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RESUMO

ROCHA, Cynthia de Melo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de
2010. Identificacdo de genes expressos na interacdo compativel
Hemileia vastatrix - cafeeiro por meio de sequenciamento de cDNAs.
Orientador: Sérgio Herminio Brommonschenkel. Co-orientadores: Eduardo
Seiti Gomide Mizubuti e Olinto Liparini Pereira.

Mudangas no padrdo de expresséo de genes no patdégeno e na planta
hospedeira sao fatores determinates do fenétipo da interagédo planta-patégeno.
Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar genes do
cafeeiro e de Hemileia vastatrix expressos em uma interacdo compativel por
meio do sequenciamento de clones de uma biblioteca de cDNA de tecido
infectado. A biblioteca de cDNA foi construida a partir de mRNA isolado de
folhas do cafeeiro infectadas com H. vastatrix aos 25 dias apds a inoculacgao.
Foi efetuado o sequenciamento de passagem unica de 8274 clones da
biblioteca de cDNA da interagcdo C. arabica e H. vastatrix e 6479 etiquetas de
sequéncias expressas (ESTs) foram obtidas. Dentre elas, 5091 (78,6%)
sequéncias representam genes de plantas depositadas no GenBank/NCBI e
562 (8,7%) sequéncias representam genes de fungos e 826 (12,7%)
representam genes ainda ndo caracterizados (e-value < 10®°). O alinhamento
realizado com as 5091 sequéncias que apresentaram similaridade com genes
de plantas resultou em 1891 sequéncias unicas, constituidas por 887 contiguos
e 1004 singletos. A maioria dessas sequéncias representa genes com fungéo
desconhecida. Dentre as sequéncias com similaridade a genes que codificam
proteinas com fungdes conhecidas, verificou-se maior numero de genes que
codificam proteinas ribossomais, seguido do grupo de genes que codificam

proteinas envolvidas no metabolismo primario e produgdo de energia, sendo
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que 27 sequéncias apresentaram similaridade a genes que codificam proteinas
relacionadas ao processo de defesa tais como os fatores de transcricdo WRKY,
proteinas cinases, fosfatases, metalotioneina, PRs, quitinases, (-1,3-
glucanase, enzimas como fenilalanina-aménia liase, glutationa S-transferase.
Das 562 sequéncias que apresentaram similaridade a genes de fungos, 254
foram sequéncias unicas, representadas por 79 contiguos e 175 singletos. A
maioria das sequéncias representou genes que codificam proteinas com
funcdo conhecida. O maior grupo dos genes com fungdo conhecida codifica
proteinas ribossomais, seguido do grupo de genes que codifica proteinas
envolvidas no metabolismo primario e produgcdo de energia, sendo que 13
sequéncias apresentaram similaridade a genes relacionados ao processo de
infeccdo tais como PIG1, PIG4 e PIG8 (Planta-induced genes), RTP1 (Rust
transferred protein 1), proteinas cinases e MRPs (Multidrug resistance-
associated protein 1 transporter). Observa-se ainda que ESTs representando
genes n&o caracterizados e nao depositados somaram 52% do total. Esses
genes podem incluir genes da planta e genes do fungo, neste caso possiveis
efetores ainda nao caracterizados. A construcdo da biblioteca de cDNA de
tecidos infectados da interagcdo cafeeiro — H. vastatrix foi eficiente para
identificar possiveis genes da planta e do patdgeno expressos nessa interagao,
porém estudos funcionais deverao ser realizados para confirmar e quantificar o

papel de cada um desses genes na interagao.
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ABSTRACT

ROCHA, Cynthia de Melo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2010. Identification of genes expressed in the compatible interaction
Hemileia vastatrix - coffee through sequencing of cDNAs. Adviser:
Sérgio Herminio Brommonschenkel. Co-advisers: Eduardo Seiti Gomide
Mizubuti and Olinto Liparini Pereira.

Changes in the expression pattern of genes in the pathogen and host
plant factors are determinates of the phenotype of plant-pathogen interaction.
Thus, the objective was to identify and characterize genes and coffee Hemileia
vastatrix expressed in a compatible interaction through the sequencing of
clones from a cDNA library of infected tissue. The cDNA library was constructed
from mRNA isolated from coffee leaves infected with H. vastatrix to 25 days
after inoculation. We performed single pass sequencing of 8274 clones from the
cDNA library of H. vastatrix and Coffea arabica interaction and 6479 expressed
sequence tags (ESTs) were obtained. Among them, 5 091 (78.6%) sequences
represent plant genes deposited in GenBank / NCBI and 562 (8.7%) sequences
represent genes of fungi and 826 (12.7%) represent genes not yet
characterized characterized (e- value < 10-5). The alignment achieved with the
5091 sequences that showed similarity to plant genes resulted in 1891 unique
sequences, comprised of 887 contiguous and 1004 singlets. Most of these
sequences represent genes with unknown function. Among the sequences
similar to genes that encode proteins with known functions, there was a larger
number of genes that encode ribosomal proteins, followed by the group of
genes that encode proteins involved in primary metabolism and energy
production, and 27 sequences showed similarity to genes that encode proteins

related to defense process such as WRKY transcription factors, protein kinases,
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phosphatases, metallothionein, PRs, chitinases, B-1 ,3-glucanase, enzymes
such as phenylalanine ammonia-lyase, glutathione S-transferase. Of the 562
sequences that showed similarity to genes of fungi, 254 were unique
sequences, represented by 79 and 175 contiguous singlets. Most sequences
represented genes encoding proteins of known function. The biggest group of
genes with known function encodes ribosomal protein, followed by the group of
genes that encode proteins involved in primary metabolism and energy
production, while 13 sequences showed similarity to genes related to the
process of infection such as PIG1, and PIG4 PIG8 (plant-induced genes), RTP1
(Rust Transferred Protein 1), protein kinases and MRP (Multidrug resistance-
associated protein 1 transporter). Elsewhere it is noted that ESTs representing
genes not characterized and not deposited totaled 52% of the total. These
genes may include plant genes and genes of the fungus, in this case possible
effectors have not yet characterized. Construction of cDNA library from infected
tissues of H. vastatrix - coffee interaction was effective for identifying potential
genes of the plant and the pathogen expressed in this interaction, but functional
studies should be conducted to confirm and quantify the role of each of these

genes in interaction.
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1. INTRODUCAO

A ferrugem do cafeeiro é causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. &
Broome pertencente a ordem Pucciniales e familia Chaconiaceae. Trata-se de
um parasita biotréfico que infecta apenas o cafeeiro. A ferrugem do cafeeiro se
encontra disseminada em todas as regides produtoras de café no Brasil,
podendo em condigbes favoraveis € na auséncia de controle, causar perdas de
35 a 50% da produgao, principalmente em Coffea arabica L., espécie mais
cultivada (70% da producédo) e também a mais suscetivel a ferrugem
(Zambolim et al., 2005).

As principais estratégias de controle sdo a nutrigdo equilibrada das
plantas, pulveriza¢gées com fungicidas protetores a base de cobre ou sistémicos
do grupo quimico dos triazdis, isoladamente ou em misturas com estrobilurinas.
Para C. arabica, o numero recomendado de aplicagbes de fungicidas para
controlar a ferrugem é de quatro a cinco aplicagbes do fungicida a base de
cobre ou uma a trés aplicagdes de fungicidas sistémicos do grupo dos triazéis
isoladamente ou em mistura com estrobilurinas. Utilizam-se também aplicacdes

de triazdis via solo (Lopes et al., 2009).

O uso de variedades resistentes € a medida de controle mais desejavel,
por ser de facil adogao pelo produtor, além de diminuir o uso de agrotéxicos e
custo de producdo. Os genes de resisténcia provenientes de hibridos
interespecificos sdo normalmente incorporados via retrocruzamentos
sucessivos em cultivares comerciais de C. arabica. O Hibrido de Timor
proveniente do cruzamento entre C. canephora e C. arabica € a principal fonte
de resisténcia utilizada em programas de melhoramento (Fazuoli, 2002).

Porém, a obtencéo de variedades resistentes a ferrugem tem sido dificil devido



a grande variabilidade do patégeno. Sado conhecidas mais de 45 racgas
fisiologicas de H. vastatrix. A caracterizagao fisiologica das ragas € baseada na
utilizacdo de um conjunto de 18 variedades diferenciadoras de café (Zambolim,
et al., 2005).

A resisténcia de plantas contra doengas esta associada a um conjunto
de respostas de defesa ativadas pelo hospedeiro apdés o contato com o
patdogeno. O conhecimento dos componentes genéticos e das mudangas
transcricionais que ocorrem no patdégeno e na planta hospedeira sdo chaves
para o entendimento da interagcdo. Plantas desenvolveram mecanismos para
reconhecer e responder a moléculas particulares dos patdégenos. Por outro
lado, em patogenos biotroficos, como H. vastatrix, foram selecionadas
estratégias para manipular o metabolismo, morfologia e desenvolvimento
celular do hospedeiro, através da indugdo de um grupo essencial de genes
para patogenicidade (Hogenhout et al., 2009, Hahn & Menden, 2001, Menden
& Hahn, 2002, Panstruga, 2003, Voegele & Mendgen, 2003).

A ativacao da resposta de defesa depende da eficiéncia do hospedeiro
em reconhecer a presengca do patégeno por mecanismos de percepgao e
transducao de sinais, que envolvem alteragdes transitérias no fluxo de ions
através da membrana plasmatica e mudangas no estado de fosforilagdo de
varias proteinas. Como consequéncia desse processo, ocorre ativacdo de
fatores de transcricdo no nucleo da célula vegetal, com a expressao
subsequente de genes de defesa (Hammond-Kosack & Jones, 1997,
Hammond-Kosack & Parker, 2003, Bolton, 2009).

Em resposta a infecgdo por patdgenos, as plantas desenvolveram duas
linhas principais de defesa. A primeira linha que fornece a defesa basal contra
varios patdogenos é baseada no reconhecimento de moléculas conservadas do
patdbgeno essenciais para o seu desenvolvimento (PAMPs - Pathogen-
associated molecular pattern). Um dos PAMPs mais conhecidos e estudados é
a quitina, o principal componente estrutural da parede celular dos fungos (Kaku
et al., 2006). Esse reconhecimento se da por meio de receptores extracelulares
altamente sensiveis e especificos presentes na membrana plasmatica do
hospedeiro (PRRs — PAMP recognition receptors), ativando a resposta de

imunidade (PTlI — PAMP-triggered immunity) impedindo, dessa forma, a
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colonizacdo do hospedeiro pelo patdégeno. A indugdo do PTI também esta
associada com a sinalizacdo de proteinas quinases, producdo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species) e reforco da parede
celular por meio da deposigao de calose no sitio de infec¢ao (Zipfel, et al. 2009;
Postel & Kemmerling, 2009).

Muitos genes de aviruléncia (Avr) codificam proteinas efetoras capazes
de suprimir PTI, permitindo que o patégeno infecte a planta hospedeira e cause
doencga (Boller & Yang He, 2009; Bolton, 2009; Chisholm et al., 2006). Esses
efetores sdo proteinas secretadas pelo patdégeno que manipulam as fungdes
celulares do hospedeiro (Van der Hoorn & Kamoun, 2008), promovendo a
patogenicidade e mantendo o desenvolvimento do patégeno. Proteinas
efetoras, tanto de fungo quanto de bactérias, podem possuir atividade
enzimatica sendo responsaveis por modificagdes nas proteinas do hospedeiro
evitando assim reconhecimento pelo hospedeiro (Chisholm et al., 2006). A
principal fungcédo das proteinas efetoras € suprimir a via de transdugéo de sinais

relacionada a respostas de defesa em plantas (Tyler, 2009).

As plantas desenvolveram uma segunda linha de defesa que se
contrapbe a atuacdo dos efetores. Esta defesa é fundamentada no
reconhecimento de efetores (proteinas AVR) por proteinas de resisténcia R e
denominada de Imunidade Ativada por Efetores - ETI (Effector-Triggered
Immunity). Este reconhecimento leva a rapida ativacdo das respostas de
defesa nas plantas, incluindo a morte celular rapida no sitio de infecgéo
(Reagao de Hipersensibilidade ou HR). O patégeno por sua vez, durante o
processo de coevolugao é capaz de suplantar esse reconhecimento por meio
de modificacbes como mutacdes, perdas de suas proteinas efetoras ou pelo
desenvolvimento de novos efetores que suprimem a ETI (De Wit et al., 2009;
Boller & Yang He, 2009; Bolton, 2009; Chisholm et al., 2006; Jones & Dangl,
2006). Em resposta a essa corrida evolucionaria entre patdgeno e planta, ha o
desenvolvimento de novas proteinas R que por sua vez reconhecem novos

efetores.

Os genes R que na grande maioria codificam proteinas contendo
dominios de ligagdo a nucleotideos (‘Nucleotide binding’, NB) e repeti¢des ricas

em leucina (‘Leucine-rich repeat’, LRR) (Dangl & Jones, 2001; Rathjen &

3



Moffett, 2003; Hammond-Kosack & Parker 2003) reconhecem direta ou
indiretamente as proteinas Avr produzidas pelos fitopatdégenos, ativando a
resposta de defesa na planta e o confinamento do patégeno no sitio inicial de
infeccdo. Sao poucos os exemplos de interagao direta da proteina R e proteina
AVR: a proteina de resisténcia Pi-ta de arroz com AvrPita de Magnaporthe
grisea (Jia et al., 2000), RRS1 de Arabidopsis thaliana com PopP2 de Ralstonia
solanacearum (Deslandes et al., 2003) e as proteinas L5, L6 e L7 de linho com
a proteina Avr567 de Melampsora lini (Dodds et al., 2006).

No reconhecimento indireto, as proteinas R aparentemente sao capazes
de monitorar a pertubacdo decorrente da interacdo da proteina AVR com seu
alvo celular. Ao fazé-lo sofre uma mudanga conformacional e desencadeia a
resposta de resisténcia no hospedeiro (De Wit et al., 2009; Jones & Dangl|,
2006). Um exemplo classico desse modelo € a interagdo indireta entre a
proteina de aviruléncia Avr2 e a proteina de resisténcia Cf-2 no patossistema

Cladosporium fulvum e tomateiro (Rooney et al., 2005)

Quando genes R e Avr estdo presentes na planta e no patdégeno,
respectivamente, o fendtipo da interagdo é resisténcia e a interacdo é dita
incompativel. Quando este reconhecimento ndo € estabelecido, o resultado é
suscetibilidade e a interagao é dita compativel (Flor, 1971; Hammond-Kosack &
Parker, 2003; Jones & Dangl, 2006). Reacédo de hipersensibilidade (HR) & a
expressao mais comum da incompatibilidade na interagdo gene a gene, sendo
uma forma de morte celular programada envolvida especificamente com a
defesa contra o ataque de patdgenos, sendo também associada a indugéo da
resisténcia local e sistémica (Kiraly et al. 2007). Dessa maneira, genes de
defesa da planta contra diferentes patégenos que sdo associados com HR
incluem aqueles envolvidos na biossintese de fitoalexinas, produgdo de

proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR) e deposig¢ao de lignina.

O modelo gene a gene de reconhecimento tem sido aplicado na
interacao cafeeiro e H. vastatrix, onde a resisténcia das plantas de cafeeiro é
condicionada por no minimo nove genes dominantes de efeito principal (Sy1 —
SH9). Seguindo o modelo gene a gene, tem-se inferido a existéncia de nove
genes de aviruléncia (v1 — v9) em H. vastatrix (Silva et al., 2006). Estudos

citolégicos demonstraram que para determinados gendtipos de café (Coffea
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spp.), a resisténcia a H. vastatrix envolve a indu¢do da HR, visualizada 2 dias
apos a inoculagdo que resulta na morte de células guardas e subsidiarias do
estdbmato, onde o fungo desenvolve o apressorio e a hifa de penetragéo (Silva
et al., 2002). Varias respostas de defesa do cafeeiro estdo associadas a HR,
incluindo encapsulamento dos haustérios com calose e 1,4-B-glucanos,
deposigao de compostos fendlicos, lignificagdo da parede celular da planta,
acumulo intercelular de polissacarideos e fendis bem como hipertrofia das
células infectadas da planta. O aumento da atividade de enzimas oxidativas,
como a lipoxigenase e peroxidase, de enzimas da via dos fenilpropandides
(fenilalanina aménia liase) e proteinas relacionadas com a patogénese ([3-
glucanases e quitinases) estdo associados a expressdo de resisténcia do
cafeeiro (Silva et al.,, 2002, Guzzo & Martins, 1996, Rojas et al., 1993). O
crescimento do fungo em plantas resistentes normalmente € interrompido

geralmente antes da formagao do primeiro haustério (Silva et al., 2002).

