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RESUMO

SILVA, Rosemeire Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julh@0d&.
Caracterizacao de racas fisiol6gicas e analise de proteinas candidagisefetoras em
populacdo de Hemileia vastatrix no Brasil. Orientador: Laércio Zambolim.
Coorientadores: Eveline Teixeira Caixeta e Jorge Luis Badel Pacheco.

A ferrugem do cafeeiro, causada pelo fultgmileia vastatrixBerkeley & Broome, é
considerada a principal doenca da cultura. O fungo esta amplamernitaiidis nas
regides produtoras de café, causando severos danos econdmicos. Novastagaais

de H. vastatrix tem surgido, com frequéncia em todo mundo, infectando algumas
cultivares de café langadas comercialmente como resistefieigagem. Dessa forma, a
obtencao de cafeeiros resistentes tem sido um desafio devido pateittoial adaptativo

do fungo e¢éemse tornado cada vez mais difiaitaracterizacdo dos patotipos por meio

da colecao de cafeeiros diferenciadores de raca. Além disso, as irffesnaagrca da
interac&o de cafeeiros com as ragas existentes sdo escabsag,epnocesso infeccioso

de H. vastatrixseja bem estudado. Estudos gendmicos estdo ajudando no entendimento
dos mecanismos moleculares envolvidos no processo de interacao etdregatdgeno

e no desenvolvimento de técnicas moleculares para a identifica¢éalatis. Nosso
objetivo foi caracterizar as ragas He vastatrix encontradas nas principais regides
produtoras de café do Brasil, e estudar as proteinas candidatas a efetoras preditas para
vastatrixque possam contribuir para patogenicidade nas diferentes racas do fungo. Fora
utilizados 56 isolados monopustular coletados de diferentes espécies d€otta,
canephoraC. arabicae Hibrido de Timor@. canephorax C. arabicg e multiplicados

em cafeeiro suscetivel. arabicavariedade Caturra. Cada isolado foi inoculado em
cafeeiros que compde a série diferenciadora de racas, com trés rep&tiDdeA dos 56
isolados monopustulares foram extraidos para os estudos gendmico. Foram utilizadas 47
combinagdes dprimer para amplificar genes de candidatos a efetores. Setefgearas
amplificados, sequenciados e tiveram sua expressao validadafesias resistente e
suscetivel. As sequéncias obtidas foram alinhadas para os 46 isoladds aiseograma

DNA Baser. Estudo de dominio conservado foram realizados no programa Pfam e a
categorizacao das proteinas no Blast2GO. O alinhamento das sagja@nuiicleotideos,
proteinas e agrupamento dos isolados foi feito no programa Clustalw erasgiifde
nucleotideo foi analisada no Weblogo. Os dados obtidos foram usados padoales

diversidade. Por meio da inoculacao na série diferenciada, forarnficdelals sete racas

Vi



sendo cinco ja descritas no Brasil e duas pela primeira ve2{¥d¥ae XXX). N&o foi
possivel caracterizar 15 combinac¢des dos genes de viruléncia, sendo@ssideradas
novas racas. A analise da colecado de isolados permitiu inferir aqgaiesde pelo menos

seis novos genes na série diferenciadora, o que possibilitou diferensidsalados
descritos como racas lll. Na analise gendmica, os 47 genes candidafesores
estudados se mostraram conservados em todos os isolados e estdo ligados a 15 processos
bioldgicos do desenvolvimento do fungo. Foram identificados 14 dominios nas proteinas
provenientes desses genes. Para o0s sete genes sequenciados nos dgelasts,
observouse diferenca na sequéncia dos nucleotidengpresenca de individuos
heterozigoto e homozigoto. Com analise de diversidade foi possivel diseriogn
individuos, sendo o isolado Hv-09 o mais divergente. As informacdesagenadta
pesquisa poderdo ampliar o entendimento da interacaoHentestatrixe o cafeeiro. O
conhecimento dos genes que estdo envolvidos no processo infeccioso aaxiliara
entendimento dos mecanismos moleculares que levam a suplantaedsidacia por

novas racas do fungo.
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ABSTRACT

SILVA, Rosemeire Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, JROf7.
Characterization of physiological races and analysis of effectaandidate 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 fungdsemileia vastatrixBerkeley & Broome, is considered
the main disease of the crop. The fungus is widely distributed in the qotidacing
regions, causing severe economic damage. New physiological radesastatrixnave
arisen, often all over the world, infecting some commercially released coffeaisuis
resistant to rust. Thus, obtaining resistafteetrees has been a challenge due to the high
adaptive potential of the fungus and it has become increasingly ditiicaliaracterize

the pathotypes through the collection of coffee races. In addition, information on the
interaction of coffee trees with the existing races is scarbeuagh the infectious process

of H. vastatrixis well studied. Genomic studies are helping to understand the molecula
mechanisms involved in the process of interaction between plant andgpatmain the
development of molecular techniques for the identification of isolatelfjertive was

to characterize thi. vastatrixrace found in the main coffee producing regions of Brazil
and to study the effector candidate proteins predicteld.feastatrixthat may contribute

to pathogenicity in the different fungus races. Fifty six monopustular isaaliested

from different coffee specie§offea canephoraC. arabicaand Hybrid of Timor C.
canephora x C. arabigavere used and multiplied in susceptible coffearabicavariety
Caturra. Each isolate was inoculated in coffee plants that make upffdrentiating
series of races, with three replicates. The DNA of the 56 monopustulatesolere
extracted for genomic studies. We used 47 primer combinations toharfiéctor
candidate genes. Seven genes were amplified, sequenced and hadalilatedv
expression in resistant and susceptible coffee trees. The sequeatesdobere aligned

for the 46 isolates using the DNA Baser program. A conserved domain \sagly
performed on the Pfam program and the protein categorization in Blast2GO. The
alignment of the nucleotide sequences, proteins and clustering sbldtes was done in

the Clustalw program and the nucleotide differences were analy¥¢eblogo. The data
obtained were used for the study of diversity. Through inoculation in tfezatitiated
series, seven races were identified, five of which were alreastyibed in Brazil and

two for the first time (races XXIX and XXX). It was not possible tamcterize 15
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combinations of the virulence genes, thus being considered new racemalyms of
the collection of isolates allowed to infer the presence of at $easiew genes in the
differentiator series, which made it possible to differentiate twatssldescribed as
breeds Ill. In genomic analysis, the 47 candidate effector gene®dthdve been
conserved in all isolates and are linked to 15 biological processes of fismglepment.
14 domains were identified in proteins from these genes. For the genes sequenced
in the different isolates, we observed a difference in nucleotide secuethpeesence of
heterozygous and homozygous individuals. With diversity analysis itpassible o
discriminate individuals, being the Hv-09 isolate the most divergehe information
generated in this research may broaden the understanding of the iotebattveert.
vastatrix and thecoffee tree. The knowledge of the genes that are involved én th
infectious process will help the understanding of the molecular mentmthst lead to
the supplanting of resistance by new races of the fungus.



1. INTRODUCAO GERAL

O parasita obrigatéridHemileia vastatrix Berk. Et Br., pertence a classe
Pucciniomycete, sendo responsavel por causar a ferrugem alaranjad@eiim.cA
estrutura de infeccdo do patdgeno € o urediniésporo que apos germinar produz tubo
germinativo que penetra nos tecidos foliares atraves dos esto(Ratgser., 1961l Os
sintomas e sinais da doencga séo observados na face inferior das folhas, iniciando-se com
manchas pequenas, de 1 a 3 mm de didmetro, e coloracdo amarelogpéligbde atingir
2 a 3 cm. Essa coloracdo pode evoluir para amarelo-alaranjadsgectcepulverulento
devido a producdo de urediniosporos. A ferrugem pode ocasionar queda prematura de
folhas, prejudicando o desenvolvimento das plantas jovens e compromepgadogio
(Matiello et al., 2002; Fazuoli et al., 2007). Dentre as doencgas que infectam o cafeeiro, a
ferrugem é considerada o principal problema da cultura, podendo, em condicdes
favoraveis e na auséncia de controle quimico, causar perdas na ordem R385 a
producdo (Zambolim et al., 2005).

A principal medida de controle da ferrugem do cafeeiro € o emprego daredtiv
resistentes, um dos principais desfios para os programas de melhordmeatfeeiro
visando a resisténcia a ferrugem ¢é a alta variabilidade gedéfpzogeno. O surgimento
de novas racgas d¢ vastatrix assim como a ocorréncia de ragcas com genes de viruléncia
complexos revelam o grande potencial evolutivo das popula¢gdes do fungo (¥arzea
Marques, 2005). Desse modo, a medida mais eficaz e ambientalmenta pareebd
controle de doencas, de modo geral, € o desenvolvimento de plantentesidEsta
pratica tem sido utilizada pelos melhoristas ha mais de 100 an@segcsicia despertou
o interesse em estudos genéticos que definiram a teoria gene e&argeriacao aos genes
de resisténcia do hospedeiro e os fatores de viruléncia do patégeno (Flor., 1971).

Em fungos de um modo geral, racas fisiolégicas ou patétipos sdo comurja, ou se
variantes do patdégeno com diferentes combinacBes de genes denciarué
consequentemente, diferentes capacidades para infectar distintogpagerni#i uma
determinada espécie hospedeira (Rodrigues Jr., 2002). Tradicionalmente, a variabilidade
fisiologica emH. vastatrixtem sido determinada pelo padréo de infeccdo composta por
24 clones de cafeeiros diferenciadores de racas (Varzea & Marques., 2005).

Os primeiros estudos sobre a especializagédo fisiolégica do patégeno foram
realizados na india, na década de 1930 onde foram identificadas quatfsiei¢gias

do fungo (Mayne 1932). ApOs a criagdo do Centro de Investigacdo das Fedagens
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Cafeeiro (CIFC) em Oeiras, Portugal, em 1955, essas pesquisas foram intessiboada

a analise de amostras de urediniosporos provenientes de diferente$Ruaisgses &
Bettencourt., 1975). No mundo até o momento ja foram caracterizadas, maajaHte

H. vastatrix(Gichuru et al., 2012; Varzea & Marques., 2005, Talhinhas et al., 20017).
No Brasil, 15 racas fisiologicas do fungo (I, Il, lll, VII, X, XIlI, XV, XVI, XN, XXII,

XX, XXIV, XXV ou XXXI, XXXIIl, XXXVII) foram identificadas (Zambolim .,
2016), sendo a raca Il a de maior frequéncia (Zambolim et al., 2005). A ocodéncia
racas com amplo espectro de viruléncia, como a ragca XXXVII (v2,5,6,7,9) (Cabral et al.,
2009), e a alta diversidade genética das populacfes do patégeno (Nun2e@;aMaia

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

O surgimento de novas racas e isolados mais agressivos emmpatdgeplantas
ameagam a agricultura em todo o mundo. Como se observou com o fungo rcdasado
ferrugem da haste do trigo e as novas epidemias da ferrugem do gafeeigalmente
na américa latina e central, que nos ultimos anos tem enfrentado fodemiap da
doenca (Aime et al., 2006; Avelino et al., 2015). Devido a variabilidadéfigca deH.
vastatrixser determinada pelo padréo de infeccédo em clones de cafearesdéddores
de racas, o numero de séries diferenciadores existentes ndo estéiBeietitespara a
caracterizacao de alguns patétipos com amplo espectro de virulglcianenos mais
de 10 isolado nédo foram diferenciados pelas plantas diferenciadoras do CIF@se ou
racas desconhecidas também foram detectados em varios paises prattutcaés
(Gouveia et al., 2005).

O estudo da biologia de patdgenos obrigatérios como fungos causadores de
ferrugem é particularmente desafiador e precisa de investimetstsisciais, dado ao
fato de que um grande conjunto de plantas diferenciadoras tem que ser empregado para
classificacao das racas. O desenvolvimento de novas ferramentadgemtficacao de
isolados é fundamental para estudar a biologia destes impoegatess patogéenicos de
plantas, ea genbmica pode oferecer tais ferramentas. Genellaieileia vastatrix
diferencialmente expressos em urediniosporos, apressorios e haustorios ja foram
identificados, mas apenas o gene HvEC-016 foi identificado até emoifrernandez
et al., 2012; Tallhinhas et al., 2014; Maia et al., 3016

A descoberta dos produtos determinantes de viruléncia secretados por patdégenos
de plantas foi possivel através da analise gen6mica. Proteinamdscr®m sido

associadas com a viruléncia de fungos fitopatogénicos (Spanu., 2012) e muafoté
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descritos emMelampsora ssp(Joly et al., 2010; Hacquard et al., 201R)ccinia
striiformis (Cantu et al., 2011, 2013, graminis(Duplessis et al., 2011), ldemileia
vastatrix(Fernandes et al., 2012). Assim, a descoberta dos genes de proteinas secretadas
€ fundamental para desvendar os mecanismos de patogenicidade anteriormente
desconhecido e demonstrar a sua fungao no papel decisivo do processo mfgueios
operam em fungos biotréficos (Sauders et al., 2012). Portanto, tais genes poderiam se
utilizados para distinguir as racas existentesldmileia vastatrixe também fornecer

informacgdes para serem utilizadas pelos programas de melhoramento do cafeeiro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Hemileia vastatrix

O géneroHemileia foi descrito pela primeira vez por Berkeley e Broome, no
Ceilao (atualmente Sri Lanka), em 1869, recebendo esta denominacdo devido a
morfologia dos uredinidsporos, que apresentam uma face lisa e outra equinulada
(Rodrigues., 1990). O género engloba cerca de 50 espécies, provenientes de zonas
tropicais, que infectam predominantemente rubiaceas (Rodrigues Jr., 1990). Sdo apenas
duas as espécies com importancia econorhiemileia coffeicolae H. vastatrix ambas
infectando plantas do génef@offea de elevado valor econémico (Rodrigues Jr. &
Bettencourt., 1975; McGrain & Hennen., 1984).

Das duas espécies referidas, a mais importaie \@astatrix uma vez que se
encontra disseminada por todos os paises produtores de café e causa graimEs pre
Nas Américas, o primeiro relato da doenca foi no Brasil, em janeir@d& ho Estado
da Bahia (Chaves et al., 1970). Dez anos ap0s a sua descoberta no Rrasgean do
cafeeiro ja havia se disseminado por quase todos os paises produtoredaé\oaféca
Latina (Schieber & Zentmyer., 1984). Acredita-se que os uredinidésporos do fungo foram
trazidos para o Hemisfério oeste por correntes de ventos vindos da Angotie(Bet
al., 1971), ou introduzidos acidentalmente em plantas, bagagens ou roupas consaminada
(Kushalappa., 1989).

H vastatrixé classificado no filo Basidiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem
Pucciniales e familia Incertae sedis (indexfungorum, 2017). Os fungos cassdeore
ferrugens produzem até cinco tipos de estruturas de frutificacdo, ucaaadelas
correspondendo a uma fase do ciclo de vida do patégeno (Kolmer et al., 2007). A
ferrugem do cafeeiro é classificada como microciclica, pois seubiadbgico apresenta
apenas as fases de urédia, télia e basidia (Coutinho et al., 1995; Feehahd@809).

