tiveram reação contrastante com genótipos da série 

diferenciadora, são derivados tanto de Coffeea canephora, C. arábica e HdT e independe 

da sua oriegem geográfica.   
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Tabelas 4: Padrão de Resposta diferencial em 11 genótipos da coleção de série diferenciadoras de raças para Hemileia vastatrix.   
 
Isolados/Série 
Diferenciadora  
 

1343/269 
SH6 

420/10 
SH5,6,7,
9 

110/5 
SH4,5 

419/20 
SH5,6,9 

87/1 
SH1,5 

1006/10 
SH1,2,5 

7963/117 
SH5,7,9 ou 
5,7 

128/2 
SH1 

420/2 
SH5,8 

644/18 
SH? 

19/1 
SH5 

32/1 
SH2,5 

  
33M        II           S    

40M       III      S      S    
5M         III      S   S   S    

24M     XIII          S S    
54M     XIII          S S    
13M     XIII          S S    
29M     XIII          S S    
18M     XXII S          S    
41M     XXII S          S    
52M     XXII S          S    
68M     XXIX S S       S  S    
3M       XXX          S  S    
28M     XXXIII       S    S    
44M     v5,6,?  S         S S    
4M       v5,6,? S         S S    
31M     v5,6,? S         S S    
21M     v5,6,? S         S S    
47M     v5,6,7,9 S      S    S    
63M     v5,6,8 S        S  S    
53M     v1,4,5,?   S     S  S S    
39M     v1,5,6,8,9? S   S S   S S S S    
51M     v1,5,6,7,9 S S   S      S    
64M     v1,5,6,7,9 S    S  S S   S    
10M     v1,5,6  S    S      S    
38M     v1,5,6,7,8,9 S S   S    S  S    
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60M     v1,5,6,7,8,9 S S  S   S S S  S    
45M     v1,5,6,? S    S     S S    
2M       v1,5,6? S    S     S S    
9M       
v1,2,5,6,7,8,9,? S     S S S S S S S   
1M       v1,5,6,8,? S       S S S S    
6M       v1,5,6,8? S    S   S S S S    
12M     v5,6,7,9,? S S        S S    
26M     v5,6,7,9,? S S     S   S S    
7M       v1,2,5,7,8,9,?      S S  S S S S   
66M     v1,5,6,7,8,9,? S    S  S  S S S    
62M     v1,5,6,7,8,9,?  S  S S  S  S S S    
70M     v1,5,6,7,8,9,? S S  S    S S S S    
67M     v1,5,6,7,8,9,? S S   S   S S S S    
65M     v1,5,6,7,8,9,? S S  S S   S S S S    
11M     v1,5,8?        S S S S    

S= Suscetibilidade  
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Os resultados obtidos com esta coleção de isolados nos leva a um indicativo que 

as séries diferenciadoras contêm genes SH adicionais aqueles que já foram descritos, o que 

pode estar levando a reações tão diferenciais daquelas que já foram descritas e não sendo 

possível a identificação das novas raças. Recentemente foi identificado por Dugassa 

(2017), um gene de resistência que foi chamado SH10 de acordo com seus estudos é um 

gene que codifica a uma proteina NB-LRR, que esta presente nos diferenciadores 832/1, 

1343/269, 420/10, 128/2, 419/20,644/18 e 832/2. Com esses resultados podemos inferir 

os genes de virulência para os isolados em estudo, e propomos a adição do gene de 

virulência para as raças existentes. (Tabela 5) 

Tabela 5 - Adição do gene SH10, identificação de possíveis seis genes de Resistência  
a Hemileia vastatrix  
Série diferenciadora   Genes (SH1- SH9) Genes de Resistência Proposto  
19/1 – Matari SH 5  SH 5 
128/2 - Dilla & Alghe SH 1 SH1,10,F 
635/2 - S 12 Kaffa SH 4 SH4,?  
63/1 – Bourbon SH 5 SH 5 
1343/269 - H. Timor SH 6 SH6,10,A 
32/1 - DK 1/6 SH 2,5 SH2,5 

33/1 - S. 288-23 SH 3,5  SH 3,5 
644/18 H. Kawisari SH ? SH10, 
H 419/20 SH 5,6,9 SH5,6,9,10,C 
H 420/2 SH 5,8  SH 5,8 
H 420/10 SH 5,6,7,9 SH5,6,7,9,10,B 
7960/15 = 7963/117 – Catimor SH 5,7 ou SH 5,7,9 SH5,7,9,D ou 5,7, D 
829/1 SH ?  SH ? 
110/5 - S 4 Agaro SH 4,5  SH 4,5,?  
1006/10 - KP 532 (pl 31) SH 1,2,5 SH 1,2,5 
H 153/2 SH 1,3,5 SH 1,3,5 
635/3 - S 12 Kaffa SH 1,4,5 SH 1,4,5, ? 
H 152/3 SH 2,4,5 SH 2,4,5 
H 151/1 SH 3,4,5 SH 3,4,5 
HW 17/12 SH 1,2,4,5 SH 1,2,4,5 
H 147/1 SH 2,3,4,5 SH 2,3,4,5 
832/1 - H. Timor SH 6,7,8,9,? SH 6,7,8,9,10,? 
134/4 - S 12 Kaffa SH 1,4 SH 1,4 
87/1 – Geisha SH 1,5 SH1,5,E 
Os Clones em amarelo são os candidatos a possuírem um gene de resistência, diferente 
dos genes A,B,C,D,E e F,  podendo ser o mesmo gene ou genes diferentes.  
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 DISCUSSÃO 

 A possivel mudança na composição de raças em Hemileia vastatrix foi 

reconhecida e associado à suplantação da resistência do hospedeiro, levando aos 

primeiros estudos sobre especialização fisiológica de Hemileia vastatrix, descrita por 

Mayne (1932), que identificou quatro raças de H. vastatrix desde então, estudos sobre a 

variabilidade de Hemileia vastatrix tem se intecificado, primeiramente pelo Centro de 

Investigação da Ferrrugem do Cafeeiro (CIFC) e outras intituições, como Cenicafé 

(colombia), IAC (Instituto Agronômico de Campinas  e UFV. Atualmente, está sendo um 

grande desafio o desenvolvimento de variedades de café com resistência duradoura à 

ferrugem,  devido à alta variabilidade genética em populações de H.vastatrix que vem 

sendo detectado nos ultimos anos. Estudos da diversidade de  raças mostraram até o 

momento mais de 50 raças carcterizadas, bem como a ocorrência de raças complexas que 

sugerem um forte potencial evolutivo dentro da população do fungo H. vastatrix (Cabral 

et al., 2009).  

 No momento, a variabilidade de H. vastatrix é determinadas pelo seu padrão de 

infecção em uma série de clones de café  diferenciadoras (Várzea et al., 2005). Isso é 

possivel devido a interação entre o cafeeiro e H. vastatrix ser  de acordo com a teoria 

gene-a-gene proposta por  Flor (1971), na qual existe o reconhecimento dos genes de 

avirulência das diferentes raças do fungo, por parte dos fatores de resistência do cafeeiro 

(Bettencourt, 1981). Raças ou patótipos distintos foram  identificados através da 

virulência de isolados nestes clones diferenciais que possuem diferentes combinações de 

genes de resistência identificados que vão desde SH1- SH9. Entretanto, a série 

diferenciadora é restrita, o que impossibilita a caracterização de alguns patótipos com 

amplo espectro de virulência. Com base na teoria gene-a-gene as raças são inferidas de 

acordo com as combinações distintas e exclusivas de genes de virulência como números 

romanos sequenciais em ordem de identificação (Noronha-Wagner e Bettencourt., 1967).  

  Até o momento, a inferência dos genes de virulencia foi possível e restrita aos 

genes de virulencia do  v1-v9. Recentemente foi indetificado por Dugassa (2017) um 

novo gene de resistencia chamado de SH10 presente em seis clones diferenciais, 

aumentando assim a identificação e o intendimento do rápido do surgimento de raças e 

patótipos com amplo espectro de virulencia. No Brasil, ao longo dos anos o cenário de 

novas raças existentes vem mudando, até o momento foram caracterizadas 15 raças, a 

mais recente caracterizada foi a raça XXXIII (Capucho et al., 2012).  
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 O presente trabalho mostra que houve uma mudança em relação as raças 

encontradas até o momento. Nas regiões em estudo foi possivel a identificação de  sete 

raças, com destaque do primeiro relato das raças XXIX (v5,6,7,8,9) e XXX(v5,8), e o 

relato de quinze novas raças, com amplo espectro de virulência que não foi possivel 

caracterizar em raças já descritas. Isso mostra que o surgimento dessas raças complexas 

podem ser devido a base do melhoramento genético do cafeeiro utilizar como fonte de 

resistecia o cafeeiro Híbridos de Timor 832/1 com os genes de resistencia SH6,7,8,9,?. 

Mas, que até o momento diferentemente da India, no Brasil a resistencia do Híbrido de 

Timor 832/1 não foi suplantada, já que há presença dos genes de virulencia 

v1,v2,v4,v5,v6,v7,v8, v9 e v?.  

 A raça II é encontrada com maior frequência no Brasil (Zambolim et al., 2005) e 

apresenta apenas o gene de virulência v5. Acreditava se que a alta frequência se dava pelo 

fato da maioria dos cultivares plantados serem de C. arábica, e a adaptabilidade do fungo 

mostrou se bastante alta, sendo também encontrado com maior frequência nos isolados 

de hospedeiro C. canephora e HdT. 

  O gene v8, não tinha sido relatado antes no Brasil e o genótipo que contém o gene 

v? apresetou resposta diferencial, provando que se trata possiveis genes diferentes. 