Guerra-Guimardes et al. (2009), estudaram a histopatologia do
desenvolvimento da ferrugem do café e acompanharam a expressdo de
isoformas de quitinases presentes no fluido intercelular de dois gendétipos de
café diferindo em somente um gene de resisténcia a H. vastatrix. Foi detectado
0 aumento da atividade de quitinases na interagao incompativel associado com
a restricdo do crescimento do fungo. Esse aumento no nivel de expresséo
coincide com a ocorréncia de HR, sendo dessa forma sugerido que as
quitinases fazem parte dessa resposta. Ja na interacdo compativel o acumulo

foi menor e mais lento.

Fernandez et al. (2004), construiram bibliotecas subtrativas utilizando a
técnica de hibrididacao subtrativa por supressédo (SSH - Subtractive Supressive
Hybridization) com o objetivo de isolar genes do cafeeiro envolvidos na
resisténcia a ferrugem, causada por H. vastatrix, nos primeiros estagios de HR.
Neste estudo, periodos de 12, 24 e 48 horas apos a infecgado foram escolhidos
como tempos apropriados para isolamento de RNA total que foi utilizado para
construir as bibliotecas subtrativas. Foram anotadas 402 ESTs (Etiquetas de
Sequéncias Expressas), sendo que no minimo 13% representavam genes
envolvidos na resposta de defesa e outros 13% nos processos de sinalizacao.

Os ESTs similares a genes relacionados a resposta de defesa codificam



proteinas envolvidas na regulagao da apoptose em células animais e também a
varias vias oxidativas. Outros clones corresponderam a proteinas envolvidas
em reagdes de defesa incluindo proteinas PR (quitinases, B-1,3-glucanases,

PR-10) e lipoxigenases.

O acumulo de transcritos foi examinado durante as interagdes
compativel e incompativel. Varios genes tiveram aumento do acumulo de
transcritos em cafeeiro inoculados com H. vastatrix (interagdo compativel e
incompativel) quando comparadas com plantas ndo inoculadas. Dentre eles,
alguns genes tiveram aumento no acumulo de transcrito durante a reacgéo
incompativel (HR) quando comparado a reagcdo compativel. Quatro desses
genes foram similares a genes relacionados a componentes da via de
sinalizagao envolvidas na resisténcia de plantas a doengas como o citocromo
P450 envolvido na biossintese de compostos relacionados com a resisténcia
de Arabidopsis a Alternaria brassicicola (Zhou et al.,, 1999), HPS70
componente essencial na via de transducéo de sinal na resposta de defesa em
Nicotiana benthamiana (Kanzaki et al., 2003), DND1 (Defense, no Death 1) que
€ uma proteina envolvida na HR em Pseudomonas syringae (Clough et al.,
2000) e NDR1 (non race-specific disease resistance protein), componente
chave na via sinalizacdo de muitas proteinas de resisténcia do tipo CC-NBS-
LRR (Century et al., 1997). Finalmente, foram relatados outros quatro genes
similares a genes que codificam proteinas relacionadas a mecanismos de
defesa como quinases (Du & Chen, 2000, Morris & Walker, 2003), UDP-
glicose: acido salicilico glicosiltransferase e fatores de transcrigdo como os do
tipo APS e WRKY envolvidos na resposta de planta a infeccdo por
fitopatégenos (Dong et al., 2003, Ulker & Somssich, 2004, Eulgem & Somssich,
2007).

Utilizando a mesma técnica de construgcao de biblioteca subtrativa por
supressdo (SSH), Guzzo et al. (2009) identificaram genes diferencialmente
expressos em cafeeiro associados a resisténcia sistémica adquirida (SAR —
Systemic Acquired Resistance) e em uma interacdo incompativel entre o
cafeeiro e o fungo H. vastatrix. Foram geradas duas bibliotecas de cDNA, uma
enriquecida com sequéncias provenientes da interacdo incompativel entre um

cultivar resistente de café inoculado com H. vastatrix e outra biblioteca



enriquecida com sequéncias provenientes de um cultivar de café suscetivel a
H. vastatrix respondendo ao tratamento com o indutor de resisténcia
Acibenzolar-S-methyl (ASM) que, de acordo com Guzzo et al. (2004), induz
resisténcia local e sistémica e aumenta a atividade das enzimas quitinases e [3-
1,3-glucanases em tecidos foliares de cafeeiro suscetiveis a H. vastatrix. Neste
trabalho, caracteristicas comuns e diferenciadas foram identificadas entre
plantas com resisténcia genética ou induzida. Analise de 384 clones de cada
biblioteca de cDNA identificou genes envolvidos na HR, na sintese de proteinas
antimicrobianas, sintese e transporte de metabdlitos antimicrobianos, traducao
e percepgao de sinais, metabolismo de lipideos, degradagcdo de proteinas,

manutencgao e desenvolvimento celular.

A maioria dos genes ativados no tratamento com ASM codificam
proteinas antimicrobianas (22%) ou s&o relacionados a resposta de
hipersensibilidade (18%) ao lado daqueles genes que sdo pressupostamente
envolvidos no reconhecimento e transducdo de sinais. Dentre eles estido
proteinas PR (quitinases e -1,3-glucanases) que tém a fungéo de restringir o
desenvolvimento do patdgeno; cisteina proteinase, responsavel pela regulagéo
da morte celular programada em cultura de células de plantas tais como soja,
Arabidopsis e tomate (Solomon et al., 1999; Clarke et al., 2000); superoxido
desmutases, responsavel pela producdo de H»0O, que pode atuar como
molécula sinal ou como composto antimicrobiano (Borden & Higgins, 2002) e
enzimas oxidativas como catalases, glutationa S-transferases e peroxidases.
Dos genes ativados na interagdo incompativel, 44% estdo envolvidos na
transducao e reconhecimento de sinais e 23% na sintese e transporte de
metabolitos antimicrobianos. Entre os genes isolados desta biblioteca estao
aqueles que codificam lipoxigenases (LOX), genes pertencentes a familia de
proteinas induzida em resposta a hipersensibilidade (Xiao et al., 2001), varios
tipos de proteinas cinases incluindo MAP cinase e sequéncias que codificam

proteinas antimicrobianas como [3-1,3-glucanases.

Ganesh et al. (2006) avaliaram o nivel de expressao de trés genes
candidatos na interagdo cafeeiro x H. vastatrix: CaWRKY1, que codifica um
possivel fator de transcricdo da familia WRKY, CaR111 que codifica uma

proteina de fungdo ainda desconhecida e CaNDR1, gene homdlogo a NDR1



em Arabidopsis. Para os trés genes avaliados, o aumento do nivel de mRNA foi
observado nos primeiros estadios da infecgédo (12 a 20 horas p6s inoculagao —
hpi) sendo a sua inducéo transitéria. Diferengas estatisticas foram encontradas
entre a interacdo compativel e incompativel para os genes CaR11l1l e
CaWRKY1. O gene CaR111 foi induzido na interagdo incompativel entre 12 —
16 hpi, mas fracamente induzido na interagdo compativel. A ativagdo do gene
CaWRKY1 ocorreu nas duas interacdes, porém foi mais alta na incompativel
(16 hpi) e ocorreu mais tardiamente na interacédo compativel (24 hpi). Para o
gene CaNDR1 uma fraca indugao foi observada em 12 — 16 hpi em ambas as
interacdes. Os trés genes analisados retornaram ao seu nivel basal em 24 hpi
para CaR111 e CaNDR1, e 48 hpi para CaWRKY1. Esse trabalho mostra que
respostas transcricionais especificas do cafeeiro foram detectadas antes que a
penetracdo do fungo ocorresse, ja que nesse periodo as andlises de
microscopia revelaram somente um numero limitado de estruturas

diferenciadas de penetrac&o através do estdmato (Ganesh et al., 2006).

Em diferentes interagdes planta — patdégeno, a indugao de peroxidases
esta associada a resisténcia em plantas pela produgcdo de compostos
antimicrobianos como peroéxido de hidrogénio (H».O,) bem como na lignificagao
da parede celular da planta (Nyochembeng et al., 2007, Do et al., 2003).
Estudos citolégicos e bioquimicos foram realizados por Silva et al. (2008) para
investigar a associagao de peroxidases na resisténcia de café a H. vastatrix.
Cafeeiros com genotipos Sy e Sy4Sy5 foram inoculados com isolados de H.
vastatrix raca Il e VI com objetivo de estabelecer duas interagbes incompativeis
e uma compativel. Nas interacdes incompativeis, ao contrario da interacéo
compativel, verificou-se alta atividade de peroxidases no inicio da morte
celular. Estudos citoquimicos puderam localizar peroxidases e H;O, na
interface entre a cuticula e as estruturas de penetragdo do fungo, no sitio de

penetracao.

Patégenos biotroficos como H. vastatrix sdo dependentes de células
vivas da planta para seu desenvolvimento e reproducao (Heath, 1997, Shulze-
Lefert & Panstruga, 2003). O processo de infecgao por H. vastatrix nos tecidos
foliares do cafeeiro, inicia-se com a germinagao dos uredinidosporos dicarioticos

depositados na superficie do hospedeiro, produgdo de um tubo germinativo e a



diferenciacdo dos apressérios sobre os estdbmatos. E a partir do apressério,
que o fungo penetra no interior dos tecidos foliares (12 hpi), formando uma hifa
de penetragao, que cresce em direcdo a camara subestomatica e se ramifica,
dando origem a uma estrutura semelhante a uma ancora denominada células-
mae do haustério (CMHSs), da qual irradiam hifas para as células subsidiarias e
as do mesofilo, onde se formam haustérios, dando inicio a fase biotréfica (essa
formagao inicia 36 hpi). Em cafeeiros suscetiveis, a colonizagdo do mesofilo
caracteriza-se por numerosas hifas intercelulares, com muitos haustorios, que
acabam por originar soros urediniosporicos que saem através do estomato
(Silva, et al., 2006).

Estudo recente realizado por Ramiro et al. (2009), mostrou que H.
vastatrix possui um padrao de desenvolvimento de estruturas de infecgao unico
dentre as ferrugens que penetram via estdmato. No tecido do hospedeiro, H.
vastatrix raca Il diferenciou haustério nas células subsidiarias do estdmato e
nas epidérmicas adjacentes nos primeiros estagios de infeccdo logo apds a
entrada no estdmato e provavelmente antes de o fungo atingir a cavidade
subestomatica, sendo mais cedo do que é previsto anteriormente na literatura.
Tais observagdes revelaram a presenga do haustorio dentro das células
subsidiarias do estdmato e adjacentes em sitios de infecgédo tanto em cultivares

resistentes quanto em suscetiveis em 24 h apds a inoculacéo (hpi).

Segundo os autores, depois da germinagdo do urediniésporo e do
apressorio, ocorre a diferenciacdo de uma hifa de infeccado intercelular,
denominada pelos autores de hifa primaria (Pioneer infection hypha), a partir da
qual é formada a célula mé&e do haustério (CMH) que diferencia haustorios
também denominados de haustoérios primarios (pioneer haustoria) dentro de
células subsidiarias e adjacentes do estdbmato antes da penetragao nas células
do mesofilo. Quando a hifa de infeccdo alcanga o mesofilo, ha o
desenvolvimento da estrutura tipica semelhante a uma ancora dentro da
camara subestomatica onde sédo formadas as CMH no qual sao produzidos os
haustérios secundarios que invadem as células do mesofilo. Esses resultados
sugerem que H. vastatrix estabelece a interagcédo biotréfica com o hospedeiro
dentro de poucas horas depois da inoculagdo (menos que 24 h), porém, o

numero reduzido de sitios de infeccado com a presenca do haustério primario e



da hifa de penetracao indica que o desenvolvimento do fungo ocorre dentro das

células do mesofilo.

Esses autores verificaram uma geracédo de H,0O, forte e transitéria nos
sitios de infeccdo da interacdo incompativel detectado 39 hpi, durante a
formagao do haustoério secundario. Transcritos de genes PR como CaPR1b e
CaPR10 apresentaram o maximo de acumulo a 39 hpi na interacao
incompativel, porém apresentaram baixos niveis na interagdo compativel.
Desse modo, a diferenga na expressao de genes de defesa entre interagbes
compativeis e incompativeis foi observada somente durante a formacido do
haustério secundario sugerindo a auséncia de reconhecimento especifico do
fungo pelo hospedeiro no estadio de formagao do haustorio primario. Assim, é
sugerido que os componentes do haustério ndo sdo reconhecidos ou ndo séo

secretados dentro das células subsidiarias e adjacentes do estdbmato.

O haustdrio consiste em uma projecao da hifa altamente especializada,
circundada por uma membrana plasmatica e parede celular. O
desenvolvimento do haustério ocorre sem que haja ruptura da membrana
plasmatica, ndo ocorrendo dessa maneira contato com o citoplasma do
hospedeiro, resultando em danos estruturais minimos, de tal forma que a célula
invadida permanece completamente funcional e ativa. Com o crescimento do
haustério, a membrana do hospedeiro se torna invaginada, formando a
chamada membrana extra-haustorial circundando o haustério. Entre a
membrana extra-haustorial e a parede celular do haustério € formada uma
camada semelhante a um gel, enriquecida de carboidratos denominada matriz
extra-haustorial (Catanzariti et al., 2007; Panstruga, 2003; Voegele & Mendgen,
2003; Mendgen & Hahn, 2002). A funcédo principal do haustério estd na
aquisi¢ao de nutrientes do hospedeiro. Porém, ha evidéncias que sugerem que
essa estrutura esta envolvida em mudancgas do metabolismo e na supressao da
defesa do hospedeiro e também como centro de uma comunicagao celular
permitindo uma troca de informagao entre o hospedeiro e o patégeno para o

estabelecimento e manutencao da fase biotrofica (Voegele & Mendgen, 2003).

A construcdo de uma biblioteca de cDNA especifica de haustério por
Hahn & Mendgen (1997), fez possivel a analise da fungdo do haustério em

termos moleculares. Recentemente, proteinas de aviruléncia (Avr) expressas
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no haustério foram identificadas, sendo essas proteinas alvos de proteinas de
resisténcia, componentes do sistema de defesa da planta. Todas essas
proteinas sdo ativas dentro da célula do hospedeiro, levando a conclusdo que
esses patdégenos podem transportar diretamente essas proteinas para dentro
do citoplasma do hospedeiro durante o processo de infecgao (Catanzariti et al.,
2007).

O primeiro gene Avr expresso no haustorio clonado e caracterizado foi o
AvrL567 da ferrugem do linho Melampsora lini (Dodds et al., 2004). Esse gene
foi identificado mediante o uso de uma biblioteca subtrativa de cDNA
enriquecida para genes expressos pela ferrugem durante a infecgdo. O gene
AvrL567 codifica uma proteina pequena que é secretada e expressa no
haustério e a sua co-expressao com o gene de resisténcia do linho L6 em
folhas infiltradas com Agrobacterium tumefaciens, induziu necrose nas células
vegetais (HR). Dodds et al. (2006), demonstraram ainda que a proteina

AvrL567 interage diretamente com as proteinas de resisténcia L5 e L6 do linho.

Catanzariti et al. (2006), analisando genes Avr candidatos da ferrugem
do linho, mediante a purificacdo de haustorios em plantas infectadas,
identificaram 21 proteinas secretadas especificas do haustério. Esse trabalho
resultou no isolamento dos genes AvrM, AvrP123 e AvrP4 expressos no
haustorio e que codificam pequenas proteinas secretadas. A proteina Avr123
possui similaridade com inibidores de serinoproteases do tipo Kazal, sugerindo
um possivel papel dessa proteina na patogénese de M. lini, por meio da
inibicdo de proteases do hospedeiro. A proteinas AvrP4 e AvrM induziram a
morte celular quando expressas intracelularmente, sugerindo que ocorre a
translocacao dessas proteinas durante a infeccdo para dentro das células
vegetais que possuem o0s genes de resisténcia P4 e M, respectivamente.
Catanzariti et al. (2010) demonstraram que as proteinas AvrM e M interagem
diretamente e que essa interacio esta correlacionada com um reconhecimento
especifico da planta. Foi também demonstrado que o dominio C-terminal do
gene AvrM é necessario para a morte celular e interage fisicamente com o

gene M em ensaios de duplo hibrido em leveduras.

A expressao de proteinas Avr em haustoérios de ferrugens e juntamente

a indugao de HR com a formacéao do haustério sugere que este tem importante
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funcdo na transferéncia de proteinas efetoras para dentro das células
infectadas. Essa hipotese foi confirmada por estudos de imunolocalizagcdo de
proteinas secretadas pelo haustorio de Uromyces fabae. Kemen et al. (2005),
demonstraram que a proteina Uf-RTP1 (Rust transfered protein 1), especifica
de haustdrio de U. fabae é transferida para o hospedeiro durante o processo de
infeccdo. Essa proteina foi detectada na matrix extra-haustorial e durante o
processo de infecgdo, ocorreu seu acumulo no citoplasma e no nucleo das
células infectadas do hospedeiro. Isso condiz com a presenga de um sinal de
localizagdo nuclear, sugerindo que essa proteina tem como alvo o nucleo do
hospedeiro e pode influenciar a expressdo de genes do hospedeiro durante o

processo de infecgéo.