3



Na fase uredinial ocorre a producdo dos uredinidésporos dicariéticos, que representam a
fase repetitiva da ferrugem, responsaveis pelo aumento da doenca endesonieic
ambiente favoraveis (Agrios., 2005). Os teliésporos sdo formados ocasiategalme
aparecendo excepcionalmente em condi¢cdes de chuva moderada e baizestuessp
(Coutinho et al., 1995; Fernandes et al., 2009). Nos teliésporos ocorre a cariegamia,
nacleo dipléide migra para o promicélio, onde a meiose é completadaghites ocorre

a formacédo de quatro células no promicélio, cada uma sustentando termieaime
basidiésporo. O nacleo haploide de cada célula do promicélio migra gira dos
basidiésporos (Vishveshwara & Nag Raj., 1960). Todas as tentativas envolvendo
inoculacdo de cafeeiros com basididosporos ndo resultaram em infecpg@ohwam
hospedeiro alternativo suscetivel para este tipo de propagulo sustentou aspgésee de

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

Teoricamente,H. vastatrix seria um fungo estritamente clonal, pois as
combinacdes alélicas formadas durante a meiose, por recombinacdo gémica, na
estabelecem na populacdo do patégeno, uma vez que o0s basiodidosporos ndo séao
infectivos. Porém, estudos sobre o comportamento nuclear, realizados nadeéretia,
levantaram a possibilidade de ocorréncia da cariogamia e meioseeusiosporos
(Rajendren., 1967). Esse fenbmeno, que faz com que os uredinidésporos se comportem
geneticamente como telidsporo, levou Rajendren (1967) a denominar o uredinidsporo de
H. vastatrix como “teliosporo-uredinidide”, e este fendomeno ficou conhecido como
“fendmeno-Kamat” (Rajendren., 1967). Apesar de muitos pesquisadores terem ignorado
essa descoberta por varios anos, um estudo no Brasil, de citometriagiemirdo
conteudo de DNA revelou a presenca de um tipo inédito de reproducéo @extel
dentro dos esporos assexuais Hlevastatrix onde comprovam a hipétese de que
cariogamia, seguida de haploidizacao, pode ocorrer nos uredinidsporos ergstéoeve
denominado de criptossexualidade (Carvalho et al., 2011). Segundo os autores, esse tipo
de reproducdo poderia explicar o surgimento frequente e rapido de novas racgas

fisiol6gicas deH. vastatrix

2.2.Heranca da resisténcia do cafeeiro

As duas espécies de café exploradas comercialment€ddten arabica(café
arabica) eCoffea canephorécafé robusta), representando, respectivamente, 75 e 25% da
producdo nacional (MAPA., 20L7C. arabicaé uma espécie tetraploide, com 90% de
autofecundacgéo, enquanto as demais espécies sdo diploides, autdiiveisnpade

fecundacéo cruzada (Fazuoli., 2006). At¢é o momento, foram identificados nove genes
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dominantes de resisténcia em plantas de café de diferentegssparcterizados pela
sigla$y (Noronha et al., 1967; Bettencourt et al., 1971; Bettencourt et al., 13385 E
genes de resisténcia foram encontrado€earabica(S41, 2, 4, 5)C. canephordS46,

7, 8 e 9) eC. liberica ($43). Os gene&y6, 7, 8 e 9 também foram encontrados em
derivados do Hibrido de Timor, um hibrido natural proveniente do cruzamentdcentre
arabicae C. canephorao que indica que esses genes sao originados do café R@husta (
canephora (Rodrigues et al., 1975; Bettencourt et al., 1988). Além desses, foram
detectados pelo menos mais dois genes de resisténcia ainda néerizadast, que,
isoladamente ou associados aos ge&h@sS9, condicionam resisténcia a mais de 40
racas fisioldgicas de ferrugem (Varzea et al., 2005).

Estudos realizados no Centro de Investigacdos das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC),
em Portugal, ttm mostrado que a teoria gene-a-gene também cse aajfiteracao
Hemileia-CoffedNoronha et al., 1967), onde a resisténcia a ferrugem € condicionada por
pelo menos nove genes dominant&sl{S9), sozinhos ou associados (Rodrigues &
Bettencourt., 1975; Bettencourt & Rodrigues., 1988). Assim, pode-se inferir a existéncia

de pelo menos nove genes de avirulénciddenastatrix

2.3. Mecanismo de defesa das plantas

Fitopatbgenos possuem diversas estratégias para infectar o hospedeiro.
Independentemente da estratégia adaptativa do patdgeno, ele secrétaspedttoras
com a funcéo de suprimir as repostas de defesa da planta, para promover&uaaviul
assim possibilitar a colonizacdo dos tecidos. Por outro lado, em reapoftacdo, as
plantas desenvolveram, ao longo do processo evolutivo, mecanismos déndédesara
restringir a proliferacéo de patdgenos em seus tecidos (Jones et alDa66s;et al.,
2010).

A imunidade inata das plantas é constituida por duas linhas de defegaainci
A primeira é denominada imunidade desencadeada por PAMR-(PAMP triggered
immunity e a segunda, imunidade desencadeada por efetores EfElctor triggered
immunity (Jones et al., 2006; Boller et al., 2009; Dodds et al., 2010).

Na primeira linha de defesa das plantas (PTI) utiliza proteinas receptoras
localizadas na membrana plasmatica que reconhecem padrées maexutgervados
associados a patégenos, denomisad@dAMPs Pathogen-associated molecular pattérns
(Zipfel., 2008). Os PAMPs geralmente possuem fungdes estruturais, comma et
flagelina (Jones & Dangl., 2006; de Wit.,, 2007). A quitina é o principalpooente
estrutural de parede celular de fungos (de Wit et al., 2009; Stergiopoudes\¥it.,
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2009). Embora a PTI seja suficiente para impedir a infeccdo, muitos pagoge
adquiriram habilidade de produzir efetores que a suprimem e, portanto, contribuem para
a viruléncia do patégeno, resultando na suscetibilidade desencadead#opes éféin

et al., 2012). Em contrapartida, uma segunda linha de defesa (ETI) fovalesta pelas
plantas para detectar esses efetores produzidos pelos patégenos (Jo2€9et Bodds

et al., 2010).

A imunidade desencadeada por efetores (ETI) utiliza receptoreslntesies com
dominios NB fucleotide-bindinye LRR (eucine-rich repegt que reconhecem efetores
(proteinasAvr) do patégeno. As proteinas NB-LRR séo codificadas por genes de
resisténcial), sendo, consequentemente, denominadas protejraseconhecimento
dos efetores do patdgeno pelas proteiRaativa vias de sinalizacdo celular que
desencadeiam a morte celular programada no sitio de infec¢édo, o que aaodiapso
do tecido e a inibicdo completa da proliferacdo do patdgeno. Esta forma espulecidiza
morte celular é conhecida como reacéo de hipersensibilidade (HR) (Heath., 2000).

As proteinas NB-LRR podem reconhecer efetores diretamente pela associaca
fisica, ou indiretamente por meio de uma proteina acessoria, @atv@ do efetor no
hospedeiro. Em geral, o reconhecimento direto, também é denominado modedo ligant
receptor (Stergiopoulos & de Wit., 2009). Um segundo modelo de reconhecimento é
conhecido como “modelo guarda”, que propde um reconhecimento indireto entre as
proteinas codificadas pelo geRe avr (Stergiopoulos & de Wit., 2009). De acordo com
este modelo, as proteinas R atuam monitorando modificacdes nas prdieisatna
efetores do patdgeno. Estudos mostram que este modelo se apicaia dos estudos
de interacao ja descritos (Rooney et al., 2005).

Nesta interacdo os fungos filamentosos secretam um arsenal de proteinas efetoras
com a funcao de suprimir as respostas de defesa e promover o pavgsitisret al.,
2009). A expressdo dos genes efetores é induzida durante a colonizacdo dos tecidos
vegetais (Kamper et al., 2006; Mosquera et al., 2009; Spanu et al., 2018)fdDest,
os efetores podem ser eficientemente identificados em bibliotec&Ndeabtidos 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; Cetah, 2011).

Essa estratégia, no entanto, envolve o sequenciamento de um grande nichéié de

originado da planta infectada.



2.4.Imunidade desencadeada por efetas(ETI)

Efetores sdo definidos como moléculas secretadas por organismosdassasia
plantas que modificam a estrutura e funcdo da célula do hospedeirmlifdoget al.,
2009). Sdo moléculas produzidas pelo patégeno que tém um efeito especifiaorsobre
ou mais genétipos de uma planta hospedeira. No entanto, efetoresldémosirados
como indutoesou supressesda resposta de defesa. Dessa forma, a utilizacdo do termo
estende-se para englobar os padrbes moleculares associado ao patogers),(BAMP
outros indutores, como os produtos do gene de avirulencia (Avr) de patdégenos bitrofic
e as toxinas especificas de patdégenos necrotroficos (Vleeshouwers et al., 2014).

Devido a capacidade adaptativa dos patégenos, que sao capazestdelsacre
arsenal de proteinas que podem suprimir PTI, resultando em suscelbilida
desencadeada por efetores (EEf@ctor-triggered susceptibilifyBirch et al, 2008). No
entanto, plantas podem apresentar proteinas de resisténcia (NB-LRR)anrecem
estes efetores resultando em defesa (Howden & Huitema, 2012). Enquagenpst
desenvolvem novos efetores para manipular os processos de defesa das gutam
desenvolvem novas protein& o que sugere uma constante e indefinida “corrida
armamentista” na interagdo planta-patégeno (Coll et gl2011).

Uma das estratégias do patégeno em superar a segunda linha deddefes
hospedeiro (ETI) podem ser devidos as mutacdes e aquisicdo de novos shjtopeta
perda ou pela diversificacdo do seu sitio de reconhecimento pela pRteina

Efetores sao fatores de viruléncia, mas cada um contribuindo parcialmenge par
viruléncia final. Efetores independentes podem atuar de forma redundante, podendo
alterar uma mesma via de sinalizagao do hospedeiro. Portanto, ogfigtoes podem
ser perdidos sem causar impacto significativo na viruléncia do patégeegOEs a este
principio sdo os “efetores fundamentais”, definidos operacionalmente por sua ampla
distribuicdo na populagdo de um determinado patégeno e sua contribuicda para
viruléncia do mesmo (Dangt al, 2013).

As ferrugens, assim como 0s outros patdgenos biotroficos, formam haustérios no
mesofilo das células de seus hospedeiros durante o processo de infedgaostOrios
facilitam a entrega dos efetores na matriz extra-haustorial de onides nserao
translocados para outros compartimentos subcelulares (Win et al., 2012).

De acordo com o local de atuacéo, os efetores podem ser divididos@mgdos:
efetores extracelulares e efetores citoplasmaticos. Os efetorasetiares, também,

conhecidos como efetores apoplasticos sado secretados pelos patdgenos, alurant
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infeccdo e acumulam nos espacos intercelulares. Os efetores cittiplasis@o 0s que
podem se translocar através da membrana celular e tém contato dimto c
compartimentos subcelulares ou organelas (DE Wit et al., 2009). Nucgriauco se
sabe sobre como ocorre esse processo de translocacdo, sendo necesedossjoest
permitam a deteccao e visualizacéo desse trafego dos efetavdsctl de atuagéo (Petre
et al., 2014)

Até o momento, seis proteinas efetoras foram caracterizadas emdangadores
de ferrugem, sdo todas proteinas secretadas, expressas em haustoriotured@em
bioquimica claramente identificada (Petre et al., 2014). Quatroimastefetoras com
atividade de avirulénciam M. lini (AvrL567, AvrM, AvrP123 e AvrP4) (Dodds et al.,
2004; Catanzariti et al., 2006). A expressao e secrecdo dessas proteinasonio daust
fungo concomitantemente com a inducdo de HR nas plantas indicam quetésdsaus
possuem papel crucial na liberacdo de proteinas efetoras dentro ldadeéplanta
(Catanzariti et al., 2007). A proteina AvrP123 possui similaridade a inibidiares
proteases, 0 que evidencia o papel dessa proteina na patogéhksmidgor meio da
inibicdo de proteases do hospedeiro (Catanzariti et al.,, 2006). Segundo Rafigi et al
(2012), a proteina AvrP123 acumig@ no nucleo da célula, podendo manipular a
expressado génica do hospedeiro durante a infeccdo. A proteinaRigR Tansferred
Protein) de Uromyces fabadUf-RTP1) e seu homdlogo efdromyces striatugUs-
RTP1) sédo expressos nos haustérios e translocados para o citoplasma degeéfala
(Pretsch et al., 2013).

Até recentemente, muito pouco se sabia sobre a biologia dos efetores e
principalmente sobre as bases moleculares da interacéo pledgarnma O conhecimento
era limitado a estruturas de infeccdo especializadas, sintomatsiegiecado de enzimas
hidroliticas e toxinas. Com o avanco de técnicas moleculares e sequemtt, muita
informacdo tem sido gerada e a fitopatologia estd avancando no ewetodidas

estratégias de infeccdo dos patdégenos e mecanismos de defesa das plantas
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Primeiro relato das racas XXIX e XXX deHemileia vastatrix no Brasil e variacao

de resposta em genotipos diferenciadores inoculados com isoladia raca Il
Silva, R.A., Caixeta, E.T., Badel, J.L., Zambolim, L.

1. INTRODUCAO

Dentre as doencas que infectam o cafeeiro, a ferrugem causada pelo fungo
Hemileia vastatriXBerk. et Br. € a doenc¢a mais importante, foi encontrada n Brals
primeira vez enCoffea. arabicaem janeiro de 1970, no sul do estado da Bahia, e quatro
meses depois, foi observada em quase todas as plantacfes de café no pais (Chaves et al.,
1970). Atualmente, a doenca pode ser encontrada em todas as regidescaiéddeo
Arabica C. arabicg) e Conilon(C. canephorasao 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 Nicaragua, Equador, El Salvador, Panama
Honduras, onde as perdas foram estimadas na faixa de 30 a 90%. Fatotiessliaram
apontados como o causador do surto da ferrugem, especiabnetemperaturas mais
elevadas ( Avelino et al, 2015).

Nas regifes de clima quente produtoras de café do Brasil o café cemilon,
sua maioria susceptivel € cultivado, neste caso a doenca pode reduzir os rea@dmento
30 a 50% dependendo do nivel de resisténcia do gendtipo (Capucho et al.A2013).
importancia da ferrugem deve-se ao surgimento de novas ra¢hsvdstatrix assim
como a ocorréncia de ragas com genes de viruléncia complexos que mostram um grande
potencial evolutivo das populacfes do fungo (Varzea & Marques, 2005). De um modo
geral, nos fungos, racas fisiolégicas ou patétipos sdo comuns, ou seja, vat@nte
patbgeno com diferentes combinacdes de genes de viruléncia e, conseeuite
diferentes capacidades para infectar distintos genotipos de umasgédee énospedeira
(Rodrigues Jr., 2002).

