GUSTAVO ADOLFO MARIN RAMIREZ

IDENTIFICACAO DE GENES DE Hemileia vastatrix CANDIDATOS A
EFETORES CAPAZES DE ATIVAR OU SUPRIMIR RESPOSTAS DE
DEFESA NO CAFEEIRO

Dissertagcdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pd6s-Graduacao
em Fitopatologia, para obtengao do titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2015



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da
Universidade Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T

Marin Ramirez, Gustavo, 1988-
M3371 Identificacio de genes de Hemileia vastatrix candidatos a efetores
2015 capazes de ativar ou suprimir respostas de defesa no cafeeiro / Gustavo

Marin Ramirez. - Vigosa, MG, 2015.
x1, 53f. : 1l. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Sérgio Herminio Brommonschenkel.
Dissertagao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Cafeeiro. 2. Hemileia vastatrix. 3. Proteinas. 4. Ferrugem. L.
Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Fitopatologia.
Programa de Pés-graduagio em Fitopatologia. II. Titulo.

CDD 22. ed. 633.73




GUSTAVO ADOLFO MARIN RAMIREZ

IDENTIFICAGCAO DE GENES DE Hemileia vastatrix CANDIDATOS A
EFETORES CAPAZES DE ATIVAR OU SUPRIMIR RESPOSTAS DE
DEFESA NO CAFEEIRO

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pd6s-Graduacao
em Fitopatologia, para obtenc¢do do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 26 de Margo de 2015

Antdénio Carlos Baido de Oliveira Thiago Andrade Maia

Jose Rogerio de Oliveira

Sérgio Herminio Brommonschenkel
(Orientador)



A Deus, sobretudo,
Aos meus pais, Diego e Consuelo,
A minha Esposa Claudia
A minha filha Martina,
A minha avé Margarita

Dedico!

“E disse Deus: Produza a terra erva verde,
erva que dé semente.... E assim foi”
Génesis 1:11



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pela vida, saude e oportunidade de realizar meus

sonhos.
A minha familia, pelo apoio incondicional, amor e compreensao.

A minha esposa Claudia, por dividir comigo esta etapa da minha vida,

por todo amor, carinho e apoio.

A Universidade Federal de Vicosa (UFV), em especial ao
Departamento de Fitopatologia, pela oportunidade de realizagdo do mestrado

e formacgao profissional.

Ao professor Sergio Herminio Broommonschenkel, pela orientagao,
profissionalismo, amizade, apoio e, principalmente, pela paciéncia e confianca

depositada durante todo o desenvolvimento deste trabalho.

A todos os professores e funcionarios do Departamento da

Fitopatologia (UFV) pela colaboragao e valiosos ensinamentos.

A Organizacéo dos Estados Americanos (OEA), ao Grupo Coimbra de
Universidades Brasileiras (GCUB) e a Coordenacao de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela concessao da bolsa de estudos.

Ao Prof. Dr. José Rogério de Oliveira e ao Dr. Anténio Carlos Baido de

Oliveira por gentilmente aceitarem participar da banca de defesa.

Aos pesquisadores Jorge Badel e Thiago Maia pelas importantes

sugestdes durante a elaboragéo desta dissertacao.

A bidloga Natalia Penido Lopez, técnica responsavel pelo

sequenciamento no Laboratorio de Gendmica e Genética.

Aos meus colegas integrantes e ex-integrantes do laboratério de
Gendmica e Genética de Interacdo Planta - Patdogeno (LGGIPP): Jamile,
Priscilla, Natalia, Flavio, Jorge, Tadeu, Luis, Daniel, Sirlaine, Luciano,
Danielle, Bernadete, Celio, Paulo, Fernanda, Thais, Gustavo e Bernardo pelo

convivio, amizade e disponibilidade em ajudar.



Aos meus colegas de turma do Programa de Pds-graduagdo em
Fitopatologia, especialmente ao Vinicius, Leonardo, Leandro e Renata pelas

horas de estudo e amizade.

Aos meus amigos brasileiros e a todas as pessoas que, de alguma
forma, me auxiliaram, compartilharam bons momentos comigo e permitiram

que eu conhecesse sua cultura.

Meus sinceros agradecimentos!



BIOGRAFIA

GUSTAVO ADOLFO MARIN RAMIREZ, filho de Consuelo Ramirez
Perez e Diego Fernando Acosta Lopez, nasceu em Cali, Vale do Cauca —
Colémbia no dia 30 de Agosto de 1988.

Ingressou na Universidade Nacional da Colémbia sede Palmira (UNAL)
em Janeiro de 2006, concluindo o curso de Engenharia Agronémica em Julho
de 2011. Durante os anos 2009 e 2010, esteve vinculado a Faculdade de
Agronomia como Assistente de Pesquisa. Em 2011, trabalhou como
Assistente Técnico e Pesquisador Jovem na area de fitopatologia do setor

fruticola na Corporacao Colombiana de Pesquisa Agropecuaria (CORPOICA).

No primeiro semestre de 2013 iniciou o mestrado no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), na area de Interacao
Planta-Patogeno, trabalhando no patossistema Hemileia vastatrix-Cafeeiro,

sob a orientagao do Prof. Sergio Herminio Brommonschenkel.



SUMARIO

[ S 1 1Y [ LR viii
ABSTRACT ...ttt e e e e e e e e st e e e e e e e e e s eaeaaaeeeaan X
INTRODUGAO ...t eee e aee e 1
REVISAO DE LITERATURA . ... .ottt 4
2.1 Importéncia Econémica da Cultura do Cafeeiro............cccceevvviiiiiieeinnnnnnns 4

2.2 O fungo Hemileia vastatrix, agente causal da Ferrugem Alaranjada do

(@72 1T o 6
2.3 Controle Genético da Resisténcia do Cafeeiro a Hemileia vastatrix ......... 7
2.4 Variabilidade Genética de Hemileia vastatrix................cccccccoiiiiiiinn. 9
2.5 O Sistema imune das plantas e as proteinas efetoras............................ 10
2.6. O processo infeccioso de Hemileia vastatriX................cccoeeeeeveevueieenennnnn. 12
2. 7. |dentificagéo e caracterizagéo funcional de genes efetores.................. 15
MATERIAL E METODOS ...ttt 19
3.1.1 Genotipos de cafeeiro inoculados..........ceeeeeeeiiiiiiiiiiie e 19

3.1.2 Obtencéao de clones de Pseudomonas syringae pv. garcae contendo
genes de Hemileia vastatrix candidatos a efetores corretamente clonados no
VEION PEDVB.......cceeeeee e 20
3.1.3 Analise funcional dos genes candidatos a efetores em gendtipos de
cafeeiros baseado no SST3 de Pseudomonas syringae pv. garcae............. 22
3.1.4 Determinacao do crescimento de populagdes de Pseudomonas
SYriNgae PV. GarCae N VIVO. .........ccciueuuuieeeeeiiieeeeeeiee e e e e e e e e e e e eaa e e eeaaans 22

3.2 Estimativas do crescimento de populagbdes de Pseudomonas syringae

OV Ao F= o= = 1 IR 1 o T 23
3.3 Resposta de Hipersensibilidade em Tabaco.........c..cc.ccoevieiiiiiiiiiienennnen. 24
RESULTADOS . ...t e e e et e e e e e e e e e eernnaes 26

4.1 Clonagens dos genes candidatos a efetores de H. vastatrix no vetor
pEDV6 e andlise de expressao transiente em folhas de cafeeiro mediado
pelo SST3 de Pseudonomas syringae pVv. garcae. .............ccccccuueeeenennnnnnnnnns 26
4.2 Determinagao do crescimento de populagdes de Pseudomonas syringae
PV. QAIrCAE N VIVO. ...ttt e e e e e et e e e e e e e e e eeeennnnes 35
4.2.1- Crescimento populacional de Pseudomonas syringae pv. garcae
estirpe Psg 1723 pEDV:: HYEC _016 em gendtipos de cafeeiros contendo o
ENE SHT . ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e aaeaeaaaas 35

Vi



4.2.2- Aumento da viruléncia de Pseudonomas syringae pv. garcae. (Psg
1723) pEDV:: HYEC _016 em gendtipos de cafeeiro com auséncia do gene
N PSR 35
4.2 .3- Estabilidade dos construgcdes pEDV::HVECs em Pseudonomas
syringae pv. garcae. (PSQ 1723). ....ccooo oo 37
4.3 Determinagao do crescimento de popula¢des de Pseudonomas syringae
pV. garcae. (PSQ 1723) iN VIrO. .........ccouieiiieieeeeee et 39
4.4 Reacgao de hipersensibilidade (HR) em folhas de tabaco infiltradas com
diferentes concentragdes de Pseudonomas syringae pv. garcae (Psg 1723)

contendo as construgdes com os genes candidatos a efetores de H.

22 ES ) = 1 £ GO USSP 40
DISCUSSAOD . ...ttt ettt 41
(010N (@3 I ST ] =1 TR 45
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oooioeieeeeeeeeeeee e, 46

Vii



RESUMO

MARIN RAMIREZ, Gustavo A, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2015. IDENTIFICACAO DE GENES DE Hemileia vastatrix
CANDIDATOS A EFETORES CAPAZES DE ATIVAR OU SUPRIMIR
RESPOSTAS DE DEFESA NO CAFEEIRO. Orientador: Sérgio Herminio
Brommonschenkel.

Durante a interagdo com a planta hospedeira, os fungos causadores de
ferrugem secretam um arsenal de proteinas efetoras que modificam a
estrutura e a funcédo da célula hospedeira, permitindo o estabelecimento da
interacdo biotréfica. Algumas dessas proteinas efetoras, denominadas
proteinas de aviruléncia (Avr), sao reconhecidas por proteinas codificadas por
genes de resisténcia, o que desencadeia uma resposta de defesa da planta
contra a infecgdo pelo patégeno. Estudos prévios demonstraram que a
proteina HVEC-016 secretada por H. vastatrix apresenta caracteristicas de
proteina de aviruléncia quando expressa transientemente em genotipos de
cafeeiros portadores do gene de resisténcia Sy71. No entanto, analises
funcionais mais detalhadas ainda sao necessarias para confirmar o papel
dessa proteina durante a interagao do patégeno com o cafeeiro. Desse modo,
os objetivos deste estudo foram: (i) confirmar a atividade efetora da proteina
HVEC_016 como fator de aviruléncia e/ou viruléncia em genétipos de cafeeiro
com a presenga ou auséncia do gene de resisténcia Sy7; (ii) avaliar a
estabilidade dos plasmideos nos clones bacterianos utilizados nos estudos da
expressao trasiente nos tecidos foliares de cafeeiro; (iii) identificar novas
proteinas secretadas pela raga Il de H. vastatrix (isolado Hv-01) que
apresentam atividade de aviruléncia em cafeeiros com diferentes
combinagdes de genes S, utilizando o vetor de expressao transiente pEDV6
e o Sistema de Secregédo Tipo Illl de Pseudomonas syringae pv. garcae
(estirpe 1723). Confirmaram-se as atividades funcionais de aviruléncia e
viruléncia da proteina HVEC 016 por meio da avaliagdo do crescimento
populacional do clone Psg 1723 pEDV::HVEC 016 em plantas de cafeeiro
com e sem o gene Sy7, respectivamente. A analise por PCR de col6nia das
células bacterianas isoladas a partir dos tecidos foliares infiltrados mostrou

que o vetor pEDV6 apresentou estabilidade nos clones bacterianos
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analisados. A expressdo transiente de cinco genes candidatos a efetores
(HVEC_006, HvEC 054, HvEC 057, HVEC 081 e HvEC 101) suprimiu o
desenvolvimento de sintomas da doenca em cafeeiros portadores do gene
SH1. A analise do crescimento das populagdes desses clones em gendtipos
com ou sem o gene Sy7 devera ser futuramente efetuada para comprovar os
resultados obtidos. A expressao transiente de proteinas efetoras putativas no
citoplasma do cafeeiro mediante a aplicagao do sistema EDV constitui uma
metodologia importante para a identificagdo de genes de aviruléncia e/ou

viruléncia de H. vastatrix.



ABSTRACT

MARIN RAMIREZ, Gustavo A, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2015. IDENTIFICATION OF Hemileia vastatrix CANDIDATE
EFFECTOR GENES ABLE TO TRIGGER OR SUPPRESS THE DEFENSE
RESPONSE IN COFFEE PLANTS. Adviser: Sérgio Herminio
Brommonschenkel.