Segundo Dugassa (2017) a presença de um novo gene em seis clones diferenciais, que foi 

chamado de SH10, pode explicar o aumento no número de novos patótipos não 

caracterizados em raças. Os resultados confirmam que a resposta do genótipo diferencial 

para raça III, onde dois isolados da mesma raça tem padrões de infecções diferentes, e 

estas contém o gene SH10, podem explicar que a série diferenciadora podem ter mais 

genes de resistencia ainda não identificados. Utilizando com base as reações de 

resistencia/susceptibilidade ao inocular os isolados na coleção de plantas diferenciadoras 

foi possivel detectar a presença de sete possíveis novos genes de resistência 

(A,B,C,D,E,F) ainda não descritos, o que não significa que não possam estar presentes 

em mais genotipos de café e que não existam mais genes distintos presentes nos 

genótipos. 

  A raça III, identificada para os isolados 5M e 40M derivados de HdT e Coffea 

canephora, mostrou resposta diferencial no clone 128/2 com gene SH1. Acrescentando e 

o gene SH10 nessa diferenciadora foi possível diferenciar esses dois isolados. O mesmo 

ocorreu com algumas das novas raças propostas no trabalho que aprsentaram raças 

distintas. As raças Hv01, Hv06, Hv07, Hv012, mostrou que há uma diferença entre os 

isolados de cada, pois existem genes de resistencia ainda nao identificados na coleção de 
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planta diferenciadora. Quanto mais genes de resistencia do hospedeiro forem 

identificados maior o numero de combinações dos genes de virulencia inferidos e melhor 

elucidada será a determinação e a diferenciação das raças. Como até o momento é a única 

ferramenta utilizada para estudar a virulência dos isolados de H vastatrix. E a coleção de 

clones diferenciais, precisa-se conhecer melhor a sua base genética, e utiliza-la junto a 

técnicas moleculares para elucidar o patossistema Coffea – H vastatrix. Com a avanço da 

genomica, trancriptoma e proteomica, acredita-se que em um futuro próximo estas muitas 

perguntas serão respondidas.  Mesmo a ferrugem presente a mais de 150 anos, ainda 

continua sendo um patossistema desafiador, e muito ainda deve ser feito para entender o 

sucesso evolutivo de H vastatrix que é capaz de suplantar com certa facilidade a resposta 

de defesa do hospedeiro.   

 Os resultados aponta os provaveis riscos, de uma população tão diversificada do 

fungo, quando se trata do desenvolvimento de cafeeiros resistentes à ferrugem que utiliza 

o Híbrido de Timor (HdT 832/1) como a principal fonte de resistência. No Brasil o HdT 

continua sendo resistente a todas as raças e patótipos encontrados, sendo ainda uma boa 

fonte de resistência a ferrugem para serem utilizados nos programas de melhoramento. A 

série diferenciadora deve ser trabalhada visando a obtenção de materiais com os genes de 

resistência separados. Os materiais como o HdT 832/1 devem ser cruzados com materiais 

susceptíveis para a segregação de seus genes, contribuindo com a melhoria na 

identificação das raças e dos genes de resistência envolvidos. A coleção de isolados 

(raças) é tão importante quanto a própria serie diferenciadora, pois através dela podemos 

identificar a presença de possíveis genes de virulência, como ocorreu no trabalho com a 

identificação de seis candidatos (A,B,C,D,E,F). O estudo mostra ocorrência de novas 

raças e a complexidade do patossistema, e propõe que a série diferenciadora e o estudo 

do isolados ao longo dos anos devem serem feitos, para melhor esclarecer a rápida 

suplantação da resistência do hospedeiro. 
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ANÁLISE DE PROTEÍNAS CANDIDATAS A EFETORAS EM POPULAÇÃO 

DE Hemileia vastatrix NO BRASIL  

Silva, R.A., Caixeta, E.T., Badel, J.L., Mendes, T.A., Zambolim, L.   

 INTRODUÇÃO 

 Uma das doenças mais importantes do cafeeiro é a ferrugem alaranjada, causada 

pelo fungo Hemileia vastatrix Berkeley & Broome, um parasita obrigatório, cuja presença 

foi identificada pela primeira vez em 1861, na zona leste de África (Rodrigues, 1990; 

Silva et al., 2006; McCook, 2008). O fungo pertence ao filo Basidiomycota, classe 

Pucciniomycetes, ordem Pucciniales e família Incertae sedis (Index fungorum 2017)  É a 

doença mais importante em todos os países produtores de café, levando a sérios 

problemas sociais e econômicos (Vieira et al, 2011). Os sintomas da ferrugem alaranjada 

do café são observados na face inferior das folhas, onde aparecem pequenas manchas 

amarelo-pálidas, as quais evoluem para lesões maiores de aspecto pulverulento 

(urediniósporos) e de coloração amarelo-alaranjada. Na face superior, observam-se 

manchas cloróticas amareladas que correspondem aos limites da pústula na face inferior, 

a qual necrosa e causa a queda da folha infectada (Fazuoli et al., 2007; Godoy; Bergamin 

Filho et al., 1997; Zambolim et al., 1999) 

 A interação cafeeiro-Hemileia é governada pela teoria gene-a-gene, sendo a 

resistência condicionada por pelo menos nove genes dominantes (SH1 a SH9) isolados ou 

em associação (Rodrigues Jr et al., 1975; Bettencourt & Rodrigues Jr., 1988). Proteínas 

codificadas por estes genes são capazes de reconhecer, direta ou indiretamente, efetores 

específicos codificados pelos genes de avirulência (Avr) do patógeno, ativando os 

mecanismos de defesa da planta. Neste caso, o fungo não consegue causar uma infecção 

estável nos tecidos do hospedeiro, caracterizando uma interação incompatível. Por outro 

lado, o fungo pode secretar proteínas efetoras, que são capazes de impedir o 

reconhecimento pela planta e suprimir suas respostas de defesa, além de promover o 

parasitismo resultando em uma interação compatível (Ellis et al., 2009). Portanto, o 

conhecimento dos genes expressos pelo fungo e pela planta durante a interação pode 

facilitar o entendimento dos eventos moleculares que levam ao desenvolvimento da 

doença ou à resistência da planta. Com base nos genes de resistência do cafeeiro 

identificados, foram caracterizadas mais de 50 raças de H. vastatrix em todo o mundo, 

sendo 15 delas presentes no Brasil (Gichuru et al., 2012, Zambolim et al., 2016). 
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  A grande variabilidade genética das populações de H. vastatrix, teem sido 

determinada pelo padrão de infecção observado em uma série de 24 variedades 

diferenciadoras de cafeeiros (Zambolim et al., 2005). As raças mais recentemente 

descobertas têm sido capazes de infectar derivados de Híbrido de Timor (HdT), a 

principal fonte de resistência utilizada nos programas de melhoramento genético (Gichuru 

et al., 2012). Como exemplo podemos citar a raça XXXIII de H. vastatrix, identificada 

no Brasil infectando plantas da cultivar Oeiras MG 6851,40 originada do cruzamento 

entre C. arabica cv. Caturra (CIFC 19/1) e HdT (CIFC 832/1) (Pereira et al., 2000; 

Capucho et al., 2012).  

 Embora a fase sexuada de H. vastatrix seja desconhecida, algumas evidências 

têm demonstrado a ocorrência de eventos de recombinação no urediniósporo, sugerindo 

que uma reprodução sexuada oculta (criptossexualidade), disfarçada na fase assexuada, 

pode ser uma das responsáveis pela alta variabilidade genética do patógeno (Carvalho et 

al., 2011). Além disso, a grande proporção de elementos repetitivos encontrados no 

genoma de H. vastatrix (Cristancho et al., 2014) e de outros fungos causadores de 

ferrugens (Duplessis et al., 2014), pode explicar a alta variabilidade encontrada nestes 

organismos. Esta alta variabilidade genética favorece o surgimento de novas raças do 

patógeno que, ao longo do tempo, pode levar à suplantação da resistência no campo 

(Várzea et al., 2005). Portanto, identificar os mecanismos moleculares utilizados pelo 

fungo para infectar seu hospedeiro é fundamental para compreender a suplantação da 

resistência pelas novas raças fisiológicas de H. vastatrix e, também, para o 

desenvolvimento de formas alternativas de controle da doença.   

 Embora H vastatrix tenha polimorfismo genético limitado, o seu grande genoma 

de aproximadamente 797 Mbp esconde uma grande diversidade patológica com a 

existência de mais 50 raças fisiológicas espalhadas pelo mundo. Estudos da expressão 

gênica revelaram a ativação precoce da sinalização e a expressão de candidatos a efetores, 

logo nas primeiras horas do processo infeccioso etapa importante para identificação dos 

genes Avr (Talhinha et al., 2017).  

 Sabe-se que os efetores secretados pelos fitopatógenos representam uma das 

diversas estratégias de ataque ao hospedeiro e que inúmeros efetores têm potencial para 

manipular a defesa das plantas. Eles são essenciais para a sua virulência, pois promovem 

a sua aptidão reprodutiva por meio da manipulação e supressão das respostas fisiológicas 

e do sistema de defesa inato do hospedeiro durante a infecção (Duplessis et al., 2011; 

Petre et al., 2014). Desta forma, as técnicas moleculares contribuem para elucidar os 
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complexos mecanismos bioquímicos e moleculares envolvidos nessa interação planta-

patógeno. Alguns estudos da interação cafeeiro-Hemileia têm permitido a identificação 

de genes diferencialmente expressos ao longo do processo infeccioso. Em plantas de 

cafeeiro infectadas pelo fungo têm sido verificadas a expressão de genes relacionados 

com os processos de reconhecimento, sinalização, comunicação celular, defesa e 

metabolismo (Fernandez et al., 2004; Guzzo et al., 2009; Diola et al., 2013). Para o fungo, 

tem sido demonstrada a expressão de genes envolvidos principalmente nos processos de 

sinalização, estabelecimento e manutenção da biotrofia (Fernandez et al., 2012; Vieira et 

al., 2012; Talhinhas et al., 2014).  

 Como mencionado anteriormente, efetores são fatores de virulência, mas cada 

um contribuindo parcialmente para a virulência final. Efetores independentes podem 

atuar de forma redundante, podendo alterar uma mesma via de sinalização do hospedeiro. 