O primeiro estudo sobre a diversidade fisiologic&ldeastatrixfoi realizado por
Mayne (1932), na india, onde foram identificadas quatro racas fisiologicas do fungo. O
CIFC (Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro) em Oeiras, Portugal,
caracterizou, até o momento, mais 50 racds.destatrix(Gichuru et al., 2012; Varzea,
et al., 2005; Talhinhas et al., 2017). No Brasil, 15 dessas racas foram identifioad@as e
arabica L: I1(v2v5),1I(v5),llI(v1v5),VII(v3V5), X (vlv4v5), Xl (v5v?), XV (V4V5), XV
(vlv2v3v4v5) ), XVII (viv2v5), XXII (v5v6), XXIII (viv2v4vs), XXIV (\2v4v5), XXV
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(v2v5v6), XXXIII (v5v7 ou v5v7v9) e XXXVII (v2v5v6v7v9), sendo a raflavb) a
mais frequente ( Chaves e Pereira 1980; Cardoso et al., 1986, 1988; Zagthalim
2005; Fazuoli et al., 2005, Cabral et al., Capucho et al., 201 2L.dffiea canephoraar.
Conilon trés racas fisiologicas foram identificadas: | (v2v5), Il (v5) e(Vlv5)
(Zambolim., 201k

As racas deH. vastatrixsdo determinadas pelo padrédo de infeccdo em clones de
cafeeiros diferenciadores de racas. Entretanto, a série diferenciadstat®, @ que
impossibilita a caracterizacéo de alguns pat6tipos com ampldrespewiruléncia. Pelo
menos mais de 10 isolado néo foram diferenciados pelas plantas difdveas@do CIFC,
e outros isolados também néo foram caracterizados em varios paises produtaifés
(Gouveia et al., 2005). Os mecanismos que levam ao surgimento de ma&emhl.
vastatrix ndo sao bem compreendidos. Como 0 estagio sexual do fungo nédo foi
encontrado, a hip6tese de mutacao é o principal mecanismo queVasabilidade na
populacdo de patégenos (Varzea e Marques., 2005). Mas, um estudo no Brasil, de
citometria de imagem do conteddo de DNA revelou a presenca de um fifo o
reproducao sexual oculta dentro dos esporos assexudis/dstatrix onde comprovam
a hipétese de que cariogamia, seguida de haploidizacéo, pode ocorrer nos urediniésporos
e este evento foi denominado de criptossexualidaelgte tipo de reprodugcédo pode
explicar o surgimento frequente e rapido de novas racas fisiologicas do fumnga{€a
et al., 2011). O objetivo deste trabalho foi caracterizar as ragasregs no Brasil ai@
momento, e intender o rapido surgimento de novas racas que estao seds dap

suplantar a resisténcia dos cafeeiros no Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem geogréfica, armazenamento e inoculacao
Um total de 56 isolados de. vastatrixforam utilizados no estudo. Os isolados

foram coletados em diferentes gendtipos de cafeeiro, em municipios dopranegpais
estados brasileiros produtores de café (Tabela 1). Na figura 1 @ssrggograficas os
estados, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana e Bahiaostragem
consistiu de aproximadamente 20 folhas, apresentando sinais do patégeadasalet
acaso em uma mesma planta em cada propriedade visitada. As fothas
acondicionadas em sacos individuais e transportadas em caixaspde [@ra o

laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro (BioCafé) da Universidade Feliexb¢osa.
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No laboratério, os uredinidosporos foram coletados com o auxilio de uma capsula de
gelatina. Os uredinidsporos coletados em folhas de uma mesmo genotiafeeieo
dentro de uma mesma lavoura em uma mesma propriedade foram consideradas com
isolado. O local de coleta de cada isolado foi georeferenciado e os degksinies para
a identificacdo da amostra foram anotados em um caderno de campo. Ogsperhsi
contidos em capsulas de gelatina foram armazenados dentro de um dessecador com 50%
de umidade relativa do ar, a 4°C, visando presgteaté a inoculacdo para multiplicacao
(Zambolim & Chaves., 1974).

A inoculacdo das mudas de café com até 5 pares de folhas, conadesdol
realizada com o auxilio de um pincel de pélo de camelo, depositandatsedinidsporos
na face abaxial de folhas jovens e completamente desenvolvidasivir calturra CIFC
19/1 (hospedeiro de multiplicacdo). Em seguida, agua destilada foi aspaigidaas
folhas com um borrifador sem atingir o ponto de escorrimento. Apds esse procedimento,
as plantas foram cobertas com saco plastico e transferidas paramara de nevoeiro
a 22 £ 2°C, no escuro por 48 horas e umidade relativa préxima a 100%. As plantas fora
mantidas em camaras de crescimento com reparticdes indixétlzed, a 22 +2°C e
fotoperiodo de 12 horas, até a manifestacdo dos sinais do patégeno. Parada deteng
iIsolados monopustulares, a metodologia utilizada foi a mesma desc@amarho et al.
(2009) e semelhante a descrita para outros patdogenos causadores de feoogem,
Puccinia coronataLeonard et al., 2005F,. recondita(Elyasi et al., 2006) @. tritici
(Kolmer et al., 2007). Os isolados monopustulares foram multiplicados emaglde
caturra até a obtencao de quantidade suficiente de urediniosporoarpatarizacao das

racgas fisiologicas.

Tabela 1 Descricdo e origem geografica dos isolado$idmileia vastatrixutilizados

no trabalho.
ISOLADO GENOTIOPO/ CULTIVAR MUNICIPIO UF GEOREFERENCIAMENTO

M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG 20°44°84”S/ 42°51°10°W
2M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG 20°44°94°°S/42°51°10W
3M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG 20°44°86°’S/42°51°13W
IM Hibrido de Timor UFV Vicosa MG 20°44°86°’S/42°51°13W
5M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG 20°44°87°°S/42°51°13W
6M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG 20°44°88°’S/42°51°14W
™ Hibrido de Timor UFV Vicosa MG 20°44°79°°S/42°50°94W
oM Hibrido de Timor UFV Vicosa MG 20°44°84°°S/42°5095W
10M Catuai vermelho UFV Vigosa MG 20°44°57°°S/42°50°86W
11M Catuai vermelho Vigosa MG 20°44°23°°S/42°46°06 W
12M Pé Franco Conilon Jaguaré ES 20°44°23°°S/42°46°01W
13M Conilon Jaguaré ES 20°44°23°°S/42°46°01W

18



14M
15M
16M
18M
19M
20M
21M
22M
23M
24M
25M
26M
28M
29M
30M
31M
33M
36M
37M
38M
39M
40M
41M
44M
45M
46M

47TM

51IM
52M
53M
54M
55M
56M
58M
60M
62M
63M
64M
65M

66M
67M
68M
69M
70M

Pé Franco Conilon
Conilon (Crespin)
Bamburral (Conilon)
Conilon Clone 03
Conilon Mistura de clones
Conilon Mistura de Clones

Conilon LB1
Conilon
Conilon Clone 02
Conilon Clone 120
Conilon (Mistura)
Conilon (ALB1, 02, 16)
Conilon clone 02
Conilon
Conilon (02, 153, G35)
Conilon
Conilon (Mistura de clone)
Conilon (Mistura de clone )
Conilon
Conilon (mistura de clone)
Conilon (153, A21, verdinho)
Conilon
Conilon (mistura de clone)
Conilon
Conilon
Conilon (53,03,02) clones
vitéria
Conilon (P1, P2, G35, G18,
153, 02,76)
Conilon 18 Clones
Conilon 18 Clones
Robusta
Mistura de clones
Conilon clone 03
Conilon clone 03
Conilon (G35, BJ1, Biji)
Mistura de clones
Mundo Novo (407)
Catuai vermelho (429)
(449)
Conilon (mistura de Clones)
(459)
Oeiras MR
(7963/117)
C. arabica
C. arabica
C. arabica

Jaguaré
Jaguaré
Jaguaré
Jaguaré
Jaguaré
Jaguaré
Soretama
Jaguaré
Jaguaré
Jaguaré
Soretama
Soretama
Linhares
Linhares
Linhares
Linhares
Linhares
Rio Bananal
Rio Bananal
Vila Valério
Vila Valério
Vila Valério
Marilandia
Marilandia
Marilandia
Marilandia

Marilandia

Marilandia
Marilandia
Marilandia
Itabela
Itabela
Itabela
Itabela
Itabela
Cambara
Batatais
Eunépolis
Jaguaré

Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vicosa
Vicosa

ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES

ES

ES
ES
ES
BA
BA
BA
BA
BA
PR
SP
BA
ES

MG
MG
MG
MG
MG

20°44°23°°S/42°46°01W
20°44°23°S/42°46°15W
20°44°24°°S/42°46°16W
20°44°24°°S/42°46°15W
20°44°23°S/42°46°15W
20°44°23°°S/42°46°15W
20°44°24°°S/42°46°15W
20°44°23°S/42°46°16W
20°44°23°°S/42°46°15W
20°44°23°°S/42°46°16W
20°44°23°S/42°46°16W
20°44°23°°S/42°46°16W
19°31°88°’S/ 40° 10°89W
19°31°88°’S/ 40° 10°89W
19°31°97°°S/ 40° 10°91W
19°32°49°°S/ 40° 08’16W
19°22°37°°S/ 40° 87°03W
19°13°79°°S/ 40° 21°35W
19°06°50°°S/ 40° 21’46 W
18°59°88°’S/ 40° 23°35W
18°58°19°’S/ 40° 21°89W
18°58°19°°S/ 40° 21’80W
19°24°15°°S/ 40° 32°73W
19°23°70°°S/ 40° 33°30W
19°23°49°°S/ 40° 33°27TW
19°21°93°°S/ 40° 34°65W

19°25°49°°S/ 40° 32°68W

19°24°31°°S/ 40° 32’33 W
19°24°37°°S/ 40° 32°33W
19°24°38°’S/ 40° 32°45W
16°34°30°°S/39°33°10°W
16°34°30°°S/39°33°10°W
16°34°30°’S/39°33°10°W
16°34°30°°S/39°33°10°W
16°34°30°°S/39°33°10°W

MG- Minas gerais, ES-Espirito Santo, BA- Bahia, SP- Sado Paulo, PR- Parana
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Figura 1: Origem geogréfica dos isoladostdemileia vastatrixcoletado para este
estudo, nos estados do Parana, S&do Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia.

2.2. Caracterizagdo das racas fisiologicas dos isolados ldemileia vastatrix

A metodologia de disco de folhas foi utilizada para a caraatéiizde racas dos
isolados deH. vastatrix(Eskes., 1982), sendo utilizados 16 discos de folhas (1,5 cm de
didametro) de cada um dos 24 clones diferenciadores de ra¢hsvdstatrixmantidos
pelo BioCafé/UFV. Cada disco de folha foi inoculado na face abaxial comigsgiros
do patdgeno com o auxilio de pincel de pélo de camelo. ApGs a inoculacaaoss dis
foram colocados sobre uma tela de nylon e espuma, saturada com agtexjorale um
gerbox, e entdo atomizados com agua destilada. Os gerbox contendo os dstes de
foram fechados e mantidos na auséncia de luz durante 48 horas a 22 + 2°Cliéa) seg
os gerbox foram transferidos para uma camara com condi¢des controladasedatteenp
e luminosidade (22 £ 2°C, 12 horas de luz). Os discos de folhas inoculados foram limpos
com o auxilio de algoddo, 48 horas ap0s a inoculacdo. A caracterizagi@gica de
racas foi determinada de acordo com a reacdo de resisténcia @dsénediniosporos)
ou suscetibilidade (presenca de urediniosporos), manifestada em cadbfetemeiador
de racas. Oito avaliacGes foram realizadas em intervaloseddiaet os resultados foram
consultados na literatura para determinar a qual raca pertencisciad®a (Varzea &

Marques., 2005). Os testes foram repetidos trés vezes, em épocas difEremepara

20



a confirmacgéo dos resultados, cada procedimento com trés repetig@eisolados 5M

e 40M foram confirmados os resultados em plantas.

3. RESULTADOS

As racas II, I, X, XXII XXIX, XXX e XXXIIl de H. vastatrix foram
identificadas. Sendo possivel a caracterizacao de sete tHgaa®tipos em 56 isolados
caracterizados. Na tabela 2, segue as descri¢es e a frequéncia de eagdatéiipm. A
raca Il foi a predominante, encontrada em 17 dos isolados originaridsastabica C.
canephorae derivados de hibridos de Timor (HdT) coletados nos cinco estados de MG,
SP, ES, BA e PR. Quatro isolados foram identificados como perteneersies XIll,
todos foram coletadasm C. canephorano clone 120 no Espirito Santo, e em cultivo com
mistura de clones. Dois isolados foram caracterizados pelo padraspdstaena série
diferenciadora como pertencentes as racas Ill, um foi obtido de pustufathamde
HdT e o outro en€. canephoraTrés isolados foram caracterizados como pertencente a
raga XXII, obtidos em plantas @& canephoranos clones 03 e 18 de conilon cultivado
em mistura de clones. Um isolado obtido @e arabica foi caracterizado como
pertencente a raca XXIX, este € o primeiro relato da ocorréncia desta racaidsiettg
cafezais brasileiros. Foi também encontrado pela primeira vez nid Brassolado
pertencente a raga XXX em plantas de HdT e um isolado foi earacto como raca
XXXIII, coletado de pustulas em plantas @ecanephoraPara alguns isolados néo foi
possivel sua caracterizacdo em racas ja descritas até o mdiremntla 2), estes foram
obtidos tanto de plantade C. canephoracomo emC. arabica As racas mencionadas
acima foram caracterizadas com base no conhecimento dos genedélecrasts) em
cafeeiros da série diferenciadora. O padrédo de inoculagédo na série diferenciadora de raca
de H. vastatrix obtido permitiu a identificacdo de 15 novas racas do patégeno para 27
isolados (Tabelas 2 e 3). Estas novas racék dastatrixforam nomeadas como as racas
Hv01, Hv02, Hv03, Hv04, Hv05, Hv06, Hv07, Hv08, Hv09, Hv10 e Hv11, Hv12, Hv13,
Hv14 e Hv15. Cinco isolados foram caracterizados como raga Hv01 obtidoargaspl
C.arabicacoletados nos Estados do Parana e Sdo Paulo. Como pertencente agasvas r
Hv02, Hv03 e Hv04 foram caracterizados apenas um isolado de cada exs (a@Ghatua
no Parana, em clones @e canephorano ES e em plantas de Catuai em Minas Gerais
respectivamente. Quatro isolados foram caracterizados como &v@§aobtidas em

plantas deC. canephorae HdT no ES e MG respectivamente. Dois isodado como
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pertencente a ragca Hv06, HvO7, Hv08, Hv11l e Hyeda, para a raga Hv06 derivados
canephorae C. arabicano ES e BA. Pertencente a raca Hv07 obtido€ .déanephora

no ES e BA, Hv08 obtidos dé. canephorae HdT coletados dos estados ES, MG. O
Hv11 ambos derivados de HdT coletados no estado de MG, e o Hv12 ambos os isolados
derivados deC. canephoracoletados no ES. Pertencente as ragas Hv09, Hv10, Hv13,
Hv14 e Hv15 foram encontradas em um isolado cada, Hv09 obtidos de plaias
arabica e a Hv1l0 e Hv14 obtidos de HdT coletados em MG. Hvl3 obtid€.de

canephorae o Hv15 derivado dé. canephoraambos coletados no estado ES.

Tabela 2 Reacéao dos isolados Hemileia vastatrixem clones diferenciadores de racas
com os respectivos genes de viruléncia do patégeno de resisténcia dieinospe
frequéncia encontrada para cada uma das racas.