During the interaction with the host plant, rust fungi secrete a range of
effector proteins, which modify the structure and function of the host cell
allowing the establishment of the biotrophic interaction. The proteins encoded
by resistance genes recognize some of these effector proteins, in this case
also known as protein avirulence (Avr), and triggers a defense response in the
plant that restricts further development of the pathogen. At least nine dominant
genes (SH1-SH9) which provide resistance to the coffee rust have been
genetically identified. In addition, genes from Hemileia vastatrix that encode
secreted proteins have also been characterized. A protein secreted by H.
vastatrix, HVEC 016, with potential avirulence activity when expressed
transiently in coffee genotype carrying the resistance gene SH1 was previously
identified. This transient expression was obtained using the pEDV6 expression
vector and the type Il secretion system (T3SS) of Pseudomonas syringae pv.
garcae. However, further functional analyses are required to confirm the role
of HYEC_016 protein during the H. vastatrix interaction with coffee. Therefore,
the purposes of this study were: (i) to confirm the HYEC 016 avirulence and/or
virulence function in coffee genotypes with the presence or absence of the Sy1
resistance gene ; (ii) to analyse the stability of pEDV6 vector in the bacteria
cells infiltrated into coffee leaves; (iii) to identify new proteins secreted by H.
vastatrix (isolated HV-01) which have virulence activity in coffee plants with
different combinations of Sy genes, by analyzing five effector candidate genes
(HVECs) using pEDV6 and the T3SS of Pseudomonas syringae pv. garcae
(strain 1723). By analysing the population growth of the Psg 1723
PEDv::HVEC_016 clone in coffee plants, it was possible to confirm the
avirulence and virulence activities of the HYEC 016 protein in the presence
and absence of Sy1 gene, respectively. PCR analysis of bacteria colonies
isolated from the infiltrated leaf tissue showed that pEDV6 vector is stable

during the growth of the analysed clones in coffee leaves without selection.



Transient expression of five genes HvVECs (HvEC 006, HvEC 054,
HvEC 057, HvEC 081 and HvEC 101) suppressed the development of
disease symptoms in coffee genotypes with the Sx1 gene. Additional
experiments are underway to confirm these results and to verify if these
effectors have virulence activity in coffee genotypes without resistance genes.
These results also demonstrate the potencial of pEDV6 and Pseudomonas
syringae pv. garcae for functional studies of candidate effectors from H.

vastatrix.
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INTRODUGAO

O cafeeiro € uma das principais culturas de exportagdo e investimentos em
paises tropicais e subtropicais. O café é considerado um produto importante para a
agricultura em todo o mundo, estando posicionado em segundo lugar como
commodity depois do petréleo (ICO, 2013). Também ocupa posicdo de destaque no
mercado internacional, sendo o Brasil o principal produtor e exportador de café
(MAPA, 2014).

A producédo cafeeira no Brasil esta distribuida principalmente na regido
Sudeste, sendo os estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo os maiores
produtores, com 49.9, 29.0 e 9.0%, respectivamente, da produg¢ao nacional (CONAB,
2014). Embora 103 espécies de café sejam relatadas, apenas duas possuem
importancia econémica. Coffea arabica e Coffea canephora contribuem com 65% e
35% da produgao nacional (MAPA, 2014).

Diversos fatores podem limitar o rendimento da cultura, dentre eles as doencgas
bidticas. Doengas como Ferrugem, Cercosporiose, Rizoctoniose, Mancha
Manteigosa, Mancha Aureolada e a Coffee berry disease — CBD tém papel relevante
no comprometimento da produtividade (IAPAR, 2014). A ferrugem alaranjada do
Cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix, merece destaque por ter sido
historicamente um problema recorrente em todo o globo. Estima-se que a ferrugem
do cafeeiro possa causar perdas da ordem de 30% da producdo na auséncia de

medidas fitossanitarias adequadas (Zambolim et al., 2005).

Atualmente, as mudancgas climaticas associadas a utilizacdo de variedades
susceptiveis e o deficiente manejo agronémico, incluindo densidades acima de 10000
plantas por hectare, adubacao insuficiente e controle quimico inadequado, permitiram
o surto da doencga, especialmente na América Central e na Colémbia. Isso causou um
grande impacto regional na produg¢ao da safra 2013-2014, gerando uma redugao de
sacas anual de 96.2%, e uma perda de 15.4% da producao referente a um ciclo da
cultura (SIECA, 2014).

O uso de cultivares resistentes a ferrugem é comprovadamente eficiente no
controle da doenga (Zambolim et al., 2005). Porém, a falta de conhecimento a respeito
dos mecanismos moleculares envolvidos na patogenicidade e viruléncia de H.
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vastatrix e dos mecanismos envolvidos na resisténcia dos gendtipos resistentes

dificultam o desenvolvimento de cultivares com resisténcia duravel.

Até o momento, foram geneticamente identificados pelo menos nove genes de
efeito principal (SH1 a SH9) que conferem, isolados ou associados, resisténcia a
ferrugem (Bettencourt e Rodrigues, 1988). Os genes Sy 1,2,4,5 sdo encontrados em
gendtipos de café arabicas puros da Etidpia, Sy 3 em selegdes da india, e os Sy
6,7,8,9 estdo presentes em derivados do Hibrido de Timor. Esses genes sao os
recursos genéticos mais usado pelos programas de melhoramento na América
(Romero et al., 2014). No entanto, a resisténcia dos cafeeiros melhorados tem sido
rapidamente suplantada pelo patdégeno, dificultando o controle da doenga por meio da

utilizac&o de cultivares resistentes (Zambolim et al., 2005).

Durante a interacdo com o cafeeiro, H. vastatrix secreta diversas proteinas
efetoras para suplantar as respostas de defesa do hospedeiro e promover o
parasitismo (Fernandez, 2012; Maia, 2013). De modo geral, a resisténcia do cafeeiro
a ferrugem ocorre apés a formacado dos haustérios secundarios no mesdfilo, cujo
fendtipo caracteristico é a indugéo de reagao de hipersensibilidade (HR) (Silva et al.,
2002; Silva et al., 2008; Ramiro et al., 2009). Assim, & possivel que proteinas efetoras
produzidas no haustério e translocadas para o citoplasma do cafeeiro sejam
reconhecidas pelas proteinas codificadas pelos genes SH. Dessa forma, a expressao
transiente de proteinas secretadas de H. vastatrix no citoplasma de cafeeiros
portadores de genes Sy pode ser utilizada como estratégia para identificar efetores

com atividade de aviruléncia.

Entre as alternativas utilizadas para expressdo transiente de proteinas
candidatas a efetores no tecido foliar do hospedeiro € a agroinfiliracdo. No entanto,
essa técnica é dificultada pelo fato de o tecido foliar do cafeeiro ser resistente a
infecgao por Agrobacterium tumefaciens (Van Boxtel et al., 1995). Assim, um protocolo
de expressao transiente em folhas de cafeeiro foi desenvolvido para a translocagao
de proteinas de H. vastatrix pelo Sistema de Secreg¢do Tipo Il (SST3) de
Pseudomonas syringae pv. garcae (Maia, 2013). Essa abordagem, denominada
sistema pEDV (Effector Delivery Vector), foi utilizada com sucesso na caracterizagao
funcional da proteina efetora HYEC 016. O crescimento da populagao de P. syringae

pv. garcae, expressando a proteina HVEC_016, foi restringida em tecidos de folhas do



cafeeiro Dilla & Alghe, portador do gene Sy1, indicando que pode ter ocorrido uma
resposta de resisténcia nas folhas de café devido ao reconhecimento da proteina
efetora HYEC_016 pela proteina R codificada pelo gene Sy1 (Maia, 2013). No entanto,
esta afirmacao nao pdde ser estendida para outros gendétipos de café, portadores do
gene Sy1, pois ndo avaliou-se o crescimento das bactérias nesses cafeeiros. Por
conseguinte, analises funcionais mais detalhadas s&o necessarias para confirmar o
papel da proteina HYEC 016 durante a interagdo com o cafeeiro. Assim, os objetivos
deste estudo foram: (i) confirmar a atividade efetora da proteina HYEC_ 016 como fator
de aviruléncia e/ou viruléncia em gendtipos de cafeeiro com a presenga ou auséncia
do gene de resisténcia Sy1; (ii) avaliar a estabilidade dos vetores pEDV6 nas células
bacterianas infiltradas nos tecidos foliares dos cafeeiros; (iii) identificar novas
proteinas secretadas por H. vastatrix (isolado Hv-01) que apresentam atividade de
aviruléncia em cafeeiros com diferentes combinacdes de genes S, mediante a analise
de cinco genes candidatos a efetores (HVECSs), utilizando o vetor pEDV6 e 0 SST3 de

Pseudomonas. syringae pv. garcae (estirpe 1723).



REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia Econémica da Cultura do Cafeeiro

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo depois da agua, e a
segunda mercadoria com maior comercializagao depois do petroleo. Em 2013, o Brasil
foi responsavel pela comercializagdo de 50,8 milhdes de sacas de café (60 kg por
saca) no mercado mundial como graos in natura (FAO, 2014). A safra alcangou 45,34
milhdes de sacas de 60 kg de café beneficiado, tendo a producdo do Brasil
representado um terco da produgao global. A produgdo mundial de café se da
principalmente por paises tropicais e subtropicais, 0s quais, na sua maioria, sdo

paises em vias de desenvolvimento. (Figura 1).

B Brasil
Vietnam

M Colombia
Quftros

Figura 1. Distribuicdo da cultura do cafeeiro no mundo. Adaptado (ICO, 2013)

Embora ndo seja uma cultura alimentar, constitui a principal fonte de renda em
mais de 60 paises, sendo meio de subsisténcia para cerca de 25 milhdes de pessoas
no mundo. Nas Ameéricas, os principais exportadores de café s&o: Brasil (primeiro
exportador no mundo), Colédmbia (terceiro exportador no mundo), México (sétimo
exportador no mundo), Honduras (oitavo exportador no mundo), Peru (nono
exportador no mundo) e Guatemala (décimo exportador no mundo), produzindo quase
70% do café consumido no mundo. (ICO, 2013).

4



O género Coffea possui cerca de 103 espécies descritas, e somente duas delas
tém participagdo importante no mercado mundial. A espécie produzida de maior
importancia econémica € Coffea arabica, responsavel por 70% do café consumido no
mundo, cujo cultivo se da principalmente na América e algumas regides da Africa e
Asia de maior altitude e os demais 30% correspondem a Coffea canephora, também
chamada café robusta, a qual, pelas suas condicdes especiais, é cultivada na Africa
e Sudeste Asiatico, especialmente em baixas altitudes. Outras espécies, como C.
liberica e C. racemosa, sao cultivadas em pequenas regides de Mogambique tendo

uma importancia estritamente local (Rodrigues et al., 1975; Moreno R., 2000).

No Brasil, a produgdo cafeeira esta concentrada principalmente na regido
Sudeste, onde estao os trés maiores estados produtores: Minas Gerais, Espirito Santo
e Sao Paulo, responsaveis por 49,93, 29,0 e 9,0% da produgao, respectivamente
(Figura 2). Em 2014 a produgéo de café arabica alcangou 32,31 milhdes de sacas,
exibindo uma queda de 15,6% em comparacéo a producéo do ano anterior (CONAB,
2014).

49,9%

Minas Gerais
M Espirito Santo
B Sdo Paulo

Outros

Figura 2. Distribuicdo da producéao de café no Brasil, Adaptado (CONAB, 2014)



2.2 O fungo Hemileia vastatrix, agente causal da Ferrugem Alaranjada do Cafeeiro

O fungo Hemileia vastatrix Berk. & Ber. esta classificado no filo Basidiomycota,
classe = Pucciniomycetes, ordem  Pucciniales, familia Incertae  Sedis

(www.indexfungorum.org). Este fungo é o agente causal da ferrugem alaranjada do

cafeeiro, sendo considerado uma ferrugem microciclica, uma vez que seu ciclo de vida
conta com trés estagios (uredial, telial e basidial). Os urediniésporos dicariéticos séo
responsaveis pela fase propagativa da doenga (Coutinho et al., 1995; Fernandes et
al., 2009).

O género Hemileia foi descrito pela primeira vez por Berkeley e Broome em 1861.
Em 1868, este fungo causou o primeiro grande impacto econémico no Ceilao (hoje Sri
Lanka) (Wellman, 1961). E chamado de Hemileia devido & morfologia dos

uredinidésporos, que possuem uma face lisa e a outra equinulada (Rodrigues, 1990).