Como visto, foi documentado que proteinas efetoras muitas vezes
realizam sua funcdo dentro das células do hospedeiro. Em bactérias, a
transferéncia de proteinas efetoras se da por meio do sistema de secregao tipo
[l (Block et al., 2008) enquanto efetores de nematoides entram na célula do
hospedeiro via estilete (Davis et al., 2008). O mecanismo de transferéncia das
proteinas efetoras de fungos ainda é desconhecido, enquanto que em
oomicetos recentemente houve a elucidacdo de uma sequéncia conservada em
proteinas efetoras que tem como alvo as células do hospedeiro. Essas
proteinas efetoras dividem um motivo N-terminal RXLR-EER conservado que é
similar ao motivo RXLXE/Q presente em proteinas de Plasmodium falciparum
(agente causal da malaria) que sao translocadas para dentro das células dos
eritrocitos do hospedeiro. O motivo RXLR-EER parece funcionar como um sinal
que media o trafico de proteinas efetoras para dentro da célula do hospedeiro,
talvez atuando mediante a translocagao da proteina na membrana plasmatica
da planta ou estimulando a endocitose na interface haustério - célula do
hospedeiro (Dodds et al., 2009).

Genes R que codificam proteinas receptoras foram isolados de varias de
plantas, e os genes Avr correspondentes também tém sido caracterizados. No
entanto, poucos estudos sio dirigidos para interagdo compativel. Até o
momento, n&o foi efetuada analise detalhada dos genes de H. vastatrix
expressos na interacdo com o cafeeiro, onde praticamente sido inexistentes

sequéncias de genes para essa espécie de fungo. Trabalhamos com a
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hipotese de que nessa interagao ocorre a expressao de genes de H. vastatrix
responsivos ao processo de infecgdo e que as proteinas efetoras codificadas
por esses genes sao secretadas para dentro da célula do hospedeiro que por
sua vez ativa a transcrigdo de genes de resposta de defesa de modo a impedir

a infecgao pelo patégeno.

Uma vez que descobertas recentes sugerem que os patégenos induzem
respostas de defesa diferentes no hospedeiro e que isto pode refletir em uma
resposta diferencial para os mecanismos empregados pelos patdégenos,
elucidar alguns eventos da interagdo cafeeiro x H. vastatrix, por meio de
estudos dessa interagdo pode ser de grande importdncia para alcangar
resisténcia duravel da planta, bem como no desenvolvimento de estratégias de

controle da doenga.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi identificar genes do
cafeeiro e de H. vastatrix expressos na interagdo compativel por meio do

sequenciamento de clones de cDNA de biblioteca de cDNA do tecido infectado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 — Obtencdo do inoculo e material infectado para a construcdo da
biblioteca de cDNA.

O indculo inicial foi obtido de cafeeiros variedade Catuai vermelho 144
infectados naturalmente. Posteriormente, foi obtido um isolado monopustular
HV-01 do fungo, a partir do isolamento de uredinidésporos obtidos de uma unica
pustula e inoculados em uma planta de café. Este indculo foi multiplicado por
sucessivas coletas dos urediniésporos e inoculagdes até se obter quantidade

suficiente de esporos para que o trabalho fosse realizado.

A espécie Hemileia vastatrix € parasita obrigatério e assim foram feitas
inoculacbes periodicas em mudas de cafeeiro Catuai vermelho 144 para
manutencdo do indculo. Apds esporulagao, os uredinidosporos foram coletados
com o auxilio de um coletor de esporos acoplado a um compressor e
armazenados em freezer -80 °C até que fossem utilizados, de maneira que nao

percam a viabilidade.

Com a finalidade de isolar genes envolvidos na resposta de defesa,
mudas de cafeeiro foram inoculadas de acordo com Silva et al. (2002), no qual
urediniésporos (aproximadamente 1 mg por folha) foram distribuidos na face
abaxial do par de folhas mais novo com o crescimento ja completo, em seguida
aspergidas com agua destilada e mantidas em cadmara de nevoeiro, a 25°C, no
escuro durante 48 h e posteriormente transferidas para camara de crescimento
a 22 °C. Folhas com sintomas de infecgdo e antes do inicio da esporulagdo

(aproximadamente 25 dpi) foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e
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armazenadas em ultrafreezer até o processamento de acordo com a

metodologia para a construg&o da biblioteca de cDNA.

2.2. Construcao da biblioteca de cDNA.

A extracdo de RNA total foi conforme protocolo do kit ConcertTM
(Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha). A purificagcdo do RNA mensageiro (mMRNA)
foi realizada a partir de 500 ug de RNA total utilizando o kit nucleotrap® Nucleic
Acid Purification (Clontech, Palo Alto, CA, EUA). O mRNA foi liofilizado e
ressuspendido em Tris-HCI 5mM, pH 7,5. A qualidade e quantidade das
amostras de mRNA purificadas foram analisadas por meio de eletroforese em
gel desnaturante de agarose 1,2% e em espectrofotdmetro nos comprimentos

de onda de 260 e 280 nm respectivamente.

A biblioteca de cDNA foi construida conforme instrugcbes do SMART
cDNA Library Construction Kit (Clontech, Palo Alto, CA, EUA) utilizando-se 5ug
de mRNA.

Os cDNAs resultantes foram clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega)
e transformados em Escherichia coli estirpe EC-100 (Epicentre, Madison, WI,
EUA) por eletroporagéo. Os clones recombinantes foram selecionados em meio
LB contendo clorofenicol (150 mg.mL™"), IPTG (100 mg.mL") e X-GAL (20
mg.mL™") apds incubagdo a 37°C por 16 h. Os clones foram entdo transferidos
para placas de 96 cavidades contendo meio Freeze media (Budimann, 2000) e

ampicilina (100 mg.mL™"), incubadas a 37°C por 16 h e estocados a —80°C.

2.3 - Sequenciamento dos cDNAs e analise das sequéncias obtidas

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada repicando-se as colénias
para placas de microcultura contendo 1 mL de meio Circle Grow acrescido de
150 mg.mL™" de clorofenicol. As placas foram incubadas a 37°C por 16 h a 280
rom. Apés esse periodo, as placas foram centrifugadas a 2500 rpm por 10 min
e descartado o sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 240 mL de
solugao G.E.T pH 7,4 (EDTA pH 8,0 0,5 M, Tris-HCI 1 M, Glicose 20%) e
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centrifugadas a 3000 rpm por 7 min. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspendidas em 80 mL de solugdo G.E.T contendo RNase (150
mg.mL-1) e agitadas por 2 min. Uma aliquota de 60 mL da suspensao de
células foi transferida para placas de polipropileno e adicionado a cada pogo 80
mL de NaOH 0,2 N e SDS 1% (1:1), homogeneizadas por inverséo e incubadas
a temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, centrifugou-se as placas a
3700 rpm por 2 min, fez-se a adicdo de 80 mL de KOAc 3 M pH 4,8,
homogeneizou-se por inversao e incubou-se no gelo por 10 min. As placas
foram entdo mantidas em estufa a 90°C por 30 min, novamente no gelo por 10
min e centrifugadas a 3700 rpm por 9 min. Uma aliquota de 100 mL do
sobrenadante foi filtrado em uma placa Millipore (MAGV N22) por meio de
centrifugagédo (3000 rpm por 6 min). Por fim, foi adicionado 100 mL de
isopropanol, homogeneizado por inversdo e centrifugado a 3700 rpm por 45
min. O sobrenadante foi descartado e o DNA lavado com etanol 70% e
ressuspendido em agua milli-Q. A quantidade e qualidade do DNA extraido

foram analisados em gel de agarose 1%.

As reacoes de sequenciamento foram realizadas com o kit DYEnamicTM
ET Dye Terminators (GE Healthcare, Freiburg, Germany). Foram utilizados
nestas reagdes 100 a 150 ng de DNA, 0,5 mM do oligonucleotideo M13F, 2,0
mL de DYEnamic TM ET Terminator Sequencing Pré-mix em volume final de 5
mL. As condicdes da PCR foram 95°C por 10 s, 50°C por 5 s e 60°C por 2 min
repetidas 35 vezes. Em seguida, o DNA foi precipitado adicionando-se 27,5 mL
de etanol absoluto e acetato de aménio para uma concentragao final de 0,75 M.
Apds 10 min a temperatura ambiente, as reagdes foram centrifugadas por 45
min a 3700 rpm. O DNA foi entdo lavado com 100 mL de etanol 70%,
centrifugado a 3700 rpm por 10 min e deixado secar por 10 min. Apds a
precipitacdo, o DNA foi ressuspendido em 5 mL de Loading Buffer (GE
Healthcare). A leitura das amostras foi realizada em sequenciador automatico
MegaBACE™ 500 de 48 capilares (GE Healthcare).

A qualidade das sequéncias foi verificada através do pacote

phred/phrap/consed (www.phrap.org), instalado no Laboratério de Gendémica —

BIOAGRO-UFV. Apdés a remocdo de sequéncias do vetor pelo programa

Cross_match (www.phrap.org), as sequéncias obtidas foram alinhadas pelo

16



programa CAP3, que agrupou-as em contigs quando representadas mais de
uma vez. Os contiguos e os singletos obtidos foram comparados a sequéncias
depositadas nos bancos de dados do National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando os algoritmos

BLASTx e BLASTn e ao Puccinia graminis f. sp. tritici Genomic Database

(http://www.broad.mit.edu) utilizando o algoritmo BLASTx. A similaridade foi

considerada significativa quando o valor esperado (e-value) for menor do que

1™,

Para definir as categorias funcionais dos possiveis genes encontrados,
foram utilizados as ferramentas disponiveis nos bancos de dados Expert
Protein Analysis System (Expasy) (http://bo.expasy.org/) e InterPRO
(http://www?2.ebi.ac.uk/interpro/).

Como existem poucas sequéncias de genes e proteinas de fungos
causadores de ferrugens depositadas em bancos de dados, foi efetuada a
identificacdo de proteinas secretadas por meio da analise in silico dos
contiguos de ESTs e sequéncias unicas. Essas sequéncias foram traduzidas
nas seis possiveis sequéncias abertas de leitura ou ORFs (open-reading-
frame) através do programa ORF Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/qgorf/gorf.html).

A ORF mais longa, que se inicia preferencialmente com uma metionina,
foi selecionada e analisada pelo programa SignalP3.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (Bendtsen et al., 2004). Este programa

combina dois métodos de predicdo de sinal de secrecdo, SignaP-NN
(fundamentado em redes neurais) e SignalP-HMM (fundamentado em modelos
ocultos de Markov — Hidden Markov Models). Uma sequéncia de peptideo sinal
sera considerada presente quando for identificada pelos dois métodos. As
ORFs que contenham essas sequéncias de peptideo sinais foram também
analisadas utilizando o programa de predicdo de topologia de membrana

Phobius (http://phobius.cbr.su.se/), para identificar genes que codificam

proteinas com dominio transmembrana.
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3. RESULTADOS

Foram sequénciados 8274 clones da biblioteca de cDNA da interagao C.
arabica e H. vastatrix e 6479 sequéncias de qualidade foram obtidas. A analise
das sequéncias com os algoritmos BLASTx e BLASTn resultou na identificagédo
de cerca de 5091 (78,6%) sequéncias similares a genes de plantas
depositadas no GenBank/NCBI, 562 (8,7%) sequéncias que representaram
genes de fungos e 826 (12,7%) representam genes ainda ndo caracterizados

(e-value < 107).

O alinhamento realizado pelo programa Phred/phrap/consed das 5091
sequéncias que apresentaram similaridade com genes de plantas resultou em
1891 sequéncias unicas, representadas por 887 contigs e 1004 singletos. A
maioria dos contigs possuia 1, 2 e 3 ESTs (Figura 1). Todas as 1891
sequéncias unicas foram comparadas a sequéncias depositadas no NCBI
utilizando o algoritimo BLASTx. Dessas sequéncias, aquelas que apresentaram
similaridade significativa (e-value < 10°) a genes que codificam proteinas com
fungdes conhecidas, foram agrupadas de acordo com suas possiveis fungoes,
sendo 178 (9,4%) similares a genes que codificam proteinas de funcdes
conhecidas, 969 (51,2%) mostrou similaridade a genes que codificam possiveis
proteinas cujas fungdes s&do ainda desconhecidas e 744 (39,3%) sequéncias
nao demonstraram similaridade a genes depositadas no banco de dados
(Tabela 1). Dessa forma, a maioria das sequéncias representa genes com
funcdo desconhecida. O maior grupo dos genes com fungédo conhecida codifica
proteinas ribossomais, seguido do grupo de genes que codifica proteinas

envolvidas no metabolismo primario e produgdo de energia (Figura 2), sendo
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que 27 sequéncias apresentaram similaridade a genes relacionados ao

processo de defesa (Tabela 1).
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Figura 1. Distribuicdo da frequéncia de sequéncias de similaridade a sequéncias de

plantas pertencente ao mesmo contig ou singleto.
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Figura 2. Classificagdo funcional das sequéncias Unicas referentes a possiveis genes

de Coffea arabica.
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Dentre as sequéncias que representam genes relacionados ao processo
de defesa, destacam-se aquelas que apresentam similaridade a genes que
codificam fatores de transcricdo do tipo WRKY1b de C. arabica (CAHV-CT-01,
e-value: 9 e*°), WRKY30 de Capsicum annuum (CAHV-CD-01-003-M13F-G11,
e-value: 9 e?°) e WRKY8 de Hordeum vulgare subsp. vulgare (CAHV-CD-02-
042-M13F-D12, e-value: 2 ).

Foram identificadas sequéncias que apresentam similaridade a genes
que codificam proteinas cinases envolvidas na percep¢ao e transdugcdo de
sinais como as proteinas MAPK3 de Catharanthus roseus (CAHV-CT-508, e-
value: 1 €"%°), CDPK4 de Capsicum annum (CAHV-CD-01-028-M13F-H04, e-
value: 6 e )
(CAHV-CD-01-008-M13F-E10, e-value: 1 e®). Juntamente com as proteinas
cinases, as fosfatases também possuem importante funcdo na via de
transducao de sinais. Os clones CAHV-CD-01-029-M13F-C02, CAHV-CD-02-
014-M13F-A07 e CAHV-CD-01-023-M13F-D05 apresentaram similaridade a

genes que codificam as proteinas fosfatases 2A de Lycopersicum esculentum

e proteina como Serina/treonina cinase de Ricinus communis

(e value: 3 e¥) e fosfatase 2A (e-value: 1 e*°) e 2C (e-value1 e®) de Ricinus

communis, respectivamente.

O clone CAHV-CD-01-009-M13F-C09 e o contig CAHV-CT-02
apresentam similaridade a genes que codificam lipoxigenases de Nicotiana
atenuata (e-value: 5 e°°) e Corylus avellana (e-value: 6 €™°), repectivamente.
Também se destaca o contig CAHV-CT-646 com similaridade a genes que
codificam a enzima fenilalanina-amoénia liase (PAL) de Capsicum annuum (e-

value: 1 ™)

. Outra enzima representada por quatro sequéncias unicas
CAHV-CD-02-003-M13F-D09, CAHV-CT-672, CAHV-CD-01-039-M13F-A12 e
CAHV-CD-02-043-M13F-B11, foi a enzima glutationa S-transferase de
Catharanthus roseus (e-value: 5 e?®), Panax ginseng (e-value: 3 %), Malva

pusila (e-value: 2 e°) e Ricinus communis (e-value: 4 e®), respectivamente.

Foram encontradas sequéncias que apresentaram similaridade a genes
que codificam proteinas PRs que sao expressas nas plantas principalmente em
resposta a infecgdo por patogenos. O clone CAHV-CD-02-005-M13F-C12 e os
dois contigs CAHV-CT-311 e CAHV-CT-682 apresentam similaridade a genes

que codificam as proteinas PR-1 de Capsicum annuum, PR-5 de Coffea
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arabica e PR4-A de Nicotiana tabacum, respectivamente. O alinhamento das
sequéncias deduzidas de aminoacidos do produto da tradugdo dos genes
representados pelo clone CAHV-CD-02-005-M13F-C12 e pelo contigs CAHV-
CT-311 e CAHV-CT-682 comparadas com a sequéncia de aminoacidos
deduzidas das proteinas PR-1, PR-5 e PR4-A, respectivamente, ¢
demonstrado na Figura 3. Por meio dessa analise, podemos inferir que o clone
CAHV-CD-02-005-M13F-C12 e os contigs CAHV-CT-311 e CAHV-CT-682
representam as sequéncias parcialmente completas dos mRNAs das proteinas
PR-1, PR-5 e PR4-A em C. arabica.