Genes de Resisténcias
%) X
g 5 o _
o - o o) g
£ g oo | 2lg TN S| 8 s le 3,
3 3 2 DG |F |G| Fd7 D @ | g
& 2
2 e o
S 8 Coffee spp e Hibrido Interespecifico L
[4) i) o o |~
o L S22/ 2|8 gl3/3 818 1dgg
0 ™ o o N~ ™ < (<)) N
x a ) E R D G M |3 2 1 J L
v5 Il S 30,3
v1,5 Il S S 3,5
v5,? Xlil S |S 7,1
v5,6 XXII S S 53
v5, 6,7,8,9 XXIX S |S S S 1,7
v5,8 XXX S S 1,7
v5,7,9 0u 57 | XXXIlI S S 1,7
v1,5,6,7,8,9,? HW1 |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 HW6 |S |S S S 3,5
v1,5,6,7,8,9 HvW7 |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
v1,2,5,6,7,8,9,2| Hvli0 |S S |[S |S |S |S |Ss |Ss |178
v1,5,6,8,? Hvll | S S |S |[S |S 3,5
v5,6,7,9,? Hvl2 |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 (reacdo compativel)
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Anteriormente a este trabalho haviam sido identificadas quigae daH. vastatrix
no Brasil, sendo estas, Raca |, II, lll, VII, X, XIII, XV, XVI, XVII, XXII, XXIIl, XXIV,
XXV, XXXl e XXXVII (Zambolim, 2016). No presente trabalho, identificaas raca
XXIX e XXX relatada no mundo, mas pela primeira vez relatadas rel Biabela 2)
encontradasm Catuai e HdT em Minas Gerais. Com relagdo as racas ja rslatada
Brasil, neste trabalho foram encontradas sete das quinze com relatanzé qu
caracterizadas como novas racas e consequentemente o aparecimeaito wa gene
de viruléncia antes nao relatado, o gene v8 que foi encontrado em isoladossadieindo
C. canephoraC. arabicae HdT. E também o aparecimento do gene v? em isolados que
sdo capazes de causar doenca em genotipo diferenciador que tém/@ gaeagodem
ser fatores de virulencia diferentes. Foi encontrado em isolados oriundakiatas
espécies de cafeeiro e ¢idT (Tabela 3).

Tabela 3 Comparacdo de genes de viruléncia que existem nas racas antegorment
descritas e novas di¢ vastatrixno Brasil

Racas anteriormente Racas atuais Novas Racas Presenca
descritas Gene v
I (v2,5) [1(v5) v1,5,6,7,8,9,? HvO1 v8,?

Il (v5) l(v1, 5) v1,5,8,? Hv02 v8,?
I (v1, 5) XI(v5,7?) v5,6,7,9 Hv03

VII (v3,5) XXI1(5,6) v5,6,8 Hv04 v8

X (v1,4,5) XXIX (v5,6,7,8,9) v5,6,? Hv05 v?
X1 (v5,?) XXX (v5,8) v1,5,6,7,9 Hv06

XV (v4,5) XXXI(v5,7 ou 5,7,9) v1,5,6,7,8,9 HvO7 v8
XVI (v1,2,3,4,5) v1,5,6,? Hv08 v?
XVII (v1,2,5) v1,5,6 Hv09

XXl (5,6) v1,2,5,6,7,8,9,?7 Hv10 v8,?
XXl (v1,2,3,4,5) v1,5,6,8,? Hv11l 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,?7 Hvl4d V8,?
XXXVII (v2,5,6,7,9) v1,5,6,8,9,? Hv15 v8,?

v = viruléncia

A caracterizacdo de racas s6 é possivel por meio da série d#doras
compostas por 24 genotipos de Café, que possuem 0s genes de resistBilti& 9
(Noronha et al., 1967). A tabela 4, mostra padrao de infeccdo para a cagétedas
racas e novas racas, em relacdo aos genotipos diferenciadores. Oseledestaostrado
apenas os diferenciadores que tiveram reacdo compativel e incanpatéos isolados
estudados. Apenas os isolados destacados em amarelo apresentarama patdgsnde
infecc@o, com reacdo de compatibilidade nos mesmos gendtipos da sérediflara.

Para os demais isolados os padrbes de reacdo sdo contrastanten@qmo.g Dois
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isolados previamente caracterizados como a raca lll que ja foi retadaBia@asil e em

outros paises produtores de café, apresentaram padrbes de infecca@muotagrasin
genaotipos que compdem a série diferenciadora, sendo estes os isoladd9MMa@n

reacdo diferencial para o genétipo 128/2 diferindo do que ja foi desautogga Ill. Os
isolados caracterizados como novas racgas 51M, 64M, tiveram reagdes consrastante

0s genotipos 420/10, 7963/117, 128/3, os isolados 38M, 60M tiveram reacao contrastante
com genotipo 419/20,87/1,128/2,7963/117, os isolados 1M, 6M contrastante com
genotipo diferenciador 87/1, isolados 12M, 26M tiveram reacao diferenciajemdtipo
7963/117, e os isolados 62M, 65M, 66M, 67M, 70M com reacédo diferencial para os
genotipos 1343/269, 420/10, 419/20, 7963/117, 87/1,128/2. Todos os isolados que
compdem uma raca que tiveram reacdo contrastante com genotipos da série
diferenciadora, sao derivados tantaGtdfeea canephor&. arabicae HAT e independe

da sua oriegem geografica.
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Tabelas 4 Padréo de Resposta diferencial em 11 gendtipesldado de série diferenciadoras de racaskanaileia vastatrix

420/10 7963/117

Is_olados{Série 1343/269 SH5.6.7 110/5 419/20 87/1 1006/10 SH5.7.9 ou 128/2 420/2 644/18 19/1 32/1
Diferenciadora SH6 9 ' SH4,5 SH5,6,9 SH1,5 SH1,2,5 57 T SH1 SH5,8 SH? SH5 SH2,5
40M i S S

5M 1 S S S

24M Xl S S

54M  XIlI S S

13M Xl S S

29M Xl S S

18M  XXIlI S S

41M  XXII S S

52M  XXII S S

w
<
X
X
X
(0]
(0]

44M V56,7 S S S
4M v5,6,? S S S
31IM  v5,6,? S S S
21IM  v5,6,? S S S
47M  v5,6,7,9 S S S
63M  v5,6,8 S S S

10M v1,5,6 S S S
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45M  v1,5,6,? S S S S

2M v1,5,6? S S S S

oM

v1,2,5,6,7,8,9,? S S S S S S S S
IM  v15,6,8,? 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

11IM v1,5,8? S S S S

S= Suscetibilidade
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Osresultados obtidos com esta colecao de isolados nos leva a uativodigie
as series diferenciadoras contém gé&heslicionais aqueles que ja foram descritos, o que
pode estar levando a reac¢des tao diferenciais daquelas que ja facataglesdo sendo
possivel a identificacdo das novas racas. Recentemente fdafigdent por Dugass
(2017), um gene de resisténcia que foi chamadb0Sde acordo com seus estudos € um
gene que codifica a uma proteina NB-LRR, que esta presente nos didoeesi832/1,
1343/269, 420/10, 128/2, 419/20,644/18 e 832/2. Com esses resultados podemos inferir
0s genes de viruléncia para os isolados em estudo, e propomos a adicae de ge
viruléncia para as ragas existentes. (Tabela 5)

Tabela 5- Adicdo do gene 80, identificacdo de possiveis seis genes de Resisténcia

aHemileia vastatrix

Série diferenciadora

Genes 641- $49)

Genes de Resisténcia Propostt

19/1 — Matari $i5 S5

128/2 - Dilla & Alghe Si1 S41,10,F
635/2 - S 12 Kaffa S 4 S4,?

63/1—- Bourbon S5 S5
1343/269 - H. Timor SH6 $46,10,A
32/1 - DK 1/6 SH 2,5 SH2,5

33/1 - S. 2883 S435 S35
644/18 H. Kawisari SH? SH10,

H 419/20 $:5,6,9 $:5,6,910,C
H 420/2 $45,8 $45,8

H 420/10 $:5,6,7,9 $45,6,7,910,B
7960/15 = 7963/117 Catimor Sy 5,7 ou SH 5,7,9 S.5,7,9Pp ou5,7D
829/1 S ? S ?

110/5 - S 4 Agaro $44,5 S44,52
1006/10 - KP 532 (pl 31) $41,25 S$41,25

H 153/2 S$41,3,5 $1,3,5
635/3 - S 12 Kaffa Sy1,4,5 S,1,4,57?

H 152/3 S42,4,5 S 2,4,5

H 151/1 S4:3,4,5 $43,4,5

HW 17/12 $41,2,45 $41,2,45

H 147/1 $42,3,4,5 $42,3,4,5
832/1 - H. Timor S, 6,7,8,9,? $46,7,8,910,?
134/4 - S 12 Kaffa Si1,4 Si14

87/1— Geisha $415 S41,5E

Os Clones em amarelo sdo os candidatos a possuirem um gene de resisténcia, diferente
dos genes A,B,C,D,E e F, podendo ser o mesmo gene ou genes diferentes.

27



4. DISCUSSAO

A possivel mudanca na composicdo de raeas Hemileia vastatrix foi
reconhecida e associado a suplantacdo da resisténcia do hospedeiro, &&ndo
primeiros estudos sobre especializacao fisiologic#emileia vastatrix,descrita por
Mayne (1932), que identificou quatro ragasHlevastatrixdesde entéo, estudos sobre a
variabilidade deHemileia vastatrixtem se intecificado, primeiramente pelo Centro de
Investigacdo da Ferrrugem do Cafeeiro (CIFC) e outras intituicdes, comoaféeni
(colombia), IAC (Instituto Agrondmico de Campinas e UFV. Atualmenté,sstdo um
grande desafio o desenvolvimento de variedades de café com residt@adiaura a
ferrugem, devido a alta variabilidade genética em popula¢cdésvastatrix que vem
sendo detectado nos ultimos anos. Estudos da diversidade de ragasamoaté o
momento mais de 50 racas carcterizadas, bem como a ocorréragasieomplexas que
sugerem um forte potencial evolutivo dentro da populacédo do tdngastatrix(Cabral
et al., 2009).

No momento, a variabilidade #& vastatrixé determinadas pelo seu padrao de
infeccdo em uma série de clones de café diferenciadoras (Var@ea2€05). Isso é
possivel devido a interacdo entre o cafeeitd. astatrixser de acordo com a teoria
gene-a-gene proposta por FAO71) na qual existe o reconhecimento dos genes de
aviruléncia das diferentes racas do fungo, por parte dos fatores de resisténcia do cafeeiro
(Bettencourt, 1981). Racas ou patotipos distintos foram identificados satdavé
viruléncia de isolados nestes clones diferenciais que possuem diferentes coeshieac
genes de resisténcia identificados que vado de3de Si9. Entretanto, a série
diferenciadora € restrita, o que impossibilita a caracterizacatyulesgoatétipos com
amplo espectro de viruléncia. Com base na teoria gene-a-gemassda inferidas de
acordo com as combinacgdes distintas e exclusivas de genesléiecia como numeros
romanos sequenciais em ordem de identificacdo (Noronha-Wagner e Betteh@6ujt.,

Até o momento, a inferéncia dos genes de virulencia foi possivetriéaraos
genes de virulencia do v1-v9. Recentemente foi indetificado por Du@3E8d um
novo gene de resistencia chamado &0 presente em seis clones diferenciais,
aumentando assim a identificacdo e o intendimento do rapido do sumideersacas e
patétipos com amplo espectro de virulencia. No Brasil, ao longo dos aeosiio de
novas ragas existentes vem mudando, até o momento foram caracietzadgasa

mais recente caracterizada foi a raga XXXIII (Capucho et al., 2012).
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O presente trabalho mostra que houve uma mudanca em relacdocass rag
encontradas até o momento. Nas regides em estudo foi possivelfecaigtt de sete
racas, com destaque do primeiro relato das racas XXIX (v5,6,7,8,9) ev&8X(e o
relato de quinze novas racas, com amplo espectro de virulénciéquei possivel
caracterizar em ragas ja descritas. Isso mostra que o sotgidessas racas complexas
podem ser devido a base do melhoramento genético do cafeeiro utilizar comaefonte
resistecia o cafeeiro Hibridos de Timor 832/1 com o0s genes de resisiefi,8,9,7.

Mas, que até o momento diferentemente da India, no Brasil a resisteridiarido de
Timor 832/1 ndo foi suplantada, ja que h& presenca dos genes de virulencia
vl,v2,v4,v5,v6,v7,v8, V9 e v?.

A raca Il € encontrada com maior frequéncia no Brasil (Zambolim €08b) e
apresenta apenas o gene de viruléncia v5. Acreditava saljfaérequéncia se dava pelo
fato da maioria dos cultivares plantados serefd.@eabica e a adaptabilidade do fungo
mostrou se bastante alta, sendo também encontrado com maior frequénsidados i
de hospedeir€. canephorae HAT.

O gene v8, ndo tinha sido relatado antes no Brasil e 0 gendtiporgémm gene
v? apresetou resposta diferencial, provando que se trata possiveis gemggedife
Segundo Dugassa (2017) a presencga de um novo gene em seis clones dsfegaadiaii
chamado de SH10, pode explicar o0 aumento no numero de novos patétipos nao
caracterizados em racas. Os resultados confirmam que a resposta do genoétip@atliferenc
para raca lll, onde dois isolados da mesma raca tem padrdes de infef@asedi e
estas contém o ger# 10, podem explicar que a série diferenciadora podem ter mais
genes de resistencia ainda néo identificaddislizando com base as reacdes de
resistencia/susceptibilidade ao inocular os isolados na colecaantespdiferenciadoras
foi possivel detectar a presenca de sete possiveis novos gensssisténcia
(A,B,C,D,E,F) ainda ndo descritos, o que néo significa que ndo possarpresetes
em mais genotipos de café e que ndo existam mais genesodiginesentes 130
genaotipos.

A raca lll, identificada para os isolados 5M e 40M derivados deeHiidffea
canephoramostrou resposta diferencial no clone 128/2 com §gheAcrescentando e
0 geneSi10 nessa diferenciadora foi possivel diferenciar esses dois isoladasn@ m
ocorreu com algumas das novas ragas propostas no trabalho que aprsentaram raca
distintas. As racas Hv01, Hv06, HvO7, HvODh2pstrou que ha uma diferenca entre os

isolados de cada, pois existem genes de resistencia ainda nao identificazdecduade
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planta diferenciadora Quanto mais genes de resistencia do hospedeiro forem
identificados maior o numero de combinacfes dos genes de virulenddomie melhor
elucidada sera a determinacao e a diferenciacdo das racas. Eanmacgmento € a unica
ferramenta utilizada para estudar a viruléncia dos isoladbsvdstatrix E a colegao de
clones diferenciais, precisa-se conhecer melhor a sua base genétitiaata junto a
técnicas moleculares para elucidar o patossis@offaa— H vastatrix Com a avancgo da
genomica, trancriptoma e proteomica, acredita-se que em um futuro proxisimestes
perguntas serao respondidas. Mesmo a ferrugem presente a mais de 150denos, ai
continua sendo um patossistema desafiador, e muito ainda deggcspafa entender
sucesso evolutivo de vastatrixque é capaz de suplantar com certa facilidade a resposta
de defesa do hospedeiro.