Nas Américas, a doencga foi relatada pela primeira vez no Brasil em janeiro de
1970, no Estado da Bahia (Chaves et al., 1970). Dez anos depois, a ferrugem do café
ja havia sido disseminada para os demais paises produtores de café na América
Latina (Schieber e Zentmyer, 1984). Acredita-se que os uredinidosporos do fungo foram
trazidos para as Américas por correntes de ar provenientes de Angola (Bowden et al.,
1971), ou acidentalmente introduzido em plantas, roupas contaminadas ou bagagens
(Kushalappa, 1989) (Figura 3).

Figura 3. Distribuicdo da ferrugem alaranjada do cafeeiro causada por Hemileia vastatrix no
mundo, adaptado (Plantwise, 2014)


http://www.indexfungorum.org/

A ferrugem do cafeeiro € a doenga de maior importancia econémica no contexto
global por afetar principalmente as folhas, ocasionando forte desfolha que reduz a
capacidade fotossintética da planta e leva a morte dos ramos produtivos quando a a
severidade da doencga € muito alta. Como consequéncia, a produtividade é reduzida

e a vida util da lavoura comprometida (Zambolim et al., 1997; Moreno. R. et al., 2000).

Estima-se que na América Latina perdem-se entre 15% a 30% da produgao
mundial por causa da doenga, e caso nao fossem tomadas medidas de controle estas
perdas aumentariam para 30 a 50% (Van der Vossen, 2005). No caso de Coffea
arabica, as redugdes no rendimento da cultura podem variar de 35 a 50% quando as
condicbes sao favoraveis ao desenvolvimento da doencga e ha a auséncia de controle

quimico (Zambolim et al., 2005).

Segundo Cristancho et al, (2012) no periodo de 2008 a 2011, observou-seem
algumas variedades comerciais suscetiveis nas regides produtoras da Colémbia, um
aumento incomum na incidéncia da doenca, além da severidade alta nas folhas
infectadas (> 30%). Dados obtidos por Avelino et al, (2015), no periodo de 2011 a
2013, relatam reducado ao redor de 50% na capacidade de exportagdo na América
Central, devido ao impacto da ferrugem em Coffea arabica. Fatores como as
mudangas climaticas, auséncia das praticas de fertilizagao e a aplicagédo programada
de fungicidas, com um custo de 67 US$/ha, favoreceram a ocorréncia dos surtos
severos da doenca. O Instituto de Café da Costa Rica estimou perdas de mais de
50% na safra 2013-2014 no pais. A América Central, como consequéncia desses
surtos de ferrugem, teve uma perda anual de 96,2% e uma redugéo de 15,4% da

producédo em um ciclo da cultura (SIECA, 2014).

Portanto, o grau de severidade da doenga depende das variedades empregadas,
das condig¢oes climaticas, das medidas de controle adotadas, da carga pendente e do
estado nutricional da planta (Becker et al., 1991).

2.3 Controle Genético da Resisténcia do Cafeeiro a Hemileia vastatrix

O método de controle da ferrugem alaranjada do cafeeiro mais eficaz e menos
agressivo ao meio ambiente € o controle genético. Este € baseado no conjunto de

principios cientificos, metodologias, técnicas e estratégias aplicados na obtencéo de
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genotipos com caracteristicas desejaveis, tendo como processo fundamental a
adaptacao por substituicdo dos alelos sob selecdo. A mutacdo, a hibridagao
interespecifica e a transgenia geram novos caracteres de diversidade no cultivo, o que
permite a obtencdo de germoplasma com caracteres desejados, sendo o

melhoramento um processo ciclico (Levitus et al., 2004)

A ocorréncia de doenga em genotipos previamente resistentes a doencga foi
observada inicialmente em cafeeiros em Java, Indonésia, e na india, no final do século
XIX e no inicio do XX. Em 1932, Mayne, sugeriu a existéncia a existéncia de ragas
fisiolégicas em H. vastatrix. Os estudos realizados no CIFC (Centro de Investigacao
das Ferrugens do Cafeeiro) permitiram identificar, até agora, nove genes de efeito
principal, denominados Sx1 a SH9 (Bettencourt e Rodrigues, 1988; Noronha-Wagner
e Bettencourt, 1967). Os genes Sy1, SH2, SH4 e SH5 foram caracterizados em arabicas
puros da Etidpia, o gene Sy3 foi identificado somente em selegdes da india, porém é
considerado derivado de Coffea liberica e os genes SH6, SH7, SH8, SHO presentes em
derivados do Hibrido de Timor, um hibrido natural proveniente do cruzamento entre
C. arabica e C. canephora. Isso indica que esses genes foram originados do café
robusta (C. canephora), que é o recurso genético mais usado pelos programas de
melhoramento como fonte de resisténcia nas Américas (Rodrigues e Bettencourt,
1975; Bettencourt e Rodrigues, 1988

Os genes de resisténcia identificados em C. canephora (SH6 a SH9) e C. liberica
(SH3) tém proporcionado resisténcia duravel significativa em diferentes regides
avaliadas (Bettencourt, et al., 1982; Sera et al., 2013). Os programas de melhoramento
genético do cafeeiro visando a obtengédo de plantas com resisténcia a ferrugem no
Brasil tém disponibilizado periodicamente aos cafeicultores cultivares comerciais com
resisténcia proveniente do Hibrido de Timor e de seus derivados (Bettencourt e Lopes,
1982). Os genes de resisténcia Sy1, SH2 e Sy4, isolados ou associados, também tem
proporcionado resisténcia duradoura (Sera et al., 2007). O gene SH3 e alguns genes
de C. canephora como o “Hibrido de Timor” e “Icatu” sdo mais eficientes para uma
resisténcia duravel quando usados em associagdes com outros genes Su. (Garcia,
2012).

No entanto, a resisténcia dos cafeeiros melhorados tem sido rapidamente

suplantada pelo patdégeno, dificultando o controle com base no uso exclusivo de



variedades resistentes (Zambolim et al., 2005). Estudos desenvolvidos por Sera et al.,
(2007evidenciaram uma alta suceptibilidade em gendtipos de cafeeiro que possuem
0 gene Sy 2 quando desafiados com ragas de H. vastatrix portadoras do gene de
viruléncia (v2). Ja os gendtipos de cafeeiro portadores dos genes Sy 1 e Sy 4
apresentam resisténcia a doenca em campo quando desafiados com ragas (v1) e (va),

respectivamente.

2.4 Variabilidade Genética de Hemileia vastatrix

A geragao de variabilidade genética no fungo pode ser explicada por um
fendmeno natural denominado “fenbmeno-Kamat”, em que a cariogamia e a meiose
acontecem dentro do urediniésporo de H. vastatrix (Rajendren, 1967). Carvalho et al.,
(2011), por meio de estudos de citometria de fluxo, comprovaram que nos
urediniésporos pode ocorrer ocorre a cariogamia seguida da haploidizagao. Isso pode
explicar a alta diversidade genotipica verificada nas populagdes de H. vastatrix (Nunes
et al., 2009; Maia et al., 2013), contribuindo para o surgimento frequente e rapido de
novas ragas do patdgeno (Capucho et al., 2012; Gouveia et al., 2005; Romero et al.,
2014).

Os estudos de variabilidade genética de H. vastatrix geralmente foram feitos
através de testes de inoculacido na série diferenciadora de cafeeiro. Apds a criagao
do Centro de Investigacado das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Oeiras, Portugal,
em 1955, foram desenvolvidas pesquisas sobre a especificidade fisiolégica de H.
vastatrix (D’Oliveira, 1965). Os estudos permitiram a caracterizagdo de mais de 45
racas do fungo (Varzea e Marques, 2005; Silva et al., 2006) e a definicao de 40 grupos
fisiolégicos de cafeeiro caracterizados pela reacédo diferencial de H. vastatrix
(Bettencourt, 1981; Rodrigues e Bettencourt, 1975).

No Brasil, 15 ragas fisioldgicas ja foram descritas (1, Il, lll, VII, X, X, XV, XVI,
XVII, XX, XX, XXIV, XXV ou XXXI, XXXIII, XXXVII) (Cabral et al., 2009; Capucho
et al., 2012; Zambolim et al., 2005;), sendo a raga Il predominante nos estados
produtores (Zambolim et al., 2005). E importante ressaltar também a ocorréncia de
racas identificadas com amplo espectro de viruléncia, como por exemplo, a raca
XXX (v2,56,7,9) (Cabral et al., 2009), e a ragca XXXVII (v1,2,56,7,9), como também da
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possibilidade de ocorréncia da raga XXXIX (v2,4,56,7,89) na Célombia, com sete genes
de viruléncia presente (Sera et al., 2007). Essa alta variabilidade do fungo representa

um grande desafio aos melhoristas na busca por cultivares com resisténcia duravel.

Um dos objetivos de um programa de melhoramento genético € incorporar
genes de resisténcia para o controle das doengas. Por isso, € necessario conhecer a
diversidade genética e a estrutura das populagdes, assim como compreender a
variabilidade dos isolados de H. vastatrix (McDonald e Linde, 2002). O conhecimento
das racas fisiologicas do patégeno é muito importante, pois estudos desenvolvidos
apresentam evidéncias de variagbes na patogenicidade dentro do patossistema

Hemileia-Cafeeiro (Rodrigues e Bettencourt, 1975).

2.5 O Sistema imune das plantas e as proteinas efetoras

As plantas dependem da imunidade inata para se defenderem dos patdgenos,
independentemente do tipo de organismo associado as mesmas. Durante o processo
evolutivo, as plantas desenvolveram duas principais linhas de defesa. A primeira é
chamada imunidade desencadeada por PAMPs (Pathogen Associated Molecular
Patterns), também conhecida como PTI (PAMP-Triggered Immunity). Ja a segunda é
desencadeada pelo reconhecimento de proteinas efetoras (Effector-Triggered
Immunity) (Jones e Dangl, 2006; Boller e Felix, 2009; Dodds e Rathjen, 2010).

A primeira linha de defesa, PTI, utiliza receptores localizados na membrana
plasmatica, denominadas PRRs (Pattern Recognition Receptors) que reconhecem
proteinas ou padrbes moleculares conservados associados a agentes patogénicos
(PAMPs) (Zipfel, 2009). Geralmente sao proteinas relacionadas as caracteristicas
estruturais, como a quitina e a flagelina (Jones e Dangl, 2006; de Wit, 2007). A quitina
€ o principal componente estrutural da parede celular fungica (de Wit et al, 2009;
Stergiopoulos e de Wit, 2009) e a flagelina é uma subunidade que compreende o
filamento flagelar em bactérias (Zipfel e Felix, 2005). A PTI é suficiente para prevenir
a infecgdo pelo seu amplo espectro. Porém, muitos agentes patogénicos tém
adquirido a capacidade de produzir proteinas efetoras capazes de suplantar ou
suprimir PTI e, por conseguinte, contribuir para a viruléncia do agente patogénico
gerando susceptibilidade na planta (Win et al., 2012).
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Em contraste, uma segunda linha de defesa foi desenvolvida pelas plantas e é
induzida pelo reconhecimento direto ou indireto das proteinas efetoras do patégeno
pelas proteinas R. As proteinas efetoras sdo pequenas moléculas secretadas pelos
organismos associados as plantas, com a capacidade de modificar a estrutura e
funcao da célula hospedeira (Hogenhout et al., 2009). Contribuem com o parasitismo
por meio da supressado e/ou suplantagdo das respostas de defesa do hospedeiro
conseguindo alterar suas fungdes fisioldgicas (Dodds et al, 2006; Kamoun, 2009).
Muitas delas s&o reconhecidas pelo sistema imune da planta mediado pelos genes R,
desencadeando uma resposta rapida de hipersensibilidade, sendo nesta situacgao,

denominadas proteinas de aviruléncia (Heath, 2000).