Os contigs CAHV-CT-03, CAHV-CT-04 e CAHV-CT-06 apresentam
similaridade a genes que codificam quitinases de C. arabica (e-value: 1 ),
Nicotiana tabacum (e-value: 8 e**) e Mormodica charantia (e-value: 5 '),
respectivamente. Dentre esses contigs, destacam-se CAHV-CT-03, CAHV-CT-
04 por representarem sequéncias parcialmente completas dos mRNAs de
quitinase de C. arabica e N. tabacum (Figura 4). Seguindo a mesma linha de
sequéncias que apresentaram similaridade a proteinas com atividade
antifangica, o clone CAHV-CD-01-043-M13F-D02 apresentou similaridade ao
gene que codifica a proteina 3-1,3-glucanase acida de C. arabica. Por ultimo, o
clone CAHV-CD-01-027-M13F-E04 apresentou similaridade em nivel de
proteina ao gene que codificam a proteina metalotioneina de Mimulus guttatus
(e-value: 8 e'®) e também representa a sequéncia parcialmente completa do
MRNA dessa proteina (Figura 5). Observa-se ainda que a presenca de ESTs
representando genes n&o caracterizados e n&o depositados somam 90,64% do
total (Figura 2).

Ja o alinhamento realizado pelo programa Phred/phrap/consed as 562
sequéncias que apresentaram similaridade a genes de fungos resultou em 254
sequéncias unicas, no qual 79 contigs e 175 singletos foram formados. A

maioria dos contigs possui 1 e 2 ESTs (Figura 6).
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a)
PR-1

MGHSNIA-LIVCFITFAIFHSTQAQNSPQDYLNAHNAARRQVGVGPMTWD 49

CAHV-02-005-C12 MGSFKISSAIFCFVLLAMFWPSRAQNSQQDYLDVHNAARAQVNVSRIAWD 50

*x -*- * **- -* * - - ** * - **

PR-1 NRLAAFAQNYANQR I GDCRMQHSGGPYGENLAAAFPQLNAAGAVKMWVNE 99
CAHV-02-005-C12 DRLAAYAKNYATQRMNDCQLMHSGGPYGENLACRLWRLHGPG-—~~----~ 92
:****:*:***_**:_**:: ***********_ - -*:_ *
PR-1 KQWYNYNSNSCAPGKVCGHYTQVVWRNSVRLGCARVRCNNGWYFITCNYD 149
CAHV-02-005-C12 —=======—————m e C-m———-- RQSVR-————m e e e 98
* * = kkk
PR-1 PPGNWRGQRPYGDLEDQPAFDSKLELPTDV 179
CAHV-02-005-C12 === === = e e
b)
PR-5 e RGINNCPYTVWAAAVPGGGRRLD 23
CAHV-CT-311 MKTFNSFAFSTLL I AAFLSASAHAATFD IRNNCPYTVWAAAVPGGGQSLD 50
****************: *x
PR-5 RGQTWT INVAAGTAGAR IWARTNCNFDGNGRGSCQTGDCGGVLQCTAYGR 73
CAHV-CT-311 NGQTWTLNVAAGTTGGRVWGRTNCNFDGSGHGSCQTGDCGGLLQCTAYGA 100
_ E - E e - * _ * - * _ E R _ * - E e - L
PR-5 PPNTLAEYALNQFNNLDFFD I SLVDGFNVPMDFSPTSNGCTRGIRCTADI 123
CAHV-CT-311 PPNTLAEFALNQFSNLDFFDISLVDGFNVPMDFSPTSNGCTRGISCTADI 150
E = - E = = _F xR kA dkkdd ke ke kk ke ke hk ko dkokokok
PR-5 NGQCPSVLKAPGGCNNPCTVFKTDQYCCNSGSCSATDYSRFFKTRCPDAY 173
CAHV-CT-311 NGQCPSELKAPGGCNNPCTVFKTDQYCCNSGSCSATDYSKFFNDRCPDAY 200
xxxxxxxxxxxxxxxx - *x - *AhkkkhkXx
PR-5 SYPQDDP 180
CAHV-CT-311 SYP---- 203
E
©)
PR4-A MERVNNYKLCVALL I I SMVMAMAAAQSATNVRSTYHLYNPQN INWDLRAA 50
CAHV-CT-682 MERVP---LILCIVSFTLFVAVADSQSASNVRATYNLYNPQN INWDLNAA 47
E * - el * - * - *** *** *Kk - *********** **x
PR4-A SAFCATWDADKPLAWRQKYGWTAFCGPAGPRGQVSCGRCLRVTNTGTGTQ 100
CAHV-CT-682 RVFCATWDANKPLSWRRQYGWTAFCGPAGPRGQAACCRCLRVTNTATRAQ 97
******* *** ** - o .
PR4-A TTVRIVDQCSNGGLDLDVNVFNQLDTNGVGYQQGHLTVNYEFVNCND 147
CAHV-CT-682 VVVR 1VDQCSNGGLDLD IGPFRQIDTNGQGNANGFLTVNYEFVNC—- 142
.. .. * . * - *k*k*k X - * B E Rk e
Figura 3. Alinhamento pelo programa ClustalW2 das sequéncias deduzidas de

aminoacidos do produto da traducéo dos possiveis genes de Coffea arabica
representados pelo clone CAHV-CD-02-005-M13F-C12 (a) e pelos contigs
CAHV-CT-311 (b) e CAHV-CT-682 (c), quando comparadas com as
sequéncias de aminoacidos das proteinas PR-1, PR-5 e PR4-A,
respectivamente que apresentaram similaridade de sequéncia quando

comparadas pelo algoritmo BlastX.
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a)

C. arabica MTACLRPLFLATISLLMISSLTRSSEGAGIAVYWGQNGNE-GSLEEACRS 49

CCAHV-03 MAASLQPLFSAITFLLLIASLIGPSEAAGIVQYWGRGHKEPSSLAEFCRQ 50
*:*_*:*** *x **:*:** _**-**-k- ***:- :-k _** * **_

C. arabica GYYDYVNIAFLVSFGSGQTPELNLAGHCIPSPCTFLSSQIEVCQSLGIKV 99

CCAHV-03 EFATDVNIAFLEDFGSGHMPELNIS HPLPS----- ASDIESCQKHQTKV 94

- _Fhhdm dedekede - - * -** :*:-k* **- *x

C. arabica LLSLGGGGAGAGRGP I LASPEDARGVAAYLWNNYLGGQSDSRPLGAAVLD 149

CCAHV-03 FISIAGQ------- PSLSSVEDAQEVAAYVWNTYLGGKSSDRPFGKAVLD 137
::*:_* * *:* ***: ****:**_****:*-_**:* *h*kk

C. arabica GIDFDIEYGSNLYWDDLARALSGYSTAERKVYLSAAPQCFFPDYYLDVAL 199

CCAHV-03 GVELHIHSGNTTYLDDLARALKGYP----NVILAVAAECPIPDPALDTTI 183
*:::_*_ *__ * *******_**_ :* *:_*_:* :** **_:*

C. arabica RTGLFDFVWVQFYNNPPCQYGTSTGNADNLLNSWSNDWAPHPGVNKLFLG 249

CCAHV-03 RTGVVDQVRVEFFDNPSCQFNPPK-DTSLLFRSWDN-WSDYPGVNKLYLG 231
*** * * K- *--** **:____ .- *:_**_* *: :******:**

C. arabica LPAAPEAAPSGGY IPPEVLINQILPVVQSYPKYGGYMLWSRFY-DRNYSP 298

CCAHV-03 IPINPTIAPEGGYIPPNELVYQVLPYLKNSPVYGGIMVFPYLHHEVNFQS 281
:* * **_******: *: *:** - * ***:*::_ - - *:__

C. arabica AIRPYVNGDPLTYTTKSVKKSHAVA 323

CCAHV-03 MLRSYARAA-——————————————- 290

=%k *

b)

N. tabacum -————- MMRFWLVSLFCLFCLKYALAQDVGALVSKNLFERILLHRNDANC 44

CCAHV-04 LKEREKKMRFWAVVLCSFLSLVGVFAQDVSSI I TKPLFEQMLKHRNDANC 50

*hhx K Xx _::-* -:****-::::-k ***-:* E R

N. tabacum PAKGFYTYEAFVTATRSFGAFGTTGDTNTRKKE IAAFLAQTSHETTGGWA 94

CCAHV-04 PAHGFYTYEAFIAAARSNGAFGTTGD I TARKREITAAFLAQTSHETTGGWA 100
**:********: :*:** E R T e - :*-k: nnnnn

N. tabacum TAPDGPYSWGYCFKQEQGSPPNYCVANQQWPCAPGKTYFGRGPIQISYNY 144

CCAHV-04 TAPDGPYAWGYCFKQEQGNPPDYCVANQQWPCAPGKKYYGRGPIQISYNY 150
*hkAhkhkkXx - R R _ *x - R ok e _ * - R e

N. tabacum NYGPAGRAIGSDLLNNPDLVANDPVVSFKTALWFWMTPQQPK-PSAHDVI 193

CCAHV-04 NYGPAGRAIGSDLLNNPDLVATDPTTSFRLPFWVLDDAPGPQSLPGHDVM 200
********************* ** **- _:*_ _ - _ ***-

N. tabacum TGRWTPSAADSAARRVPGFGVITNI INGG IECNKGSNAQMQSRIGFYRRY 243

CCAHV-04 TGDGPRPKLIIAAGRPP —————————————————————————————— RIR 220

_ **k KX K *

N. tabacum CQILGVDPGNNLDCANQKPFGQ 265

CCAHV-04 CSLPHL-====—— === ——— 226
* - -

Figura 4. Alinhamento pelo programa ClustalW2 das sequéncias deduzidas de
aminoacidos do produto da traducio dos possiveis genes de Coffea arabica
representados pelos contigs CAHV-CT-03 (a) e CAHV-CT-04 (b), quando
comparadas com as sequéncias de aminoacidos das proteinas quitinases
de C. arabica e N. tabacum, respectivamente, que apresentaram

similaridade de sequéncia quando comparadas pelo algoritmo BlastX.
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Metalotioneina MSSG--CSCGSGSKCGDNCSCSMYPDMETNTTVTMIEGVAPLKMYS-EGS 47
CAHV-001-027-E04 MSCGGNCNCGSSCTCGNGCG-KMYADVEKVTSVTIIEGVAPKKTYSDEYA 49

**x * * *kx **x - * **x K -% * =Kk -Fkkkhkkkkik K XXk X -

Metalotioneina EKSFGAEGGNGCKCGSNCKCDPCNC 72
CAHV-001-027-E04 EKSFGAEGGHGCKCGANCKCDPCTC 74

E R R e o e S = U e e e o

Figura 5. Alinhamento pelo programa ClustalW2 da sequéncia deduzida de
aminoacidos do produto da traducédo do possivel gene de Coffea arabica
representado pelo clone CAHV-CD-01-027-M13F-E04, quando
comparado com as sequéncias de aminoacidos da proteina
metalotioneina de Mimulus guttatus, onde apresentou similaridade de

sequéncia quando comparadas pelo algoritmo BlastX.

Todas as 254 sequéncias unicas foram comparadas a sequéncias
depositadas no NCBI utilizando o algoritimo BLASTx e ao Puccinia group
database também utilizando o algoritmo BLASTx. Dessas sequéncias, aquelas
que apresentaram similaridade significativa (e-value < 10°) a genes que
codificam proteinas conhecidas, foram agrupadas de acordo com suas
possiveis fungdes, onde 120 (47,2%) foram similares a genes que codificam
proteinas de fungdes conhecidas, 43 (17%) foram similares a genes que
codificam possiveis proteinas cujas fun¢des sado desconhecidas e 91 (35%)
sequéncias nao foram similares a sequéncias de genes depositados no banco
de dados (Tabela 2). A maioria das sequéncias representou genes que
codificam proteinas com fungc&o conhecida. O maior grupo dos genes com
funcdo conhecida demonstrou similaridade a proteinas ribossomais, seguido do
grupo de genes com similaridade a proteinas envolvidas no metabolismo
primario e produgdo de energia (Figura 7), sendo que 13 sequéncias
apresentaram similaridade a genes relacionados ao processo de patogénese
(Tabela 2).

Dentre as sequéncias que representam genes relacionados ao processo
de patogénese, destacam-se aquelas que apresentam similaridade aos genes
PIGs (Planta-induced genes) de Uromyces fabae que codificam proteinas
induzidas especificamente em plantas. Os contigs CAHV-CT-27 e CAHV-CT-61
apresentaram similaridade a genes que codificam a proteina PIG8 (Planta-

induced rust protein 8) de U. fabae (e-value: 1 €"'%) e PIG1 (Planta-induced
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rust protein 1) de U. fabae (e-value: 1 %

CD-01-011-A04 juntamente com o contig CAHV-CT-51 apresentaram

similaridade de sequéncia com o gene que codifica a proteina PIG4 (Planta-

), respectivamente e o clone CAHV-

induced rust protein 4) de U. fabae (e-value: 8 ™", 7 e®°).

150 4 143
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100 ~

75

Numero de contigs

50 -
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12

Numero de sequéncias por contig

Figura 6. Frequéncia da distribuicdo de possiveis sequéncias de Hemileia vastatrix

pertencente ao mesmo contig ou singleto.
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Figura 7. Classificagdo funcional das sequéncias uUnicas referentes a possiveis genes

de Hemileia vastatrix.
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O alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos do produto da
tradugdo dos possiveis genes de H. vastatrix representados pelos contigs
CAHV-CT-27 e CAHV-CT-61 quando comparadas com a sequéncia de
aminoacidos deduzidas das proteinas PIG8 e PIG1, respectivamente, é
demonstrado na Figura 8. Por meio dessa analise, podemos inferir que os
contigs CAHV-CT-27 e CAHV-CT-61 representam a sequéncia completa e
parcialmente completa dos mRNAs dos genes que codificam as proteinas PIG8
e PIG1, respectivamente, em H. vastatrix. O alinhamento das sequéncias
deduzidas de aminoacidos do clone CAHV-CD-01-011-A04 e do contig CAHV-
CT-51 quando comparadas a sequéncia de aminoacidos de PIG4 revela que
CAHV-CT-51 representa o inicio da sequéncia de aminoacidos do gene PIG4 e
CAHV-CD-01-011-A04 representa o final da sequéncia desse gene em H.

vastatrix (Figura 9).

O contig CAHV-CT-84 apresentou similaridade ao gene que codifica
proteina de Melampsora occidentalis caracterizada como proteina transferida
por ferrugens (RTP1 - rust transferred protein 1). A andlise da sequéncia de
aminoacidos do contig CAHV-CT-84 quando comparado com a sequéncia de
aminoacidos da proteina RTP1, demonstra que o contig CAHV-CT-84
representa a sequéncia parcialmente completa do mRNA da proteina RTP1 em
H. vastatrix (Figura 10).

A anadlise dos contigs CAHV-CT-30, CAHV-CT-73 e CAHV-CT-82
demonstrou que eles apresentaram similaridade a genes que codificam
proteinas cinases como MAPK1 de Laccaria bicolor (e-value: 4 e®%), MAPKK
de Ustilago maydis (e-value: 2 e??) e nucleosideo difosfato cinase de
Cryptococcus neoformans var. neoformans (e-value: 5 e°), respectivamente.
Por ultimo, o clone CAHV-CD-01-025-M13F-EQ9 destaca-se por apresentar
similaridade ao gene que codifica a proteina de P. graminis denominada
transportadores de membrana associada a resisténcia a drogas (MRPs -

multidrug resistance-associated protein 1 transporter) (e-value: 6 ).
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Figura 8. Alinhamento pelo programa ClustalW2 das sequéncias deduzidas de
aminoacidos do produto da tradugdo dos genes representados pelos
contigs CAHV-CT-27 (a) e CAHV-CT-61 (b), quando comparadas com as
sequéncias de aminoacidos das proteinas PIG8 e PIG1 de Uromyces
fabae, respectivamente, que apresentaram similaridade de sequéncia

quando comparadas pelo algoritmo BlastX.
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Observa-se ainda que ESTs representando genes nao caracterizados e
nao depositados somam 52% do total (Figura 7), o que representa uma
possibilidade importante de identificagdo de genes de H. vastatrix
possivelmente relacionados com o processo de infecgdo, sendo que dentre
esses ESTs destacam-se o clone CAHV-CD-02-033-M13F-A01 e o contig
CAHV-CT-2 por apresentarem em sua sequéncia a presenca de peptideo sinal
demonstrando que essas sequéncias codificam proteinas secretadas durante a

interagdo com o hospedeiro.