Os resultados aponta os provaveis riscos, de uma populacao téo diverdiicada
fungo, quando se trata do desenvolvimento de cafeeiros resistentes a fejwagditiva
o Hibrido de Timor (HdT 832/1) como a principal fonte de resisténcia. No Braisill
continua sendo resistente a todas as ragas e patotipos encontrattogjrsga uma boa
fonte de resisténcia a ferrugem para serem utilizados nos programeakhdementoA
série diferenciadora deve ser trabalhada visando a obtencéo daiseten os genes de
resisténcia separados. Os materiais como o HdT 832/1 devem sdpsrcam materiais
susceptiveis para a segregacdo de seus genes, contribuindo com aammehori
identificacdo das racas e dos genes de resisténcia envolvidmdeg&o de isolados
(racas) € tao importante quanto a prépria serie diferenciadora, pois através dela podemos
identificar a presenca de possiveis genes de viruléncia, comownortebalho com a
identificacdo de seis candidatos (A,B,C,D,E,F). O estudo mostra ocardmciovas
racas e a complexidade do patossistema, e propde que a série difleraneio estudo
do isolados ao longo dos anos devem serem feitos, para melhor esclard@ueiaa

suplantacao da resisténcia do hospedeiro.
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ANALISE DE PROTEINAS CANDIDATAS A EFETORAS EM POPULACAO
DE Hemileia vastatrix NO BRASIL

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

1. INTRODUCAO

Uma das doencas mais importantes do cafeeiro é a ferrugem alaranjssada
pelo fungaHemileia vastatrixBerkeley & Broome, um parasita obrigatério, cuja presenca
foi identificada pela primeira vez em 1861, na zona leste de Africa (Redrid990;
Silva et al., 2006; McCook, 2008). O fungo pertence ao filo Basidiomyca@ssecl
Pucciniomycetes, ordem Pucciniales e familia Incertae sedi funaigorum 2017) E a
doenca mais importante em todos os paises produtores de café, levagdosa s
problemas sociais e econdmicos (Vieira et al, 2011). Os sintomas darfealaganjada
do café sdo observados na face inferior das folhas, onde aparecem petpreries
amarelo-palidas, as quais evoluem para lesbes maiores deoagpetrulento
(urediniosporos) ele coloracdo amarelo-alaranjada. Na face superior, observam-se
manchas cloréticas amareladas que correspondem aos limites da pustula nai@ce infe
a qual necrosa e causa a queda da folha infectada (Fazuoli et alGa@fy;Bergamin
Filho et al., 1997; Zambolim et al., 1999)

A interacdo cafeeirblemileia é governada pela teoria gene-a-gene, sendo a
resisténcia condicionada por pelo menos nove genes domingsites3;9) isolados ou
em associacdo (Rodrigues Jr et al., 1975; Bettencourt & Rodrigues Jr., 1988)aBrote
codificadas por estes genes sao capazes de reconhecer, direta ounienliestafetores
especificos codificados pelos genes de aviruléngia) (do patégeno, ativando os
mecanismos de defesa da planta. Neste caso, o fungo ndo conseguencaurséeccao
estavel nos tecidos do hospedeiro, caracterizando uma interacéo inceimpatiwutro
lado, o fungo pode secretar proteinas efetoras, que sdo capazes de impedir o
reconhecimento pela planta e suprimir suas respostas de defesa, além aempoom
parasitismo resultando em uma interacdo compativel (Ellis €20419). Portanto, o
conhecimento dos genes expressos pelo fungo e pela planta durante a ipiacao
facilitar o entendimento dos eventos moleculares que levam ao desmewddy da
doenca ou a resisténcia da planta. Com base nos genes de resistéoaiaento
identificados, foram caracterizadas mais de 50 racas gastatrixem todo o mundo,

sendo 15 delas presentes no Brasil (Gichuru et al., 2012, Zambolim et &)., 2016
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A grande variabilidade genética das popula¢gfes$i.deastatrix teem sido
determinada pelo padrdo de infeccdo observado em uma série de 24 variedade
diferenciadoras de cafeeiros (Zambolim et al., 2005). As racas nta@Btemente
descobertas tém sido capazes de infectar derivados de Hibrido de (HdT), a
principal fonte de resisténcia utilizada nos programas de melhoramentcg¢@ithuru
et al., 2012). Como exemplo podemos citar a raca XXXIlIHdgastatrix identificada
no Brasil infectando plantas da cultivar Oeiras MG 6851,40 originada do @utzam
entre C. arabica cv. Caturra (CIFC 19/1) e HAT (CIFC 832/1) (Pereira et al., 2000;
Capucho et al., 2012).

Embora a fase sexuada ldevastatrixseja desconhecida, algumas evidéncias
tém demonstrado a ocorréncia de eventos de recombinacéo no urediniésporgsugeri
gue uma reproducao sexuada oculta (criptossexualidade), disfarcada nadasadas
pode ser uma das responsaveis pela alta variabilidade genéta@geno (Carvalho et
al., 2011). Além disso, a grande proporcdo de elementos repetitivos encontrados no
genoma deH. vastatrix (Cristancho et al., 2014) e de outros fungos causadores de
ferrugens (Duplessis et al., 2014), pode explicar a alta variabilidadaterda nestes
organismos. Esta alta variabilidade genética favorece o surgimeniwvas racas do
patégeno que, ao longo do tempo, pode levar a suplantacdo da resisténcigpmo cam
(Véarzea et al., 2005). Portanto, identificar os mecanismos moleculdizsdos pelo
fungo para infectar seu hospedeiro é fundamental para compreender a suplantacdo da
resisténcia pelas novas racas fisiologicas Hle vastatrix e, também, para o
desenvolvimento de formas alternativas de controle da doenca.

EmboraH vastatrixtenha polimorfismo genético limitado, o seu grande genoma
de aproximadamente 797 Mbp esconde uma grande diversidade patolégica com
existéncia de mais 50 racas fisiologicas espalhadas pelo mwstddo& da expressao
génica revelaram a ativacao precoce da sinalizacdo e a explless#iulidatos a efetores,
logo nas primeiras horas do processo infeccioso etapa importantegraricacao dos
genes Avr (Talhinha et al., 2017).

Sabe-se que os efetores secretados pelos fitopatdgenos representam uma das
diversas estratégias de ataque ao hospedeiro e que inUmeros efetpatenéral para
manipular a defesa das plantas. Eles s@o essenciais para a sua virul&neianmiem
a sua aptidao reprodutiva por meio da manipulacao e supressao das résudsthsas
e do sistema de defesa inato do hospedeiro durante a infeccdo (Dwgiledsi®011;

Petre et al., 2014). Desta forma, as técnicas moleculares contniawanelucidar os
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complexos mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos nessadintplagta-
patdgeno. Alguns estudos da interacdo cafdé@mileiatém permitido a identificacdo
de genes diferencialmente expressos ao longo do processo infeccioso.nas giéa
cafeeiro infectadas pelo fungo tém sido verificadas a expressao de daciesados
com o0s processos de reconhecimento, sinalizagdo, comunicacao celidas eef
metabolismo (Fernandez et al., 2004; Guzzo et al., 2009; Diola et al., 20a3).fEhago,
tem sido demonstrada a expressao de genes envolvidos principalmente rssoproee
sinalizacao, estabelecimento e manutencéo da biotrofia (Fernandez et al., 2DaztVi
al., 2012; Talhinhas et al., 2014).

Como mencionado anteriormente, efetores sédo fatores de viruléncia,daas ca
um contribuindo parcialmente para a viruléncia final. Efetores indep&sdpotiem
atuar de forma redundante, podendo alterar uma mesma via de sinalizag&petieiro.
Portanto, os genes efetores podem ser perdidos sem causar impacto signifecat
viruléncia do patégeno. Com excecaaogs d‘efetores fundamentais”, que estdo
amplamente distribuidos na populacdo de um determinado patdégeno, contribuindo para a
sua viruléncia (Dangl et al., 2013). Portanto durante o processo infecciosa com
formacao do haustorio, proteinas séo secretadas na célula do hospedeiro e podem efetua
mudancas na transcricdo, metabolismo e defesa da planta. Sendo assim, o olgetivo des
trabalho foi encontrar polimorfismo que estédo potencialmente envolvidoeoesso de
infeccdo que estivessem associadas com as diferentes racas eéo@aidgtentes no
Brasil.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Populacao deHemileia vastatrix

Cinquenta e seis isolados Hemileia vastatrixcoletados nas principais regides
produtoras de café no Brasil. Foram coletados dos estados de Parana, SaoiRasilo, M
Gerais, Espirito Santo e Bahia e caracterizados em racas e pa#itgess de inoculacdo
em plantas diferenciadora de ragas. Os isolados foram inoculados eirocafscetivel
CIFC 19/1 e coletato uma monopustula e multiplicado para extracdoNde eD
caracterizacdo. 56 deste isolados se encontra na micotechatatbao Biotecnologia

do Cafeeiro (Biocafé) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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2.2. Extracdo DNA gendmico

Para a extracdo do DNA gendmico do fungo foram utilizados de 30 a 50 mg de
urediniosporos utilizando o protocolo de Raeder & Broda, (1985) com modificacdes. O
material foi triturado em nitrogénio liquido em um microtubo de 1,5 mL, com auxilio de
um pistilo plastico, e adicionado Gd0detampao de extracao (Tris-HCI 200M pH 8,

NaCl 250 mM, EDTA 50 mM e SDS 2%). Em seguida, os tubos foram incubadds a 65°
por 30 minutos e, posteriormente, foi adicionado fenol/cloroférmio/alcool iBoami
25:24:1. As amostras foram agitadas manualmente por 10 minutos ritugadas a
10.000g rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes cuidadosamente transferidos para tubos
novos, onde foi adicionado igual volume de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1. #pds
centrifugacéo, os sobrenadantes foram manualmente transferidos para tubo® novos,
adicionados um volume igual de isopropanol gelado e 0,1 do volume de deshatonia

7M e homogeineizado por inversdo para precipitacdo do DNA. Apds a incub&f#o a

por 30 minutos, os tubos foram novamente centrifugados a 10.000g por 15 minutos, e 0s
sobrenadantes descartados. O DNA gendmico foi lavado com etanol 70%spoezisa

e centrifugado por a 10.000g por 5 minutos entre as lavagens. O precipedet (

secos em temperatura ambiente foram ressuspendido em agua Milli€egddida, foi
adicionada RNAse na concentragdo de 10 ng/ul, mantendo-se os tubos a 37°C por 30
minutos. A quantificacdo do DNA de cada isolado foi realizada em esfoédmetro
Nanodrop 2000 e a sua qualidade confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1%.
Os DNAs foram diluidos para a concentragao final de 25 ng/ul e armazenados a - 20°C

até o uso.
2.3. Genes candidatos a efetor selecionados

Os genes candidatos a efetores foram obtidos do banco de dados do genéma de
H. vastatrixpertencente a raca XXXIII (Porto., 2016). Esse banco foi constituido a parti
do sequenciamentte novado genoma do fungo, em que, por meio de analises utilizando
diferentes algoritmos, obteve-se a predicdo do secretoma da espécieolbiiniam615
genes que codificam para proteinas potencialmente secretadas, sendo essas censiderada
candidatas a efetores (Porto et al., 30Para auxiliar a selecdo de genes candidatos a
serem analisados, as sequéncias de proteinas secretadas foram, esmpamad
bibliotecas de RNASeq da interacdo compativel do cafeéitorastatrix(ragca XXXIII)

(Lopes, 2016). Com base nos resultados de um BLASTp, foram selecionados 47 genes
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gue apresentaram similaridade com sequéncias expressasei®4t?apds infeccdo. A
partir das sequéncias selecionadas foram desenhados primers utilizanograoma
Primer-3, e primer express que foram utilizados nas reacdes de PCRRCRT Sete
desses genes foram sequenciadosMataogen Advancing throughout Genorisuth

Korea.

2.4. Reacao em Cadeia Polimerase (PCR)

Os 47 genes candidatos foram usados e amplicados nos 56 isoladesiskatrix
As reacdes de PCRrhm realizadas 20 pl contendo 1x de Tampao da Taq Polimerase,
150uM dNTPS, 0,1 uM de cada primer, 1,0 mM de MgCI2, 0,6U de Taq, 50ng de DNA
gendmico e 4gua MilliQ para completar a reacdo. A amplifcémi&dealizada com uma
desnaturacao inicial a 94 ° C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos dg84 T in,
58° C por 1 min, 72 ° C por 1 minugna extensao final a 72 ° C pond@n. O tamanho
esperado fragmento amplificado foi confirmado por eletroforese em gel de agarose.

O polimorfismo dos genes candidatos a efetores nos 56 isoladdgmditeia
vastatrixfoi 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 ExoSART™ PCR Product Cleanup Reagent, e sequenciado pela
Macrogen Advancing throughout Genom&suth Kore.

2.5. Extracdo de RNA total de tecido inoculado

O padréo de expressédo de sete genes candidatos foi verificado por RTg-PCR. Para
isso, folhas de café inoculados céinvastatrix tanto na interacdo compativel quanto
incompativel, foram coletadas 12 e 24 horas apés infeccdo (hai). As folhas
coletados maceradas separadamente entighido e adicionado polivinilpirrolidona
(PVP) para a extracdo de RNA utilizando-se Coficg@nvitrogen) protocolo de Paula
(2012) com modificagcdes. Foram utilizadas trés plantas da interafgorae suscetivel
Caturrae trés de HAT CIFC 832/2, considerado resistente. Cerca de 100 mg dalmate
vegetal foi aliquotado em tubos de microcentrifuga de 2,0 mL de capad¢ttadeguida,
adicionou-se 600pL de tamp&o de extracdo Cohokrmostra foi homogeneizada com
0 tampéao por 1 min utilizando um vortex e mantida a temperatura ampariemin.

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

sobrenadante foi coletado e transferido para novo tubo del.2j@ capacidade contendo
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100p L de NaCl 5M. No mesmo tubo foi adicionado 300uL de Cloroférmio (PA), e entédo
homogeneizado em vortex por 20s. A suspensao foi centrifugada a 10.000g por 10 min
a 4°C. O passo anterior foi repetido para que o sobrenadante se tornassatwmtaipo.

O sobrenadantti coletado e transferido para um novo tweol,5 ml e adicionou-se
igual volume de isopropanol a -20 °C. A mistura foi incubada a -20 °C por 20 min,
sgyuindo-se centrifugacéo a 10.000g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi imedtatame
descartado e pelletlavado com 500puL de etanol 88 e centrifugado novamente por 2
min a 10.000g a 4°C, o sobrenadante descartadme#edseco a temperatura ambiente

O pellet foi ressuspendido em 30 pL de agua tratada com DEPC e armazenado a @B0°

até o momento do uso. O RNA total foi quantificado com o auxilio do Quidkt BRI

(Life Technologies) e espectrofotdmetro NanoDropTM (Thermo Fisher Scierdiicg
integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (1,5 %) cora 1 pL de

brometo de etidio.
2.6. Germinacado dos uredinidsporos dél. vastatrix e extracdo deRNA.

Foram ressuspendidos 10 mg de urediniésporos em 1mL de agua destilada, e
distribuidos em 250uL da suspenséao para tubos falcon de 50mL contendo 50mL de agua
destilada. Foram distribuidos aproximadamente 20ml da suspensédo entplpess e
levadas a BOD a 22°C por 12h no escuro. Para recuperacdo dos urediniésporos
germinados, um pincel foi utilizado para deslocar o tubo germinativo que se aderiram no
fundo da placa. Os urediniésporos foram recuperados em tubos falcon e centrifugados
por 20 min a 4.000 rpm para concentrar 0s esporos em um unico tubo. A extracdo de RNA
dos urediniésporos germinados foram feitos utilizando-se o Rneasy PlanKiini
(Qiagen) como extrator, seguindo as recomendac¢des do fabricante. O RNAitot
guantificado com o auxilio do Qubit RNA BR (Life Technologies) e espectrofttdme
NanoDropTM (Thermo Fisher Scientific), e sua integridade avaliada por elesefare
gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etidio. As amostras de RNA foram

armazenadas em ultrafreezer -80 °C até a utilizacao.