As proteinas codificadas pelos genes R, possuem dominios conservados na
sua estrutura, o que permitie classifica-las em diferentes classes. A classe de maior
frequéncia tem o dominio conservado NBS-LRR (Nucleotide Binding Site - Leucine
rich repeat), Essa classe pode ser dividida em duas sub-classes dependendo da
regidao N-terminal. A primeira subclasse possui uma extremidade TIR (Toll/Interleukin
-1 Receptor) como, por exemplo, as proteinas L6, RPP5 e RPP1. A segunda
subclasse é caracterizada por possuir uma extremidade LZ — (Leucine Zipper), como
por exemplo as proteinas codificadas pelos genes RPS2, RPM1 em Arabidopsis e /2,
Mi, e Prf (Jones e Dangl, 2006). Com base nesses dominios conservados, um grande
numero de genes de resisténcia tem sido isolados e caracterizados em diversas

espécies de plantas (Richter e Ronald, 2000; Sharma et al., 2009)

Grande parte dos fungos e oomicetos fitopatogénicos colonizam os espagos
intercelulares dos tecidos vegetaise secretam efetores por meio dos haustorios
(Catanzariti et al., 2007; Ellis et al., 2009; Win et al., 2012; Petre e Kamoun, 2014). Os
fungos causadores de ferrugens formam haustérios, estrutura especializada na
absorcao de nutrientes e secrecado de proteinas efetoras na matriz extra-haustorial.
Tais efetores sao translocados para dentro da célula do hospedeiro, por mecanismos
ainda desconhecidos, induzindo alteragdes estruturais, celulares e bioquimicas
(Catanzariti et al., 2007; Petre e Kamoun, 2014).
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2.6. O processo infeccioso de Hemileia vastatrix

Fungos biotroficos como os causadores das ferrugens s&o inteiramente
dependentes das células do hospedeiro vivo para o seu crescimento e reprodugao
(Heath, 2000; Panstruga, 2009). Sendo assim, estes patdgenos possuem
caracteristicas peculiares que os distinguem dos demais: (i) estruturas de infec¢ao
altamente desenvolvidas; (ii) atividade secretora limitada, especialmente de enzimas
liticas; (iii) camadas interfaciais que separam as membranas plasmaticas de fungos e
de plantas, ricas em proteinas e carboidratos; (iv) possuem hifa especializada
chamada haustorio, que esta envolvida na absorgcéo e no metabolismo de nutrientes;
(v) secretam proteinas efetoras para suplantar resposta de defesa do hospedeiro e
induzir genes especificos no hospedeiro para o estabelecimento da interacéo
biotréfica (Mendgen e Hahn, 2002; Panstruga 2009).

A fase dicaridtica de H. vastatrix é caracterizada por varias alteracdes
morfogenéticas (Mendgen e Hahn, 2002). Os eventos relacionados a patogénese sao
especificos e se iniciam com a adesao de urediniésporos (UR) na face abaxial das
folhas do cafeeiro. Apds essa adesao ocorre a germinagao, por meio do alongamento
do tubo germinativo, que se desenvolve para encontrar um estémato e logo inicia a
formacgao do apressorio (AP) (Fig. 4). O apressorio se diferencia em hifa primaria
(HiP), que penetra através dos estématos (a partir de 12h apds a inoculagao) mediante
uma hifa de penetracdo. A medida que avancga é produzida duas ramificacdes laterais
grossas na extremidade, semelhantes a ancoras (AN), as quais irdo formar a célula-
mae do haustério (CMH) e o haustério primario (HP) (a partir de 36h apds a
inoculagao) nas células subsidiarias ou estomaticas adjacentes antes da colonizagao
do mesdfilo (Fig. 4). O fungo segue seu crescimento, intercelularmente, com a
formacdo de hifas, CMH e um grande numero de haustérios, nas células do
parénquima esponjoso, palicadico e até mesmo da epiderme superior. A formagéao
destas estruturas em células epidérmicas € uma caracteristica unica de H. vastatrix
(Ramiro et al., 2009).
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Figura 4. llustracdao esquematica da fase inicial de desenvolvimento de Hemileia
vastatrix nos tecidos do cafeeiro. Apds a germinacao de urediniésporo (Ur) e formagao de
apressorio (Ap), o patégeno diferencia uma hifa de infecgéo primaria intercelular (HiP), que
forma a célula-mae do haustério (CMH), a partir do qual o haustério primario (HP) é formado
dentro da célula subsidiaria (s) e ao lado (A) dos estdbmatos (E). Quando as hifas primarias
chegam no mesdfilo (M), ocorre o desenvolvimento de uma vesicula em forma de &ncora (An)
na camara subestomatica. A partir das extremidades dos bragos da ancora, novas CMH sao
formadas e os haustdrios secundarios (SH) sao produzidos nas células do mesdfilo (M). (Ep):
epiderme; (G): células-guarda. (Adaptado de Ramiro et al, 2009)

Durante a penetragdo dos haustérios no interior das células do hospedeiro
ocorre a dissolugcédo localizada da parede celular, seguida da invaginagdo da
membrana celular da planta, formando uma membrana extra-haustorial ao redor do
haustorio (Fig. 5). Na interface entre a parede celular do haustério e a membrana
extra-haustorial forma-se uma camada de substancias gelatinosas, rica em
carboidratos, denominada matriz extra-haustorial (Catanzariti et al., 2007). Os
haustorios sdo o principal sitio de absorc¢ao de nutrientes a partir do hospedeiro e sdo
determinantes para a fase biotréfica da infeccdo. Essas estruturas possuem
transportadores de aminoacidos, transportadores de agucares e bombas H*ATPases

envolvidas no transporte ativo de nutrientes provenientes das células do hospedeiro

13



(Mendgen e Hahn, 2002). A formagcdo do haustério também induz alteracdes
estruturais na célula hospedeira, tais como o rearranjo do citoesqueleto, a migragao
do nucleo e condensagao da cromatina (Mendgen e Hahn, 2002). Acredita-se que
estas alteragbes sdo induzidas pela acdo das proteinas efetoras sintetizadas no
haustorio, que sao secretadas na matriz extracelular e translocadas para dentro da

célula da planta (Figura 5).

‘ / Haustério
/-/’

Figura 5. A interface haustoério-hospedeiro. Esquema do haustério em uma célula do
cafeeiro mostrando a membrana extra-haustorial (ME), extracelular (EM) e a matriz haustorial
(MH). Proteinas efetoras s&o segregadas na matriz haustorial e extra-haustorial. Um
subconjunto de proteina € translocado para a célula hospedeira diretamente através do
haustorio (1) ou por meio de vesiculas das endomembranas do sistema de menbranas do
hospedeiro (2). Uma vez dentro do citoplasma do hospedeiro, o efetor pode alterar as vias
metabdlicas e a resposta de defesa. Proteinas efetoras que sao reconhecidas por proteinas
de resisténcia (R) sdo denominadas proteinas de aviruléncia (Avr). Este reconhecimento
desencadeia as respostas de defesa da planta. Outras proteinas efetoras produzidas pelo
patdgeno podem se dirigir as organelas, tais como o nucleo, onde podem modificar a
transcricado de genes de plantas. Os efetores secretados a partir das hifas também podem
entrar nas células hospedeiras através de um mecanismo ainda desconhecido (3), e quando
reconhecidos por uma proteina de resisténcia, também podem desencadear respostas de
defesa (Adaptado de Catanzariti et al., 2007; Petre e Koumon, 2014).
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2. 7. Identificagao e caracterizagao funcional de genes efetores

As estratégias para a detec¢cdo de genes que codificam proteinas efetoras
envolvem diferentes areas de conhecimento, como bioquimica, genética, genémica e
bioinformatica. Essas estratégias compreendem duas etapas principais: (i) a utilizagao
da bioinformatica para identificar genes candidatos, satisfazendo uma lista de critérios
especificos e, (ii) validagdo dos genes candidatos usando critérios funcionais, como a
expressao transitoria em plantas e avaliacdo da atividade efetora das proteinas
codificadas (Kamoun, 2006). A aplicacao destas estratégias permitiu a identificagao
de genes que codificam proteinas efetoras em fungos filamentosos e oomicetos (Ellis
et al., 2009).

Uma abordagem de anadlise funcional de proteinas efetoras de patégenos
biotréficos de plantas € a sua expressao transiente no citoplasma da célula de
genotipos resistentes. Bioensaios com efetores de Phytophthora infestans
agroinfiltrados em Solanum spp. tiveram a capacidade de induzir resposta de
hipersensibilidade ou morte celular (Vleeshouwers et al., 2006). Isso também ocorre
nas ferrugens, como no caso da expressao da proteina AvrL567 no citoplasma da
célula, que induz uma reacgao de hipersensibilidade dependente das proteinas NBS-
LRR L5, L6 ou L7 do linho (Linum usitatissimum) (Dodds et al., 2004).

Muitas das proteinas efetoras em fungos filamentosos sdo expressas durante
as diferentes etapas do parasitismo. (Hacquard et al., 2012; Kleemann et al., 2012;
Win et al., 2012). Estudos realizados no patossistema Hemileia-cafeeiro, demostraram
que na fase de formagao dos uredinosporos (21 dias apds a inoculagéo) (Fernandez
et al, 2012), na fase de formagao do apressorio sdo expressos genes que codificam
proteinas com caracteristica de efetores (Cristancho et al., 2014; Talhinnhas et al,
2014). Maia (2013) demonstrou que 22 genes que codificam proteinas efetores sédo
regulados positivamente durante a fase biotrofica. Adicionalmente, Maia (2013)
utilizando o sistema EDV (Effector Detector Vector) para a expressao transiente do
efetor candidato HvEC-016 no citoplasma de cafeeiros resistentes, evidenciou uma
atividade de aviruléncia para a proteina efetora HvEC-016 em gendtipos de cafeeiros
com o gene SH1.
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O sistema EDV desenvolvido por Sonh et al., (2007) permite a translocagao de
uma proteina efetora para o citoplasma vegetal mediado pelo Sistema de Secregao
Tipo Il (SST3) da fitobactéria transformada com o vetor pEDV (Figura 6). Mediante a
clonagem de genes in frame com uma sequéncia que codifica um peptideo de 136
aminoacidos localizado na regido N-terminal da proteina efetora AvrRps4, que sinaliza
a secregao para o SST3 de Pseudomonas, foi possivel a translocagao das proteinas
efetoras ATR1 e ATR13 de Hyaloperonospora arabidopsidis (anteriormente

Hyaloperonospora parasitica).

Induz Susceptibilidade e permite
a proliferacéio e manipulacéo

Figura 6. Representacdo esquematica da translocagdo de proteinas efetoras no
citoplasma da da célula vegetal mediada pelo vetor pEDV. O gene que codifica a proteina
efetora éclonado in frame com a sequéncia de nucleotideos que codifica o sinal de secreg¢ao
de 136 aminoacidos da proteina efetora AvrRps4 que direciona a secregao por SST3. O
contato das bactérias com a célula hospedeira desencadeia a formacdo de SST3 e a
expressao da proteina efetora. Apds a translocacao, a proteina pode ser reconhecida por
proteinas efetoras R e desencadear a resposta de defesa da planta, o que restringe o
crescimento de bactérias. Se a planta tem uma proteina R que é capaz de reconhecer a
proteina efetora, é possivel interferir na sua célula alvo, o que contribui para o crescimento e
desenvolvimento dos sintomas da doencga bacteriana.

O SST3 é um sistema complexo composto por mais de 20 proteinas e
assemelha-se a um dispositivo em forma de agulha, que atravessa a membrana
interna e externa da célula bacteriana e se estende para um canal, o pilus, para a
membrana da célula da planta, permitindo a secrecao e a translocacao de proteinas

efetoras no citoplasma da célula vegetal (Figura. 7).
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Figura 7. Representacao esquematica do transporte de proteinas efetoras pelo sistema
de secregao do Tipo lll (T3SS). O corpo basal do SST3 se estende através da membrana
interna (MI) e da membrana externa (ME) bacteriana, conectando-se a um pilus extracelular
em forma de agulha que atravessa a parede celular vegetal (PC) e contacta a membrana
plasmatica, (MP). Associado ao pilus encontra-se o complexo de translocagao (translocon)
(T), que forma um canal protéico que executa a passagem das proteinas efetoras para o
citoplasma da célula vegetal. (Adaptado de Buttner e He, 2009).

Fabro et al., (2011) também utilizaram o sistema EDV para analise funcional de
efetores putativos de H. arabidopsidis por meio do SST3 de Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000-LUX (Pst), em Arabidopsis e em nabo (planta ndo hospedeira).
Nesse estudo, 70% dos efetores candidatos contribuiram positivamente para o
crescimento bacteriano de Pst DC3000-LUX em mais de um acesso de Arabidopsis
avaliado, o que indica que esses efetores contribuem para uma maior agressividade
de H. arabidopsidis. De forma geral, grande parte desses mesmos efetores
suprimiram a deposigéo de calose, que € uma evidéncia citolégica da ativagao da PTI
como resultado do reconhecimento de PAMPs. No entanto, nenhum efetor foi capaz
de induzir morte celular macroscopica tipica de HR nos diferentes acessos inoculados,

ou seja, Fabro et al., (2011) ndo conseguiram identificar nenhum gene de aviruléncia.