Portanto, os genes efetores podem ser perdidos sem causar impacto significativo na 

virulência do patógeno. Com exceção, dos “efetores fundamentais”, que estão 

amplamente distribuídos na população de um determinado patógeno, contribuindo para a 

sua virulência (Dangl et al., 2013). Portanto durante o processo infeccioso com a 

formação do haustório, proteínas são secretadas na célula do hospedeiro e podem efetuar 

mudanças na transcrição, metabolismo e defesa da planta. Sendo assim, o objetivo desse 

trabalho foi encontrar polimorfismo que estão potencialmente envolvidos no processo de 

infecção que estivessem associadas com as diferentes raças do patógeno existentes no 

Brasil.   

 MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. População de Hemileia vastatrix  

Cinquenta e seis isolados de Hemileia vastatrix coletados nas principais regiões 

produtoras de café no Brasil. Foram coletados dos estados de Paraná, São Paulo, Minas 

Gerais, Espírito Santo e Bahia e caracterizados em raças e patótipos, através de inoculação 

em plantas diferenciadora de raças. Os isolados foram inoculados em cafeeiro suscetível 

CIFC 19/1 e coletato uma monopustula e multiplicado para extração de DNA e 

caracterização. 56 deste isolados se encontra na micoteca do Laboratório Biotecnologia 

do Cafeeiro (Biocafé) da Universidade Federal de Viçosa (UFV).  
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2.2. Extração DNA genômico   

 Para a extração do DNA genômico do fungo foram utilizados de 30 a 50 mg de 

urediniósporos utilizando o protocolo de Raeder & Broda, (1985) com modificações. O 

material foi triturado em nitrogênio líquido em um microtubo de 1,5 mL, com auxílio de 

um pistilo plástico, e adicionado 600µL de tampão de extração (Tris-HCl 200 mM pH 8, 

NaCl 250 mM, EDTA 50 mM e SDS 2%). Em seguida, os tubos foram incubados a 65ºC 

por 30 minutos e, posteriormente, foi adicionado fenol/clorofórmio/álcool isoamílico 

25:24:1. As amostras foram agitadas manualmente por 10 minutos, e centrifugadas a 

10.000g rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes cuidadosamente transferidos para tubos 

novos, onde foi adicionado igual volume de clorofórmio/álcool isoamílico 24:1. Após a 

centrifugação, os sobrenadantes foram manualmente transferidos para tubos novos, e 

adicionados um volume igual de isopropanol gelado e 0,1 do volume de acetato de amônia 

7M e homogeineizado por inversão para precipitação do DNA. Após a incubação a -20 

por 30 minutos, os tubos foram novamente centrifugados a 10.000g por 15 minutos, e os 

sobrenadantes descartados.  O DNA genômico foi lavado com etanol 70% por duas vezes 

e centrifugado por a 10.000g por 5 minutos entre as lavagens. O precipitado (pellets) 

secos em temperatura ambiente foram ressuspendido em água MilliQ. Em seguida, foi 

adicionada RNAse na concentração de 10 ng/μl, mantendo-se os tubos a 37ºC por 30 

minutos. A quantificação do DNA de cada isolado foi realizada em espectrofotômetro 

Nanodrop 2000 e a sua qualidade confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1%. 

Os DNAs foram diluídos para a concentração final de 25 ng/μl e armazenados a - 20ºC 

até o uso. 

2.3.  Genes candidatos a efetor selecionados 

 Os genes candidatos a efetores foram obtidos do banco de dados do genôma de 

H. vastatrix pertencente à raça XXXIII (Porto., 2016). Esse banco foi constituído a partir 

do sequenciamento de novo do genoma do fungo, em que, por meio de análises utilizando 

diferentes algoritmos, obteve-se a predição do secretoma da espécie. Foram obtidos 615 

genes que codificam para proteínas potencialmente secretadas, sendo essas consideradas 

candidatas a efetores (Porto et al., 2016). Para auxiliar a seleção de genes candidatos a 

serem analisados, as sequências de proteínas secretadas foram, comparadas com 

bibliotecas de RNASeq da interação compatível do cafeeiro e H. vastatrix (raça XXXIII) 

(Lopes, 2016). Com base nos resultados de um BLASTp, foram selecionados 47 genes 
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que apresentaram similaridade com sequências expressas às 12h e 24h após infecção. A 

partir das sequências selecionadas foram desenhados primers utilizando o programa 

Primer-3, e primer express que foram utilizados nas reações de PCR e RT qPCR. Sete 

desses genes foram sequenciados pela Macrogen Advancing throughout Genomics-South 

Korea. 

2.4. Reação em Cadeia Polimerase (PCR)  

Os 47 genes candidatos foram usados e amplicados nos 56 isolados de H. vastatrix. 

As reações de PCR foram realizadas 20 μl contendo 1x de Tampão da Taq Polimerase, 

150μM  dNTPS,  0,1 μM de cada primer, 1,0 mM de MgCl2, 0,6U de Taq, 50ng de DNA 

genômico e água MilliQ para completar a reação. A amplificação foi realizada com uma 

desnaturação inicial a 94 ° C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94 ° C por 1 min, 

58° C por 1 min, 72 ° C por 1 min e uma extensão final a 72 ° C por 8 min. O tamanho 

esperado fragmento amplificado foi confirmado por eletroforese em gel de agarose.  

O polimorfismo dos genes candidatos a efetores nos 56 isolados de Hemileia 

vastatrix foi verificada em gel de poliacrilamida desnaturante 6%, corado com nitrato de 

prata, conforme protocolo descrito por Brito et al. (2010). 

Para sete genes fragmentos do tamanho esperado foram purificados com o kit de 

PCR GFX DNA e ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent, e sequenciado pela 

Macrogen Advancing throughout Genomics-South Kore. 

2.5. Extração de RNA total de tecido inoculado  

  O padrão de expressão de sete genes candidatos foi verificado por RTq-PCR. Para 

isso, folhas de café inoculados com H. vastatrix, tanto na interação compatível quanto 

incompatível, foram coletadas 12 e 24 horas após infecção (hai). As folhas foram 

coletados maceradas separadamente em N2 líquido e adicionado polivinilpirrolidona 

(PVP) para a extração de RNA utilizando-se Concert® (Invitrogen) protocolo de Paula 

(2012) com modificações. Foram utilizadas três plantas da interação cafeeiro suscetível 

Caturra e três de HdT CIFC 832/2, considerado resistente. Cerca de 100 mg de material 

vegetal foi alíquotado em tubos de microcentrífuga de 2,0 mL de capacidade. Em seguida, 

adicionou-se 600µL de tampão de extração Concert®. A amostra foi homogeneizada com 

o tampão por 1 min utilizando um vortex e mantida a temperatura ambiente por 5 min. 

Após da incubação, o material foi centrifugado a 10.000g por 15 min a 4°C. O 

sobrenadante foi coletado e transferido para novo tubo de 2,0 mL de capacidade contendo 
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100µL de NaCl 5M. No mesmo tubo foi adicionado 300µL de Clorofórmio (PA), e então 

homogeneizado em vortex por 20s. A suspensão  foi centrifugada a 10.000g por 10 min 

a 4°C. O passo anterior foi repetido para que o sobrenadante se tornasse totalmente limpo. 

O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo de 1,5 ml e adicionou-se 

igual volume de isopropanol a -20 ºC. A mistura foi incubada a -20 °C por 20 min, 

seguindo-se centrifugação a 10.000g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi imediatamente 

descartado e o pellet lavado com 500µL de etanol 80 %, e centrifugado novamente por 2 

min a 10.000g a 4°C, o sobrenadante descartado e o pellet seco à temperatura ambiente. 

O pellet foi ressuspendido em 30 μL de água tratada com DEPC e armazenado a -80°C 

até o momento do uso. O RNA total foi quantificado com o auxílio do Qubit RNA BR 

(Life Technologies) e espectrofotômetro NanoDropTM (Thermo Fisher Scientific), e sua 

integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (1,5 %) corado com 1 µL de 

brometo de etídio. 

2.6. Germinação dos urediniósporos de H. vastatrix e extração de RNA. 

Foram ressuspendidos 10 mg de urediniósporos em 1mL de água destilada, e 

distribuídos em 250µL da suspensão para tubos falcon de 50mL contendo 50mL de água 

destilada. Foram distribuídos aproximadamente 20ml da suspensão em placas de petri e 

levadas a BOD a 22°C por 12h no escuro. Para recuperação dos urediniósporos 

germinados, um pincel foi utilizado para deslocar o tubo germinativo que se aderiram no 

fundo da placa. Os urediniósporos foram recuperados em tubos falcon e centrifugados 

por 20 min a 4.000 rpm para concentrar os esporos em um único tubo. A extração de RNA 

dos urediniósporos germinados foram feitos utilizando-se o Rneasy Plant Mini Kit 

(Qiagen) como extrator, seguindo as recomendações do fabricante. O RNA total foi 

quantificado com o auxílio do Qubit RNA BR (Life Technologies) e espectrofotômetro 

NanoDropTM (Thermo Fisher Scientific), e sua integridade avaliada por eletroforese em 

gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etídio. As amostras de RNA foram 

armazenadas em ultrafreezer -80 °C até a utilização.  

2.7. Amplificação e sequenciamento de candidatos a efetores de  H. vastatrix 

 A região do gene dos sete genes candidatos a efetor Hemileia vastatrix P-17, P-

19, P-34, P-37, P-38, P-42, e P-48 foi amplificada por PCR utilizando iniciadores P-17F 

(5´ACTGTCCCACCAGCAATAGG-3') e  P-17R (3'ACAAGTCTGCTGACCCATCC-

5'), P-19F(5'-TTCTATCGTCGCTCCTCCCA-3') e P19R(3'GGGCCACAACATCATA 
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GCCT-5'), P-34F(5'-ATGGTCCTTTCGACTCTTCT-3') e P-34R (3'CTGATCCATAA 

GACCTTTCG-5'), P-37F (5'GGTACCTGTTGTTCTAAGTG-3') e P-37R (3'-CCTGAA 

ACTTCCAGTAGAG-5'), P-38F (5'-GAGAAACTCCCTTCTTCTC-3') e P38R (3'AGG 

AAGTAGATGGGGTAGTA-5'), P-42F (5'GATCCTGCTATTCAACTTGC-3') e P42R 

(3'AATATGCTGAGTCTCCAAGG-5'), P48F (5'CCCCTCTCTAGTACCACCTT-3') e    

P 48R (3'AGCTATCACCACTTCACCAC5'). 