PI1G4 ——MSPVATESMYKP-TT INQTAHQQAMDPLKSKQQSNATVNKP---AFKP 44
CAHV-CT-51 LLFTVILKATFY ILLLSFYYRNMAPAVAPEVSYRPDTVSMLKANVVAAAN 50
- - - - -k - - * - K * - - - % *
PI1G4 EPAVNLTP--- IKFAP IKEHQVQRAMVRRYFQDMEERAISDV I IVGAGSA 91
CAHV-CT-51 VPSADHAPEKQ I KFAP I KEHQVQRAMVRRYFQDMEERAISDV I IVGAGSA 100
* - - -% FTxIx*x
PI1G4 GLSCAYALGTARPDLK I TILESNVAPGGGCWLGGQLMSAMVCRKPADEFL 141
CAHV-CT-51 GLSCAFALGTARPDLK I T1LESNVAPGGGCWLGGQLMSAMVCRKPADEFL 150
PI1G4 DQVGVPYEDEGNFVVVKHAALFTSTVLSKVLAMPNVKMFNATACEDLI 1K 191
Contig51 DKVGVPYEDEGNFVVVKHAALFTST I LSKVLAMPNVKMFNATACEDLILR 200
* - - - -
PI1G4 PCP INPGVQR IAGCVTNWTLVS-LNHDHQSCMDPST I TAPLVCSFAGHDG 240
CAHV-CT-51 PCPLKPGQQRVAGCVTHWDTLSPL IPDPPSCLGPFFLYCALFC-—————- 243
***::** **:*****:* :* * * **:-* : --*-*
PI1G4 PFGAFCVKRVASAGLSEGLGDMRPLDMERAEDHIANKTRE ILPGLIVGGM 290
CAHV-CT-51 mom oo
CAHV-01-011-A04 oo o oo oo M1
*
PI1G4 ELSEFDGSARMGPTFGAMLLSGKRAAEVALQSLDRVK IEEGEVVGLAK 338
CAHV-CT-51 oo oo
CAHV-01-011-A04  ELSELDGSCRMGPTFGAMLLSGYKAAEVALQSLSAVK IEDGEVVGLASS
=kkAhk IhAkkkIhkhkkkkhkhkk - - * Kk XKk

Figura 9. Alinhamento pelo programa ClustalW2 das sequéncias deduzidas de
aminoacidos do produto da traducado do clone CAHV-CD-01-011-A04 e do
contig CAHV-CT-51, quando comparadas com as sequéncias de
aminoacidos da proteina PIG4 de Uromyces fabae, que apresentaram

similaridade de sequéncia quando comparadas pelo algoritmo BlastX.
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————————————————— VSVGGSKTAKGPINMKTVQGNLKSEYKIGLNEMVT———VRIYE 40
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* * * -

YESQQRLVKRDS-—--- KQNLPMLDLTPSKCNSKGCFKYDATTPKFWTDCEVIEQAQFVS 115
YKNDFNLVRREANVSATKSNLTTIDLTPADCDGAQCYPGXFDKPN TTDCDAVWNAQLYN 99
* - - ** *-- * ** -**** *- - *** - **-

-NGSAVIDPGFIVTVSYGRCY IAFYN-FDSHYTISYNWATMGERARVLRKKCSITPVFSS 173
STGSLTAFPGTFVYVFSGNCAVVFQNPQNQGYAIQFNWAKLGAVGVKIADKCLAPKTNSI 159

** ** -* * * * - * * * * -*** -k -

GGVCKFTNGKKM==——-- 185
GGICQYTKYLTWTFNDVL 177

E R

Figura 10. Alinhamento pelo programa ClustalW2 das sequéncias deduzidas de

aminoacidos do produto da tradugcao do contig CAHV-CT-84 quando
comparada com a sequéncia de aminoacido da proteina RTP1 de
Uromyces fabae, que apresentaram similaridade de sequéncia quando

comparadas pelo algoritmo BlastX.
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Tabela 1. ESTs identificados na biblioteca de cDNA da interacdo cafeeiro — Hemileia vastatrix que apresentam similaridades a

sequéncias de plantas.

ACESSO VALOR SCORE N°

CONTIG / CLONE ANOTACAO DA FUNCAO PROVAVEL FUNCAO NCBI e NCBI (bits) ESTs
MECANISMO DE RESISTENCIA
CAHV-CT-01 WRKY1b (Coffea arabica) Fator de transcrigéo especifico de plantas ABC86708.1 9E-45 183 2
CAHV-CD-01-003-M13F-G11 WRKY 30 (Capsicum annuum) Fator de transcrigéo especifico de plantas ACJ04728.1 9E-29 130 1
CAHV-CD-02-042-M13F-D12  WRKY 8 (Hordeum vulgare subsp. Fator de transcrigao especifico de plantas ABI13374  2E-33  50.8 1

vulgare)

Expressa na resposta de defesa e fungdo na
restricdo do desenvolvimento e invasdao do
CAHV-CD-02-005-M13F-C12 Proteina PR-1 (Capsicum annuum) patégeno na planta - atividade antifungica. AAC06244.2 2E-16 74.7 1
Induzida em resposta de defesa mediada por
etileno e jasmonato

Expressa na resposta de defesa a patégenos -
atividade antifungica - destruigdo da membrana ABW76503 2E-95 352 2
celular do patégeno

PR-5 - pathogenesis-related thaumatin-like

CAHV-CT-311 protein (Coffea arabica)

Similar a proteina antifungica de ligacdo a
CAHV-CT-682 PR4-A (Nicotiana tabacum) quitina heveina. Expressa em resposta a fungos CAA41437 3E-55 218 3
e etileno

Envolvida em diversos aspectos da fisiologia
vegetal, incluindo o crescimento e
desenvolvimento, resisténcia a doengas,
resposta a ferimentos e senescéncia

CAHV-CT-02 Lipoxigenase (Nicotiana attenuata) AAP83137.1  5E-56 178 2

Envolvida em diversos aspectos da fisiologia
vegetal, incluindo o crescimento e
desenvolvimento, resisténcia a doengas,
resposta a ferimentos e senescéncia

CAHV-CD-01-009-M13F-C09 Lipoxygenase (Corylus avellana) CAD10740.1 6E-53 209 1

Proteina  antimicrobiana - inibigdo de

CAHV-CD-01-043-M13F-D02 Beta-1,3-glucanase acida (Coffea arabica) crescimento fngico

AAQ90287.1  4E-49 197 1

Continua...



Tabela 1. Continuacao

~ x ‘ ~ ACESSO VALOR SCORE N°
CONTIG / CLONE ANOTACAO DA FUNCAO PROVAVEL FUNCAO NCBI e NCBI (bits) ESTs
CAHV-CD-01-001-M13F-F05 Cisteina proteinase (Ipomoea nil) Explosao oxidativa e apoptose BAF46302.1  3E-38 162 1
CAHV-CD-02-016-M13F-G04 Cisteina proteinase (Carica papaya) Explosao oxidativa e apoptose CAA27609.1 2E-26 122 1
CAHV-CT-03 Quitinase classe Il (Coffea arabica) Proteina ~antimicrobiana - inibigdo  de op 437371 4E39 168 100
crescimento fungico
CAHV-CT-04 Quitinase 134 (Nicotiana tabacum) Proteina antimicrobiana - induzida ém resposta a pap3ag71.1  ge44 182 5
TMV e tratamento com acido salicilico
Proteina  antimicrobiana - inibigdo de
crescimento  fdngico, sua superexpressao
CAHV-CT-06 Quitinase (Momordica charantia) aumentou a resisténcia de  Nicotiana ABD66068.1  5E-57 223 3
benthamiana a Phytophthora nicotianae e
algodao a Verticilium wilt
CAHV-CD-01-027-M13F-E04  Metalotioneina (Mimulus guttatus) Expressao diferencial em resposta a estresse cap3go491  gE-16  86.7 1
oxidativo, ferimentos e patdégenos
CAHV-CT-646 Possn_/el Fenilalanina aménia-liase Sintese de flavonoides, fitoalexinas e compostos ACF17667 1E-133 478 3
(Capsicum annuum) da parede celular
Proteina antimicrobiana (Impatiens Desempenha um papel de defesa contra
CAHV-CT-711 : P microrganismos na germinagéo de sementes, 024006.1 1E-22 111 4
balsamina) e . .
por inibir o crescimento de fungos e bactérias
CAHV-CT-508 Possivel MAPK3 (Brassica napus) Transdugao de sinal AAV34677.1 4E-106 388 2
CAHV-CD-01-028-M13F-H04 Calcio depende_znte proteina cinase 4 - Tfar?sdugéo Qg sinal - .Protelna_ de _Ilgagéo a0 AAX07129  GE-062 241 1
CDPK 4 (Capsicum annuum) calcio, com atividade serina treonina cinase
CAHV-CD-01-008-M13F-E10 PossweI_Serina/treonina cinase (Ricinus Transdugéo de sinal - atividade serina treonina EEF38017 1E-94 350 1
communis) cinase
Enzima que possui expressdo induzida na
CAHV-CD-02-003-M13F-D09 Glutationa S-transferase (Catharanthus respo.sta a estrgsges mclgmdo fatores de AAY84147  5E-028 129 1
roseus) crescimento, hormonios, herbicidas e ataque de
patégenos
Continua...
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Tabela 1. Final

~ x ‘ ~ ACESSO VALOR SCORE N°
CONTIG / CLONE ANOTACAO DA FUNCAO PROVAVEL FUNCAO NCBI e NCBI (bits) ESTs

Enzima que possui expressdo induzoda na

CAHV-CT-672 Glutationa S-transferase (Panax ginseng) respo_sta a estre§s§s mclumgio fatqres (:Je ACC93946  3E-019 99 3
crescimento, horménios, herbicidas e infecgéo
de patégenos
Enzima que possui expressdo induzida na

CAHV-CD-01-039-M13F-A12  Glutationa S-transferase (Malva pusilla) ~ 'SPosta @ estresses incluindo fatores de  )p\ng1g56  2E.055 219 1
crescimento, horménios, herbicidas e infeccao
de patégenos
Enzima que possui expressdo induzida na

CAHV-CD-02-043-M13F-B11 Possnvel_glutatlona S-transferase (Ricinus respo'sta a estre§s§s mclumgio fatqres c:Je EEF52801 4E-085 318 1

communis) crescimento, horménios, herbicidas e infecgao
de patégenos
Proteina fosfatase 2A (Lycopersicon Possui expressdo induzida em folhas de

CAHV-CD-01-029-M13F-C02 esculentum) yeop tomateiro inoculadas com a estirpe avirulenta de AAQ67226  3E-094 348 1
Pseudomonas syringae pv. tomato

CAHV-CD-02-014-M13F-A07 Eg;i‘}"uer'lig)me'”a fosfatase 2A (Ricinus Fung&o na via de sinalizacdo em plantas EEF47012  1E-046 190 1
Funcdo na regulacdo do desenvolvimento da

CAHV-CD-01-023-M13F-D05 Possivel proteina fosfatase 2C (Ricinus planta, na via de sinalizagdo do acido abscisico EEF41036 1E-083 313 1

communis)

e na resposta a estresses abidticos como defesa
a patégenos
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Tabela 2. ESTs identificados na biblioteca de cDNA da interacédo cafeeiro — Hemileia vastatrix que apresentam similaridades a
sequéncias de fungos.

ACESSO -
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNGAO PUCCINIA  Valore ACESSONCBI Valore ScORE N° - PEPTIDEO
DATABASE (bits) ESTs SINAL

GENES DE INTERESSE

CAHV-CT-62 Actina (Ustilago maydis) PGTG_05488.2 0.0 XP_762364 2E-59 231 3

CAHV-CT-20 Actina (Puccinia graminis) PGTG_05488.2 0.0 P50138 1E-109 400 1

Proteina induzida por ferrugem 8 - PIG8
CAHV-CT-27 (Planta-induced rust protein 8) (Uromyces PGTG_01366.2 0.0 AAB39878.1 1E-108 395 2
viciae-fabae)

Proteina induzida por ferrugem 1 - PIG1
CAHV-CT-61 (Planta-induced rust protein 1) (Uromyces PGTG_10151.2 0.0 AAB39877.1 1E-136 489 3
viciae-fabae)

Proteina induzida por ferrugem 4 - PIG4
(Planta-induced rust protein 1) - THI2p
(Thiazole biosynthetic enzyme) (Uromyces
viciae-fabae)

CAHV-CD-01-011-A04 PGTG_01304.2 5E -18 CAB59856.1 8E-17 87.8 1

Proteina induzida por ferrugem 4 - PIG4
(Planta-induced rust protein 1) - THI2p

CAHV-CT-51 (Thiaaole biosynihetic enaymd) (Uronyces  PGTC_013042 0.0 QOUVF8 7E-85 317 2
viciae-fabae)

CAHV-CT-30 Proteina cinase MAPK 1 (Mitogen-activated  porg 168122 00 XP 0018778091 4E-63 245 2
protein kinase 1) (Laccaria bicolor)

CAHV-CT-73 Proteina cinase MAPKK (Mitogen-activated  porg 164 2 0.0 XP 7610111  2E-22 110 7

protein kinase kinase) (Ustilago maydis)

Continua...



Tabela 2. Continuagao

ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA Valore ACESSONCBI Valore S(%g;E Eg;s PESPIL'ADLEO
DATABASE

Proteina cinase (Nucleoside diphosphate
CAHV-CT-82 kinase) (Cryptococcus neoformans var. PGTG_04663.2 0.0 XP_570963 5E-55 80.2 1

neoformans)

Multidrug resistance-associated protein 1
CAHV-CD-01-025-M13F-E09 o 0 e s trti) PGTG_14456.2 0.0 AAC49797.1 6E-86 372 1
CAHV-CD-01-004-M13F-F02  Proteina trealase (P. graminis tritici) PGTG_12486.2  7E -22 ABC59065.1 5E-08  53.9 1
CAHV-CT-83 Proteina Rhizopuspepsin-1 (Pyrenophora para 158892  1E-20  XP 001934434  9E-13 770 10

tritici-repentis) - -

Proteina transferida por ferrugens (Rust
CAHV-CT-84 transferred protein) (Melampsora PGTG_17520.2: 1E -14 ABS86407.1 1E-12 53.9 2

occidentalis)

METABOLISMO E DESENVOLVIMENTO

CAHV-CT-35 20S proteasome subunit (Laccaria bicolor) PGTG_13400.2 0.0 XP_001874146 3E-86 321 2 SIM
CAHV-CD-02-044-M13F-G12 ﬁ;\’/‘jsth)y"’itrate dehydratase (Aspergillus PGTG 091152 1E-43  XP 001823050 1E-45 185 1
CAHV-CD-02-009-M13F-Fo7  roteina ribossomal 40S (Cryptococcus PGTG_05389.2 0.0 XP 572918 6E-85 173 1

neoformans var. neoformans)
CAHV-CD-01-024-M13F-Ho1  Froteina ribossomal 40S (Coprinopsis PGTG 139072 0.0  XP 001838488 1E-36 157 1

cinerea okayama) - -
CAHV-CD-01-031-M13F-G03 gﬁg;‘)’" ribossomal 40S (Aspergillus PGTG_07974.2 0.0 XP_001208887  1E-54 216 1
CAHV-CD-01-043-M13F-F12  Froteina ribossomal 40S [Coprinopsis PGTG_ 092552 2E-11  XP 001830531  6E-25 117 1

cinerea okayama)

Continua...
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Tabela 2. Continuagao

ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA Valore ACESSONCBI Valore S(%%R)E Eg;s PESPIL'ADLEO
DATABASE

CAHV-CT-63 Proteina ribossomal 40S (Ustilago maydis) PGTG_00124.2 0.0 XP_759384 3E-45 184 3
CAHV-CD-01-001-M13F-A10 grrl‘;tee;;‘a ribossomal 40S(Magnaporthe PGTG 20458.2 0.0 XP_368178.1 2E-64 249 1
CAHV-CD-01-M13F-005-D02  Quitinase (Puccinia triticina) PGTG_057142  1E-25 AAP42832.1 2E-19 183 1

Proteina relacionada a choque térmico (heat
CAHV-CD-01-009-M13F-F11 shock protein) (Cryptococcus neoformans PGTG_01844.2 0.0 XP_567978 3E-32 141 1

var. neoformans)
CAHV-CT-38 Proteina ribossomal 40S (Laccaria bicolor) PGTG_18190.2 0.0 XP_001874254 7TE-37 157 2