Com o objetivo de desenvolver métodos para detectar e quantificar
rapidamente a contribuicdo de efetores candidatos de H. arabidopsidis, Badel et al.,
(2013) utilizaram o sistema EDV para translocar efetores via SST3 de Pst DC3000.
Esses autores inocularam misturas de clones bacterianos expressando diferentes
efetores e estimaram a contribuicado de efetores individuais, através do calculo da
abundancia de cada efetor candidato na populagao bacteriana recuperada, a partir de
folhas aos trés dias apos a inoculagcdo, em relacdo a abundancia no inéculo misto
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inicial. Foram identificados efetores que contribuem positivamente para o crescimento
de Pst DC3000 em alguns acessos de Arabidopsis. Os efetores HaRxLL464,
HaRxL75, HaRxL22, HaRxLL441 e HaRxL89 foram capazes de suprimir PTI.

Sharma et al., (2013) também utilizaram o sistema EDV para translocar as
proteinas efetoras AVR-Pik e AVR-Pii de Magnaporthe oryzae para o citoplasma de
arroz, utilizando o SST3 de Burkholderia glumae, um patdégeno emergente nessa
cultura. A translocagao de AVR-Pik e AVR-Pii para o citoplasma de cultivares de arroz
contendo os genes R cognatos revelou atividade de aviruléncia. Além disso, o efetor
AVR-Pik reduziu e atrasou a HR desencadeada por B. glumae em Nicotiana
benthamiana (planta ndo hospedeira), indicando uma atividade supressora de morte
celular. Esses resultados reforcam o potencial do sistema EDV para elucidar o papel

de efetores de fungos durante a interagdo com plantas hospedeiras e naohospedeiras.

Upadhyaya et al., (2014) utilizaram o sistema de Pseudomonas fluorescens
EtHAn para avaliar a translocacdo da proteina candidata a efetor AvrRpm1 de
Puccinia graminis f. sp. tritici, agente causal da ferrugem do caule em trigo. Eles
confirmaram a translocagcdao do efetor por meio da quantificagdo da atividade
calmodulina dependente de adenil ciclase (CyA) que € ativa em procariotos na
presenca da calmodulina, que ndo sido capazes de produzir essa proteina. A
quantificacdo da atividade enzimatica nas células vegetais inoculadas permitiu
comprovar a translocagcdo da proteina efetora para dentro da célula vegetal e a
efetividade deste sistema para a analise funcional de genes candidatos a efetores em

trigo.

O sistema EDV também pode ser uma ferramenta util para analise funcional de
efetores em H. vastatrix. Na interacdo Hemileia-cafeeiro, estudos citolégicos e
bioquimicos tém mostrado que a resisténcia do cafeeiro €, em geral, do tipo pos-
haustorial e estando associada a inducéo de reagéo de hipersensibilidade (HR) (Silva
et al., 2002; Silva et al., 2006; Ramiro et al., 2009). Assim, é possivel que proteinas
efetoras produzidas no haustorio e translocadas para o citoplasma do cafeeiro sejam
reconhecidas pelas proteinas codificadas pelos genes Sh, que conferem ao cafeeiro
resisténcia a ferrugem. Devido ao fato do cafeeiro ser suscetivel a Pseudomonas
syringae pv. garcae, agente causal mancha aureolada do cafeeiro, o sistema pEDV é

uma ferramenta promissora para estudos funcionais em H. vastatrix.
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MATERIAL E METODOS

3.1 Analise de expressao transiente dos candidatos a efetores de H. vastatrix em
folhas de cafeeiro mediada pelo sistema pEDV e pelo Sistema de Secrec¢ao Tipo
lll de Pseudomonas syringae pv. garcae.

3.1.1 Gendtipos de cafeeiro inoculados

As plantas propagadas vegetativamente e utilizadas para os ensaios de
infiltrac&o pertencem a colegéo de gendtipos de cafeeiros diferenciadores de ragas de
H. vastatrix do CIFC, do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vigosa, os quais se distinguem pela presenca de diferentes genes de resisténcia a
ferrugem.Cultivares comerciais de café com diferentes genes Sy também foram

utilizados para realizagéo dos estudos funcionais (Tabela 1).

Os cafeeiros diferenciadores foram propagados vegetativamente por meio de
enraizamento de estacas e/ou por enxertia utilizando o “Catuai Vermelho IAC-44"
como porta-enxerto. Apds quatro meses de enviveiramento, quando as mudas
apresentaram dois a trés pares de folhas foram transferidas para casa de vegetagao

do Departamento de Fitopatologia/UFV.

Os clones diferenciadores e os cultivares comerciais de café foram cultivados
em vasos plasticos de 5 litros de capacidade, contendo substrato constituido de terra
de camada subsuperficial e esterco de curral curtido, na proporcédo de 3:1, adubado
com 1,5 Kg de NPK na formulagdo 4-14-8 por m?® de substrato. Foram efetuados
tratamentos fitossanitarios para controle de cochonilha, acaro e pulgdes e foi feita

adubacao com solugao nutritiva para corregao de deficiéncia de micronutrientes.
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Tabela 1. Reacéo diferencial de gendtipos de cafeeiros a inoculagdo com isolado
de H. vastatrix HV-01 e a infiltragdo de Pseudomonas syringae pv. garcae.

= Reacéo a
Genotipos de cafeeiros Ge_neﬂs d? Reagaoba Pseudomonas syringae pv.
resisténcia HV-01 garcae.
128/2 - Dilla & Algue Sh1 Resisténcia Susceptibilidade
644/18 - H. Kawisari Sn? Resisténcia Susceptibilidade
785/15 Catucai vermelho Sn? Susceptibilidade Susceptibilidade
24/137 Catucai Amarelo Sn? Susceptibilidade Susceptibilidade
IAC44 Catuai Vermelho Snb Susceptibilidade Susceptibilidade
134/4 - S 12 Kaffa Sn1,4 Resisténcia Susceptibilidade
87/1 - Geisha Sn1,5 Resisténcia Susceptibilidade
IPR 105 Sn2,3 Resisténcia Susceptibilidade
1006/10 - KP 532 Sn1,2,5 Resisténcia Susceptibilidade
H153/2 Sn1,3,5 Resisténcia Susceptibilidade
635/3 Sn1,4,5 Resisténcia Susceptibilidade
HW 17/12 Sn1,2,4,5 Resisténcia Susceptibilidade
H147/1 S12,3,4,5 Resisténcia Susceptibilidade
H420/10 Sk 5,6,7,9 Resisténcia Susceptibilidade
IAPAR 59 Sk 5,6,7,8,9,? Resisténcia Susceptibilidade
IPR 107 Sn 5,6,7,8,9,? Resisténcia Susceptibilidade

3.1.2 Obtencao de clones de Pseudomonas syringae pv. garcae contendo genes
de Hemileia vastatrix candidatos a efetores corretamente clonados no vetor
pEDV6.

Com base em estudos prévios realizados por Maia (2013), selecionaram-se
seis genes (HVEC 016, HvVEC_006, HvEC 054, HYEC 057, HVYEC 081, HVEC 101)
que codificam proteinas secretadas pelo isolado monopustular de H. vastatrix Hv-01.
A partir dessas sequéncias foram desenhados oligonucleotideos iniciadores sem a
regido que codifica o peptideo sinal, acrescentado do sitio CACC no iniciador Forward
para clonagem pelo sistema Gateway® (Invitrogen). Os clones foram amplificados a
partir de cDNA, sintetizado a partir de RNA extraido de folhas de café infectadas por

H. vastatrix. Em seguida, os amplicons foram clonados no vetor de entrada pENT/D-
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TOPO (Invitrogen), sendo posteriormente mobilizados para o vetor de destino pEDV6
(Figura 8), seguindo as instrugdes do manual Gateway LR Clonase |l Enzyme Mix
(Invitrogen). Efetuou-se o sequenciamento dos clones com os oligonuleotideos M13F
e M13R, para confirmacgao das clonagens das ORFs HvVECs in frame com a sequéncia
que codifica o peptideo AvrRps4N. As constru¢cdes pEDV::HVECs foram mobilizadas
para Pseudomonas syringae pv. garcae (Psg1723) por eletroporagcdo. As células
transformadas foram selecionadas em meio seletivo contendo os antibiéticos
rifampicina (100 pg/mL) e gentamicina (25 pg/mL). O vetor pEDV6 foi gentiimente
cedido pelo Dr. Jonathan D. G. Jones do The Sainsbury Laboratory, Inglaterra. A
estirpe de Pseudomonas syringae pv. garcae 1723 foi obtida da Colecao de Culturas

de Fitobactérias do Instituto Biolégico, Sao Paulo-SP.
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Figura 8. Mapa do vetor pEDV6. Vetor utilizado para expressar as proteinas HvECs de H.
vastatrix em Pseudomonas syringae pv. garcae. AvrRps4 promoter é o promotor do gene que
codifica a proteina efetora AvrRPS4; AvrRps4 (aa 1-137) representa a sequéncia que codifica
o peptideo sinal que direciona a secrecao pelo Sistema de Secrecao Tipo Ill (SST3). Este
peptideo é reconhecido e clivado por proteases da planta na sequéncia GGGKRVY.
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3.1.3 Analise funcional dos genes candidatos a efetores em gendtipos de
cafeeiros baseado no SST3 de Pseudomonas syringae pv. garcae

As células de Pseudomonas syringae pv. garcae transformadas com as
construgbes pEDV::HVECs foram estriadas em placas de meio King Bysclido) cOm
rifampicina (100 ug/mL) e/ou gentamicina (25 ug/mL) e crescidas a 28°C por 48 horas.
As células foram ressuspendidas em solugao salina de cloreto de magnésio (MgClz, a
10 mM) e centrifugadas a 5.000 rpm, por 10 minutos, a 22°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em 30 mL de solugcdo salina.
Determinou-se a concentracdo da suspensio bacteriana pela leitura da densidade
otica (OD) no espectrofotdmetro Bio-Rad SmartspecTM Plus (Bio-Rad) (Figura 9-A).
A concentragao da suspensao bacteriana foi ajustada uma densidade 6tica ODsoo =
0,2 (aproximandamente 2 x 107 UFC/mL) e as infiltragbes foram realizadas com o
auxilio de seringas hipodérmicas em folhas de cafeeiros. As suspensdes bacterianas
foram também infiltradas em tabaco (Nicotiana tabacum L.) para verificar se a
expressdo dos genes HvECs poderia interferir na funcionalidade do SST3 de
Pseudomonas syringae pv. garcae Adicionalmente, verificou-se a possibilidade dos
HVECs atuarem como supressoras de morte celular em folhas de tabaco variando a
densidade de indculo infiltrado. Como controle negativo utilizou-se a bactéria
selvagem Pseudomonas syringae pv. garcae estirpe 1723 e a bactéria Pseudomonas
syringae pv. garcae transformada com pEDV::vazio. Posteriormente, as plantas foram
transferidas para camara de crescimento a 25°C e 12 horas de fotoperiodo, onde
permaneceram por seis dias, sendo avaliadas a partir do terceiro dia apés infiltracao.
(Figura 9-B)

3.1.4 Determinagao do crescimento de populagdes de Pseudomonas syringae pv.
garcae in vivo.

O crescimento das populagdes de Pseudomonas syringae pv. garcae 1723
(estirpe selvagem) e Pseudomonas syringae pv. garcae contendo as construgdes
pEDV::vazio e pEDV::HvEC_016 foram avaliadas no limbo foliar dos gendétipos de
cafeeiro da série diferenciadora de racas de H. vastatrix portadores do gene de
resisténcia Sy1: 128/2 Dilla & Algue (SH1), 134/4 - S12 Kaffa (Sw 1,4), 87/1 Geisha
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(SH1,5), 1006/10 - KP 532 (SH 1,2,5), H153/2 (SH 1,3,5), 635/3 (SH 1,4,5), HW17/12 (SH
1,2,4,5). Adicionalmente, gendtipos portadores de genes de resisténcia Sy na
auséncia do gene Sy 1, Catuai Vermelho "IAC-44" (SH5), H147/1(SH 2,3,4,5), H420/10
(SH 5,6,7,9) e cultivar comercial IAPAR 59 (Sy 5,6,7,8,9,?) foram infiltrados com as
mesmas bactérias para avaliar a hipétese de que a proteina efetora HvVEC-016
contribui para a viruléncia de Pseudomonas syringae pv. garcae quando a bactéria é

infiltrada em gendtipos de cafeeiro com a auséncia do gene de resisténcia SH1.