2.8. Análises de expressão gênica  

A síntese de cDNA foi realizada com 3 μg de RNA total, pré-tratado com 1 μL de 

DNAse por 15 min (50 U/μL, Amplification Grade DNAse I, Invitrogen. A síntese da 

primeira fita de cDNA foi feita utilizando o kit ImProm-II™ Reverse Transcription 

System Protocol RT-PCR (Promega), segundo as orientações do fabricante. O cDNA foi 

armazenado a -20 ºC, até a utilização. Para a realização do PCR quantitativo em tempo 

real, em aparelho 7500 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems), foi utilizado 

sistemas de detecção de fluorescência SYBR Green I (Applied Biosystems, California, 

USA). Para cada reação utilizou-se 1µL da diluição da reação de síntese de cDNA de fita 

simples, 1,5µL de cada iniciador, 5µL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) e 1µL de água estéril, para um volume final de 10µL. As condições térmicas 

da reação foram: 95°C por 10 minutos para a desnaturação inicial, seguido de 40 ciclos 

de 95°C por 15 segundos e 60°C por segundos e finalizando com 95°C por 15 segundos. 

O nível de expressão dos genes foi calculado pelo ΔΔCt, Log2 fold change >=0.5 and 

Log2 fold change <= -0.5, with q value of 0.1. Sendo utilizados os valores médios de Ct, 

resultante de três réplicas biológicas e três réplicas técnicas. Para a normalização dos 

dados foram utilizados genes constitutivos selecionados de H. vastatrix, o CytIII 

(citocromo C oxidase subunidade III) e βtub (β-tubulina) Fator Elongação I (EF1) que já 

foram validados como normalizadores para análises de expressão de genes de H. vastatrix 

em planta (Vieira et al., 2011). 

 RESULTADOS 

Utilizando genes candidatos a efetor preditos do genoma de Hemileia vastatrix 

raça XXXIII por Porto, (2016), quarenta e sete sequências foram utilizadas. A escolha foi 

feita por meio de comparação com transcriptoma da interação compatível e incompatível 

temporal de Hemileia vastatrix raça XXXIII, em 12hai e 24hai (Lopes, 2015).   Foram 
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escolhidos alguns genes expressos em uma das interações e outros nas duas interações. 

Utilizando programas como Pfam (Fin, 2016) e Uniprot (Homish, 2013) foram 

identificados domínio conservados em 17 genes escolhidos, são eles: P-1, P-2, P-4, P-14, 

P-15, P-19, P-26, P-28, P-33, P-34, P-35, P-37, P-38, P-39, P-40, P-44 e P-47, destes 

apenas P-19, P-26, P-38, P-39, P-40 e P-47 tiveram sua predição através do Blastp (Tabela 

1).  Pouco se sabe sobre os genes que estão envolvidos no patossistema Hemileia vastatrix 

e café, no entanto para este estudo foram escolhidos os genes candidatos não 

caracterizados e os que apresentaram homologia a genes conhecidos de Melampsora lini 

e Puccinia graminis. Primer específicos foram desenhados através do site Primer3, as 

sequências dos primers e amplificação para os 56 isolados. Não foi possível verificar 

diferença no tamanho do fragmento amplificado nos 56 isolados, para os 47 genes 

estudados. Esses resultados indicam, que esses genes são conservados no genoma e estão 

presentes em todos os isolados de H. vastatrix, mas não necessariamente com as 

sequências idênticas.   
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Tabela 1. Categorização dos 47 genes da predição das proteínas secretadas de Hemileia vastatrix e seus iniciadores.  

Gene  Pfam Blastp (uniprot) Primer forward Primer Reverse 
P-1 Thioredoxin  TTCTTTCCTTCGGATGGCGA ATGGGCCGTGTACATGGTTG 
P-2 DDE endonuclease   GCTTTCCGTGGTGCAACTTC GCGTATGCCGGTTGATTGAA 
P-3 - Proteína não caracterizada  GCTCCTGATGGATGTGGATT CCATGGAGGCTCAAACTCAT 
P-4 DDE endonuclease  Proteínas não caracterizada TGGCCATCACACTATGTCGT CCGCCTCCATTTCAGATTTA 
P-5 - Proteína não caracterizada  TGCCATTCACTTTCTGTTGC ACTCTTGATTGGGCAAGGTG 
P-6 - Proteína não caracterizada  AAACTGCTGCTGGAGTGGAT GACATACTTGGCACACCCCT 
P-7 - No hits ATGGGCCTCTTCCAATTCTT TTTCCAACATTGCCCCTAAC 
P-8 - Proteina Membrana ATCCTCGTCACCGTACCACT GCGGGAAGCCAGAAGACTA 
P-9 - Putative secreted protein (NC) CGGTCACTACGACCTTGGAT CCATCGGTAATCTTGGCTGT 
P-10 - Putative secreted protein GTTCCACCCACAGTACCAGG GCTGCAGGTACAGAGTTGGT 
P-12 - Putative secreted protein  ACCACTTTTGGACGTTCTCG ATGCAAGCTTACAGCCACCT 

P-14 GPI(Ser-Thr-rich)Glycosyl  Putative secreted protein CCGTTCAATTGATTGGCGGA TTCGCCGCTGTGTTACTTTC 
P-15 DDE endonuclease Proteína não caracterizada  GAATCCGGAATTTCTGTGGA CATGATGAAGGGCAGCATT 
P-16 - Proteína não caracterizada  TGCTCTCCCATCCTTGAATC TTTGAGGGATGTTGGAGGAG 
P-17 - Putative secreted protein (NC) ACTGTCCCACCAGCAATAGG ACAAGTCTGCTGACCCATCC 
P-18 - Putative secreted protein GCCCACTTCACCCAAAGTTA AATGACGATGGGTCTGGTTT 
P-19 Aspartyl protease  Aspartyl protease TTCTATCGTCGCTCCTCCCA GGGCCACAACATCATAGCCT 
P-20 - Putative secreted protein GCCCACTTCACCCAAAGTTA AATGACGATGGGTCTGGTTT 
P-21 - Copper amine oxidase-like CACCGTCCACCAAAAGCATC GTGTATCCACCATGAGGGGC 
P-22 - Proteína não caracterizada  TGGGTAAAAAGGCGCTTGGA CAAAGCAAACCTAGCTGCGG 
P-23 - Proteína não caracterizada  CCTTGCCCCGAAAAACACAC CTAGGCGCTTCGTTACTGCT 
P-24 - Putative secreted protein TTCAGACGATTGCACTGGAG GCCGTTGTAATGGAGGAAAA 
P-25 - Putative secreted protein CATGGTATACGGGCGAAGAT CTTTTGGGCCGTAAAGTTCA 
P-26 Transglicolase lítica Expansin CATTTCATGCACGTCCTTTG TGCAGCAGGAGATAAATCCA 
P-27 - Putative secreted protein ACCCCCACCACTGGTTTTG CTCCGCATCATCGCTACCAC 
P-28 Thioredoxin  Proteína não caracterizada  TCTCTTTGCTGTTCCTCTTC ATGGGTGTTGTCAGTTTAGC 
P-29 - Putative secreted protein GACTCTGATTTGGAAGATGC GCAGCCAAGTACCATATCC 
P-30 - Proteína não caracterizada  TGTCTTAGCTCCTGATGGAT GCCCTGAAGATTTGAAGTAG 
P-31 - Proteína não caracterizada  GAAATGGTGCTTCTACGTTC ACAAAACCTACACAGCAAGG 
P-32 - Proteina transmembrana 14C CATTGCACTCGGTGTCTAC GAGAGATAAGAGCGGTGAGA 
P-33 Aspartyl Protease  Proteína não caracterizada  GTCCAGATCGAGTCTACTGC AAGGATCACTATGCAACAGC 
P-34 Login Regulatad SNARE Putative secreted protein ATGGTCCTTTCGACTCTTCT CTGATCCATAAGACCTTTCG 
P-35 JmjC, Hydroxylase Proteína não caracterizada  GTACTCAAGAGATGGATGG GCTGGTACATTAAGTCAGG 
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Tabela 1. Continuação................... 
 
P-36 - Proteína não caracterizada  TGTCACTCTATGGTATCGTG CTCCTAGCTGGATCATAAAC 
P-37 HECT Ubiquitin-

transferase 
Proteína não caracterizada  GGTACCTGTTGTTCTAAGTG CCTGAAACTTCCAGTAGAG 

P-38 P21-Rho- binding domain Proteina serine/threonine 
Kinase 

GAGAAACTCCCTTCTTCTC AGGAAGTAGATGGGGTAGTA 

P-39 FN3- like domain Subtilisin protease CTAGAAGATTGGGAACAACG GAATCCAGAGAAGGGAGAGT 
P-40 Superóxido desmutase  Superóxido dismutase  TAGCTGTCCTCTCTCAAAGC CGGCCAAGTATACTGAAGTC 
P-41 - Proteína não caracterizada  GACTCTGATTTGGAAGATGC TGAGCCAAAGTGACATAGTG 
P-42 - Proteina Hipotética GATCCTGCTATTCAACTTGC AATATGCTGAGTCTCCAAGG 
P-43 - Proteína não caracterizada  ACGGCTACTTCACTCCACTA ACGGCTACTTCACTCCACTA 
P-44 SNF2-N – terminal domain Proteína não caracterizada  ATGTCCAATCCTGAACTACG TAACCAGTCTTCTTGCCACT 
P-45 - SCY1 Proteina Kinase CTTTCTCAGTCCGAATTCAC CTTTGCGAACACACTCTACA 
P-46 - SCY1 Proteina Kinase CTTTCTCAGTCCGAATTCAC CTTTGCGAACACACTCTACA 
P-47 P Kinase  CMGC/CDK/CRK7 P Kinase GCGCCATCTTTCTAGAGTTA TCTAGTTCATGCCATTCTCC 
P-48 - Proteína não caracterizada  CCCCTCTCTAGTACCACCTT AGCTATCACCACTTCACCAC 
P-49 - Proteína não caracterizada  ACGGCTACTTCACTCCACTA ATAGAGCAACAGCAAGTTGG 
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Com as 47 sequências dos genes candidatos a efetores, foi realizada uma análise 

de categorização funcional, com o software BLAST2GO. Apenas 43 tiveram anotações 

distribuídas para categoria Processos Biológicos. Nesta categoria o “processo 

metabólico” e “processo celular”, foram os termos mais representados com 10 e 9 

proteínas, respectivamente (Figura 1). Quarenta e três das proteínas categorizadas estão 

ligadas a pelo menos em um processo biológico, sendo assim essenciais para o seu 

desenvolvimento e no processo infeccioso do fungo.  

