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Brenda Neves PoripEveline Teixeira CaixetaPedro Marcus Pereira VidigaDaniela Teixeira Lel’s Eunize Maciel
Zambolin?; Laércio Zamboliny Mario Lucio Vilela de Resende

Trabalho financiado pelo Consércio Brasileiro dedRésa & Desenvolvimento/Café, INCT Café, CNPq ePES
2Doutoranda em Biotecnologia Vegetal, Universidadedfal de Lavras-UFLA, brenda.bio@gmail.com.
SPesquisadora, DSc, Embrapa Café, Brasilia-DF, reehixeta@embrapa.br; autor correspondéncia.
“Doutorando em Genética e Melhoramento Universidratieral de Vigosa-UFV, pedro.vidigal@ufv.br
SBolsista do Consércio Brasileiro de Pesquisa & Deskimento, danitlelis@yahoo.com.br.

5Pesquisadora, DSc, Bioagro, UFV, Vicosa, eunize@ufv

"Professor, PhD, Departamento Fitopatologia, UF\¢o¥a, zambolim@ufv.br.

8Professor, PhD, Departamento Fitopatologia, UFL&yras, mlucio@dfp.ufla.br.

RESUMO: O uso de cultivares de café resistentdednileia vastatrix o agente causal da ferrugem alaranjada, é a
estratégia mais eficiente de controle dessa doénghtencédo de gendtipos resistentes tem sido wafidedevido ao
alto potencial adaptativo do fungo e, consequentémesurgimento de novas racgas fisiolégicas do geatd que
suplantam as cultivares resistentes. Durante eagéie com o café, o fungo secreta proteinas efetpra modificam a
estrutura e funcdo da célula hospedeira, permitindestabelecimento da colonizacdo parasitaria. Ramaliar o
conhecimento das proteinas efetorasHdevastatrix neste trabalho, a®adsobtidos do sequenciamendenovodo
DNA genbdmico desse fungo foram analisados, e cpmotoma deduzido foi predito o secretoma. Forantificadas
615 proteinas contendo peptideo sinal localizadwimale secrecdo e sem dominios transmembranicsasEoram
anotadas e sdo consideradas as potenciais proteici@tadas dd. vastatrix Desse secretoma obtido, 385 proteinas
preditas apresentaram homologia com afwecinia. graminid. sp.tritici, 109 comMelampsora larici-populina39
com H. vastatrixe 72 ndo apresentaram homologia com proteinassidapas noGenbank as quais podem ser
candidatas a efetores especificosHlevastatrix Esse resultado confirma que proteinas secresflagonservadas
dentro da mesma familia, uma vez que, a maior phefees mostraram homologia entre as ferrugens nuenées a
familia PucciniaceagH. vastatrixe Puccinia. graminid.sp.tritici). O baixo numero de homologia encontrado péra
vastatrix (39) deve-se ao fato de que, até o momento, esgositadas poucas proteinas desse fungo nos ba@cos
dados publicos. As analises obtidas fornecem ufoanitacéo abrangente das proteinas secretadds\agestatrix,uma
vez que foram realizadas com base no sequenciamsintbural do genoma.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea spp.ferrugem do cafeeiro, interacdo planta-patégereipeds.

GENETIC DIVERSITY IN A COFFEE BOURBON GERMPLASM COL LECTION

ABSTRACT: The use of resistant coffee cultivars Hemileia vastatrix the causal agent of leaf rust, is the most
effective strategy to control this disease. Theaimiohent of resistant genotypes has been a challéngeo the high
adaptive potential of the fungus, which is respolesfor the appearance of new physiological raesslting in a
breakdown of the coffee resistance. During therauiton with the coffee, the fungus secretes eaffeptoteins, which
modify the structure and function of the host callpwing the establishment of parasite colonizati®o increase
knowledge of the effector protein bf vastatrix in this work, the reads obtained from thenovosequencing genomic
DNA of this fungus were analyzed. From the obtaipeateome, a secretome was predicted, containibgpddteins
with signal peptide located in the secretion pathesad without transmembrane domains. They weretatetband are
considered potential secreted proteinsHbf vastatrix From these predicted proteins, 385 showed homotog
Puccinia. graminis f. sp. triticil09 to Melampsora larici-populina39 toH. vastatrix,and 72 showed no significant
homology to proteins deposited @enbank which may be considered specific effectordHofvastatrix This result
confirms that secreted proteins are conserved nvitié same family, as most of them showed homotmgween rusts
belonging to théPucciniaceadamily (H. vastatrixand Puccinia. graminis f. sp. tritici)The low number of homology
found for H. vastatrix (39) is due to the fact that, until now, a fewtpins of this fungus were deposited in public
databases. Our analysis provide comprehensiveniafiion of secreted proteins frorh vastatrixthat were based on
structural genome sequencing.
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INTRODUCAO