O experimento foi realizado pelo método de diluicdo e contagem das colbnias
em placas, conforme descrito por Oliveira et al. (1991), com algumas modificagdes.
As culturas de Pseudomonas syringae pv. garcae estirpe 1723 (selvagem) e contendo
as construcdes pEDV::.vazio e pEDV::HVEC 016 foram ressuspendidas em tampao
MgCl2 10 mM. Essas suspensdes tiveram uma densidade 6tica ODsoo = 0,0001
(aproximandamente 1 x 10* UFC/mL). As suspensdes foram injetadas, com o uso de
seringas hipodérmicas, em folhas novas de cafeeiro, completamente expandidas, de
modo a ocupar todos os espacos entre as nervuras laterais das folhas. Este fato péde
ser observado quando todo o limbo foliar apresentou-se encharcado. Foram
inoculadas trés folhas para cada tratamento. Com auxilio de um furador metalico,
foram retirados dois discos de folha de 0,75 cm de didmetro, em intervalos de 0, 72 e
96 horas ap6s a infiltracdo. Cada disco de folha foi macerado em tubos de 1,5 mL,
contendo 250 ul de tampao MgCl2 10mM. De cada macerado, obtiveram-se diluigdes
sucessivas de 101 a 10°. Em placas de Petri, que continham meio King Bisslido) cOM
rifampicina (100 upg/mL) e/ou gentamicina (25 pg/mL), foi adicionado 0,1 mL da
diluicao correspondente. As placas foram incubadas a 28°C, por 48 horas, e procedeu-

se a contagem do numero de colonias. (Figura 9-C)

3.2 Estimativas do crescimento de populagcoes de Pseudomonas syringae pv.
garcae in vitro

O crescimento das populagdes de Pseudomonas syringae pv. garcae 1723
(estirpe selvagem) e de Pseudomonas syringae pv. garcae transformadas com as
construgdes pEDV::vazio e pEDV::HVEC_016 foram avaliadas no meio liquido King B
contendo os antibiéticos adequados. O experimento foi realizado pelo método da
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leitura da densidade otica (ODsoo) das concentragdes das bactérias em meio liquido.
As culturas de bactéria foram ressuspendidas em tampao MgCl2 10 mM e uma
densidade otica ODsoo = 0,2 (aproximandamente 2 x 108 UFC/mL). Adicionou-se 1mL
das suspensdes bacterianas em 16 mL de meio, contendo os antibiéticos adequados.
O experimento foi conduzido em triplicata e as amostras foram lidas em intervalos de
3 em 3 horas apos a incubagéo no shaker (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33,
36, 39, 42, 45, 48, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 69, 72, 75,78 e 81) a 28°C, 280 rpm. (Figura
9-D)

3.3 Resposta de Hipersensibilidade em Tabaco

Sementes de N. tabacum cv. Havana foram semeadas em vasos de 2 litros
contendo substrato. Trinta dias apos a semeadura, as mudas foram transplantadas
para vasos de 1 litro. As plantas foram mantidas em cadmara de crescimento a 25°C e

aproximadamente 12 horas de fotoperiodo, antes e apds a inoculagao.

As suspensdes bacterianas foram ajustadas para ODesoo (2,0; 1,2; 0,6 e 0,2) tal
como descrito na subsecéo respectiva tanto dos controles como os candidatos. As
suspensdes foram inoculadas em folhas de tabaco N. tabacum cv. Havana e
realizaram-se duas réplicas bioldgicas. A inoculagao foi realizada por infiltracao de
suspensdes bacterianas nos espacos intercelulares via face abaxial da folha, com o
auxilio de uma seringa de 1 mL descartavel sem agulha (Thomas et al, 2009; Sharma
et al, 2013; Du et al, 2014). Aproximadamente 48 horas apods a inoculagéo, observou-
se a ocorréncia de HR (necrose no tecido infiltrado) ou supressao de morte celular
(n&o necrose). Pseudomonas syringae pv. garcae 1723, estirpe selvagem, foi utilizada
como um controle positivo para a indugcdo de HR em plantas ndo hospedeiras e

solugédo 10 mM de MgCl2 como controle negativo.
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Figura 9. Esquema da metodologia utilizada a analise funcional dos genes candidatos
a efetores. (A) Esquema de selegcdo de bactérias e ajuste da densidade ética ODsgo (B)
Metodologia para infiltracdo transiente em gendtipos de cafeeiro; (C) Metodologia de
crescimento de populagdes de Pseudomonas syringae pv. garcae in vivo; (D) Metodologia de
crescimento de populacdes de Pseudomonas syringae pv. garcae in vitro.
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RESULTADOS

4.1 Clonagens dos genes candidatos a efetores de H. vastatrix no vetor pEDV6 e
analise de expressao transiente em folhas de cafeeiro mediado pelo SST3 de
Pseudonomas syringae pv. garcae.

Dos 17 clones HvECs sequenciados, seis candidatos (HvEC 016, HVEC 006,
HVEC 054, HVEC 057, HYEC 081 e HVEC _101) apresentaram orientagdo correta no
vetor pEDV6, com o cddon de parada e sem o sinal de secrecgao. Estes clones foram
selecionados para analises de expresséao transiente em folhas de cafeeiros mediada

pelo SST3 de Pseudomonas syringae pv. garcae estirpe 1723 (Psg 1723).

Os ensaios de infiltragdo neste estudo mostraram que cafeeiros portadores do
gene Sy1, isolado ou associado a outros genes Sy, ndo desenvolveram sintomas de
necrose quando desafiados com o clone Psg 1723 pEDV::HVEC_016. Por outro lado,
observaram-se sintomas de doencga, caracterizados por necrose, em folhas de
cafeeiros contendo o gene Sy1 quando as plantas foram infiltradas com os controles

positivos (clone Psg 1723 pEDV::vazio e Psg 1723 selvagem) (Figura 10).

Curiosamente, do mesmo modo que o clone Psg 1723 pEDV::HvVEC 016, os
clones pEDV::HVEC_006, pEDV::HVEC 054, pEDV::HVEC_ 057, pEDV::HVEC 081 e
pEDV::HVEC 101 ndo induziram sintomas de necrose em genétipo de cafeeiro
contendo o gene Sy7 (Figuras 11, 12, 13, 14, 15). Porém, em gendtipos de cafeeiro
nos quais o gene Sy71 esta ausente, os clones induziram sintomas de necrose que se

iniciavam trés dias apds as infiltragcbdes (Figura 10, 11,12,13,14,15).

Os controles positivos (Psg 1723 pEDV:vazio e Psg 1723 selvagem)
apresentaram o mesmo padrao nas expressoes fenotipicas das interacbes Psg 1723-
cafeeiro. Os ensaios foram repetidos visando comparar os sintomas da doenca
induzidos pelo clone Psg 1723 pEDV:vazio, com os outros clones Psg 1723
pEDV::HVECs. Os HVECs induziram uma reacao de resisténcia em gendtipos de
cafeeiro portadores do gene Sy71. Os resultados das reagdes diferenciais entre os

clones Psg pEDV::HVECs e os gendtipos de cafeeiro avaliados estdo na tabela 2.

26



Tabela 2. Reacao diferencial de genétipos de cafeeiro a inoculacdo com isolado de H. vastatrix HV-01 e a infiltracdo de Pseudomonas
syringae pv. garcae transformada com as construcdes pEDV-vazio e pEDV (AvrRps4N-HVECs). O experimento foi repetido trés vezes, com
resultados similares.

Reacao de Resisténcia a Pseudomonas syringae pv. garcae.

2 e 8 3 5 ' 3

Reacio de N 2 S S S S S K

o . Genes de 1gao C = N 0 0 O ) ) 0
Genétipos de cafeeiro A Resisténcia £ S w w w w w w
resisténcia b o o > > > > > >

HV-01 > > T T T T T T

g m S 5 3 3 3 3

s & & 8§ &8 8 &8 8

"2 [} [} o o o o

128/2 - Dilla & Algue? Sn1 R S S R R R R R R
644/18 - H. Kawisarid ™ Su? R S S S S S S S S
785/15 Catucai vermelho Su? S S S S S S S S S
24/137 Catucai Amarelo SH ? S S S S S S S S S
IAC44 Catuai Vermelho Sub S S S S S S S S S
134/4 - S 12 Kaffa? Sn1,4 R S S R - - - - -
87/1 — Geisha? Sy1,5 R S S R R R R R R
IPR 105° SH2,3 R S S S S S S S S
1006/10 - KP 5322™ Sv1,2,5 R S S R - - - - -
H153/22 SH1,3,5 R S S R R R R R R
635/32™ Sv1,4,5 R S S R - - - - -
HW 17/122 Syv1,2,4,5 R S S R R R R R R
H147/12 Sn2,3,4,5 R S S S - - - - -
H420/102 SH 5,6,7,9 R S S S - - - - -
IAPAR 59 SH 5,6,7,8,9,? R S S S S S S S S
IPR 107° SH 5,6,7,8,9,? R S S S S S S S S

aColegao de gendtipos de cafeeiro diferenciadores de ragas de Hemileia vastatrix do CICF.? Genotipos de cafeeiro que possuem resisténcia em campo a
H. vastatrix,contendo diferentes genes Sy cIsolado de H. vastatrix (raga Il): Sintomas observados nas plantas infiltradas com bactéria: S — presencga de
anasarca (48 hai) e necrose (72 hai). R -auséncia de anasarca e necrose; **Genotipos de cafeeiro com genes de resisténcia Sy, desafiados com o a
proteina HVEC_016 por Maia (2013).
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128/2 - Dilla & Algue 87/1 - Geisha H153/2

EDV::HVEC 016 S Sel5 $i1.3.5
A

CATUAIIAC44 IPR10S IAPARS9 IPR107 CATUCAI24/137
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(

Figura 10. Sintomas observados em folhas de cafeeiros infiltrados com suspensdes bacterianas
ajustadas a uma densidade 6tica ODgoo = 0,2 (aproximandamente 2 x 108 UFC/mL). (A) esquema
representativo da folha de café mostrando as regides do limbo, entre as nervuras laterais, em
que foram infiltrados Psg1723 Selvagem, controle positivo (vermelho); Psg1723 transformada
com a construcao pEDV::vazio, controle positivo (branco); com Psg 1723 transformada com as
constru¢des pEDV:: HYEC 016 (amarelo); MgCl. 10 mM, controle negativo (azul). Plantas de B
a F possuem o gene de resisténcia Sx1, e as plantas de G a K nao possuem o gene de resisténcia
SH1.
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128/2 - Difla & Algue 87/1 - Geisha H153/2

EDV::HVEC_006 Sul Se1,5 $i1.3.5

CATUAIIAC44 IPR10S IAPARS? IPR107 CATUCAI24/137
Su5 Sh23 $15,6789°2 $+5,6,7.89.2 Su2

CONTROLENEGATIVO

Figura 11. Sintomas observados em folhas de cafeeiros infiltrados com suspensdes bacterianas
ajustadas a uma densidade 6tica ODgoo = 0,2 (aproximandamente 2 x 102 UFC/mL). (A) esquema
representativo da folha de café mostrando as regides do limbo, entre as nervuras laterais, em
que foram infiltrados Psg1723 Selvagem, controle positivo (vermelho); Psg1723 transformada
com a construgcado pEDV::vazio, controle positivo (branco); com Psg 1723 transformada com as
constru¢des pEDV:: HYEC _006 (amarelo); MgCl. 10 mM, controle negativo (azul). Plantas de B
a F possuem o gene de resisténcia Sy1, e as plantas de G a K nao possuem o gene de resisténcia
SH1.
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128/2 - Dilla & Algue 87/1 - Geisha H153/2 HW 17/12