 

Figura 1. Distribuição da categorização GO para função Processo biológico de 47 candidatas a 
efetora de H. vastatrix raça XXXIII, que apresentaram similaridade significativa (e-value < 10 -

5) com as sequências de proteínas depositadas nos bancos de dados (NCBI/UNIPROT), utilizando 
o software BLAST2GO 

Sete genes que codificam possíveis proteínas efetoras foram estudados com mais 

detalhes, sendo estes: P-17, P-19, P-34, P-37, P-38, P- 42 e P-48. Foi caracterizada do 

perfil de expressão desses genes por meio de PCR em tempo real, durante a interação 

compatível e incompatível com o cafeeiro. Observou-se que os genes P-19, P-34 e P-37 

não apresentaram diferença significativa entre tempo e interação  (Figura 2).  
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Figura 2. Análise de expressão por RT qPCR genes candidatos a efetores P-19, P-34 e 
P-37 de H. vastatrix. O padrão de expressão foi determinado em 12 hai e 24 hai, após a 
inoculação das plantas com urediniósporos em reações incompatíveis e compatíveis. A 
expressão dos genes alvos foi normalizada com três genes endógenos de H. vastatrix: 
CytIII, β-tub e EF1.  

Em genótipo de cafeeiros suscetíveis à H. vastatrix, o processo de infecção 

completa com esporulação sobre a superfície externa da folha, via estômatos em torno de 

20 dias, após a infecção (Silva et al., 1999). Já, em genótipos de cafeeiros resistentes à 

doença, o crescimento do fungo é impedido nas primeiras fases do processo infeccioso 

devido à reação de HR (Silva et al., 2002, 2006). Embora estes eventos sejam bem 

descritos no patossistema cafeeiro H.vastatrix, diferenças temporais no desenvolvimento 

do fungo e nas respostas de defesa da planta podem ocorrer, dependendo do genótipo de 

cafeeiro e da raça do patógeno envolvidos. Observações citológicas, realizadas por Lopes 

(2015), mostraram que a resistência do cafeeiro Híbrido de Timor (CIFC 832/1) à 

H.vastatrix raça XXXIII é uma resistência pré-haustorial, ocorrendo com 17 hai, ao 

contrário da resistência pós-haustorial que é geralmente descrita para interações cafeeiro 
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- H.vastatrix (Silva et al., 2002). No entanto para este estudo foram utilizadas apenas os 

tempos 12 h e 24 h após a inoculação. Para os genes P-17, P-38 e P-42 houve uma 

diferença significativa no tempo entre a interação compatível e incompatível (figura 3). 

O gene efetor de H vastatrix HvEC-016 caracterizado recentemente por Maia, 2016 foi 

utilizado como referência de perfil de expressão de efetor. O gene HvEC-016 teve sua 

maior expressão 12 hai. Os genes P-17 e P-42 tiveram sua expressão aumentada 

significamente em 24 hai na interação compatível, sendo assim estas proteínas 

relacionadas com processo infeccioso do fungo. Na interação incompatível houve um 

aumento significativo da expressão em 12 hai para o gene P-38, gene este caracterizado 

como sendo uma quinase. Este resultado pode ser, devido a proteínas quinases ser a maior 

família de proteínas em eucariotos elas são a chave central da comunicação no controle 

intracelular, regulação e transdução de sinais, isso pode explicar o seu aumento em uma 

interação incompatível onde o fungo busca vencer os mecanismos de defesa do 

hospedeiro.   

Figura 3. Análise de expressão por RT qPCR de 3 genes candidatos a efetores de proteínas 
secretadas e do efetor HvEC-016 de H vastatrix. O padrão de expressão foi determinado em 12, 
24 hai de urediniósporos em plantas com reações incompatível e compatível.  A expressão dos 
genes alvos foi normalizada com três genes endógenos de H. vastatrix: CytIII, β-tub e EF1. 
 

Para verificar se os fragmentos de DNA, dos sete genes, amplificados nos 

diferentes isolados apresentam polimorfismo na sequência, os produtos da amplificação 

nos diferentes isolados de H. vastatrix foram analisados. Foram consideradas apenas as 
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sequências de alta qualidade, de forma que se analisou DNA de 44 isolados. Foram 

utilizadas para analise apenas as regiões codificantes (exons), a região dos introns das 

sequencias de cada isolado foram removidas de acordo com o gene referência preditos 

por Porto (2016), usando o programa online ClustalW. Considerando apenas as regiões 

que foram amplificados, sendo que não foi possível sequênciar todo o gene. As sequências 

das regiões codantes das diferentes raças foram comparadas. Utilizando o programa 

online Weblogo (Crooks et al., 2004) diferenças nas posições das sequências foram 

destacadas. Posição mostrando o nucleotídeo menor corresponde a variação, e quando 

não há diferença com frequência de 100% a base representada é maior (Figura 4).  

Os resultados mostram que todos os isolados apresentam o gene em estudo, mas, 

que há diferenças em suas sequências. Posição na sequência com base representada por 

N, corresponde a indivíduos heterozigotos e foi observado nos genes P-19, P-34, P-38, P-

42 e P-48. Gaps também foram observados com relação aos genes de referência. Mesmo 

uma pequena mutação gênica levando a mudança de um único nucleotídeo pode ter 

efeitos fenotípicos. Algumas alterações no DNA, entretanto, não têm efeito fenotípico, 

uma translocação ou inversão pode não afetar a transcrição e tradução do gene e pode não 

ter quaisquer efeitos fenotípicos.  

P-17 

 

P-19 
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P-34

 

P-37

 

P-38

 

P-42

 

P-48

 

 

 

Figura 4. Alinhamento da região dos exons dos sete genes estudados em 44 isolados. Foi 
apresentado apenas a região onde foram polimorfismos dos exons usando o software Webelogo. 
Posição apresentada como N destacada na posição do alinhamento como heterozigoto.  
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As variações nas sequências dos isolados foram comparadas com fenótipo da 

interação com o cafeeiro através do método de agrupamento Neighbour-joining pelo 

programa ClustalW (Figura 6).  Para o gene P-42Todos os sete genes em estudos foram 

analisados, a figura 6 representada apenas com gene P-42. O agrupamento mostrou que 

não há uma correlação das variações na sequência de DNA e o fenótipo, mostrando que 

as raças e patótipos não se agrupam diversas respostas com o genótipo diferenciador. O 

mesmo ocorre para os demais genes.  

 

Figura 5. Arvore filogenética Neighbour- joining para o gene P42, considerando a sequência de 
44 isolados de H vastatrix correlacionado as interações compatíveis das plantas diferenciadoras.  

Apesar de anos de pesquisa neste patossistema, os genes Avr de H. vastatrix foram 

pouco estudados. Recentemente Maia et al (2016) publicaram o gene HvEC-016 como 

codificando uma candidata a proteína efetora reconhecida em genótipos com o gene SH1.  

Como para H. vastatrix não temos nenhum efetor caracterizado, o gene HvEC-016 foi 

utilizado, para elucidar sua resposta em genótipos com interação compatível e 
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incompatível.  Para isso seis isolados foram utilizados, três com interação compatível 

(5M, 60M e 459) e três com interação incompatível (16M, 45M e 55M). Um par de primer 

foi desenhado a partir da sequência do HvEC-016 depositada em Banco de dados (NCBI) 

e usado para amplificar os seis isolados. A amplificação resultou em um fragmento de 

867 pb observados tanto nos isolados que apresentaram interação compatível quanto 

incompatível (Figura-6A). Os seis fragmentos foram sequenciados e com base na 

sequencia referência HvEC-016 foram removidas as regiões dos introns. Apenas a região 

codificadora foram alinhadas com o gene referência. Para os isolados 55M e 459 foram 

identificados diferença com presença das bases citosina e timina mostrado pelo código Y 

na mesma posição (Figura-6B). O alinhamento das sequencias traduzidas em 

aminoácidos mostrou que tanto em uma interação compatível e incompatível as 

sequências são conservadas, e a diferença para 55M e 459 não explica o fenótipo da planta 

diferenciadora 128/2. (Figura-6C). Isso nos mostra que patossistema de H. vastatrix e o 

cafeeiro é muito complexo, mostrando não estar apenas ligado a uma única mutação na 

sequência que esta sendo reconhecida pelo fator de R do hospedeiro.  
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Figura 6: Conservação da Proteína candidata a efetor HvEC-016. A: amplificação e 
tamanho do fragmento DNA em 6 isolados em gel de agorose. B: Alinhamento dos 
nucleotídeos na posição 286, a posição com diferença do isolado 459M e 55M (amarelo). C: 
Alinhamento dos aminoácidos com a proteína referência HvEC-016. D: Arvore filogenética 
utilizando a metodologia Neighbour-joining sem correção de distância. 
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 DISCUSSÃO 

Apesar de muitos anos de pesquisa no patossistema cafeeiro x H.vastatrix, os 

genes Avr do fungo foram pouco estudados e ainda não há nenhum gene Avr 

caracterizado.  Há muitas dificuldades para estudar este patossistema como:  por se tratar 

de um fungo biotrófico, ainda há a dificuldade de se obter isolados puros, são utilizadas 

culturas a partir de urediniósporo, apenas monopustular. Até o momento, poucos efetores 

para o grupo das ferrugens foram identificados ou caracterizados. Mas com os avanços 

no sequenciamento completo de genoma tanto do cafeeiro como do fungo, a predição de 

genes candidatos a efetores tem tornado o caminho mais fácil. Um dos aspectos mais 

importantes na busca de informações biológicas em um contexto genômico é a associação 

das sequências de DNA com as suas respectivas funções biológicas. Visando entender 

melhor a interação do cafeeiro x H. vastatrix, alguns genes preditos por Porto, (2016), 

foram estudados no presente trabalho.  