Proteina ribossomal 60S (Melampsora
CAHV-CD-02-045-M13F-D07 &0 8 T idie) PGTG_15249.2  5E-14 ABS86532 8E-06  54.3 1
CAHV-CD-01-025-M13F-Bo4 - roteina ribossomal 60S (Cryptococcus PGTG_112172 00 XP_ 568507  2E-47 192 1

neoformans var. neoformans) - -
CAHV-CD-01-031-M13F-Do5  roteina ribossomal 60S (Cryptococcus PGTG 07129.2  4E -40 XP_569294 5E-14  80.9 1

neoformans var. neoformans)

Proteina ribossomal 60S (Cryptococcus
CAHV-CD-01-000-M13F-F12 | (8T e orman) PGTG_01055.2 0.0 XP_567416 9E-74 279 1
CAHV-CD-01-022-M13F-F10 Ejg’lﬁg;g?] gt)’°ss°ma' L1460S (Botyotinia  prg 404012  1E-40  XP 001551610  2E22 109 1
CAHV-CT-41 L15 Proteina ribossomal 60S (Coprinopsis  porg 39522 00  XP_ 001828739  2E-60 235 2

cinerea okayama)
CAHV-CD-01-014-M13F-E06 Zf;gg‘;" ribossomal 60S (Neurospora PGTG_ 088412 2E-19  XP_957299.2  2E-15 913 1

Continua...
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Tabela 2. Continuagao

ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA Valore ACESSONCBI Valore S(%%R)E Eg;s PESPIL'ADLEO
DATABASE

CAHV-CD-02-045-M13F-F10  roteina ribossomal 60S (Cryptococcus PGTG 10949.2  1E-37 XP_567335 3E-57 226 1

neoformans var. neoformans)
CAHV-CD-01-023-M13F-A02  00S ribosomal protein L24 (L30) PGTG_15103.2 0.0 XP_ 571980 6E-31 137 1

(Cryptococcus neoformans var. neoformans)
CAHV-CT-12 Proteina ribossomal 60S L36 (Sclerotinia  pg1g_00057.2  1E-34  XP_001586348  4E-20 100 1

sclerotiorum) - -
CAHV-CT-79 Proteina fibossomal 608 L36 (Trichoderma. pgrg_ooos7.2  2E -34 QOHFRY 4E-19 994 18

amatum)

CAHV-CT-32 Proteina ribossomal 60S (Cryptococcus PGTG_17617.2 0.0 XP_566460 3E-62 242 2

neoformans var. neoformans)
CAHV-CD-01-029-M13F-H09 fn‘;‘;'/tgi'so’* acetiltransferase (Ustilago PGTG 005882 2E-45  XP 7504451  1E-43 179 1
CAHV-CD-02-021-M13F-HO7  Aconitate hidratase (Magnaporthe grisea) PGTG_18319.2 9E -36 XP_360978 9E-26 120 1
CAHV-CT-33 Adenosilhomacisteinase (Cryptococcus PGTG_06811.2 0.0 XP_ 570337 1E-139 282 2

neoformans var. neoformans)

Adenosilmetionine-8-amino-7-oxononanoate
CAHV-CD-01-031-M13F-E11 transaminase (Cryptococcus neoformans PGTG_14186.2 1E -41 XP_569073 9E-32 141 1

var. neoformans)
CAHV-CD-02-003-M13F-D11  Adenilosuccinate sintetase (Coprinopsis 1E-30  XP_001832853  8E-70 267 1

cinerea okayama)
CAHV-CD-01-001-M13F-G01  Alpha-tubulina 4 (Phytophthora capsici) PGTG_ 017732  1e-21 ABP65323.1 4E-21 103 1
CAHV-CD-01-017-M13F-GO01 fnr;’%f;;“’mp'ex’ 34 kD subunidade (Ustilago  porg 107042 0.0 XP_758984.1  3E-32 165 1

Continua...
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Tabela 2. Continuagao

ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA  Valore ACESSONCBI Valor e S(%%R)E car PEETIDEC
DATABASE

CAHV-CD-01-034-M13F-E11 TP synthase delta (OSCP) subunidade PGTG_ 121232 1E-38  XP 7624711  6E-28 160 1

(Ustilago maydis)
CAHV-CD-01-012-M13F-A02  ATP synthase subunidade 4, precursor PGTG_150442 2E-43  XP 001597213  3E-31 138 1

mitocondrial (Sclerotinia sclerotiorum)
CAHV-CD-02-048-M13F-Fo2  Froteina transportadora ABC (Cryptococeus  porg gg1o02  7E-45  XP_ 572661 2E-48 195 1

neoformans var. neoformans) - -
CAHV-CD-01-011-M13F-F11 m’;z:;‘f de ligagdo ao Ca2+ (Ustilago PGTG_ 092502 0.0 XP_756667.1  3E-70 320 1
CAHV-CT-72 Chaperona (Cryptococcus neoformans var.  pora o562 0.0 XP_568451 0.0 642 7

neoformans)
CAHV-CD-01-019-M13F-Bo5  olathrin heavy chain 1 (Cryptococcus PGTG 041042 1E-22  XP 5674071  8E-08 597 1

neoformans var. neoformans) - -
CAHV-CT-07 Proteina COX1 Shy1 (Aspergillus clavatus ) PGTG 197752  5E-8  XP 001270653  6E-04 470 1
CAHV-CT-75 Proteina COX1 Shy1 (Aspergillus clavatus ) PGTG_19775.2 1E -9 XP_001270653 1E-05 52.4 9
CAHV-CD-01-022-M13F-A04 fnr:;z:g;" de ligagao ao DNA CbpA (Ustilago  porg 109572  3E-40  XP_759806.1  1E-31 176 1
CAHV-CD-02-013-M13F-Fo5  Ciclohidrolase (Cryptococcus neoformans  par 474882  5£-15  XP 566874  9E-20 101 1

var. neoformans) - -
CAHV-CD-02-036-M13F-C03 %ifé‘r‘i’)“'”a gamma-sintase (Neosartorya  para og5872  3E-8  XP_001262794  4E-29 130 1

Complexo DASH subunidade Dad4
CAHV-CD-01-002-M13F-COT Dt oo XP_001713149  7E-08 601 1

Continua...
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Tabela 2. Continuagao

ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA  Valore ACESSONCBI Valor e S(%%R)E Eg;s PESPIL'ADLEO
DATABASE
CAHV-CD-02-006-M13F-c10  Diidrolipoil deidrogenase (Cryptococcus PGTG 071882 3E-22  XP 570114  2E-61 239 1
neoformans var. neoformans)
CAHV-CD-02-050-M13F-H12 ~ DNA supercoiling (Cryptococcus PGTG_08252.2 0.0 XP_570462 2E-41 172 1
neoformans var. neoformans)
CAHV-CD-01-042-M13F-EQg | lavoproteina subunidade alpha PGTG 002122 3E-42  XP 962674 1E-43 179 1
(Neurospora crassa) - -
CAHV-CT-34 Fator de elongagao 1-alpha (Pyrenophora  porg 14858 2 0.0 XP_001930631  5E-90 334 2 SIM
tritici-repentis)
CAHV-CD-01-020-M13F-H06 Ef;;’;;)e elongagao 1-beta (Neurospora PGTG_00332.2  8E -41 XP 959625  2E-35 151 1
CAHV-CD-01-050-M13F-E12 ~ Endopeptidase (Cryptococcus neoformans — porg 457762 0.0 XP 572050  2E-54 215 1 SIM
var. neoformans) - -
CAHV-CD-01-003-M13F-Go3  -roteina do reticulo endoplasmatico PGTG_ 024262 6E-32  XP 759502  4E-21 103 1
(Ustilago maydis)
CAHV-CT-25 Enolase (2-phospho-D-glycerate hydrolase  porg 149032 00 XP 759503  5E-95 351 2
(Ustilago maydis )
CAHV-CD-01-030-M13F-A0g  ESterases and lipases (Sclerotinia PGTG 004912 2E-18 XP 0015854131 1E-13 778 1 SIM
sclerotiorum) - -
CAHV-CD-01-004-M13F-F05 ' atordeinicio datradugdo 3 de eucariotos  para 181702  5E-18  XP_ 760099  3E-23 111 1
subunidade G (Ustilago maydis)
CAHV-CD-01-050-M13F-Do7 ~ DOminio de ligagdo a celulose (Coprinopsis  porg o44922  1E-16 XP 0018319221 2E-09 120 1
cinerea okayama)
CAHV-CD-01-037-M13F-B06 Peroxidase (Coprinopsis cinerea okayama) PGTG_07312.2 2E -34 XP_001840251.1  2E-28 140 1
Continua...
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Tabela 2. Continuagao

ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNGAO PUCCINIA Valore ACESSONCBI Valore S(%%R)E Eg;s PESPIL'ADLEO
DATABASE
CAHV-CD-02-023-M13F-Fo7  Froteina GAMM1 (Cryptococcus PGTG 00386.2  1E -41 XP_ 570168 3E-32 141 1
neoformans var. neoformans)
Complexo Gamma-tubulina componente 2
CAHV-CD-01-022-M13F-H01 (gcp-2) (Cryptococcus neoformans var. PGTG_12437.2 3E -19 XP_566695 4E-22 107 1
neoformans)
CAHV-CD-01-028-M13F-A04 Gluconato 5-deidrogenase (Ustilago maydis) PGTG_16113.2 2E -27 XP_756255.1 2E-38 169 1
CAHV-CD-01-029-M13F-C09  Gluconato 5-deidrogenase (Ustilago maydis) PGTG_11020.2  9E -38 XP_758329 2E-37 159 1
CAHV-CD-01-031-M13F-A09  dlucose-repressible gene protein PGTG_047202 1E-19  XP_001549859  3E-09 647 1 SIM
(Botryotinia fuckeliana)
CAHV-CD-02-018-M13F-E12  Hexocinase (Cryptococcus neoformans var.  parg 183332 0.0 XP_572328  2E-87 325 1
neoformans) - -
CAHV-CD-01-002-M13F-co7  Histona h2b (Cryptococcus neoformans var. - pgrg ggg152  3E-09 XP_569066 ~ 3E-07 578 1
neoformans)
CAHV-CD-01-026-M13F-B12  Histona H3 (Ustilago maydis) PGTG_11296.2 0.0 XP_760063 2E-49 199 1
CAHV-CT-21 Histona H4 (Coprinopsis cinerea okayama) PGTG_00392.2 1E -40 XP_001831685 4E-37 158 1
CAHV-CD-02-035-M13F-G12 ~ Hidrolase (Cryptococcus neoformans var. - parg 030342 943 XP_569386  3E-39 165 1
neoformans) - -
CAHV-CD-02-044-M13F-B01  Fator ribosilagao ADP (Ustilago maydis) PGTG_09140.2  1E -43 XP_756801 8E-51 203 1
Proteina hipotética GDP-L-fucose sintetase
CAHV-CD-02-027-M13F-E02  (Red cell NADP(H)-binding protein) PGTG_18451.2 0.0 XP_001837895  5E-63 244 1
(Coprinopsis cinerea okayama)
Continua...
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Tabela 2. Continuagao

ACESSO .
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA Valore ACESSONCBI Valore S(%%R)E EgTs PESPIL'ADLEO
DATABASE
CAHV-CT-69 Proteina hipotética Histidine fosfatase PGTG_11120.2 0.0  XP 001835933 2E-68 258 6
domain (Coprinopsis cinerea okayama)
CAHV-CT-64 Proteina hipotética Nucleosidio difosfato PGTG_ 046632 0.0 XP_ 758923  6E-49 197 4
cinase (Ustilago maydis)
CAHV-CD-02-026-M13F-Fog  Froteina hipotética . . PGTG 188232 0.0 XP_762007 1E-62 243 1
proteasome_beta_type 4 (Ustilago maydis) - -
CAHV-CD-02-033-M13F-Bo5 I roteina hipotética . . PGTG_10450.2 0.0 XP_757422 3E-70 149 1
proteasome_beta_type_6 (Ustilago maydis)
Proteina hipotética similar a subunidade
CAHV-CD-02-021-M13F-FO5  vacuolar ATP sintase (Coprinopsis cinerea ~ PGTG_05961.2  1E-13  XP_001828423  9E-36  99.8 1
okayama)
CAHV-CD-02-040-M13F-G05  Pirofosfatase inorganica (Ustilago maydis) PGTG_09457.2 0.0 XP_762217 1E-102 374 1
CAHV-CD-01-001-M13F-AQg  Soditrato liase (Coprinopsis cinerea PGTG 036042 0.0 BAD931811  8E-49 196 1
okayama)
CAHV-CD-01-031-M13F-A08  |SoPrenilcisteina carboxil mefiltransferase  porg 445082 0.0 XP_756164.1  2E-51 166 1
(Ustilago maydis)
CAHV-CT-56 Transportador de aminodcido (Cryptococcus  parg o56782  1E-7 XP_568458 1E-11 732 3
neoformans var. neoformans ) - -
CAHV-CD-01-034-M13F-Go4 ~ Mediator de RNA polimerase Il subunidade bt gg3g72  1E -6 XP_761679  3E-11 724 1
transcricional 7 (Ustilago maydis)
CAHV-CD-01-026-M13F-E12 g"r'itsoec:‘)’”d”a' carrier protein (Magnaporthe  para 0gg02  3E-43 XP_365061.1 4E-24 110 1
Continua...
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Tabela 2. Continuagao

ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA Valore ACESSONCBI Valore S(%gSR)E Eg;s PESPIL'ADLEO
DATABASE

CAHV-CD-01-040-M13F-F10  Proteina mitocondrial (Ustilago maydis) PGTG_ 170642  1E-7 XP_760309.1  4E-04 485 1
CAHV-CT-1 Proteina mitocondrial (Cryptococcus PGTG 122282 0.0 XP 566648  2E-34 149 1

neoformans var. neoformans)
CAHV-CT-23 Proteina mitocondrial (Cryptococcus PGTG 122282 0.0 XP 566648  3E-34 149 1

neoformans var. neoformans) - -
CAHV-CD-01-002-M13F-F12  Complexo polypepitdeo-associatedo PGTG_15207.2  2E-10 XP_761619  2E-07 589 1

subunidade alpha (Ustilago maydis )
CAHV-CD-01-002-M13F-B09 ;ﬁat%lg)e interagdo fosfatase NLI (Ustilago  porg 043702  1E-34  XP_ 76011641 3631 137 1
CAHV-CD-02-048-M13F-F07 fnzzté‘i’;")pro”' cis-trans isomerase 3 (Ustilago  parg 177062 0.0 XP_ 758332  5E-64 247 1
CAHV-CD-01-020-M13F-E08  Fosfoglucomutase (Ustilago maydis) PGTG 060822 12E-30  XP_756633.1 1E-29 131 1
CAHV-CD-01-037-M13F-G07  Fosfoglicerato cinase (Ustilago maydis) PGTG_17029.2 0.0 XP_761018.1  4E-61 296 1
CAHV-CD-02-024-M13F-F11  Tosfolipase D (Cryptococcus neoformans PGTG 12177.2  9E-34 XP_ 570753 1E-38 164 1

var. neoformans)
CAHV-CD-02-018-M13F-C09  Fosfolipase D1(Aspergillus oryzae) PGTG_12177.2 1E-43  XP_001822432  4E-35 150 1
CAHV-CD-01-025-M13F-cog ~ "olyadenilato-Proteina de ligagao — PGTG_102662 S8E-36  XP_759641 2E24 115 1

citoplasmatica e nuclear (Ustilago maydis) - -
CAHV-CD-01-021-M13F-HO01 Proteina cinase (Aspergillus oryzae) PGTG_00168.2 3E-20 XP_001819362.1  7E-08 66.2 1
CAHV-CD-02-026-M13F-Fo7 ~ Ripose-5-fosfate isomerase (Cryptococcus  parg 9493 2 0.0 XP_ 570436 4E-64 248 1

neoformans var. neoformans)

Continua...
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ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA Valore ACESSONCBI Valore S(%g;E PESPIL'ADLEO
DATABASE
CAHV-CD-02-009-M13F-F01 Zgg:g;“ ribossomal S4/S9 (Ustilago PGTG_13172.2 0.0 XP_758486 2E-56 223
CAHV-CT-60 Proteina ribossomal S5 (Ustilago maydis) PGTG_10206.2 0.0 XP_761286 6E-84 315
CAHV-CT-29 Proteina ribossomal L13e (Ustilago maydis) PGTG_01572.2 0.0 XP_759071 3E-40 132
CAHV-CT-52 Zr;’;fj'l;‘;"‘ ribossomal L16_L10e (Ustilago PGTG 021962 0.0 XP 759469  2E-96 356
CAHV-CD-01-033-M13F-E01 Zgz:rs‘f ribossomal L23eN (Ustilago PGTG 00058.2 2E-45  XP_762145.1 2E-35 982
NN : Proteina ribossomal L29_HIP (Coprinopsis ) :
CAHV-CD-02-017-M13F-Co1 (0o ne Fo0o PGTG 133622 1E-22  XP_001837167 5E-30 133
CAHV-CD-01-038-M13F-B02  Proteina ribossomal L7Ae (Ustilago maydis) PGTG_084282  7E-35  XP_760975.1 1E-27 125
CAHV-CT-26 Proteina ribossomal L7Ae (Ustilago maydis ) PGTG_03322.2 0.0 XP_757465 5E-44 180
CAHV-CT-40 Proteina ribossomal $19e(Coprinopsis PGTG_05794.2 00  XP_ 001835974  1E-55 220
cinerea okayama)
CAHV-CD-01-041-M13F-Gog "2 ; ibossomal S26¢ (Phacosphaeria bt 183580  2E 43 XP_001802422.1 9E-35 147
CAHV-CD-02-010-M13F-co3  Froteina ribossomal S8e (Coprinopsis PGTG 008202 0.0  XP 001830182  3E-55 217
cinerea okayama)
CAHV-CD-01-011-M13F-B03 Proteina RT (Venturia inaequalis) AAB95256 2E-15 85.5
CAHV-CD-02-001-M13F-D06  Peptidase S26 (Ustilago maydis) PGTG_ 002232 9E-14  XP_001837730 1E-13 932
Continua...