EDV::HvEC_054 S S5 $41,3.5 1,245
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Su5 Sh2.3 $15,6.7.89.2 Sk5,6789¢
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Figura 12. Sintomas observados em folhas de cafeeiros infiltrados com suspensdes bacterianas
ajustadas a uma densidade 6tica ODgoo = 0,2 (aproximandamente 2 x 108 UFC/mL). (A) esquema
representativo da folha de café mostrando as regiées do limbo, entre as nervuras laterais, em
que foram infiltrados Psg1723 Selvagem, controle positivo (vermelho); Psg1723 transformada
com a construcado pEDV::vazio, controle positivo (branco); com Psg 1723 transformada com as
construgdes pEDV:: HVEC _054 (amarelo); MgCl. 10 mM, controle negativo (azul). Plantas de B
a F possuem o gene de resisténcia Sx1, e as plantas de G a J ndo possuem o gene de resisténcia
Sul.
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128/2 - Dilla & Algue 87/1 - Geisha H1563/2 HW 17/12

EDV::HvVEC_057 Sl Shi- 541,35 Su1.245

A

CATUAIIAC44 1 IAPAR59 IPR107
Su5 $45,6,789:2 $15,67.89.2

CONTROLENEGATIVO

Figura 13. Sintomas observados em folhas de cafeeiros infiltrados com suspensdes bacterianas
ajustadas a uma densidade 6tica ODgoo = 0,2 (aproximandamente 2 x 102 UFC/mL). (A) esquema
representativo da folha de café mostrando regides do limbo, entre as nervuras laterais, em que
foram infiltrados Psg1723 Selvagem, controle positivo (vermelho); Psg1723 transformada com a
construgdo pEDV:vazio, controle positivo (branco); com Psg 1723 transformada com as
construgdes pEDV:: HVEC _057 (amarelo); MgCl. 10 mM, controle negativo (azul). Plantas de B
a F possuem o gene de resisténcia Sx1, e as plantas de G a J ndo possuem o gene de resisténcia
Sul.
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Figura 14. Sintomas observados em folhas de cafeeiros infiltrados com suspensdes bacterianas
ajustadas a uma densidade 6tica ODgoo = 0,2 (aproximandamente 2 x 108 UFC/mL). (A) esquema
representativo da folha de café mostrando as regides do limbos, entre as nervuras laterais, em
que foram infiltrados Psg1723 Selvagem, controle positivo (vermelho); Psg1723 transformada
com a construgdo pEDV::vazio, controle positivo (branco); com Psg 1723 transformada com as
constru¢des pEDV:: HYEC _081 (amarelo); MgCl> 10 mM, controle negativo (azul). Plantas de B
a F possuem o gene de resisténcia Sy1, e as plantas de G a J ndo possuem o gene de resisténcia
SH1.
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Figura 15. Sintomas observados em folhas de cafeeiros infiltrados com suspensdes bacterianas
ajustadas a uma densidade 6tica ODgoo = 0,2 (aproximandamente 2 x 108 UFC/mL). (A) esquema
representativo da folha de café mostrando regides do limbo, entre as nervuras laterais, em que
foram infiltrados Psg1723 Selvagem, controle positivo (vermelho); Psg1723 transformada com a
construgao pEDV:.vazio, controle positivo (branco); com Psg 1723 transformada com as
constru¢des pEDV:: HYEC _101 (amarelo); MgCl. 10 mM, controle negativo (azul). Plantas de B
a F possuem o gene de resisténcia Sy1, e as plantas de G a J ndo possuem o gene de resisténcia
Sul.
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Figura 16. Sintomas observados em folhas de cafeeiros portadores do gene de resisténcia a
ferrugem Sy da colegcao de diferenciados de racas de Hemileia vastatrix. As folhas foram
infiltradas com suspensdes bacterianas ajustadas a uma densidade 6tica ODegoo = 0,2
(aproximandamente 2 x 108 UFC/mL). (A) Esquema representativo da folha de café mostrando
as regides do limbo, entre as nervuras laterais, em que foram infiltrados os clones Psg1723
pEDV:: HVEC’s (a esquerda-amarelo) e com o clone Psg 1723 pEDV:vazio (a direita-
vermelho); (B) gendtipo 128/2 Dilla & Algue (Sx1); (C) gendtipo 87/1 Geisha (Su1,5); (D)
gendtipo H153/2 (Sk1,3,5); (E) gendtipo HW 17/12 (Sy1,2,4,5); (E) gendtipo Catuai IAC44 (SH5).
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4.2 Determinagao do crescimento de populagées de Pseudomonas syringae pv.
garcae in vivo.

4.2.1- Crescimento populacional de Pseudomonas syringae pv. garcae estirpe Psg
1723 pEDV:: HVEC _016 em gendtipos de cafeeiros contendo o gene SH17.

As cultivares 128/2 Dilla & Algue, 134/4 - S12 Kaffa, 87/1 Geisha, 1006/10 - KP
532, H153/2, 635/3, Hw17/12 inoculadas com o clone Psg 1723 expressando a proteina
HVEC 016 apresentaram uma significante redugcdo no crescimento da populagao
bacteriana em 72 e 96 horas ap0os infiltragdo (Figura 17), quando comparadas com 0s
controles positivos (Psg 1723 pEDV:vazio e Psg 1723 selvagem). O numero de
bactérias em folhas inoculadas com Psg 1723 pEDV:: HYEC_016 foi aproximadamente
10 vezes menor que em folhas inoculadas com os controles positivos (Psg 1723
pEDV:.vazio e Psg 1723 selvagem) (Figura 17). Nao observaram-se sintomas de
clorose, encharcamento e necrose nas plantas infiltradas com os clones controles

positivos.

4.2.2- Aumento da viruléncia de Pseudonomas syringae pv. garcae. (Psg 1723)
pEDV:: HVEC _016 em gendtipos de cafeeiro com auséncia do gene Sh1.

As cultivares "IAC-44", H147/1, H420/10 e IAPAR 59 foram inoculadas com os
mesmos clones de Psg 1723, descritos em 4.2.1. Houve aumento significativo do
numero de células do clone Psg 1723 pEDV:: HYEC 016 em relacdo ao clone
pEDV::vazio, nos gendtipos avaliados, as 72 e 96 horas apos infiltragdo. Observou-se
o crescimento das populagdes bacterianas em alto nivel, nos tempos de 72 e 96 hai.
No entanto, ndo se detectou o desenvolvimento de sintomas da doenga nos gendtipos

de café estudados (Figura 17).
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Figura 17. A proteina HVEC_016 restringe o crescimento de Pseudomonas syringae pv.
garcae, estirpe 1723, em folhas de sete gendtipos de cafeeiro portadores do gene Su71. (A)
128/2 Dilla & Algue (Su1), (B) 134/4 - S12 Kaffa (Sx 1,4), (C) 87/1 Geisha (Sx1,5), (D) 1006/10
- KP 532 (Sx 1,2,5), (E) H153/2 (Sk 1,3,5), (F) 635/3 (S 1,4,5), (G) HW17/12 (S 1,2,4,5). As
folhas foram infiltradas com uma suspenséao bacteriana ajustada a uma densidade 6tica ODeoo
= 0,0001 (aproximandamente 1 x 10° UFC/mL). As populag¢des dos clones (Psg 1723 pEDV::
HVEC 016, Psg 1723 pEDV::vazio e Psg 1723 selvagem) foram avaliados em 0, 72 e 96 horas
ap6s a infiltracdo. Cada barra representa a média do nuimero de colénias de bactéria
recuperadas em meio King B contendo os antibidticos (?Rif'%°+Gen?5; PRif'), a partir de trés
réplicas biolégicas. Médias dos clones bacterianos seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste t (a=0,05).
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Figura 18. A proteina HVEC_016 contribui para o crescimento de Pseudomonas syringae pv.
garcae, estirpe 1723, em folhas de gendtipos de cafeeiro sem o gene Sy7. (A) Catuai Vermelho
"IAC-44" (Su5), (B) H147/1(SH 2,3,4,5), (C) H420/10 (Sx 5,6,7,9), (D) IAPAR 59 (S4 5,6,7,8,9,?)
As folhas foram infiltradas com uma suspensao bacteriana ajustada a uma densidade ética
ODsoo = 0, 0001 (aproximadamente 1 x 10° UFC/mL). As populagbes dos clones (Psg 1723
pEDV::HVEC_016, Psg 1723 pEDV::vazio e Psg 1723 selvagem) foram avaliados em 0, 72 e
96 horas ap0s a infiltracdo. Cada barra representa a média do niumero de colbnias de bactéria
recuperadas em meio King B contendo os antibidticos (?Rif'%+Gen?5; PRif'?), a partir de trés
réplicas bioldgicas. Médias dos clones bacterianos seguidos de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste t (a=0, 05).

4.2.3- Estabilidade dos constru¢gées pEDV::HVECs em Pseudonomas syringae pv.
garcae. (Psg 1723).

Houve a amplificagdo dos genes HvVECs, por meio da utilizagao dos iniciadores
EDV-universais, nas colbnias selecionadas em meio King B contendo os antibidticos
Rif'%+Gen?> ou Rif'%, indicando a estabilidade do plasmideo pEDV6 nas células
bacterianas durante a multiplicagdo dos clones Psg 1723 nas plantas (Figura 19).
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Os amplicons de cada HvECs apresentaram tamanho esperado no gel de agarose,
quando somados a 749 pb que sdo amplificadas a partir do vetor pEDV6. Os tamanhos
esperados das sequéncias nucleotidicas sao: pEDV::HVEC 016 (aprox. 1.424 pb),
pEDV::HVEC 006 (aprox. 1.142 pb), pEDV:iHVvVEC 057 (aprox. 1,186 pb),
pEDV::HVEC 081 (aprox. 1.109 pb), pEDV:HvEC 101 (aprox. 1.061 pb) e
pEDV::HVEC 054 (aprox. 1.220 pb). O amplicon referente ao vetor pEDV::vazio
apresenta tamanho de aprox. 2.467 pb (Figura 19).

M VV  HVEC_ 016 HVEC_006 HVEC_057
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Figura 19. Amplificagdo por PCR dos genes efetores clonados no vetor pEDV6 a partir de
colénias dos clones Psg 1723 (pEDV:HVvEC 016, pEDV::HvVEC 006, pEDV:HVvVEC 054,
pEDV::HVEC 057, pEDV::HvVEC 081, pEDV::HvEC_101; Marcador 1Kb (M) e pEDV::Vazio
(VV).
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4.3 Determinagao do crescimento de populagées de Pseudonomas syringae pv.
garcae. (Psg 1723) in vitro.

Para verificar se os clones Psg 1723 (pEDV:vazio e pEDV:HVEC_016)
apresentam comportamento similar ao clone Psg 1723 selvagem, avaliou-se o

crescimento das populagdes bacterianas in vitro.

Com base na curva de crescimento in vitro, os clones apresentaram padrdes de
propagacdo muito semelhantes. O inicio da multiplicagdo dos clones Psg 1723 foi
observado as trés horas apos a transferéncia para o meio de cultura. Do mesmo modo,
para todos os clones em estudo, o ponto de saturacdo das culturas, que representam

o crescimento maximo, ocorreu em 48 horas apos incubacéo. (Figura 20).

EDV:HVEC_016 EDV::Vazio == Ps5g1723

Densidade Ofica (ODg)

0O 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81

Horas dpos Inoculagdo

Figura 20. Curva de crescimento de populagdes bacterianas in vitro. Os clones de
Pseudomonas syringae pv. garcae (Psg 1723 pEDV::Vazio, Psg1723 pEDV::HVEC_016 e
Psg1723 selvagem) foram cultivados em meio King B liquido contendo os antibiéticos
Rif'%+Gen?® ou Rif'®, e a ODgoo foi mensurada ao longo do tempo.
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4.4 Reacao de hipersensibilidade (HR) em folhas de tabaco infiltradas com
diferentes concentragdoes de Pseudonomas syringae pv. garcae (Psg 1723)
contendo as construgoes com os genes candidatos a efetores de H. vastatrix.