Quarenta e sete genes candidatos a efetores foram analisados em 56 isolados de 

H. vastatrix, tais genes mostraram ser altamente conservados no genoma de todos os 

isolados. Estima – se que o tamanho do genoma de H. vastatrix seja em torno de 800 Mbp 

(Talhinhas et al., 2017). Em comparação com o tamanho do genoma de outras ferrugens, 

apenas Gymnosporangium confusum com 893,2 Mb e Puccinia chrysanthemi com 806,5 

Mb (Tavares et al., 2014) possuem genomas maiores. As demais ferrugens de grande 

importância econômica, como P. graminis f. sp. tritici (88,6 Mb), P. striiforms f.  sp. 

tritici  (64,8 Mb), M. larici-populina (101,1 Mb) e M. lini (189 Mb), apresentam genomas 

relativamente pequenos (Cantu et al., 2011; Duplessis et al., 2011; Nemri et al., 2014). 

Talvez isso explique a presença de todos os genes candidatos a efetores presentes em 

todos os isolados em estudo, que podem estar relacionadas, muitas vezes, com os estágios 

iniciais da infecção, onde encontram-se, também, as proteínas envolvidas nos “processos 

metabólicos” “processos celular” que foram encontradas em maior número no genoma de 

H. vastatrix.   Durante a interação com o cafeeiro, o fungo secreta proteínas efetoras que 

modificam a estrutura e função da célula hospedeira, permitindo o estabelecimento da 

colonização parasitária, estas proteínas podem ser uma Avr efetores que são reconhecidos 

pela proteína correspondente R e levam ao reconhecimento específico das raças existentes 

do fungo (Zhang et al., 2014), ao passo que alguma mudança no gene Avr poderia levar 

ao não reconhecimento pela proteína R do hospedeiro. 
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No entanto, sete proteínas candidatas a efetoras foram validadas e a uma predição 

que todas estão envolvidas diretamente no processo infeccioso do fungo, sendo expressas 

nas primeiras horas da interação, sendo expressos tanto em cafeeiro suscetível como 

resistente. Mas, com diferença significativa para os genes P-42 e P-17, que teve um 

aumento significativo as 24h. O aumento da expressão pode ser resultado do sucesso da 

infecção e aumento da colonização do hospedeiro pelo fungo.  Buscando intender se há 

uma interação de reconhecimento direto, os sete genes que foram sequenciados, e foi 

possível identificar diferenças na sequências, principalmente nas regiões codificadoras.  

Esses polimorfismos poderiam levar a mudanças dos aminóacidos e 

consequentemente o não reconhecimento pela protéina R do hospedeiro. No entanto, as 

mudanças não se correlacionaram com o fenótipos nas series diferenciadoras das raças e 

patótipos. Isto não significa que estas proteínas não sejam proteínas efetoras. Elas podem 

não estar ligadas diretamente ao reconhecimento específico, mas podem exercer papel 

importante ainda desconhecido no processo de infecção do fungo. Segundo Maia et al, 

(2017), observou resposta de HR quando infiltrou cafeeiro com bacterias patogênica 

clonadas com gene candidato a efetor  Hv-016 de H. vastatrix  no genótipo 128/2 que 

contém o gene de resistencia SH1, mostrando evidência que o gene HvEC-016 modificou 

a resposta da bactéria patogenica ao cafeeiro. O mesmo foi sequenciado em isolados de 

interação compatível e íncompativel para o genótipo 128/2, ao passo de verificar se há 

alguma alteração na sequência que possa explicar o fenótipo.  

No entanto, dois isolados de interações diferentes, apresentaram diferença em suas 

sequências, individuos que se comportaram como reconhecimento de heterozigotos com 

a base C-T,  e os demais como homozigotos para base C. Mas, que também não diferiram 

em relação ao fenótipo do diferenciador 128/2. Nossa compreensão da evolução 

adaptativa de H. vastatrix é pequena, pouco se conhece dos mecanismos geradores da 

diversidade que tornam muito bem-sucedido e adaptável capaz de suplantar fatores de 

resistência com certa facilidade. Recentemente foi descoberto em Puccinia striformis f.sp. 

titici  um microRNA como um importante fator de patogenicidade envolvidos na 

suplantação da resistência em trigo, mostrando que há outros mecanismos de virulência 

para suplantar a resistência do hospedeiro (Wang et al., 2017).  

Como pouco se sabe dos mecanismos de infecção para o excelente sucesso 

evolutivo de H vastatrix, uma vez que se desconhece o hospedeiro alternativo. No 

entanto, pode ser que as sete protéinas secretadas não estejam ligadas diretamente ao 

reconhecimento específico, mas, vale ressaltar que outras proteínas candidatas a efetora 
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do secretoma de H vastatrix, devem ser estudadas. Por tanto, tais observações como o 

polimorfismo das sequências, e dificuldade de correlacionar com o fenótipo podem ter 

um papel importante para esclarecer o que pode estar envolvido nesse patossistema tão 

complexo.  Atualmente a exploração de dados disponíveis, bem como a combinação de 

diferentes ferramentas, de genômica, transcriptômica, proteômica e matobolômica  

podem ajudar a  entender melhor este patossistema. Espera-se que os dados apresentados 

forneçam um maior entendimento dos possíveis candidatos efetores e que possam auxiliar 

trabalhos futuros.  
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PROTEÍNAS CANDIDATAS EFETORAS DISCRIMINAM O PATÓTIPO HV-09 

DE Hemileia vastatrix. 

Silva, R.A., Caixeta, E.T., Ferraz, H., Badel, J., Zambolim, L.  

 INTRODUÇÃO 

 A ferrrugem alaranjada do cafeeiro, causada pelo fungo biotrófico Hemileia 

vastatrix (Berkeley & Broome), tem se destacado como uma das principais doenças que 

limitam a produção café. Desde a sua descoberta  no século 19 no Sri Lanka, esta doença 

tem se espalhado rapidamente por todo o mundo e atualmente ocorre em todas as regiões 

produtoras de café. Apesar da distribuição generalizada e do impacto econômico, pouco 

se sabe sobre os mecanismos de infecção do patógeno. (Silva et al., 2012).  

 O gênero Hemileia foi descrito pela primeira vez por Berkeley e Broome em 1869, 

sendo classificado desta forma, devido à forma dos uredóporos, que apresentam uma face 

lisa e outra equinolada (Hemi, meio e leia, lisa). Os sintomas da ferrugem alaranjada do 

café são observados na face inferior das folhas, onde aparecem pequenas manchas 

amarelo-pálidas, as quais evoluem para lesões maiores de aspecto pulverulento 

(urediniósporos) e coloração amarelo-alaranjada. Já, na face superior, observam-se 

manchas cloróticas amareladas que correspondem aos limites da pústula na face inferior, 

a qual necrosa e causa a queda da folha infectada (Fazuoli et al., 2007; Godoy et al., 1997; 

Zambolim et al., 1999).  

 Embora, o uso de fungicidas seja uma  medida de controle imediato, o plantio de 

cultivares resistentes é o mais importante. A principal fonte de resistencia é o Híbrido de 

Timor que tem sido utilizado em vários programas de melhoramento e provou ser eficaz, 

sendo utiliados há mais de 30 anos ( Talhinhas et al., 2017). 

 O avanço da genômica vem impulsionando as pesquisas com genomicas de 

fungos, demonstrada pela expansão de laboratórios  nos ultimos cinco anos, que recebe 

fundos para o trabalho molecular (Bakkeren et al., 2016).  Recentemente, os dados do 

genoma parcial de H. Vastatrix com 333 Mb contendo 14 mil gene, foram 

disponibilizado. Esse banco de dados foi obtido de um conjunto de oito isolados 

(Cristancho et al., 2014).  Mas, ainda são escassos os estudos moleculares relacionados 

ao efetores e à diversidade genética do patógeno. No entanto, este conhecimento é 

extremamente útil para a elaboração de estratégias de controle da ferrugem, como o 

desenvolvimento de cultivares resistentes, estudos epidemiológicos da doença e na 
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determinação do comportamento evolutivo das populações predominantes do fungo nas 

regiões de desenvolvimento dos programas de melhoramento e naqueles onde se pretende 

introduzir o material resistente (Nunes et al., 2009).  

 O primeiro estudo molecular de variabilidade genética em H. vastatrix foi 

realizado com marcadores RAPD e 45 isolados do fungo. Os resultados mostraram que 

os isolados pertencentes à mesma raça fisiológica diferiam substancialmente em nível 

molecular. Os autores concluíram que a variabilidade do fungo poderia estar relacionada 

a mudanças genéticas independentes da virulência, e que a estrutura genética 

populacional do fungo era consistente com uma reprodução clonal e desestruturada em 

relação a raças, origem geográfica e a espécie hospedeira (Gouveia et al., 2005). 

  A variabilidade foi atribuída a processos de diferenciação do patógeno tais 

como a mutação, recombinação assexuada ou outras fontes de variação genética, como 

mecanismos de reprodução assexuada que ocorrem na população e favorecem a troca 

genética. A ocorrência da criptossexualidade nos urediniósporosdo fungo, recentemente 

demonstrada, pode explicar parte da variabilidade encontrada neste patógeno (Carvalho 

et al., 2011).  