2.7. Amplificacdo e sequenciamento de candidatos a efetores He vastatrix

A regido do gene dos sete genes candidatos a efetoileia vastatrixP-17, P-
19, P-34, P-37, P-38, P-42, e P-48 foi amplificada por PCR utilizando iniciad@i##s P-
(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 (5GGTACCTGTTGTTCTAAGTG-3) e P-37R (3-CCTGAA
ACTTCCAGTAGAG-5"), P-38F (5-GAGAAACTCCCTTCTTCTC-3) e P38R (3'AGG
AAGTAGATGGGGTAGTA-5), P-42F (5'GATCCTGCTATTCAACTTGC-3") R42R

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

P 48R (3'AGCTATCACCACTTCACCACS)).

2.8. Analises de expressao génica

A sintese de cDNA foi realizada com 3 pg de RNA total, prétratado com 1 pL de
DNAse por 15 min (50 U/uL, Amplification Grade DNAse |, Invitrogen. A sintese da
primeira fita de cDNA foi feita utilizando o kit ImProliit™ Reverse Transcription
System Protocol RT-PCR (Promega), segundo as orientacdes do fabricante. O cDNA foi
armazenado a -20 °C, até a utilizacdo. Para a realizacdo do PCRatjuauain tempo
real, em aparelho 7500 Real Time PCR Systems (Applied Biosystins}jlizado
sistemas de deteccao de fluorescéncia SYBR Green | (Applied BiosysCalifornia,
USA). Para cada reacéo utilizou-ge.1da diluicdo da reacdo de sintese de cDNA de fita
simples, 1,fL de cada iniciador, 5pL de SYBRGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems) e 1L de agua estéril, para um volume final de 10 dondlicdes térmicas
da reacédo foram: 95°C por 10 minutos para a desnaturacao inicial, seguido @es40 ci
de 95°C por 15 segundos e 60°C por segundos e finalizando com 95°C por 15 segundos.
O nivel de expresséo dos genes fdtwdado pelo AACt, Log2 fold change >=0.5 and
Log2 fold change <= -0.5, with g value of 0.1. Sendo utilizados os valores médios de Ct,
resultante de trés réplicas bioldgicas e trés réplicas técRiaes.a normalizacdo dos
dados foram utilizados genes constitutivos selecionadosi.deastatrix o Cytlll
(citocromo Coxidase subunidade III) ¢ Btub (B-tubulina) Fator Elongacao | (EF1) que ja
foram validados como normalizadores para analises de expresséao de ¢tnestirix

emplanta (Vieira et al., 2011).
3. RESULTADOS

Utilizando genes candidatos a efetor preditos do genonttenleia vastatrix
raca XXXIII por Porto, (2016), quarenta e sete sequéncias foram utilizadssolAafoi
feita por meio de comparagédo com transcriptoma da interacao corhpatisempativel
temporal deHemileia vastatrixragca XXXIIl, em 12hai e 24hai (Lopes, 2015). Foram
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escolhidos alguns genes expressos em uma das interacfes e outros imasrdgass.
Utilizando programas como Pfam (Fin, 2016) e Uniprot (Homish, 2013) foram
identificados dominio conservados em 17 genes escolhidos, sao eles: FR14 HR214,

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 Pe%/, dest
apenas P-19, P-26, P-38, P-39, P-40 e P-47 tiveram sua predi¢do atBlesfgdd abela

1). Pouco se sabe sobre 0s genes que estao envolvidos no patoststdaia vastatrix

e café, no entanto para este estudo foram escolhidos os genésatoandao
caracterizados e 0s que apresentaram homologia a genes conhebdétsngesora lini

e Puccinia graminis Primer especificos foram desenhados através do site Primer3, as
sequéncias dos primers e amplificacdo para os 56 isolados. Nao foi pessfir
diferenca no tamanho do fragmento amplificado nos 56 isolados, para os 47 genes
estudados. Esses resultados indicam, que esses genes sao conservadosan® gstao
presentes em todos os isolados Hlevastatrix mas ndo necessariamente com as

sequéncias idénticas.
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Tabela 1.Categorizacdo dos 47 genes da predicdo das proteinas secretddaslei@ vastatrixe seus iniciadores.

Gene Pfam Blastp (uniprot) Primer forward Primer Reverse

P-1 Thioredoxin TTCTTTCCTTCGGATGGCGA  ATGGGCCGTGTACATGGTTG
P-2 DDE endonuclease GCTTTCCGTGGTGCAACTTC  GCGTATGCCGGTTGATTGAA
P-3 - Proteina ndo caracterizada GCTCCTGATGGATGTGGATT CCATGGAGGCTCAAACTCAT
P-4 DDE endonuclease Proteinas ndo caracterizada TGGCCATCACACTATGTCGT CCGCCTCCATTTCAGATTTA
P-5 - Proteina néo caracterizada TGCCATTCACTTTCTGTTGC ACTCTTGATTGGGCAAGGTG
P-6 - Proteina ndo 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 Proteina ndo caracterizada GAATCCGGAATTTCTGTGGA CATGATGAAGGGCAGCATT
P-16 - Proteina ndo caracterizada TGCTCTCCCATCCTTGAATC TTTGAGGGATGTTGGAGGAG
pP-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 - Proteina ndo caracterizada TGGGTAAAAAGGCGCTTGGA CAAAGCAAACCTAGCTGCGG
p-23 - Proteina ndo caracterizada CCTTGCCCCGAAAAACACAC CTAGGCGCTTCGTTACTGCT
pP-24 - Putative secreted protein TTCAGACGATTGCACTGGAG GCCGTTGTAATGGAGGAAAA
pP-25 - Putative secreted protein CATGGTATACGGGCGAAGAT CTTTTGGGCCGTAAAGTTCA
P-26  Transglicolase litica Expansin CATTTCATGCACGTCCTTTG TGCAGCAGGAGATAAATCCA
p-27 - Putative secreted protein ACCCCCACCACTGGTTTTG CTCCGCATCATCGCTACCAC
P-28 Thioredoxin Proteina ndo caracterizada TCTCTTTGCTGTTCCTCTTC ATGGGTGTTGTCAGTTTAGC
pP-29 - Putative secreted protein GACTCTGATTTGGAAGATGC  GCAGCCAAGTACCATATCC
P-30 - Proteina ndo caracterizada TGTCTTAGCTCCTGATGGAT GCCCTGAAGATTTGAAGTAG
P-31 - Proteina ndo caracterizada GAAATGGTGCTTCTACGTTC  ACAAAACCTACACAGCAAGG
P-32 - Proteina transmembrana 14C CATTGCACTCGGTGTCTAC GAGAGATAAGAGCGGTGAGA
P-33  Aspartyl Protease Proteina ndo caracterizada GTCCAGATCGAGTCTACTGC AAGGATCACTATGCAACAGC
P-34 Login Regulatad SNARE Putative secreted protein ATGGTCCTTTCGACTCTTCT CTGATCCATAAGACCTTTCG
P-35 Jmj|C, Hydroxylase Proteina ndo caracterizada GTACTCAAGAGATGGATGG GCTGGTACATTAAGTCAGG



Tabela 1 Continuacgao

P-36
P-37

P-38

P-39
P-40
P-41
P-42
P-43
P-44
P-45
P-46
P-47
P-48
P-49

HECT Ubiquitin-
transferase
P21-Rho- binding domain

FN3- like domain
Superoxido desmutase

SNF2N — terminal domain
P Kinase

Proteina nao caracterizada
Proteina nao caracterizada

Proteina serine/threonine
Kinase

Subtilisin protease
Superéxido dismutase
Proteina nao caracterizada
Proteina Hipotética
Proteina ndo caracterizada
Proteina nao caracterizada
SCY1 Proteina Kinase
SCY1 Proteina Kinase
CMGC/CDK/CRKY7 P Kinase
Proteina nao caracterizada
Proteina nao caracterizada

TGTCACTCTATGGTATCGTG
GGTACCTGTTGTTCTAAGTG

GAGAAACTCCCTTCTTCTC

CTAGAAGATTGGGAACAACG
TAGCTGTCCTCTCTCAAAGC
GACTCTGATTTGGAAGATGC
GATCCTGCTATTCAACTTGC
ACGGCTACTTCACTCCACTA
ATGTCCAATCCTGAACTACG
CTTTCTCAGTCCGAATTCAC
CTTTCTCAGTCCGAATTCAC
GCGCCATCTTTCTAGAGTTA
CCCCTCTCTAGTACCACCTT
ACGGCTACTTCACTCCACTA

CTCCTAGCTGGATCATAAAC
CCTGAAACTTCCAGTAGAG

AGGAAGTAGATGGGGTAGTA

GAATCCAGAGAAGGGAGAGT
CGGCCAAGTATACTGAAGTC
TGAGCCAAAGTGACATAGTG
AATATGCTGAGTCTCCAAGG
ACGGCTACTTCACTCCACTA
TAACCAGTCTTCTTGCCACT
CTTTGCGAACACACTCTACA
CTTTGCGAACACACTCTACA
TCTAGTTCATGCCATTCTCC
AGCTATCACCACTTCACCAC
ATAGAGCAACAGCAAGTTGG
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Com as 47 sequéncias dos genes candidatos a efetores, foi realizadwlisaa
de categorizacéo funcional, consaftwareBLAST2GO. Apenas 43 tiveram anotagcdes
distribuidas para categoria Processos Biologicos. Nesta categorfarocesso
metabolicd e “processo celular”, foram 0s termos mais representados com 10 e 9
proteinas, respectivamente (Figura 1). Quarenta e trés das protédgasizadas estdo
ligadas a pelo menosm um processo bioldgico, sendo assim essenciais para o0 seu

desenvolvimento e no processo infeccioso do fungo.

reproduction (1)

gowm (L)

postive egulation of bologcdl procesd (1)
MErehtve indcas (3} metabok: process (10)
Seveloprnentd process (1)

PWQatve regulation of Blclogkcal Drocess
)
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regulabon of bokoged procem (2)

Colr COMPOnmnt organiation o
Deogenst (2]

feponee Lo stimdn ()

Sl process (9)

bodogcd regulation (X)

locration (2)

WO O QAN procus (4)

Figura 1. Distribuicdo da categorizacdo GO para funcaodasi bioldgico de 47 candidatas a
efetora deH. vastatrixraga XXXIII, que apresentaram similaridade sigaifiva (e-value < 10

%) com as sequéncias de proteinas depositadas mossbde dados (NCBI/UNIPROT), utilizando
o softwareBLAST2GO

Sete genes que codificam possiveis proteinas efetoras foram estudaaoaisom
detalhes, sendo estes: P-17, P-19, P-34, P-37, P-38, P- 42 e P-48. Faizatadie
perfil de expressao desses genes por meio de PCR em tempo real, durearsg@o
compativel e incompativel com o cafeeiro. Obsers®gue 0s genes P-19, P-34 8P-

nao apresentaram diferenca significativa entre tempo e interacao (Figura 2)
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Figura 2. Andlise de expressao por RT gPCR genes candidatos a efetores P-19, P-34 e
P-37 deH. vastatrix O padrao de expressao foi determinado em 12 hai ei,2dpida a
inoculacdo das plantas com urediniosporos em reac¢des incompatoepativeis A
expressdo dos genes alvos foi normalizada com trés genes endoégehossiatrix

Chytlll, B-tub e EF1.

Em genoétipo de cafeeiros suscetiveiglavastatrix o processo de infeccao
completa com esporulacéo sobre a superficie externa da folha, viatestém torno de

20 dias, apés a infeccao (Silva et al., 1999). Ja, em gendtipos deosafesistentes a

doenca, o crescimento do fungo é impedido nas primeiras fases do processosi

devido a reacdo de HR (Silva et al.,, 2002, 2006). Embora estes eventoshegjam
descritos no patossistema cafe¢irgastatrix diferencas temporais no desenvolvimento
do fungo e nas respostas de defesa da planta podem ocorrer, dependendapdodgendt
cafeeiro e da raca do patdgeno envolvidos. Observacgdes citologidaadesapor Lopes
(2015), mostraram que a resisténcia do cafeeiro Hibrido de Timor (CIFC 832/1) a
H.vastatrix raga XXXIIl € uma resisténcia pré-haustorial, ocorrendo com 17 bai, a

contrario da resisténcia pos-haustorial que € geralmente descrita para intefegires ca
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- H.vastatrix(Silva et al., 2002). No entanto para este estudo foram utilizadas agenas o
tempos 12 h e 24 h apds a inoculagdaa os genes P-17, P-38 e P-42 houve uma
diferenca significativa no tempo entre a interagédo compativel e patoval (figura 3).

O gene efetor del vastatrixHVEC-016 caracterizado recentemente por Maia, 2016 foi
utilizado como referéncia de perfil de expresséo de efetor. O gerne-GiMEteve sua
maior expressdo 12 hai. Os genes P-17 e P-42 tiveram sua expressfbadam
significamente em 24 hai na interacdo compativel, sendo assam psiteinas
relacionadas com processo infeccioso do fungo. Na interagdo incompativel um
aumento significativo da expressdo em 12 hai para o gene P-38 sgeeoaracterizado
como sendo uma quinase. Este resultado pode ser, devido a proteinas qrrinasess
familia de proteinas em eucariotdgsesdo a chave central da comunicacdo no controle
intracelular, regulacdo e transducgéo de sinais, isso pode explicar o ssucaeam uma
interacdo incompativel onde o fungo busca vencer os mecanismos de diefesa

hospedeiro.
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Figura 3. Andlise de expressdo por RT qPCR de 3 genes caoslia&fetores de proteinas
secretadas e do efetor HYEC-016Hlgastatrix O padrdo de expressao foi determinado em 12,
24 hai de urediniésporos em plantas com reacdes ipatiwel e compativel. A expressao dos
genes alvos foi normalizada com trés genes endégietd. vastatrix Cytlll, p-tub e EF1.

1eh

Para verificar se os fragmentos de DNA, dos sete genes, amplifinados
diferentes isolados apresentam polimorfismo na sequéncia, os produtos daagaplific

nos diferentes isolados de H. vastatrix foram analisados. Foram consid@eus as
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sequéncias de alta qualidade, de forma que se analisou DNA de adbssdForam
utilizadas para analise apenas as regides codificantes (exongiiades introns das
sequencias de cada isolafdoam removidas de acordo com o gene referéncia preditos
por Porto (2016), usando o programa online ClustalW. Considerando apenas as regides
gue foram amplificados, sendo que nao foi possivel sequénciar todo o gene. Asiasqué
das regides codantes das diferentes racas foram comparadasnddtilzgrograma
online Weblogo Crooks et al., 2004) diferencas nas posi¢cbes das sequéncias foram
destacadas. Posicdo mostrando o nucleotideo menor corresponde a vadagioloe
ndo héa diferenca com frequéncia de 100% a base representada € maior (Figura 4).