42



Tabela 2. Continuagao

ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA  Valore ACESSONCBI Valore S(%%R)E Eg;s PESPIL'ADLEO
DATABASE

CAHV-CD-01-037-M13F-Ho7  Dominio de ligacdo a lipideo Secl4p PGTG_13287.2 OE-18  XP 7566451  3E-04 481 1

(Ustilago maydis)
CAHV-CD-01-008-M13F-D10 EL?‘;‘;%‘:)‘%M (Coprinopsis cinerea PGTG 10555.2 5E-43 XP_001837426.1 8E-36 228 1
CAHV-CD-02-004-M13F-H1p  S-adenosilmetionina sintetase 2 (Pichia PGTG 11729.2 7E-39  XP 001483920 1E-27 279 1

guilliermondii) - -
CAHV-CD-02-017-M13F-H10 2%‘:/‘;3’ calcium exchanger protein (Ustilago  para g49382  2F -42 XP_761972 2E-30 137 1
CAHV-CD-01-005-M13F-B07 Superoxido dismutase (Ustilago maydis) PGTG_04728.2 6E -42 XP_759232.1 7E-30 148 1
CAHV-CD-02-045-M13F-Hos | roteina Tioesterase (Ralstonia PGTG 112552  4E-7 YP 583357  2E-13 686 1

metallidurans) - -
CAHV-CD-01-023-M13F-A03 ;f:%g? tradugdo de elongagdo P (Ustilago  pr ggoge2 8 -43 XP_758597 8E-32 139 1
CAHV-CD-01-004-M13F-F02  Trealase (Nostoc punctiforme) PGTG_ 124862  7E -22 BAG70920 1E-05 539 1
CAHV-CD-01-024-M13F-F09 Igf:\'/?;zf)'f"ﬁat" sintase (Saccharomyces  porg 0g2082  3E -35 ABL11219 2E37 159 1
CAHV-CD-01-018-M13F-Fo7 ~ Dominio TRX, PICOT Interage com proteina  par 043672  1E-31  XP 7603704  1E-23 150 1

cinase C (Ustilago maydis) - -
CAHV-CD-01-018-M13F-D04 ﬁt:%‘iis”)""c”ocmmo Credutase (Ustlago  porg 107192  1E-22  XP 7570871  1E-11 720 1
CAHV-CD-01-024-M13F-C07  Ubiquitina (E1) (Ustilago maydis) PGTG_ 079412 2E-9  XP_7623351  4E-04 478 1

Continua...
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ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA valore ACESSONCBI Valor e S(%%R)E Eg;s PESPIL'ADLEO
DATABASE

CAHV-CD-01-050-M13F-Do1  £nZima Ubiquitina- E2 (C.neoformans var.  porg 017482  3E-21  XP 5666561  1E-17 924 1

neoformans)
CAHV-CD-01-008-M13F-C02 UTP-glicose-1-fosfate (Ustilago maydis ) PGTG_14905.2 0.0 XP_759044 1 4E-34 213 1
CAHV-CD-02-014-M13F-G06  Chaperona Vtc1 (Aspergillus flavus ) PGTG_15519.2 7E-20  XP_001727856  2E-33 146 1
CAHV-CD-01-046-M13F-F02 ~ Dienelactona hidrolase endo-1,3,1,4-beta-D- - pgrg 100832 2610  EDR12856.1  1E:05 132 1

glucanase (Laccaria bicolor) -
CAHV-CD-01-040-M13F-F10  Transportador de aminoacido arg-13 PGTG 170642  1E-7  XP_7603091  4E-04 235 1
CAHV-CD-02-009-M13F-Do3  -ectina (Cryptococcus neoformans var. PGTG 12132.2  3E-43 XP_ 572915 1E-42 204 1

neoformans )
CAHV-CD-01-041-M13F-C11 |-Pyrrolina-5-carboxylato deidrogenase PGTG 147232 0.0 XP_572420 1E-81 306 1 SIM

(Cryptococcus neoformans var. neoformans) - -

PROTEINAS HIPOTETICAS
CAHV-CT-37 Proteina hipotética (Aspergillus nidulans) PGTG_11503.2 0.0 XP_662117 1E-49 199 2
CAHV-CD-02-043-M13F-H06 E&g;e;”maa;“p"te“ca (Coprinopsis cinerea PGTG_ 152552 OE-17  XP 001833092 8E-18 947 1
T Proteina hipotética (Cryptococcus ) :

CAHV-CT-05 ooformane var neoforane) PGTG 003922 1E-40  XP 568101 4E-38 160 1
CAHV-CD-01-020-M13F-Hos  Froteina hipotética (Moniliophthora PGTG_098982 0.0 EEB92906 1E-18 17 1

perniciosa) -
CAHV-CD-02-003-M13F-Bo2  roteina hipotética (Cryptococcus PGTG_00660.2 3E-27  XP 775299 1E-62 244 1

neoformans var. neoformans)

Continua...
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CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO F"AL?CECSIE(I?A Valor e ACESSO NCBI  Valor e S((E)(@SR)E Eg:'s PE;L'/ELEO

DATABASE
CAHV-CD-01-028-M13F-D10  Proteina hipotética (Gibberella zeae ) PGTG_05726.2 9E -10 XP_386109 3E-05 52.8 1
CAHV-CT-10 Proteina hipotética (Sclerotinia sclerotiorum) PGTG_18870.2 1E -21 XP_001592645 1E-08 62.4 1
CAHV-CD-02-049-M13F-D05  Proteina hipotética (Ustilago maydis) PGTG_10653.2 2E -27 XP_756320 9E-19 96.3 1
CAHV-CD-02-033-M13F-A01 Proteina hipotética [Ustilago maydis) PGTG_07112.2 0.0 XP_758494 8E-68 259 1 SIM
CAHV-CT-02 Proteina hipotética (Ustilago maydis) PGTG_10312.2 1E -40 XP_758619 5E-47 191 1 SIM
CAHV-CD-01-031-M13F-D09  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_07098.2 0.0 XP_758499 1E-57 226 1
CAHV-CT-42 Proteina hipotética (Aspergillus oryzae) PGTG_18870.2 0.0 XP_001816889 2E-08 61.6 2
CAHV-CT-13 Proteina hipotética (Aspergillus oryzae) PGTG_18870.2 5E -21 XP_001816889 3E-08 61.2 1
CAHV-CT-39 Proteina hipotética (Aspergillus oryzae) PGTG_18870.2 1E -21 XP_001816889 2E-08 61.6 2
CAHV-CT-04 Proteina hipotética (Aspergillus oryzae) PGTG_18870.2 3E -20 XP_001816889 2E-07 58.9 1
CAHV-CT-48 Proteina hipotética (Aspergillus oryzae) PGTG_18870.2 1E -21 XP_001816889 2E-08 61.6 2
CAHV-CT-49 Proteina hipotética (Aspergillus oryzae) PGTG_18870.2 1E - 21 XP_001816889 2E-08 61.6 2
CAHV-CT-71 Proteina hipotética (Aspergillus oryzae) PGTG_18870.2 1E -21 XP_001816889 2E-08 61.6 6
CAHV-CT-78 Proteina hipotética (Aspergillus oryzae) PGTG_18870.2 2E -21 XP_001816889 3E-08 61.6 16
CAHV-CD-02-017-M13F-F02 Proteina hipotética (Botryotinia fuckeliana) PGTG_14859.2 9E -15 XP_001547457 3E-09 64.7 1
CAHV-CT-77 Proteina hipotética (Botryotinia fuckeliana) PGTG_18870.2 1E -33 XP_001546914 3E-15 84.7 15
CAHV-CD-02-004-M13F-D04 Elzg;e;”maa;“pmé“ca (Coprinopsis cinerea PGTG_083112 5E-27  XP_001831804  3E-30 134 1

Continua...
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ACESSO
CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNCAO PUCCINIA Valore ACESSONCBI Valore S(%%R)E Eg;s PESPIL'ADLEO
DATABASE

CAHV-CD-01-022-M13F-C05 E&g;e;”maa;"p"té“ca (Coprinopsis cinerea PGTG 194852 0.0  XP 001831835 6E-43 177 1
CAHV-CD-01-041-M13F-B11 Elzg;e;”maa;“pmet'ca (Coprinopsis cinerea PGTG 04538.2 1E-20 XP 001837233 OE-18  93.6 1
CAHV-CD-01-024-M13F-E02  Froteina hipotética (Cryptococcus PGTG 043972 1E-5 XP 570072  6E-10 674 1

neoformans var. neoformans) - -
CAHV-CT-68 Proteina hipotética (Cryptococcus PGTG 002522 5E-13  XP 569977 1E-12 778 5

neoformans var. neoformans)
CAHV-CD-02-007-M13F-A04 - roteina hipotética (Cryptococcus PGTG 147202  6E -41 XP_ 570847 4E-61 238 1

neoformans var. neoformans)
CAHV-CD-01-004-M13F-G03  Proteina hipotética (Magnaporthe grisea) PGTG_11634.2 0.0 XP_361467 3E-24 114 1

Proteina hipotética (Melampsora medusae f.
CAHV-CD-01-009-M13F-A10 (% FHE L PGTG_16765.2  3E-15 ABS86355 2E-09 655 1
CAHV-CT-67 Proteina hipotética (Neurospora crassa) PGTG_16113.2 0.0 XP_957532 1E-27 126 5
CAHV-CD-02-027-M13F-D09  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_13148.2 0.0 XP_759365 1E-52 210 1
CAHV-CD-02-033-M13F-C01  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_16694.2 0.0 XP_756488 5E-45 185 1
CAHV-CD-02-033-M13F-D10  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_12890.2 0.0 XP_760987 2E-05  53.1 1
CAHV-CD-01-026-M13F-B10  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_16395.2  1E -39 XP_762553 4E-25 118 1
CAHV-CD-02-018-M13F-B01 Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_04465.2 7E -22 XP_757152 2E-18 95.1 1
CAHV-CT-36 Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_154412  BE-18 XP_761979 1E-12  75.9 2

Continua...
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CONTIG / CLONE PROVAVEL FUNGAO PUCCNIA  Valore ACESSONCBI  Valor e oo ESTs | amAL -
DATABASE
CAHV-CD-01-009-M13F-E03  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_133952 0.0 XP_757217  2E-84 315 1
CAHV-CD-01-016-M13F-A11  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_01609.2 3E-32  XP_761045  2E-35 151 1
CAHV-CD-01-017-M13F-B01  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_013732 9E-14  XP_756714  3E-13 778 1
CAHV-CD-01-036-M13F-H07  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_183102  4E-9  XP_001593591.1 2E-09  60.1 1
CAHV-CD-01-039-M13F-C03  Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_134422  4E-24  XP_760059  3E-45 184 1
CAHV-CT-9 Proteina hipotética Ustilago may(is | PGTG_154412 8E-18  XP_761979  2E-12 755 1
CAHV-CD-01-044-M13F-C01 Proteina hipotética (Ustilago maydis ) PGTG_06636.2 1E -14 XP_761634 6E-09 63.5 1
CAHV-CD-01-010-M13F-12  -roteina hipotética (Coprinopsis cinerea PGTG 174952  1E-24  XP_001837868  8E-17 904 1

okayama)
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4. DISCUSSAO

Por meio do sequenciamento de clones de biblioteca de cDNA do tecido
infectado foram identificados varios genes do cafeeiro e de Hemileia vastatrix.
A maioria dos ESTs identificados com similaridade a genes de plantas
apresentaram similaridade significativa a genes que codificam proteinas
conhecidas como ribossomais, proteinas envolvidas no metabolismo primario e

producao de energia.

Também foi verificado nessa biblioteca genes relacionado ao processo
de defesa de plantas a fitopatégenos. Dentre eles, este trabalho identificou trés
ESTs (CAHV-CD-01-003-M13F-G11, CAHV-CD-02-042-M13F-D12 e CAHV-
CT-01) similares a genes que codificam fatores de transcri¢do do tipo WRKY. A
atividade transcricional dos genes em plantas € modulada por esses fatores de
transcricdo especificos que se ligam a regido promotora de genes que serao
transcritos. Estudos recentes evidenciam que os fatores de transcricao WRKY
pertencem a uma familia de genes especificos em plantas e que sao
rapidamente induzidos em resposta a infecgdo por patégenos, participando na

ativagdo da resposta de defesa em plantas (Pandey & Somssich, 2009).

Em Arabidopsis, 49 dos 72 genes WRKY sao ativados transitoriamente
com a infeccéo de patdégenos (Dong et al., 2003). A expresséo constitutiva dos
genes WRKY18 e WRKY70 em plantas transgénicas de Arabidopsis aumentou
a resisténcia a Pseudomonas syringae e Erwinia carotovora subsp. carotovora
(Chen & Chen, 2002; Li et al., 2004). Em salsa, estudos demonstraram que
proteinas WRKY estdo presentes no nucleo da célula e sdao rapidamente
induzidas em resposta a elicitores derivados de patogenos (Turck et al., 2004).

O genoma de arroz contém mais de 100 genes WRKY, um exemplo € o gene



OsWRKY13 que aumenta a resisténcia a bactéria Xanthomonas oryzae pv.
oryzae e ao fungo M. grisae, exercendo sua fungdo na ativagao da biossintese
de acido salicilico, de genes responsivos ao acido salicilico e na supressao na

via de sinalizagao induzida por acido jasménico (Qiu et al., 2007).

Os estudos de Ganesh et al. (2006) evidenciaram o papel dos fatores de
transcricdo WRKY na resisténcia de C. arabica a H. vastatrix. O gene
CaWRKY1 foi diferencialmente ativado em folhas de cafeeiros resistentes e
sucetiveis inoculadas com H. vastatrix, com uma ativagcdo mais rapida e de
maior intensidade em plantas resistentes. Esta ativagdo coincidiu com a
entrada do fungo no estdbmato da planta e precede a resposta de
hipersensibilidade. CaWRKY1 esta relacionado com membros do grupo dos
fatores de trancricaio WRKY Ilb de Arabidopsis, que inclui WRKY6 que esta
relacionado com a ativacdo da resposta de defesa a patdégenos como
Pseudomonas syringae em Arabidopsis e também atua como regulador
positivo da expressdo do gene PR-1 (Robatzek & Somssich, 2002). Petitot et
al. (2009) identificaram copias homdlogas do gene CaWRKY1 em C. arabica.
Quando clonaram o gene CaWRKY1, duas copias distintas desse gene
(CaWRKY1la e CaWRKY1b) foram obtidas de C. arabica. Experimentos com
Southern blots e analises filogenéticas demonstraram que CaWRKYla e
CaWRKY1lb sido sequéncias homodlogas no genoma de cafeeiro. Analise de
PCR em tempo real demonstrou que esses genes Sa0 expressos
simultaneamente e possuem o mesmo nivel de expressdo em folhas quando

inoculadas com o fungo H. vastatrix.

Entre os ESTs relacionados a resposta de defesa identificados também
se destacaram os similares a genes que codificam as proteinas PRs que estéao
associadas com SAR em varias interacées patdégeno — hospedeiro e possui a
funcdo de prevenir ou limitar a invasdo e o desenvolvimento do patégeno. A
sua biossintese e acumulo sao considerados o principal mecanismo de defesa
das plantas contra fungos fitopatogénicos (Van Loon et al., 2006; Ferreira et al.,
2007). As proteinas PR-1 (CAHV-CD-02-005-M13F-C12) e PR-5 (CAHV-CT-
311), sendo denominadas de permatinas; 3-1,3-glucanases (também referidas
como PR-2) (CAHV-CD-01-043-M13F-D02) e quitinases (CAHV-CT-03, CAHV-
CT-04 e CAHV-CT-06), as quais tém acgao sobre [-1,3-glucanos e quitina,
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respectivamente, componentes da parede celular de varios fungos
(Kasprzewska, 2003).