Os clones foram avaliados quanto a capacidade de indu¢do de HR em tabaco
(Figura 21). Observou-se o desenvolvimento de HR em todas as folhas infiltradas com
Psg 1723 selvagem ou transformada com pEDV::vazio, pEDV:: HVEC_ 006, pEDV::
HvVEC 016 e pEDV: HvVEC 101 e nenhuma diferengca foi observada entre os
tratamentos em relagdo ao colapso de tecidos foliares e no tempo do desenvolvimento

dos sintomas, que foram observados a partir de 24 horas apos as infiltracdes.
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Figura 21. Sintomas observados em folhas de tabaco infiltrados com suspensdes dos
diferentes clones bacterianos . (A) esquema representativo da folha de tabaco mostrando
as regides do limbo foliar que foram infiltradas com MgCl, 10 mM, controle negativo (azul); Psg
1723 selvagem, controle positivo (vermelho); Psg 1723 pEDV::vazio, controle positivo (branco);
e Psg 1723 pEDV::HvVECs (amarelo); (B e C) folhas de tabaco infiltradas com diferentes
densidade de indculo dos clones Psg 1723 selvagem e Psg 1723 pEDV::HVEC_016; (D) folhas
de tabaco infiltradas com suspensdes bacterianas de 2 x 10’ UFC/mL dos clones Psg 1723
pEDV (HVEC_006, HVEC_016, HVEC_101), Psg 1723 pEDV:: vazio e Psg selvagem. MgCl, 10

mM foi infiltrado como controle negativo.
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DISCUSSAO

As proteinas efetoras secretadas por fungos fitopatogénicos podem suprimir as
respostas de defesa da planta, aumentando a severidade da doenga, ou desencadear
uma resposta de defesa por meio do seu reconhecimento pelo sistema imune vegetal.
Maia (2013) identificou varios genes que codificam proteinas secretadas pelo isolado
monopustular da raga Il de H. vastatrix (Hv-01). Este isolado € virulento somente em
gendtipos de cafeeiro contendo o gene Sx5. Assim, de acordo com a teoria gene-a-
gene de Flor (1942), é possivel que alguns dos genes identificados por Maia (2013)
sejam genes de aviruléncia, ou seja, genes que codificam proteinas efetoras
reconhecidas pelas proteinas de resisténcia codificadas pelos genes Sy em gendtipos

de cafeeiro.

Estudos funcionais em H. vastatrix sao dificeis de ser realizados, por varios
motivos. Em primeiro lugar, esse fungo nao possui o ciclo de vida completo (Fernandes
et al., 2009), o que dificulta estudos genéticos de associagao para estabelecer a ligagéo
génica entre candidatos a efetores e genes Avr. Em segundo lugar, a falta de um
sistema de transformacgao estavel dificulta a manipulagdo genética requerida para
analise molecular da patogenicidade e viruléncia desse fungo por meio da geragéo de
mutantes ou transformantes. Além disso, por se tratar de um parasita obrigatério, tanto
a transformacao quanto a selec¢ao dos transformantes devem ser efetuados in vivo, no
préprio hospedeiro. Em terceiro lugar, estudos com base na inativagcdo génica sao
dificultados pela natureza dicariética predominante no ciclo de vida do fungo. Para
minimizar essas dificuldades, Maia (2013) usou o sistema EDV que tém sido
amplamente utilizado para a caracterizagdo funcional de proteinas efetoras de
patégenos filamentosos (Badel et al., 2013; Cabral et al., 2011; Fabro et al.,2011;
Sharma et al., 2013; Sohn et al., 2007; Upadhyaya et al., 2014) e estabeleceu um
protocolo de expressao transiente de genes que codificam proteinas secretadas de H.
vastatrix em tecidos foliares de cafeeiro com base no SST3 de Pseudomonas syringae

pv. garcae e no vetor pEDV6.

Estudos funcionais com o gene candidato a efetor HYEC_016 foram realizados
anteriormente por Maia (2013), e os ensaios de infiltragdo neste estudo confirmaram

que cafeeiros portadores do gene Sy17, isolado ou associado com outros genes Sn, néo
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desenvolvem sintomas de necrose quando desafiados com o clone Psg 1723
pEDV::HVEC-016. Por outro lado, observaram-se sintomas de doenga, caracterizado
por necrose, em folhas de cafeeiros contendo o gene Syx1 quando as plantas foram
infiltradas com os controles positivos (clone Psg 1723 pEDV:vazio e a Psg 1723
selvagem). A supresséo dos sintomas foi associada a uma significativa reducdo do
crescimento populacional bacteriano nos tecidos foliares de gendtipos de cafeeiro
portadores do gene Su1. Esses resultados sugerem que HvEV_016 pode ser
reconhecido pelo sistema imune dos gendtipos de cafeeiro de uma maneira Sy1-

dependente, demonstrando que HVEV 016 pode ser uma proteina de aviruléncia.

Uma interpretacdo alternativa para a supressao dos sintomas da doenca nos
cafeeiros portadores do gene Sx1 seria o bloqueio parcial da secrecédo dos efetores
bacterianos via SST3, em decorréncia da expressao da proteina HVEC 016. Esta
possibilidade foi descartada uma vez que a funcionalidade do SST3 foi confirmada pela
infiltracdo dos clones em folhas de tabaco com diferentes concentragbes de
suspensdes bacterianas e ndo houve diferenca entre os tratamentos em termos de
desenvolvimento de HR, que foi observada a partir de 24 horas apoés as infiltragoes.
Também, ndo se verificou diferengca no padréo de crescimento populacional em meio
de cultura King B liquido (in vitro) entre os clones Psg 1723 pEDV:: HVEC 016, Psg
1723 pEDV::vazio e Psg 1723 selvagem. Isso indica que a mobilizagdo das construgdes
pEDV::HVEC_ 016 e pEDV::vazio para Psg 1723 nao causou nenhum efeito deletério
para a fisiologia das células bacterianas. Este resultados corroboram para demonstrar
que a supressao da viruléncia do clone Psg 1723 pEDV:: HYEC 016 em gendtipos de

cafeeiro com Sy1 foi devido a expressao da proteina efetora de origem fungica.

Genes de aviruléncia contribuem para a viruléncia na auséncia do gene de
resisténcia cognato (Grant et al., 2006; Jones e Dangl, 2006). Desta forma, investigou-
se a hipotese que a proteina HVEC-016 poderia aumentar a viruléncia de Psg 1723 em
tecidos foliares de café que ndo possuem o gene de resisténcia Sy7. Determinou-se a
curva de crescimento bacteriano do clone Psg 1723 pEDV:: HYEC 016 em quatro
gendtipos de cafeeiro, dois gendtipos da série difenciadora do CIFC H147/1(SH 2,3,4,5)
e H420/10 (S~ 5,6,7,9) e duas cultivares comerciais Catuai Vermelho "IAC-44" (Su5), e
IAPAR 59 (Sx 5,6,7,8,9,?) que nao possuem o gene Sy1. Em relagdo ao controle
positivo Psg 1723 nad transformada, houve um aumento significativo do crescimento

populacional do clone pEDV:: HYEC 016 em todos os gendtipos avaliados. Também,
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detectou-se um crescimento significativo do clone Psg 1723 pEDV::HVEC 016 em
relagéo ao clone Psg 1723 pEDV::vazio as 72 e 96 hai. Sendo assim, demonstrou-se
que a proteina HVEC 016 também contribui para o crescimento bacteriano em

genodtipos de cafeeiros sem o gene Sy1.

De modo geral, observou-se que os crescimentos das populagbées dos
clones Psg 1723 em gendtipos de cafeeiros com auséncia do gene Sy7 foram cerca de
100 vezes maiores que as observadas para os cafeeiros com genes Sy1, indicando que
0s backgrounds genéticos dos cafeeiros com o gene Sy7 podem estar influenciando no
crescimento bacteriano. Embora o background genético dos cafeeiros portadores do
gene Syl possa ter interferido no crescimento bacteriano, a possibilidade desses
cafeeiros serem imunes a Pseudomonas syringae pv. garcae foi descartada, pois no
ensaio funcional demonstrou-se que os clones Psg 1723 pEDV:vazio e Psg 1723
selvagem foram virulentos, desenvolvendo sintomas de necrose nas folhas a partir de
trés dias apo6s a infiltragdo. Também verificou-se a presenca da construgdo
pEDV::HVEC 016 nas células bacterianas, provenientes das folhas infiltradas, que
foram recuperadas em meio de cultura, demonstrando a estabilidade do vetor pEDV6
nos clones estudados. Sendo assim, conclui-se que a abordagem experimental de
translocacao de candidatos a efetores através do SST3 de Psg 1723 foi eficiente para
a identificacdo de efetores com potencial atividade de aviruléncia, embora os ensaios
de curva de crescimento em gendétipos com auséncia do gene Sy7 encontram-se em

fase de repeticdo no Laboratdrio.

Como o gene Sx17 ainda ndo foi clonado, estudos de co-expressao transiente por
meio da co-infiltragdo em outras espécies de planta, tais como Nicotiana benthamiana,
nao sao possiveis neste momento. No entanto, outros experimentos podem ser
realizados para assegurar a atividade de aviruléncia do gene HvEC 016, como a
clonagem de variantes alélicos expressos por ragas fisioldgicas de H. vastatrix capazes
de suplantar a resisténcia conferida pelo gene Sx7, como por exemplo a raga Il (v1,
vb), que ja foi descrita no Brasil (Cabral et al., 2009; Capucho et al., 2012; Rodrigues e
Bettencourt, 1975). Assim, os clones de Psg 1723 expressando alelos do gene
HVEC 016 poderiam ser incapazes de ativar a imunidade conferida pelo gene Sy1.
Além disso, ensaios de Western Blot poderiam ser utilizados para confirmar a
translocacao da proteina HYEC_016 para dentro da célula vegetal do cafeeiro via SST3
de Psg 1723.
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Nos estudos funcionais de infiltragdo com os novos HVECs, resultados similares
ao clone Psg 1723 pEDV::HVEC 016 foram observados para os clones Psg 1723
(HVEC 006, HVEC 054, HVEC 057, HVEC 081 e HVEC 101). E possivel que a
supressado de necrose observada em genotipos portadores do gene Swy17, isolado ou
associado com outros genes Sy, seja resultado do possivel reconhecimento dos
efetores por proteinas R codificadas pelos genes Sy. Todavia, essas interagbes devem
ser também confirmadas futuramente pela analise de crescimento bacteriano in planta.
Portanto, os resultados obtidos ainda séo preliminares. O alinhamento das sequéncias
deduzidas de aminoacidos do produto da tradugao das ORFs pelo programa ClustalW
demonstrou que os efetores putativos HvVECs analisados nao apresentam similaridade
de sequéncia (dados nao-mostrados). Portanto, ndo se detectou nenhum motivo
conservado entre os HVECs. A existéncia de um agrupamento génico localizado no loco
SH1 com diferentes especificiddes de reconhecimento pode ser postulada caso seja
confirmada que a supressao do desenvolvimento da necrose em plantas de café

causado pelos novos clones Psg 1723 pEDV::HVECs é dependente do fator SH1.

E importante destacar que a aplicacdo do sistema pEDV pode auxiliar as
andlises da atividade de aviruléncia dos HVECs em acessos/linhagens de cafeeiro
disponiveis nos bancos de germoplasma dos principais programas de melhoramento
que visam resisténcia a ferrugem no Brasil. Além disso, essa abordagem podera
acelerar a identificagdo de novos genes de resisténcia em gendtipos de cafeeiro, bem
como diminuir o tempo de realizagdo dos ensaios de fenotipagem em populag¢des de
plantas segregantes, pela praticidade e rapidez de trabalhar com fitobactérias em

relagao a H. vastatrix.
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1.

3.

CONCLUSOES

Foram analisados funcionalmente seis HVECs de H. Vastatrix que codificam
proteinas secretadas utilizando o sistema pEDV e o SSTT3 de Pseudomonas
syringae pv. garcae 1723. Essa analise confirmou a capacidade efetora da
proteina codificada pelo gene HvEC 016, e permitiu selecionar os genes
HVEC 006, HVEC 054, HYEC 057, HYEC 081 e HVEC 101, que apresentaram
comportamento similar ao gene HvEC-016 para uma analise funcional mais
detalhada.

A supressado de sintomas da doenga nos genoétipos com Syl pela proteina
HVEC 016 foi associada com uma diminuigdo no crescimento bacteriano. Estes
resultados sugerem o reconhecimento da proteina HVEC 016 pelo sistema
imune da planta de café de uma forma dependente de Sy1, sendo essa proteina

uma provavel proteina de aviruléncia de H. vastatrix.

A analise do crescimento populacional in vivo demonstrou que a transformacgao
de Psg 1723 com as constru¢des pEDV::vazio e pEDV::HVEC 016 nao teve

efeitos deletérios no crescimento da bactéria em cafeeiro.

A expressao transiente de proteinas efetoras candidatas no citoplasma mediante
a aplicacdo do sistema pEDV pode auxiliar as analises da atividade de
aviruléncia dos HvECs, uma vez que o vetor pEDV6 apresenta estabilidade e

nao altera a capacidade de multiplicagao da bactéria in planta.
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