A ferrugem do cafeeiro, causada pelo fudemileia vastatrix(Berkely & Broome) é responsavel pela principal
doenca foliar que afeta a produgéo do café argbioffea arabical.) (SILVA et al., 2006). Essa doencga, quando nédo
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controlada, pode levar a perdas na producédo de0&tédevido a queda precoce das folhas (ZAMBOLIMIgt2005).
Atualmente, o controle é realizado principalmentelaputilizacdo de fungicidas (POZZA; CARVALHO e
CHALFOUN, 2010), entretanto, a abordagem mais efecambientalmente correta no controle dessa da@eagsso de
cultivares resistentes. Porém, devido ao alto paémvolutivo da populacdo dd. vastatrix, surgem novas racas
fisiolégicas do patdgeno que levam a suplantac&ocdtivares de café resistentes, representandgrande desafio
aos programas de melhoramento (VARZEA & MARQUES)2GCABRAL et al., 2009; MAIA et al., 2013).

A formacédo de novas racas fisiolégicasttiesastatrixesta relacionada com a pressao de selecédo expadmagenes
de resisténcia do hospedeiro. Ja foram identifeatfaracas fisiologicas desse patdgeno, sendo @uielas foram
detectadas no Brasil (I, II, IIl, VII, X, X, XV XVI, XVII, XXI, XXII, XX, XXIV, XXV ou XXXI, XX Xl e
XXXVII) (ZAMBOLIM et al., 2005; CABRAL et al., 2009CAPUCHO et al., 2012). A raca XXXIIl, por possudiois
ou trés genes de viruléncia (v5,7 ou v5,7,9), estédo capaz de suplantar a resisténcia de alguuiihmes de
cafeeiro que haviam sido liberadas como resisténfesugem no Brasil (VARZEA & MARQUES, 2005; CARHIO
et al., 2012), portanto, tem trazido grandes preacdes para os melhoristas e produtores.

Estudos realizados no Centro de Investigacfes easdens do Cafeeiro (CIFC), em Portugal, tém radstrque a
interacdo do cafeeirt: vastatrixsegue a teoria de co-evolugcdo proposta por FlorofiNa-Wagner & Bettencourt,
1967). Dessa forma, a resisténcia a ferrugem éidondda por pelo menos nove genes dominargett @ SH9),
podendo-se inferir a existéncia de pelo menos igavees de aviruléncia ehh vastatrix Durante a interacdo com o
cafeeiro, esse fungo secreta um arsenal de prsetefetoras que modificam a estrutura e a funcamhlda hospedeira,
permitindo a colonizagdo parasitica. Algumas degmateinas efetoras, as proteinas de aviruléncia),(Aséo
reconhecidas por proteinas codificadas por geneedgigténcia, o que desencadeia uma resposta egadgd planta
contra a infec¢do do patégeno.

Uma abordagem que pode ser realizada com a fidalida detectar essas proteinas Avr é a analiseadetema do
fungo e a utilizacao de ferramentas de bioinforcaagiara identificar genes candidatos a efetordd. dastatrixque
cumpram uma lista de critérios especificos em badeadados de sequéncias, seguida da validac@oegmde ensaios
funcionais para atividades de efetores. Apesar ditom anos de pesquisa neste patossistema, 0s demes
complementares dd. vastatrixforam pouco estudados. Até o momento, alguns oefaiores foram identificados ou
caracterizados por métodos bioquimicos ou a nivaecnlar por meio do sequenciamento de ESTs ar paeti
urediniésporos germinados, apressorio e haustésigas informacdes sdo ainda insuficientes, umguwezconseguem
identificar apenas uma pequena fracdo do secretotalapresente no genoma desse fungo (DUPLESSHf 2012;
FERNANDEZ et al., 2013; TALHINHAS et al.; 2014). &ite do exposto, 0 objetivo deste estudo foi pezdiz
secretoma del. vastatrixraga XXXIII, visando identificar genes candidatosfetores, por meio do proteoma obtido do
sequenciamento.

MATERIAL E METODOS

Sequéncias de DNA dél. vastatrix

Foram utilizadaseads obtidos do sequenciamentie novodo DNA gendmico deH. vastatrix raca XXXIIl. Esse
sequenciamento foi realizado utilizando duas phataés de sequenciamento (PacBio e lllumina) e wsthatégia de
montagem hibrida, para obter resultados mais m®clEsseseads foram utilizadas para a realizacdo da anotagéo
estrutural do genoma desse fungo e predicao géGma o proteoma deduzido, a partir deads foi realizada a
predicdo do secretoma.