 A resistência do cafeeiro é governada pela teoria gene-a-gene, sendo 

condicionada por pelo menos nove genes dominantes (SH1 a SH9) sozinhos ou associados 

(Rodrigues Jr et al., 1975; Bettencourt  et al., 1988).  Proteínas codificadas por estes genes 

são capazes de reconhecer, direta ou indiretamente, efetores específicos codificados pelos 

genes de avirulência (Avr) do patógeno, ativando os mecanismos de defesa. Neste caso, 

o fungo não consegue causar uma infecção estável nos tecidos do hospedeiro, 

caracterizando uma interação incompatível. Por outro lado, o fungo pode secretar 

proteínas efetoras, que são capazes de impedir o reconhecimento pela planta e suprimir 

suas respostas de defesa, além de promover o parasitismo resultando em uma interação 

compatível (Ellis et al., 2009).  

 Portanto, o conhecimento dos genes expressos pelo fungo e pela planta pode 

facilitar o entendimento dos eventos moleculares que levam ao desenvolvimento da 

doença ou à resistência da planta. Com base nos genes de resistência do cafeeiro, foram 

caracterizadas mais de 50 raças de H. vastatrix em todo o mundo, sendo 15 delas presentes 

no Brasil (Gichuru et al., 2012; Zambolim, 2016). A grande variabilidade genética das 

populações de H. vastatrix, comum à maioria dos patógenos biotróficos, tem sido 

determinada pelo padrão de infecção observado em uma série de 24 variedades 

diferenciadoras de cafeeiros (Zambolim et al., 2005). 
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 De um modo geral, e em particular nos fungos, raças fisiológicas ou patótipos 

são comuns, ou seja, variantes do patógeno com diferentes combinações de genes de 

virulência e, consequentemente, diferentes capacidades para infectar distintos genótipos 

de uma dada espécie hospedeira (Rodrigues Jr., 2002). Tradicionalmente, a variabilidade 

fisiológica de H. vastatrix é determinada pelo padrão de infecção em clones de cafeeiros 

diferenciadores de raças. Entretanto, o número de série diferenciadora é restrita, o que 

impossibilita a caracterização de alguns patótipos com amplo espectro de virulência. O 

objetivo do trabalho foi estudar a diversidade genética de isolados monopustular de H. 

vastatrix coletados em diferentes regiões, espécies e variedades de café, usando 

marcadores SNPs identificados em pontenciais efetores do fungo.  

 MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. População Hemileia vastatrix  

 Foram utilizados 46 isolados de H vastatrix previamente caracterizados em raças e 

patótipos (Tabela 1), pertencente a micoteca do Laboratório Biotecnologia do Cafeeiro 

(Biocafé) da Universidade Federal de Viçosa (UFV). Esses isolados foram utilizados para 

estudar a população do fungo usando sete genes candidatos a efetor, e foram sequenciadas 

pela Macrogen Advancing throughout Genomics-South Korea. 

Tabela 1- Localização geográfica e hospedeiros das raças e patótipos utilizados. 
ISOLADO GENÓTIOPO/ 

CULTIVAR 
MUNICÍPIO UF          RAÇA GENE 

VIRULÊNCIA  
1M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG Hv11 v1,5,6,8,? 
2M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG Hv08 v1,5,6,? 
3M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG XXX  v5,8 
4M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG Hv05 v5,6? 
5M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG III  v1,5 
6M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG Hv11 v1,5,6,8,? 
7M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG Hv14 v1,2,5,7,8,9,? 
9M Híbrido de Timor UFV Viçosa MG Hv10 v1,2,5,6,7,8,9? 
10M Catuaí  UFV Viçosa MG Hv09 v1,5,6 
11M Catuaí Viçosa MG Hv02 v1,5,8 
12M Pé Franco Conilon Jaguaré ES Hv12 v5,6,7,9? 
13M Conilon Jaguaré ES XIII v5,? 
14M Pé Franco Conilon Jaguaré ES II  v5 
15M Conilon (Crespin) Jaguaré ES II  v5 
 16M Bamburral (Conilon) Jaguaré ES II  v5 
18M Conilon Clone 03 Jaguaré ES XXII v5,6 
19M Conilon Mistura de clones Jaguaré ES II  v5 
20M Conilon Mistura de Clones Jaguaré ES II  v5 
21M Conilon LB1 Soretama ES Hv05 v5,6? 
22M Conilon Jaguaré ES II  v5 
23M Conilon Clone 02 Jaguaré ES II  v5 
24M Conilon Clone 120 Jaguaré ES XIII v5,? 
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25M Conilon (Mistura) Soretama ES II  v5 
26M Conilon (ALB1, 02, 16) Soretama ES Hv12 v5,6,7,9,? 
28M Conilon clone 02 Linhares ES XXXIII v5,7 ou v5,7,9 
29M Conilon Linhares ES XIII v5,? 
30M Conilon (02, 153, G35) Linhares ES II  v5 
31M Conilon Linhares ES Hv05 v5,6? 
33M Conilon (Mistura) Linhares ES II  v5 
36M Conilon (Mistura) Rio Bananal ES II  v5 
37M Conilon Rio Bananal ES II  v5 
38M Conilon (mistura de clone) Vila Valério ES Hv07 v1,5,6,7,8,9 
39M Conilon (153, A21, 

verdinho) 
Vila Valério ES Hv15 v1,5,6,8,9? 

40M Conilon Vila Valério ES III  v1,5 
41M Conilon (mistura de clone) Marilândia ES XXII v5,6 
44M Conilon Marilândia ES Hv05 v5,6,? 
45M Conilon Marilândia ES Hv08 v1,5,6,? 
46M Conilon (53,03,02) clones 

vitória 
Marilândia ES II  v5 

47M Conilon (P1,P2, G35, G18, 
153, 02,76) 

Marilândia ES Hv03 v5,6,7,9 

51M Conilon 18 Clones Marilândia ES Hv06 v1,5,6,7,9 
52M Conilon 18 Clones Marilândia ES XXII v5,6 
53M Robusta Marilândia ES Hv13 v1,4,5? 
54M Mistura de clones Itabela BA XIII v5,? 
55M Conilon 03clone Itabela BA II  v5 
56M Conilon clone 03 Itabela BA II  v5 
58M Conilon (G35, BJ1, Biji) Itabela BA II  v5 
60M Mistura de clones Itabela BA Hv07 v1,5,6,7,8,9 
62M Mundo Novo (407) Cambará PR Hv01 v1,5,6,7,8,9,? 
63M Catuaí (429) Batatais SP Hv04 v5,6,8 
64M (449) Eunápolis BA Hv06 v1,5,6,7,9 
65M Mistura de Clones (459) Jaguaré ES Hv01 v1,5,6,7,8,9? 
66M Oeiras MR Viçosa MG Hv01 v1,5,6,7,8,9? 
67M (7963/117)         Viçosa   MG Hv01 v1,5,6,7,8,9? 
68M C. arábica  Viçosa MG XXIX v5,6,7,8,9 
69M C. arábica Viçosa MG II  v5 
70M  C. arábica  Viçosa  MG Hv01 v1,5,6,7,8,9,? 

 

2.2. Extração de DNA genômico de isolados de H. vastatrix  

 Para a extração do DNA genômico do fungo foram utilizados de 30 a 50 mg de 

urediniósporose segundo protocolo Raeder & Broda, (1985) com modificações. O 

material foi triturado em nitrogênio líquido em um microtubo de 1,5 mL, com auxílio de 

pistilo plástico. Após a trituração, foi adicionado 600ul de tampão de extração (Tris-HCl 

200mM pH 8, NaCl 250 mM, EDTA 50 mM e SDS 2%). Os tubos foram incubados a 

65ºC por 30 minutos e, posteriormente, foi adicionado feno/clorofórmio/álcool isoamilico 

25:24:1. As amostras foram agitadas manualmente por 10 minutos, e centrifugadas a 

10.000g por 5 minutos. Os sobrenadantes cuidadosamente transferidos para tubos novos, 

e adicionado igual volume de clorofórmio/álcool isoamílico 24:1. Após a centrifugação, 
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os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos, e adicionados um volume igual de 

isopropanol gelado e 0,1 do volume de acetato de amônia 7M. Após homogeineizado por 

inversão para precipitação do DNA, foram incubados a -20 por 30 minutos. Os tubos 

foram novamente centrifugados a 10.000g por 15 minutos, e os sobrenadantes 

descartados. O DNA genômico foi lavado com etanol  70% por duas vezes e centrifugados 

por a 10.000g por 5 minutos entre as lavagens. O precipitado (pellets) secos em 

temperatura ambiente foram ressuspenso em água MilliQ. Em seguida, foi adicionada 

RNAse, na concentração de 10 ng/μl, mantendo-se os tubos a 37ºC por 15 minutos. A 

quantificação do DNA de cada isolado foi realizada em espectrofotômetro Nanodrop 

2000 e a sua qualidade confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1%. Os DNAs 

foram diluídos para a concentração final de 25 ng/μl e armazenados a - 20ºC até o uso. 

2.3. Reação em cadeia Polimerase (PCR)  

As reações de PCR foram realizadas 20 μl contendo 1x de Tampão 10X, 150μM de 

dNTPS,  0,1 μM de cada iniciador, 1,0 mM de MgCl2, 0,6U de Taq, 50ng de DNA 

genômico e água MilliQ para completar a reação. A amplificação foi realizada com uma 

desnaturação inicial a 94 ° C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94 ° C por 1 min, 58° 

C por 1 min, 72 ° C por 1 min e uma extensão final a 72 ° C por 8 min. O tamanho 

esperado do fragmento amplificado foi confirmado por meio de eletroforese em gel de 

agarose. Fragmentos do tamanho esperado foram purificados com ExoSAP-IT™ PCR 

Product Cleanup Reagent. O sequenciamento foi realizado pela Macrogen Advancing 

throughout Genomics-South Korea. 