Os resultados mostram que todos os isolados apresentam o gene em estudo, ma
gue ha diferencas em suas sequéncias. Posi¢cdo na sequénciaecaeprieasntada por
N, corresponde a individuos heterozigotos e foi observado nos genes P-19, P;3%, P-38
42 e P-48Gapstambém foram observados com relacao aos genes de referéncia. Mesmo
uma pequena mutacdo génica levando a mudanca de um Unico nucleotidéer pode
efeitos fenotipicos. Algumas alteracdes no DNA, entretanto, ndiefito fenotipico,
uma translocacgéo ou inversdo pode nao afetar a transcricéo e tradugae dpgde nao
ter quaisquer efeitos fenotip&o
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As variagfes nas sequ#as dos isolados foram comparadam fendtipo da
interacdo com o cafeeiro através do método de agrupamento Neighbour-joining pe
programa ClustalW (Figura 6). Para o gene P-42Todos 0s sete gendsdas sam
analisados, a figura 6 representada apenas com gene P-42. O agrupaoséicio que
ndo ha uma correlacdo das variagdes na sequéncia de DNA e o fendspando que
as racas e patétipos ndo se agrupam diversas respostas com o genttipciatifa. O

mesmo ocorre para 0os demais genes.
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Figura 5. Arvore filogenética Neighbour- joining para o gdP42, considerando a sequéncia de

44 isolados déd vastatrixcorrelacionado as interagdes compativeis das glalfeerenciadoras
Apesar de anos de pesquisa neste patossistema, 0s genebl Avastatrixforam

pouco estudados. Recentemente Maia et al (2016) publicaram o gene HVEC-016 com

codificando uma candidatgproteina efetora reconhecida em gendétipos com o §ene

Como para H. vastatrix ndo temos nenhum efetor caracterizado, o gene HvE&-01

utilizado, para elucidar sua resposta em genétipos com interacdo eeinmati
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incompativel. Para isso seis isolados foram utilizados, trés cenagéb compativel
(5M, 60M e 459) e trés com interacdo incompativel (16M, 45M e 55M). Uaepaimer

foi desenhado a partir da sequéncia do HVEC-016 depositada em Banco de dadps (NCBI
e usado para amplificar os seis isolados. A amplificacao resultaurefragmento de

867 pb observados tanto nos isolados que apresentaram interacdo compatfeel qua
incompativel (Figura-6A). Os seis fragmentos foram sequenciados e cemnéas
sequencia referéncia HVEC-016 foram removidas as regides dos introns. Apegias
codificadora foram alinhadas com o gene referéncia. Para os isolados 55Nbeadb9
identificados diferenca com presenca das bases citosina e timétr@do pelo codigo Y

na mesma posicdo (Figura-6B). O alinhamento das sequencias tradita
aminoacidos mostrou que tanto em uma interacdo compativeloenpgatvel as
sequéncias sao conservadas, e a diferenca para 55M e 459 nao egplitipo fla planta
diferenciadora 128/2. (Figura-6C). Isso nos mostra que patossistdtha/astatrixe o
cafeeiro € muito complexo, mostrando ndo estar apenas ligado a umanamB¢ao na

sequéncia que esta sendo reconhecida pelo fator de R do hospedeiro.
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Figura 6: Conservacao da Proteina candidata a efatdHvEC-016. A: amplificacdo e
tamanho do fragmento DNA em 6 isolados em gel derosg. B: Alinhamento do
nucleotideos na posicao 286, a posi¢do com difaréagsolado 459M e 55M (amarelo). {
Alinhamento dos aminoacidos com a proteina refe@ieEC-016. D: Arvore filogenéticd
utilizando a metodologibleighbaur-joining sem correcéo de distancia.
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4. DISCUSSAO

Apesar de muitos anos de pesquisa no patessstafeeiro xH.vastatrix os
genesAvr do fungo foram pouco estudados e ainda ndo ha nenhum Ayene
caracterizado. Ha muitas dificuldades para estudar este patossgimo: por se tratar
de um fungo biotréfico, ainda h4 a dificuldade de se obter isolados purotijizadas
culturas a partir de uredinidosporo, apenas monopustular. Até o momento, poucos efetores
para o grupo das ferrugens foram identificados ou caracterizados. Mas coam@ssav
no sequenciamento completo de genoma tanto do cafeeiro como do fungo, a predicao de
genes candidatos a efetores tem tornado o caminho mais facil. Urspéasoa mais
importantes na busca de informacdes bioldgicas em um contexto gem@oarassociacao
das sequéncias de DNA com as suas respectivas funcdes biol6gseamlioveéntender
mehor a interacdo do cafeeirobk vastatrix alguns genes preditos por Porto, (2016),
foram estudados no presente trabalho.

Quarenta e sete genes candidatos a efetores foram analisados eladss de
H. vastatrix tais genes mostraram ser altamente conservados no genoma de todos 0s
isolados. Estima se que o tamanho do genomatdeastatrixseja em torno de 800 Mbp
(Talhinhas et al., 2017). Em comparagédo com o tamanho do genoma de outras ferrugens,
apenassymnosporangium confuswom 893,2 Mb éuccinia chrysanthendom 806,5
Mb (Tavares et al., 2014) possuem genomas maiores. As demais ferrugeaadie g
importancia econdmica, conf. graminis f. sp. tritici(88,6 Mb),P. striifforms f. sp.
tritici (64,8 Mb),M. larici-populina(101,1 Mb) eM. lini (189 Mb), apresentam genomas
relativamente pequenos (Cantu et al., 2011; Duplessis et al., 2011; &exhyi2014).

Talvez isso explique a presenca de todos os genes candidatteres gfeesentes em
todos os isolados em estudo, que podem estar relacionadas, musasomzes estagios
iniciais da infec¢do, onde encontram-se, tama8 proteinas envolvidas nos “processos
metabolicos” “processos celular” que foram encontradas em maior nimero no genoma de
H. vastatrix Durante a interagdo com o cafeeiro, o fungo secreta proteinas efetoras que
modificam a estrutura e funcdo da célula hospedeira, permitindo olesiraleato da
colonizacgao parasitaria, estas proteinas podem seAurefetores que sao reconhecidos
pela proteina correspondente R e levam ao reconhecimento especifigadaxistentes

do fungo (Zhang et al., 2014), ao passo que alguma mudanca nAweuaeleria levar

ao nao reconhecimento pela proteina R do hospedeiro.
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No entanto, sete proteinas candidatas a efetoras foram validadasmgeedi¢cao
gue todas estdo envolvidas diretamente no processo infeccioso do fungo, sendasexpress
nas primeiras horas da interacdo, sendo expressos tanto em cafeeiive$usmab
resistente. Mas, com diferenca significativa para os genes P-4P7edae teve um
aumento significativo as 24h. O aumento da expressao pode ser resultadesso sla
infeccdo e aumento da colonizacdo do hospedeiro pelo fungo. Buscando intender se ha
uma interacdo de reconhecimento direto, 0os sete genes que foram segsgrciai
possivel identificar diferengcas na sequéncias, principalmente nas regidieadordis.

Esses polimorfismos poderiam levar a mudancas dos amindacidos e
consequentemente o ndo reconhecimento pela protéina R do hospedeiro. tép &ntan
mudancas ndo se correlacionaram com o fenétipos nas series diferendadoegzas e
patétipos. Isto ndo significa que estas proteinas ndo sejam prefeioaas. Elas podem
ndo estar ligadas diretamente ao reconhecimento especifico, mas epadeer papel
importante ainda desconhecido no processo de infec¢cdo do fungo. Segundo NMaia et a
(2017), observouesposta de HR quando infiltrou cafeeiro com bacterias patogénica
clonadas com gene candidato a efetor Hv-016l.deastatrix no gendtipo 128/2 que
contém o gene de resistencidl Smostrando evidéncia que o gene HVEC-016 modificou
a resposta da bactéria patogenica ao caf@@imesmo foi sequenciado em isolados de
interacdo compativel e incompativel para o gendtipo 128/2, ao passofidarvee ha
alguma alteracéo na sequéncia que possa explicar o fenatipo.

No entanto, dois isolados de interacdes diferentes, apresentarantditaresus
sequéncias, individuos que se comportaram como reconhecimento de heterorigotos
a base C-T, e os demais como homozigotos para base C. Mas, que teuolaiferiram
em relacdo ao fenodtipo do diferenciador 128/2. Nossa compreensdo dad@volug
adaptativa déH. vastatrixé pequena, pouco se conhece dos mecanismos geradores da
diversidade que tornam muito bem-sucedido e adaptavel capaz deasufaltores de
resisténcia com certa facilidade. Recentemente foi deso@yeRuccinia striformis f.sp.
titici um microRNA como um importante fator de patogenicidade envolvidos na
suplantacdo da resisténcia em trigo, mostrando que ha outros mecanisimolé oleia
para suplantar a resisténcia do hospedeiro (Wang et al., 2017).

Como pouco se sabe dos mecanismos de infeccdo para o excelente sucesso
evolutivo deH vastatrix uma vez que se desconhece o hospedeiro alternativo. No
entanto, pode ser que as sete protéinas secretadas ndo estejamdiggamente ao

reconhecimento especifico, mas, vale ressaltar que outras proteinastaaradafatora
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do secretoma dHl vastatrix devem ser estudadas. Por tanto, tais observa¢cées como o
polimorfismo das sequéncias, e dificuldade de correlacionar com o fepétipm ter

um papel importante para esclarecer o que pode estar envolvido nessistpatagéo
complexo. Atualmente a exploragcédo de dados disponiveis, bem camntbeacdo de
diferentes ferramentas, de gendmica, transcriptbmica, protebmica e aitchol
podem ajudar a entender melhor este patossistema. Espei@os dados apresentados
fornecam um maior entendimento dos possiveis candidatos efetores e gueguossa

trabalhos futuros.
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CAPITULO 1l

PROTEINAS CANDIDATAS EFETORAS DISCRIMINAM O PATOTIPO HV-09
DE Hemileia vastatrix.
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PROTEINAS CANDIDATAS EFETORAS DISCRIMINAM O PATOTIPO HV-09
DE Hemileia vastatrix.

Silva, R.A., Caixeta, E.T., Ferraz, H., Badel, J., Zambolim, L.
1. INTRODUCAO

A ferrrugem alaranjada do cafeeiro, causada pelo fungo biotrbifécoileia
vastatrix (Berkeley & Broome), tem se destacado como uma das principais dgeecas
limitam a producgéo café. Desde a sua descoberta no século 19 no Sri seEnélaeaca
tem se espalhado rapidamente por todo o0 mundo e atualmente ocorre ers tegides
produtoras de café. Apesar da distribuicdo generalizada e do impacto ecopoonmtco,
se sabe sobre os mecanismos de infec¢do do patégeno. (Silva et al., 2012).

O génerddemileiafoi descrito pela primeira vez por Berkeley e Broome em 1869,
sendo classificado desta forma, devido a forma dos ureddporos, que apresenfaceum
lisa e outra equinolada (Hemi, meio e leia, lisa). Os sintomdsrdigem alaranjada do
café sdo observados na face inferior das folhas, onde aparecem pequerias manc
amarelo-palidas, as quais evoluem para lesbes maiores deoagpbarulento
(urediniésporos) e coloracdo amarelo-alaranjada. Ja, na face superior, observam-se
manchas cloréticas amareladas que correspondem aos limites da pustula nai@ce infe
a qual necrosa e causa a queda da folha infectada (Fazuok@®3aj.;Godoy et al., 1997,
Zambolim et al., 1999).

Embora, o uso de fungicidas seja uma medida de controle imediato,i@ géant
cultivares resistentes € o mais importante. A principal fonte de resistencidedo ke
Timor que tem sido utilizado em varios programas de melhoramento e pevelicaz,
sendo utiliados ha mais de 30 anos ( Talhinhas et al., 2017).

O avanco da gendmica vem impulsionando as pesquisas com genomicas de
fungos, demonstrada pela expansao de laboratérios nos ultimos cinco anosghigie rec
fundos para o trabalho molecular (Bakkeren et al., 2016). Recentemente, odalados
genoma parcial deH. 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 sdo escassos 0s estudos nedaeld@ionados
ao efetores e a diversidade genética do patégeno. No entantopdsteimento €
extremamente Util para a elaboracédo de estratégias de contri@eudgem, como o

desenvolvimento de cultivares resistentes, estudos epidemiolGtacamenca e na
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determinacdo do comportamento evolutivo das popula¢des predominantes do fungo nas
regides de desenvolvimento dos programas de melhoramento e naqueleposidade
introduzir o material resistente (Nunes et al., 2009).

O primeiro estudo molecular de variabilidade genética Hermvastatrix foi
realizado com marcadores RAPD e 45 isolados do fungo. Os resultados mogtraram
os isolados pertencentes a mesma raca fisiologica diferiam rezibbteente em nivel
molecular. Os autores concluiram que a variabilidade do fungo poderia estar relacionada
a mudancas genéticas independentes da viruléncia, e que a esteréteag
populacional do fungo era consistente com uma reproducao clonal e dessddrem
relacdo a racgas, origem geografica e a espécie hospedeira (Gouveia et al., 2005)

A variabilidade foi atribuida a processos de diferenciacdo do patégsno ta
como a mutagdo, recombinacdo assexuada ou outras fontes de vanet@a,ggomo
mecanismos de reproducdo assexuada que ocorrem na populagéo e favorecam a troc
genética. A ocorréncia da criptossexualidade nos uredinidésporosdo fungo, recentement
demonstrada, pode explicar parte da variabilidade encontrada résgenpa(Carvalho
et al., 2011).

A resisténcia do cafeeiro é governada pela teoria gene-a-gemdy se
condicionada por pelo menos nove genes dominadi#¢saG+9) sozinhos ou associados
(Rodrigues Jr et al., 1975; Bettencourt et al., 1988). Proteinas codificadategayenes
séo capazes de reconhecer, direta ou indiretamente, efetores espexdiimaslios pelos
genes de avirulénciag\y¢r) do patégeno, ativando os mecanismos de defesa. Neste caso,
o fungo ndo consegue causar uma infeccdo estavel nos tecidos do hospedeiro,
caracterizando uma interagdo incompativel. Por outro lado, o fungo podearsecre
proteinas efetoras, que sao capazes de impedir o reconhecimento pele glgomianir
suas respostas de defesa, além de promover o parasitismo resultanda ietenagéo
compativel (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 desaevidty da
doenca ou a resisténcia da planta. Com base nos genes de rasist@adeeiro, foram
caracterizadas mais de 50 racabldeastatrixem todo o mundo, sendo 15 delas presentes
no Brasil (Gichuru et al., 2012; Zambolim, 2016). A grande variabilidade gardds
populacdes deH. vastatrix comum a maioria dos patdgenos biotréficos, tem sido
determinada pelo padrdo de infeccdo observado em uma série de 24 variedade

diferenciadoras de cafeeiros (Zambolim et al., 2005).
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De um modo geral, e em particular nos fungos, racas fisiolégicas oppsaitoti
sdo comuns, ou seja, variantes do patégeno com diferentes combinacoresddege
viruléncia e, consequentemente, diferentes capacidades para infdtarsdgenotipos
de uma dada espécie hospedeira (Rodrigues Jr., 2002). Tradicionalmente, adeatéabili
fisiologica deH. vastatrixé determinada pelo padréo de infeccdo em clones de cafeeiros
diferenciadores de racas. Entretanto, o nUmero de série diferenciaddréaé ceque
impossibilita a caracterizacdo de alguns patétipos com amplotespe virulénciaO
objetivo do trabalho foi estudar a diversidade genética de isolados monapdstdla
vastatrix coletados em diferentes regides, espécies e variedades deusaiélo

marcadores SNPs identificados em pontenciais efetores do fungo.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. PopulagaoHemileia vastatrix

Foram utilizados 46 isolados Hevastatrixpreviamente caracterizados em ragas e
patotipos (Tabela 1), pertencente a micoteca do Laboratério BiotecnoloGiafeksiro
(Biocafé) da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Esses isoladosutliaados para
estudar a populacéo do fungo usando sete genes candidatos a efetor, erfioeaciadas
pelaMacrogen Advancing throughout Genassouth Korea.

Tabela 1- Localizagao geografica e hospedeiros das racgas e patétipos utilizados.