Analises de Bioinformatica do Secretoma

O estudo do secretoma foi realizado com base n@84 roteinas preditas do genomaHdeastatrixraga XXXIII. A
predicdo refinada do secretoma desse isolado &edum em unpipeline automatizado utilizandecripts em Perl e
linguagem de comando em Linux. Inicialmente todaprateinas foram analisadas quanto a presencepdielgo sinal
por meio do algoritimo SignalP v4.0. Apenas asginats com D-Score = Y (SignalP) foram seleciongdaa serem
analisadas quanto a localizacéo do peptideo simahpio do algoritimo TargetPv1.0. As proteinas gpieesentaram o
peptideo sinal localizado na via de secrecdo foemfecionadas e analisadas quanto a presenca denig®mi
transmenbranicos, utilizando o algoritimo TMHMM 2 Somente as proteinas que apresentaram TM =Fabnfo
selecionadas. As sequéncias das proteinas secefadan comparadas com as sequéncias de protedm@as n
redundantes dGenbankNCBI, usando-se o algoritmo BLASTR\alue = 1) (Figura 1).
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Figura 1. Pipeline de bioinformatica usado para predicdo elretoma e possiveis efetores tde vastatrix raca
XXXIII,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 13.034 proteinas preditas, encontradas no gemanraca XXXIII, 893 foram selecionadas por apresam
peptideo sinal. Dessas, 863 apresentaram o peiielolocalizado na via de secrecdo. Para analissas proteinas
quanto a presenca de dominios transmembranicogptidpo sinal foi retirado e as proteinas madurss Ao
apresentaram esses dominio foram selcionadaszaddiilo esseipeling obteve-se 615 genes que codificam para
proteinas potencialmente secretadas. Esse nimgnmiggnas encontrado foi maior que o observadadonasestudos
previamente realizados nesse patossistema. FERNANDEI. (2012) encontraram 382 proteinas secrgtdelssas
proteinas foram identificadas de sequéncias EEXpréssed Sequence Tage folhas de cafeeiro inoculadas com o
patdégeno, 21 dias apos a inoculagdo, portantoegmondem a proteinas expressas nessa condicao.lNAKS et al.
(2014) também analisaram ESTs lde vastatrix utilizando o transcriptoma de esporo germinadapeessério, e
obtiveram 516 proteinas secretadas. Nesses dbalttos foram analisadas apenas a proteinas exprssaondicdes
especificas, justificando o nimero menor de prateisecretadas que o encontrado no presente tra@dlBn Ao
analisar as sequéncias do genoma, espera-se obteonjunto das proteinas potencialmente secrefa@sgnte em
todo 0 genoma desse fungo e ndo apenas uma fralg@oqiie é especifica das condi¢des estudadasnsoriptoma.

Do secretoma predito, a maior parte das prote®5) (@apresentaram homologia com asPdecinia. graminisf. sp.
tritici e 109 com as dilelampsora larici-populingFigura 2). Todas essas ferrugens sdo fungosobais, parasitas
obrigatorios pertencentes ao fiRasidiomycotae a ordemPucciniales.No entanto,M. larici-populina pertence a
familia Melampsoraceae P. graminis e H. vastatrigdo da familidPucciniaceaeObservou-se, portanto, que a maior
parte das proteinas e vastatrixsdo mais conservadas dentro da familia. Uma rhaimologia com as proteinas de
P. graminitambém pode ser explicado pelo nimero de seq@deiacada espécie depositado nos banco de dados
publicos. Pard@. graminis estdo depositadas 65.082 sequéncias, enquamtdpdarici-populing, 32.984. Essa alta
homologia também foi encontrada com os transcdtssas espécies nos estudos realizados por FERNANDE.
(2012) e TALHINHAS et al. (2014).

Até o momentoH. vastatrix apresenta apenas 55 proteinas depositadd@enbankNCBI, o que explica o baixo
numero de homologia (39) encontrada para essaiesfifégura 2). Setenta e duas dessas proteinastagas ndo
apresentaram homologia com nenhuma outra protejmasidada nos bancos de dados, por isso, mereczagde pois
podem ser consideradas proteinas secretadas #&sldeH. vastatrixe ainda ndo foram estudadas (Figura 2).
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Figura 2. Resultado BLASTp das proteinastdevastatrixraca XXXIII.

Essas analises fornecem uma informagdo mais aln@ndas proteinas secretadadHdevastatrix,uma vez que foram
realizadas com base no sequenciamento estrutuggmizma. O conhecimento e a validagdo dessas mpaetpbdera
ser util para a identificacdo e classificacdo dsdaidos deH. vastatrix em ragas, substituindo ou auxiliando a
classificagdo utilizados a série diferenciadorasagas. Além disso, o conhecimento da interacaecafH. vastatrix

€ essencial para desenvolver cultivares de cafeemoresisténcia mais duravel, como alternativa pacontrole da
doenga.

CONCLUSAO

Informacdes sobre o secretoma preditoHlevastatrix raca XXXIII foram obtidas. As analises dessas gir@s
foram realizadas com base no sequenciamento estrudo genoma desse isolado, fornecendo, portant®
informacdo mais abrangente das proteinas secretdelsse fungo. Foram encontradas 72 proteinas qae na
apresentaram homologia com proteinas depositad@&enbank as quais podem ser candidatas a efetores espscifi
deH. vastatrix
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