 A região do gene dos sete genes candidatos a efetor Hemileia vastatrix P-17, P-19, 

P-34, P-37, P-38, P-42, e P-48 foi amplificada por PCR utilizando iniciadores P-17F 

(5´ACTGTCCCACCAGCAATAGG-3') e  P-17R (3'ACAAGTCTGCTGACCCATCC-

5'), P-19F(5'-TTCTATCGTCGCTCCTCCCA-3') e P19R(3'GGGCCACAACATCATA 

GCCT-5'), P-34F(5'-ATGGTCCTTTCGACTCTTCT-3') e P-34R (3'CTGATCCATAA 

GACCTTTCG-5'), P-37F (5'GGTACCTGTTGTTCTAAGTG-3') e P-37R (3'-CCTGAA 

ACTTCCAGTAGAG-5'), P-38F (5'-GAGAAACTCCCTTCTTCTC-3') e P38R (3'AGG 

AAGTAGATGGGGTAGTA-5'), P-42F (5'GATCCTGCTATTCAACTTGC-3') e P42R 

(3'AATATGCTGAGTCTCCAAGG-5'), P48F (5'CCCCTCTCTAGTACCACCTT-3') e    

P 48R (3'AGCTATCACCACTTCACCAC5'). 
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2.4. Análises filogenéticas  

 Análises filogenéticas foram feitas utilizando as sequências de nucleotídeos dos 

genes P-17, P-38 e P42 com 46 isolados de Hemileia vastatrix. Genes selecionados pela 

predição do genoma de H. vastatrix raça XXXIII, genes que codificam proteínas 

secretadas, confirmadas através de banco de dados transciptoma e validadas por RT 

qPCR. A inferência bayesiana fou realizada com o Sr.Bayes 3.1.2 (Inferência Bayesiana 

de Filogenia) (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). O modelo de substituição foi selecionado 

com base no critério de informação Akaike (AIC) usando MrModeltest 3.2. A 

probabilidade de distribuição de árvore a posteriori foi calculada usando MCMC 

(Metropolis-coupl Markov Chain Monte Carlo) de duas cadeias de uma árvore aleatória 

com 10 milhões de gerações e descartando 25% das primeiras árvores. A convergência 

MCMC eo tamanho efetivo da amostra foram examinados usando o programa Tracer 1.4. 

As árvores filogenéticas foram vistas e editadas com FigTree 1.3.1. 

(Http://tree.bio.ac.uk/software). 

 RESULTADOS 

 Os isolados monopustulares de H. vastatrix  e seus respectivos gene de virulência 

inferidos pela inoculação nas series diferenciadoras. Os isolados foram sequenciados com 

os sete genes candidatos a efetor, mas apenas três foram selecionados de acordo com o 

perfil de expressão quantificados por RT qPCR. Para o gene P-42 e P-17 significativo 

para expressão no tempo de 24h e para o gene P-38 significativo em 12h.  

 Em busca de uma nova ferramenta para caracterização de H. vastatrix, gene 

especifico e ligados ao processo infeccioso, como os candidatos a efetores foram 

sequenciados para 46 isolados do fungo. Foram utilizadas a sequência completa dos genes 

com região dos exons e introns na análise de filogenia. Para o gene P-42 apenas o isolado 

40 diferiu dos demais (Figura 1). Esse isolado foi caracterizado como raça III, foi coletado  

cafeeiro C. canephora de origem do Espirito Santo. O isolado 5 e 40 de regiões diferentes 

e coletados em genótipos diferentes caracterizados como mesma raça diferiram em 

resposta aos genótipos que compões as séries diferenciadoras. A menor similaridade 

observada entre as sequencias do gene P-42 foi de 98%(figura 2). 

 

http://tree.bio.ac.uk/software
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Figura 1. Análise Bayseana do gene candidato a efetor P-42 amplificado em 46 isolados 

Figura 2.Similaridade das sequências entre os 46 isolados para o gene candidato a efetor P-42 
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 Análise Bayesiana da sequência do gene candidato a efetor P-17 para 45 isolados 

mostrou que aquelas dos isolados 04, 05,10 e 51 foram as mais divergentes. (Figura 3).  

Sendo 04 identificado como patótipo Hv05 oriundo de Hibrido de Timor no Estado de 

Minas Gerais, 05 caracterizado como raça III oriundo de Hibrido de Timor no estado de 

Minas Gerais. O isolado 10 oriundo de Coffea arabica, coletado em Minas Gerais, foi 

caracterizado como patótipo Hv09 coletado no Estado de Minas Gerais. A análise 

filogenética  mostrou que o mesmo se encontra em grupo separado dos demais. Isolado 

51 coletado de Coffea canephora no estado do Espirito Santo, também não caracterizado 

em raça sendo chamado de patótipo Hv06. Para as 46 amostras uma matriz de similariade 

foi gerada com o minimo de 97% de identidade entre os isolados (Figura-4) 

 

Figura 3. Analise Bayseana do gene candidato a efetor P-17 amplificados em 45 isolados 
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Figura 4. Matriz de simililaridade das sequencias entre os 45 isolados para o gene candidato a 
efetor P-17 

 Para o gene P-38, apenas o isolado 30 e 56 foram agrupados em um grupo distinto 

(Figura-5). 30M foi caracterizado como raça II e o 56 tabém caracterizado como raça II. 

Ambos de Coffea canephora, mas de regiões diferentes como Espirito Santo e Bahia.  

 

Figura 5. Analise Bayseana do gene candidato a efetor P-38 amplificados em 36 isolados 
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 A matriz de similaridade realizada com as sequencias do gene P-38 mostrou que 

este foi o mais discriminante com mínimo de 91% de diferença entre os isolados. 

(Figura 6) 

 

Figura 6- Matriz de simililaridade das sequencias entre os 36 isolados para o gene candidato a 
efetor P-38 

 Quando analisados todos os genes concatenados para os 43 isolados, podemos 

observar uma alta similaridade com o mínimo de 99%. E o isolado que mais discriminou 

em 99% foi o isolado 10 que corresponde ao patótipo Hv-09. (Figura 7) 
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Figura- 7. Matriz de similaridade das sequencias de 43 isolados de Hemileia vastatrix 
com sete genes candidatos a efetores P-17, P-19, P-34, P-37, P-42 e P-48 concatenados.   

 DISCUSSÃO 

 Cultivares resistentes de café com resistencia durável para a ferrugem tem uma 

longa história de sucessos e insucessos devido a falta de informação sobre o potencial 

evolutivo do fungo H. vastatrix e de como estão distribuidas as raças e patótipos do fungo. 

Nesse trabalho as diferentes raças e patótipos de H. vastatrix foram estudadas com base 

em sete genes candidatos a efetores , genes conservados em  H. vastatrix. Os isolados 

analisados são representativos dos principais estados Brasileiros produtores de café e 

coletados em cafeeiros Híbridos de Timor, Coffea canephora e Coffea arabica. Pela 

abordagem bayesiana não foi encontrada nenhuma estruturação dos isolados, nem quanto 

ao hospedeiro nem quanto ao Estado de origem dos isolados. Foram discriminandos a 

raça III, II, patótipo Hv-05, patótipo Hv-09 e o patótipo Hv-06, coletados de C canephora, 

HdT e Coffea arábica respectivamente. Quando utilizado os genes concatenados apenas 

o patótipo Hv-09 representado por apenas um isolado derivado de Coffea arabica foi 

discriminado, com menor porcentagem de similaridade entre as sequências. Esta 
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diferença mostra a variabilidade dos isolados, e não uma estruturação, levando em 

consideração que outras raças coletadas em C. arabica não foram discriminadas.  

 De acordo com Nunes et al., (2009) quando se utiliza de áreas contínuas com 

plantações de café permite um movimento gradual de epidemias de ferrugem e 

distribuição de genótipos, e isso mostrou diferenciação genética entre as populações de 

H. vastatrix. No entanto, as diferenças encontradas no presente trabalho não 

correlacionam com genótipo e região geográfica estudas, as diferenças podem ocorrer 

idependente do genótipo e região da coleta.  

  Maia et al. (2013, 2017) não relataram diferenças significativas entre as populações 

de patógenos com base na diferenciação genética embora tenham sido coletadas de 

diferentes hospedeiros, mas encontrou nivel de agressividade diferencial em populações 

do ES e MG. Os resultados mostram que a diferença apenas no fenótipo da interação, 

como os estudos mostram diferença de agressividade e diferentes raças que compõem a 

população de Hemileia vastatrix das mais diversas areas geográficas, e a população não 

se encontra estruturadas, pode apresentar um grande risco a cafeicultura Brasileira. A 

utilização extensiva de cultivares derivados de HdT também pode levar variação dentro 

das populações do fungo no Brasil, o que pode explicar a suplantação da resistência das 

cultivares derivadas de HdT e alta variabilidade do patógeno. Várias variedades foram 

desenvolvidas no país utilizando fontes de resistência de coleções de germoplasma que 

disponibilizado pelo Centro Investigação da Ferrugem do Cafeeiro (CIFC) de Portugal 

(Zambolim, 2016). No entanto, muito poucas variedades são completamente resistentes 

portanto, é difícil prever a durabilidade de fontes resistentes a ferrugem, e a principal 

recomendação para os programas de melhoramento  é assim incorporar a resistência 

multigênica como estratégia de controle.  
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 CONCLUSÕES FINAIS 

Com presente trabalho foi possível caracterizar sete raças, sendo elas II, III, XIII, XXII, 

XXIX, XXX e XXXIII; 

As raças XXIX e XXX estão sendo relatadas pela primeira vez no Brasil; 

Foi possível identificar 15 novas raças;  

Isolados 5 e 40 caracterizados como raça III, não são a mesma raça;  

Foi possível inferir a existência de mais seis genes que conferem resistência, presente nos 

diferentes cafeeiros que compõem a série diferenciadora de raças;  

Não houve diferença de presença e tamanho de fragmentos de DNA amplificados com 

marcadores específicos de 47 genes candidatos a efetores nos isolados de H. vastatrix 

estudados;  

Seis das proteínas candidatas a efetoras sequênciadas estão ligadas ao processo 

infeccioso;  

Foram identificados marcadores SNPs na sequencias de oito genes candidatos a efetores;  

A raça Hv-09 foi discriminada com base na presença de SNPs em sua sequencia.  
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