Quitinases, como outras proteinas PRs atuam atingindo niveis altos no
apoplasto protegendo as plantas contra o crescimento extracelular de fungos,
devido a capacidade de degradar a parede celular desses fitopatdogenos,
levando a inibicdo do seu crescimento. Muitas quitinases s&o induzidas em
resposta a infeccdo de patdgenos e algumas de suas isoformas exibem
atividade antifungica in vitro. Por essas razdes, acredita-se que as quitinases
realizam a principal fungdo na defesa das plantas contra patdégenos
(Kasprzewska, 2003; Ferreira et al., 2007).

Em cafeeiros variedade Mundo Novo protegidos contra H. vastatrix pelo
tratamento com o indutor ASM foi observado um aumento na atividade
enzimatica de quitinases e (-1,3-glucanases nos tecidos foliares (Guzzo et al.,
2004). Guzzo et al. (2009) detectaram essas enzimas em estudo utilizando
uma biblioteca subtrativa tratada com ASM. O cDNA completo do gene 3-1,3-
glucanase foi clonado e sequenciado sendo o maior nivel de expresséo
observado 72 horas depois do tratamento com o indutor. Silva et al. (1999)
verificaram que a hifa intercelular de H. vastatrix, incluindo a célula mae do
haustoério e haustorio, contém [3-1,3-glucanos e quitina em sua parede celular.
A inducdo do acumulo de proteinas antimicrobianas, tais como quitinases e -
1,3-glucanases, por ASM pode ter contribuido na restrigdo do desenvolvimento
do patégeno em cafeeiro por meio da hidrélise das estruturas de infecgcao do

patdgeno.

Na maioria dos casos, uma variedade de proteinas PR pertencentes a
diversas subclasses sao induzidas, ao invés de um unico membro de uma
unica familia de proteinas PRs. Por isso, € comum que muitas proteinas PRs
possuam sinergismo. Por exemplo, 3-1,3-glucanases classe Il é uma proteina
extracelular e somente possui atividade antifungica in vitro quando sé&o
aplicadas em combinagdo com quitinases ou com [(-1,3-glucanases classe |
(Theis & Stahl, 2004). Por essas razdes, uma estratégia para o melhoramento
genético estd na expressdo constitutiva em altos niveis da combinagéo de
proteinas PRs com diferentes modos de acdo contra organismos alvos

podendo gerar resisténcia duravel a uma variedade de doengas tais como a
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ferrugem causada por H. vastatrix. Um bom exemplo sdo tomateiros
transgénicos que quando expressaram somente quitinases ou [-1,3-
glucanases foram sucetiveis a Fusarium oxysporum, porém plantas
expressando os dois genes tiveram aumento significativo da resisténcia quando
comparado a plantas expressando somente essas duas enzimas (Ferreira et
al., 2007).

Nessa biblioteca também foram observadas sequéncias com
similaridade a genes que codificam lipoxigenases (CAHV-CT-02 e CAHV-CD-
01-009-M13F-C09). As lipoxigenases sao enzimas chaves envolvidas na
geracao de derivados de acidos graxos no metabolismo de oxilipinas e a via
das lipoxgenases € crucial para o processo de peroxidagao durante a resposta

de defesa das plantas contra fitopatdogenos (Hwang & Hwang, 2010).

A via das lipoxigenases esta associada a HR na interagado patégeno —
hospedeiro. Em algoddo, o maior nivel de expressao de lipoxigenases em
plantas inoculadas com Xanthomonas campestris pv. malvacearum foi
associada com HR (Marmey et al., 2007). Rojas et al. (1993) estudando a
atividade das lipoxigenases em folhas cotiledonares de cafeeiro observaram
aumento na atividade dessas enzimas em plantas infectadas com ferrugem
(interacdo incompativel) e correlacionaram com o aumento na area de células
apresentando tipicos sinais de HR durante os primeiros nove dias da interacao.
Guzzo et al. (2009) observaram um aumento maximo na quantidade de
transcrito de genes que codificam para lipoxigenases em folhas de cafeeiro

resistentes a H. vastatrix 24 hpi com o patogeno.

O gene que codifica a enzima fenilalanina-amoénia liase (PAL) foi
representado nesta biblioteca pelo contig CAHV-CT-646. Essa enzima participa
da rota dos fenilpropandides no qual fitoalexinas, lignina e compostos fendlicos
sdo sintetizados, sendo sua atividade induzida durante a interacdo planta —
patdgeno (Anand et al., 2009). Estudos bioquimicos com gendtipos resistentes
de cafeeiro a H. vastatrix demonstraram aumento inicial da atividade de PAL
anteriormente ou no inicio da observagdao da morte celular, no qual indica o
envolvimento dessa enzima na HR. Um segundo aumento da atividade de PAL
foi observado 4 a 5 dpi no qual pode estar relacionado com o acumulo tardio de

compostos fendlicos e com a lignificacdo da parede celular do hospedeiro
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(Silva et al., 2002). Em plantas de aveia inoculadas com o isolado incompativel
de Puccinia graminis f. sp. avenae ocorreu 0 acumulo de PAL em 24 a 30 hpi
antes da resposta de HR e da inibicdo do crescimento do fungo (Lin et al.,
1998). Em cevada, inibidores de PAL reduziram a resisténcia da planta a
penetracdo por Puccinia hordei e adicionalmente ocorreu decréscimo de HR
(Prats et al., 2007).

A enzima glutationa S-transferase representada por quatro sequéncias
unicas CAHV-CD-02-003-M13F-D09, CAHV-CT-672, CAHV-CD-01-039-M13F-
A12 e CAHV-CD-02-043-M13F-B11 pertence a uma familia de enzimas
multifuncionais que possuem fung¢ao na detoxificacdo e protecdo de tecidos
contra danos oxidativos. Sdo enzimas importantes em plantas na resposta a
estresses no ambiente, incluindo herbicidas e ataque de patégenos, sendo

induzidas pela produgao de ROS no processo de defesa (Chen et al., 1996).

Além de genes que codificam proteinas com acdo direta sobre o
patogeno, foram identificados genes que codificam proteinas relacionadas com
a percepgao e transdugao de sinais como as proteinas cinases (CAHV-CT-508,
CAHV-CD-01-028-M13F-HO04 e CAHV-CD-01-008-M13F-E10) e fosfatases
(CAHV-CD-01-029-M13F-C02, CAHV-CD-02-014-M13F-A07 e CAHV-CD-01-
023-M13F-D05). Recentes estudos demonstraram o envolvimento das
fosfatases na interagdo planta-patégeno principalmente na regulacédo de
proteinas cinases (Widjaja et al., 2010; Hu et al., 2009; Schweighofer et al.,
2007). As proteinas cinases, dentre outras funcdes, se caracterizam por ser um
dos pontos de convergéncia da sinalizagdo do sistema de defesa em plantas
contra o ataque de patdgenos. Estudos utilizando varios inibidores de proteinas
cinases demonstraram o envolvimento de uma ou varias cinases na HR (Zhang
& Klessig, 2001). A interacdo do produto dos genes R com proteinas AVR é
seguida de uma explosdo oxidativa resultando na produgdo de ROS e essa
producdo desencadeia a ativacdo da cascata de sinalizagdo mediada pelas

proteinas cinases (Mishra et al., 2006).

Durante os ultimos anos foi estabelecido que as proteinas cinases tem
funcdo central na defesa de varias plantas e na sinalizagdo da resposta de
defesa contra a infecgdo por Phytophthora sojae, Phytophthora infestans,

Pseudomonas syringae (Mishra et al., 2006). Jonak et al. (2002) observaram
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que todo o evento de sinalizagcdo de defesa foi anulado em plantas de
Arabidopsis tratadas com varios inibidores de cinases tais como K-252a,
indicando a fungdo essencial para as proteinas cinases na regulacdo da

resposta inicial de defesa.

As metalotioneinas representadas por um unico clone (CAHV-CD-01-
027-M13F-E04) s&o proteinas cuja expressdo € induzida em resposta a
variagoes de fatores externos como concentracdo de metais pesados e varios
fatores relacionados a estresses como ferimentos e fitopatégenos, sendo
induzidas por virus como TMV (Tobacco Mosaic Virus) (Choi et al., 1996) e
fungos como Sclerotinia sclerotiorum (Sexton et al., 2006) e Magnaporthe
grisea (Tucker et al. 2004). Essas proteinas tém envolvimento na regulagao da
disponibilidade de ions metalicos que afetam a producdo intracelular de
espécies reativas a oxigénio (ROS) produzidas em plantas submetidas ao
estresse. As plantas produzem ROS durante a interagdo com varios patégenos
e essa producdo esta relacionada com a resisténcia a doencas e ao

desenvolvimento de sintomas (Choi et al., 1996).

A maioria dos cDNAs (51%) foi similar aos genes de plantas com funcéo
desconhecida e pode ser uma fonte adicional de genes que participam na
manifestacdo de defesa do cafeeiro a infecgdo por H. vastatrix. O
sequenciamento completo desses clones pode revelar a identidade de novos
genes do cafeeiro relacionados a resisténcia a H. vastatrix devido a caréncia de

estudos funcionais em cafeeiro.

A analise de ESTs é uma estratégia utilizada para identificar genes de
varios fungos fitopatogénicos. Genes que sdo expressos na germinagao dos
esporos foram isolados de P. graminis (Liu et al., 1993), Erysiphe graminis
(Justesen et al., 1996) e Bremia lactucae (Judelson & Michelmore, 1990).
Analise de ESTs gerada pelo sequenciamento de cDNAs de biblioteca do
tecido infectado foi aplicada para identificar genes de M. grisea envolvidos no
processo de infeccdo em arroz (Kim, et al., 2001). Bibliotecas de cDNA de
uredosporos permitiram a analise de varios genes expressos por P. striiformis f.
sp. tritici (Zhang et al., 2008; Ling et al., 2007) e Phakopsora pachyrhizi
(Posada-Buitrago & Frederick, 2005). A disponibilidade do método de

isolamento de haustoérios de folhas infectadas (Hahn & Mendgen, 1992)

53



facilitou a construgdo de bibliotecas de cDNAs especificos de haustorios
permitindo o isolamento de genes de fungos tais como U. fabae (Hahn &
Mendgen, 1997), Uromyces appendiculatus (Puthoff et al., 2008) e P. striiformis
f. sp. tritici (Yin et al., 2009).

No presente trabalho, o sequenciamento da biblioteca de cDNA da
interacdo cafeeiro — H. vastatrix permitiu a identificacdo de genes de H.
vastatrix. A maioria dos genes identificados demonstrou similaridade
significativa com genes que codificam proteinas ribossomais, proteinas
envolvidas no metabolismo primario e produgao de energia. Também foi
verificado nessa biblioteca genes que codificam proteinas relacionadas ao
processo de infecgdo. Dentre essas proteinas, destacam-se as proteinas
denominadas PIGs (Planta-induced genes) de Uromyces fabae que sé&o
induzidos especificamente em plantas. Hahn & Mendgen (1997) construiram
uma biblioteca de cDNA de haustdrios isolados de folhas infectadas com U.
fabae. Analise dessas sequéncias revelaram uma alta proporgao (19%) de
cDNAs expressos especificamente em planta € ndo expressos ou poucos
expressos na fase de germinagao ou em estruturas de infecgdo produzidas in
vitro. Um total de 31 genes induzidos em plantas (PIGs) foram identificados.
Muitos desses PIGs s&o altamente expressos em haustorio, sendo encontrados
como copia unica ou em poucas copias no genoma de U. fabae. Analises das
sequéncias desses genes revelaram similaridades a genes que codificam
proteinas envolvidas no transporte de aminoacidos, biossintese de tiaminas,

metalotioninas e isomerases.

A proteina PIG8 (CAHV-CT-27) é uma NADP - deidrogenase
dependente de manitol (NADP — dependent mannitol dehidrogenase) com alta
similaridade de sequéncia com a familia de enzimas denominadas
deidrogenases de cadeia curta, sendo expressa somente em haustorio e
possuindo unica copia no genoma de U. fabae. PIG8 pode estar envolvida no
metabolismo de substratos como sorbitol e glicose (Hahn & Mendgen, 1997).
PIG1 (CAHV-CT-61) e PIG4 (CAHV-CD-01-011-A04 e CAHV-CT-51) séao
genes transcritos em grande quantidade em haustorio, sendo homélogos a
genes envolvidos na biossintese de tiamina (vitamina B1) em leveduras.

Juntos, os genes PIG1 e PIG4 representam 5% do mRNA expresso no
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haustério. A tiamina € um cofator essencial para a atividade de varias enzimas
do metabolismo primario de carboidratos tais como piruvato deidrogenases,
piruvato carboxilases, a-cetoglutarato deidrogenases, etc. Isso sugere uma
funcao adicional ao haustério na biossintese de metabdlitos fundamentais que
nao estdo disponiveis em quantidades suficientes no hospedeiro (Sohn et al.,
2000; Panstruga, 2003).

Thara et al. (2003) em estudos utilizando biblioteca de SSH de folhas de
trigo infectadas com P. triticina identificaram 26 genes que foram expressos
preferencialmente em plantas. Dentre eles, trés foram similares a PIG1, PIG4 e
P1G28 de U. fabae. Utilizando a mesma técnica, porém estudando a interagao
trigo — P. graminis f. sp. tritici, Broeker et al. (2006) identificaram dois ESTs
com similaridade a PIG1 de U. fabae. Isso indica que em diferentes ferrugens,
0 modelo da expressao génica € similar pelo menos em parte. O que torna
necessario o estudo mais aprofundado da funcdo e do nivel de expressao
dessas proteinas em H. vastatrix ja que estudos demonstraram que elas s&o

expressas especificamente em haustorio no processo de infeccéo.

No presente trabalho, também foi destaque a proteina de Melampsora
occidentalis caracterizada como proteina transferida por ferrugens (RTP1 - rust
transferred protein 1) representada por um unico EST (CAHV-CT-84). Essa
proteina foi primeiramente caracterizada por Kemen et al. (2005) em estudos
com Uromyces fabae. Esses autores relataram que RTP1 é expressa
especificamente em haustério de U. fabae nas células do hospedeiro durante o
processo de infeccdo e detectado na matriz extrahaustorial apresentando
acumulo no citoplasma e no nucleo das células infectadas do hospedeiro,
sendo dessa maneira transferida para dentro da célula do hospedeiro durante o
processo de infeccdo. A localizagdo dessa proteina sugere que ela
provavelmente possui funcdo importante na manutencado da fase biotréfica da

ferrugem.

Também foram identificados genes como aqueles que codificam para
proteinas cinases. Varios estudos demonstraram o envolvimento de proteinas
cinases na regulagdo do crescimento, no processo de diferenciagdo e na
transducdo de uma variedade de sinais extracelulares em fungos como Botritys

cinerea, Fusarium oxysporum, Magnaporthe grisea e Ustilago maydis (Muller,
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et al.,1999; Zheng et al.,2000; Xu, 2000; Caracuel-Rios & Talbot, 2007).
Estudos funcionais das proteinas cinases nesses fungos demonstraram falha
na formacgao do apressorio, reduzida conidiogénese e viruléncia quando essas
proteinas ndo desempenham a sua fungdo. Além disso, esses trabalhos
relataram a importancia dessas proteinas para a patogénese desses fungos
(Xu, 2000).

Verificou-se nesta biblioteca a presenga de um gene relacionado a
proteina MRP (Multidrug-associated protein transporter 1) que caracteriza por
pertencer a familia de transportadores ABC. Em M. grisea foi demonstrado que
essa familia é necessaria para o crescimento do fungo e sua delegao reduz a
patogenicidade a todos os hospedeiros testados e bloqueia os primeiros
estadios da infeccdo. Essas proteinas também podem estar envolvidas na
defesa contra toxinas antimicrobianas provenientes do hospedeiro (Urban, et
al., 1999). Logo, a obtencdo das sequéncias completas dos genes que
codificam tanto para proteinas cinases quanto para MRP de H. vastatrix e
posterior estudo de sua expressao e fungao seriam de grande importancia para
a elucidacao dessas proteinas no processo de infeccao.

Concluindo, a técnica da construgéo da biblioteca de cDNA de tecidos
infectados da interagdo cafeeiro — H. vastatrix foi eficiente para identificar
genes do cafeeiro e de H. vastatrix expressos nessa interagdo. Todavia, para
maior validacdo desses resultados, estudos funcionais deverao ser efetuados
para confirmar e quantificar o papel dos genes identificados nas diferentes

etapas do processo de patogénese.
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