ISOLADO GENOTIOPO/ MUNICIPIO  UF RACA GENE
CULTIVAR VIRULENCIA
1M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG Hv11l v1,5,6,8,?
2M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG Hv08 v1,5,6,?
3M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG XXX v5,8
aM Hibrido de Timor UFV Vicosa MG Hv05 v5,67?
5M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG 11l v1,5
6M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG Hv11l v1,5,6,8,?
™ Hibrido de Timor UFV Vicosa MG Hv14 v1,2,5,7,8,9,?
9M Hibrido de Timor UFV Vicosa MG Hv10 v1,2,5,6,7,8,9?
10M Catuai UFV Vicosa MG Hv09 v1,5,6
11M Catuai Vigosa MG Hv02 v1,5,8
12M Pé Franco Conilon Jaguaré ES Hv12 v5,6,7,9?
13M Conilon Jaguaré ES Xl v5,?
14M Pé Franco Conilon Jaguaré ES Il v5
15M Conilon (Crespin) Jaguaré ES Il vb
16M Bamburral (Conilon) Jaguaré ES Il v5
18M Conilon Clone 03 Jaguaré ES XXII v5,6
19M Conilon Mistura de clones  Jaguaré ES Il v5
20M Conilon Mistura de Clones  Jaguaré ES Il v5
21M Conilon LB1 Soretama ES Hv05 v5,67?
22M Conilon Jaguaré ES Il v5
23M Conilon Clone 02 Jaguaré ES Il v5
24M Conilon Clone 120 Jaguaré ES Xl v5,?
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25M Conilon (Mistura) Soretama ES Il v5

26M Conilon (ALB1, 02, 16) Soretama ES Hv12 v5,6,7,9,?

28M Conilon clone 02 Linhares ES XXX v5,7 ou v5,7,9

29M Conilon Linhares ES Xl v5,?

30M Conilon (02, 153, G35) Linhares ES Il v5

31M Conilon Linhares ES Hv05 v5,67

33M Conilon (Mistura) Linhares ES Il v5

36M Conilon (Mistura) Rio Bananal ES Il v5

37M Conilon Rio Bananal ES Il v5

38M Conilon (mistura de clone Vila Valério ES HvO7 v1,5,6,7,8,9

39M Conilon (153, A21, Vila Valério ES Hv15 v1,5,6,8,9?
verdinho)

40M Conilon Vila Valério ES 11l vl,5

41M Conilon (mistura de clone’ Marilandia ES XXII v5,6

44M Conilon Marilandia ES Hv05 v5,6,?

45M Conilon Marilandia ES Hv08 v1,5,6,?

46M Conilon (53,03,02) clones Marilandia ES Il v5

vitéria

47M Conilon (P1,P2, G35, G1&€ Marilandia ES Hv03 v5,6,7,9
153, 02,76)

51M Conilon 18 Clones Marilandia ES Hv06 v1,5,6,7,9

52M Conilon 18 Clones Marilandia ES XXII v5,6

53M Robusta Marilandia ES Hv13 v1,4,5?

54M Mistura de clones Itabela BA Xl v5,?

55M Conilon 03clone Itabela BA Il v5

56M Conilon clone 03 Iltabela BA Il vb

58M Conilon (G35, BJ1, Biji) Itabela BA Il v5

60M Mistura de clones Iltabela BA Hv07 v1,5,6,7,8,9

62M Mundo Novo (407) Cambara PR HvO1 v1,5,6,7,8,9,?

63M Catuai (429) Batatais SP Hv04 v5,6,8

64M (449) Eunépolis BA Hv06 v1,5,6,7,9

65M Mistura de Clones (459) Jaguaré ES Hv01 v1,5,6,7,8,9?

66M Oeiras MR Vicosa MG Hv01 v1,5,6,7,8,9?

67M (7963/117) Vicosa MG HvO1 v1,5,6,7,8,9?

68M C. arabica Vicosa MG XXIX v5,6,7,8,9

69M C. arabica Vigosa MG Il v5

70M C. ardbica Vicosa MG Hv01 v1,5,6,7,8,9,?

2.2. Extracdo de DNA gendmico de isolados dé. vastatrix

Para a extracdo do DNA gen6mico do fungo foram utilizados de 30 a 8@ mg
urediniosporose segundo protocolo Raeder & Broda, (1985) com modificacbes. O
material foi triturado em nitrogénio liquido em um microtubo de 1,5 mL, com auxilio de
pistilo plastico. ApGs a trituracédo, foi adicionado 600ul de tampao de extracao (Tris-HCI
200mM pH 8, NaCl 250 mM, EDTA 50 mM e SDS 2%). Os tubos foram incubados a
65°C por 30 minutos e, posteriormente, foi adicionado feno/cloroférmio/alcool igmamil
25:24:1. As amostras foram agitadas manualmente por 10 minutos ritugadas a
10.00@ por 5 minutos. Os sobrenadantes cuidadosamente transferidos para tubos novos,
e adicionado igual volume de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1. Apen&ifugacéo,
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os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos, e adicionados um voludee igual
isopropanol gelado e 0,1 do volume de acetato de amonia 7M. Apés homogdeipeiza
inversdo para precipitagdo do DNA, foram incubados a -20 por 30 minutos. Os tubos
foram novamente centrifugados a 10.000g por 15 minutos, e o0s sobrenadantes
descartados. O DNA gendmico foi lavado com etanol 70% por duas \ezrgsfeigados

por a 10.000g por 5 minutos entre as lavagens. O precipifzl®ety secos em
temperatura ambiente foram ressuspenso em agua MilliQ. Endaefpii adicionada
RNAse,na concentragdo de 10 ng/ul, mantendo-se 0s tubos a 37°C por 15 minutos. A
guantificacdo do DNA de cada isolado foi realizada em espectrofotometafdp

2000 e a sua qualidade confirmada por eletroforese em gel de agarose aldNAOs

foram diluidos para a concentragao final de 25 ng/ul e armazenados a - 20°C até o uso.
2.3.Reacédo em cadeia Polimerase (PCR)

As reagdes de PCR foram realiza@@gl contendo 1x de Tampao 10X, 150uM de
dNTPS, 0,1 uM de cada iniciador, 1,0 mM de MgCly, 0,6U de Taqg, 50ng de DNA
gendmico e agua MilliQ para completar a reacdo. A amplificega&ealizada com uma
desnaturacao inicial a 94 ° C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94 1 @\pi58°
C por 1 min, 72 ° C por 1 min e uma extensao 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 EXSAPER
Product Cleanup Reagent. O sequenciamento foi realizémlMperogen Advancing
throughout GenomieSouth Korea.

A regido do gene dos sete genes candidatos a efetaiteia vastatrixP-17, P-19,

P-34, P-37, P-38, P-42, e P-48 foi amplificada por PCR utilizando iniciadores P-17
(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") R42R
(3'AATATGCTGAGTCTCCAAGG-5"), P48F (5'CCCCTCTCTAGTACCACCTT-3) e

P 48R (3'AGCTATCACCACTTCACCACS".
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2.4. Analises filogenéticas

Andlises filogenéticas foram feitas utilizando as sequénigasucleotideos dos
genes P-17, P-38 e P42 com 46 isoladodelaileia vastatrix Genes selecionados pela
predicdo do genoma dd. vastatrix raca XXXIII, genes que codificam proteinas
secretadas, confirmadas através de banco de dados transciptafidadas por RT
gPCR. A inferéncia bayesiana fou realizada com o Sr.Bayes 3.1.2 (Inferégesiddha
de Filogenia) (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). O modelo de substituicdo thosaldo
com base no critério de informacdo Akaike (AIC) usando MrModeltest 3.2.
probabilidade de distribuicAo de arvore a posteriori foi calculada usandoCMCM
(Metropolis-coupl Markov Chain Monte Carlo) de duas cadeias de uma arvore aleatori
com 10 milhdes de geracbes e descartando 25% das primeiras arvoreseyé@auia
MCMC eo tamanho efetivo da amostra foram examinados usando o programd. HArace
As arvores filogenéticas foram vistas e editadas com FigTree 1.3.1.

(Http://tree.bio.ac.uk/softwaye

3. RESULTADOS

Os isolados monopustularesidevastatrix e seus respectivos gene de viruléncia
inferidos pela inoculag&o nas series diferenciadoras. Os isolados foramcszdpgcom
0s sete genes candidatos a efetor, mas apenas trés foram selederacmsio com o
perfil de expressado quantificados por RT gPCR. Para o gene P-42 e P-17 significat
para expressao no tempo de 24h e para o gene P-38 significativo em 12h.

Em busca de uma nova ferramenta para caracterizac&h wastatrix gene
especifico e ligados ao processo infeccioso, como os candidatos a efetams
sequenciados para 46 isolados do fungo. Foram utilizadas a sequénciascdagdeines
com regido dos exons e introns na analise de filogenia. Para B-g@n&penas o isolado
40 diferiu dos demais (Figura 1). Esse isolado foi caracterizado coanldly&m coletado
cafeeiroC. canephorale origem do Espirito Santo. O isolado 5 e 40 de regides diferentes
e coletados em genotipos diferentes caracterizados como mesndifegiram em
resposta aos genotipos que compdes as séries diferenciadoras. A mdaddaimi

observada entre as sequencias do gene P-42 foi de 98%(figura 2).

66


http://tree.bio.ac.uk/software

//®

EMoom
n ] =I mu
0 C L]

=

SANARRBERREBCE U R U I FHSRRARVARIRENRAEBROSIERARNERT

Figura 2.Similaridade das sequéncias entre os 46 isola@l@sgpgene candidato a efetodP-
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Anadlise Bayesiana da sequéncia do gene candidato a efetor P-45 jotados
mostrou que aquelas dos isolados 04, 05,10 e 51 foram as mais divergemies.3Ji
Sendo 04 identificado como pat6tipo HvO5 oriundo de Hibrid@ider no Estado de
Minas Gerais, 05 caracterizado como raca 1l oriundo de Hibrido de Timataaoede
Minas Gerais. O isolado 10 oriundo Geffea arabica coletado em Minas Geraf®i
caracterizado como patotipo Hv09 coletado no Estado de Minas GAraisalise
filogenética mostrou que 0 mesmo se encontra em grupo separado diss detaao
51 coletado d€offea canephorao estado do Espirito Santo, também néo caracterizado
em raga sendo chamado de patoétipo Hv06. Para as 46 amostras umdensatrilariade

foi gerada com o minimo de 97% de identidade entre os isolados (Figura-4)
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Figura 3. Analise Bayseana do gene candidato a efetordviplificados em 45 isolados
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Figura 4. Matriz de simililaridade das sequencias entreoisdlados para o gene candidato a
efetor P17

Para o gene P-38, apenas o isolado 30 e 56 foram agrupados em um gnipo disti
(Figura-5). 30M foi caracterizado como raca Il e o0 56 tabém caraatercomo raca |l

Ambos deCoffea canephoramas de regides diferentes como Espirito Santo e Bahia.

Figura 5. Analise Bayseana do gene candidato a efetor &vifificados em 36 isolados
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A matriz de similaridade realizada com as sequencias do gene P-38 mostrou que
este foi 0 mais discriminante com minimo de 91% de diferenca entre os isolados.
(Figura 6)
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Figura 6- Matriz de simililaridade das sequencias entre@is8lados para o gene candidato a
efetor P38

Quando analisados todos os genes concatenados para os 43 isolados, podemos
observar uma alta similaridade com o minimo de 99%. E o isolado que mais discriminou

em 99% foi o isolado 10 que corresponde ao patétipo Hv-09. (Figura 7)
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Figura- 7. Matriz de similaridade das sequencias de 43 isoladbleneia vastatrix
com sete genes candidatos a efetores P-17, P-19, P-34, P-37, P-42 e P-48 concatenados.

4. DISCUSSAO

Cultivares resistentes de café com resistencia duravel daraugem tem uma
longa histéria de sucessos e insucessos devido a falta de inforsobc@m potencial
evolutivo do fungdH. vastatrixe de como estéo distribuidas as racas e patotipos do fungo.
Nesse trabalho as diferentes racas e patotipbk dastatrixforam estudadas com base
em sete genes candidatos a eforgenes conservadesn H. vastatrix.Os isolados
analisados séo representativos dos principais estados Brasileiros modigarafé e
coletados em cafeeiros Hibridos de TimGnffea canephora Coffea arabicaPela
abordagem bayesiana néo foi encontrada nenhuma estruturagéo dos isoladaanitem
ao hospedeiro nem quanto ao Estado de origem dos isolados. Foram diadosena
raca lll, 11, patétipo Hv-05, patétipo Hv-09 e o patétipo Hv-06, coletad@anephora
HdT eCoffea arabicaespectivamente. Quando utilizado os genes concatenados apenas
0 patétipo Hv-09 representado por apenas um isolado deriva@oftea arabicafoi
discriminado, com menor porcentagem de similaridade entre as seguéfsia

71



diferenca mostra a variabilidade dos isolados, e ndo uma estrutulegiitjo en
consideracao que outras ragas coletadaS.aarabicanao foram discriminadas.

De acordo com Nunes et al., (2009) quando se utiliza de areas continuas com
plantagbes de café permite um movimento gradual de epidemias deerfereig
distribuicdo de gendtipos, e isso mostrou diferenciacdo genética eptpudacoes de
H. vastatrix No entanto, as diferencas encontradas no presente trabalho n&o
correlacionam com genétipo e regido geografica estudas, as difepenigas ocorrer
idependente do gendtipo e regido da coleta.

Maia et al. (2013, 2017) néo relataram diferencas significantas as populacdes
de patdgenos com base na diferenciacdo genética embora tenham dmiiasale
diferentes hospedeiros, mas encontrou nivel de agressividade diferenpi@b@acdes
do ES e MG. Os resultados mostram que a diferenca apenas no fenétiperataignt
como os estudos mostram diferenca de agressividade e diferentes ragamgiem a
populacdo délemileia vastatrixdas mais diversas areas geograficas, e a populacdo nao
se encontra estruturadas, pode aprasemh grande risco a cafeicultura Brasileifa.
utilizacdo extensiva de cultivares derivados de HdT também podeviaiacdo dentro
das populac¢des do fungo no Brasil, o que pode explicar a suplantacéo dacrasisté
cultivares derivadas de HAT e alta variabilidade do patégencasviéariedades foram
desenvolvidas no pais utilizando fontes de resisténcia de cole¢cemtplasma que
disponibilizado pelo Centro Investigacdo da Ferrugem do Cafeeiro (CIFC) de Portugal
(Zambolim, 2016). No entanto, muito poucas variedades sdo completamestentesi
portanto, € dificil prever a durabilidade de fontes resistentes a ferrega principal
recomendacdo para os programas de melhoramento é assim incorporstéaciasi

multigénica como estratégia de controle.
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5. CONCLUSOES FINAIS

Com presente trabalho foi possivel caracterizar sete racas, sentplélaxlIll, XXII,
XXIX, XXX e XXXIII,

As racas XXIX e XXX estdo sendo relatadas pela primeira vez no Brasil;
Foi possivel identificar 15 novas racas;
Isolados 5 e 40 caracterizados como raca lll, ndo sdo a mesma raca,;

Foi possivel inferir a existéncia de mais seis genes que confeseténcia, presente nos

diferentes cafeeiros que compdem a série diferenciadora de racas;

N&o houve diferenca de presenca e tamanho de fragmentos de DNA amplidmados
marcadores especificos de 47 genes candidatos a efetores nos isolddesagiatrix

estudados;

Seis das proteinas candidatas a efetoras sequénciadas esta® digagaocesso

infeccioso;
Foram identificados marcadores SNPs na sequencias de 0ito genes caaditiztoss;

A raca Hv-09 foi discriminada com base na presenca de SNPs em sua sequencia.
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