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Um SNP no gene de aviruléncia HvEC-016 de Hemileia vastarix confere viruléncia a
Pseudomonas syringae pv. garcae em folhas de cafeeiro portador do gene SH1
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Maia (thiago.maia@usp.br)'?. 1Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG, 36570-900. 2 Endereco
atual: Departamento de Fitopatologia e Nematologia, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de Sao Paulo,
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Introducao

O estabelecimento de um método de andlise funcional de
efetores de Hemileia vastatrix por meio do sistema EDV
(Effector Delivery Vector) e o Sistema de Secrecao Tipo III de
Pseudomonas syringae pv. garcae (Psgc) permitiu a
identificacdo do primeiro gene de aviruléncia (HvEC-016)
desse fungo. Quando Psgc expressa e transloca a proteina
HvVEC-016 em folhas de cafeeiros portadores do gene de
resisténcia a ferrugem SHI, a bactéria torna-se avirulenta
devido a inducao de uma imunidade ativada por efetores
que suprime a proliferacdo bacteriana no limbo foliar. Porém,
devido a natureza dicaridtica dos fungos causadores de
ferrugens, onde dois ntcleos haploides coexistem dentro de
uma célula, existe a possibilidade de existéncia de variantes
alélicos no loco HvEC-016 que codifiquem uma proteina
HvEC-016 que nao é reconhecida pelo pelo sistema imune do
cafeeiro. Embora os genes de aviruléncia sdo dominantes,
essa heterozigosidade pode permitir ao fungo se tornar
virulento por meio de mutacao de apenas uma das coOpias
alélicas.

Objetivos

(i) andlise da condicao genética do locus HvEC-016 do
isolado de H. vastatrix Hv-01 (racga 1I); (ii) clonagem do alelo
variante HoEC-016; (iil) expressao transiente da proteina
variante em folhas de cafeeiro.

Material e Métodos

O contig CAHV_rep_c12874 identificado na biblioteca de
cDNA CaHv 454 (Maia et al., 2017) foi visualizado pelo
programa Tablet. O gene HoEC-016 foi amplificado por PCR
a partir de cDNA sintetizado de RNA extraido de folhas de
café infectadas com o isolado de H. vatatirx Hv-01 (raca II).
Os amplicons foram clonados no vetor pGEM-T easy e seis
clones foram selecionados para sequenciamento visando
identificar variantes alélicos. As clonagens e ensaios de
infiltracdo de Psgc foram conduzidos de acordo com Maia et

al., (2017).
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Figura 1: Visualizacdo da montagem de novo do contig CAHV_rep_c12874 mostrando o polimorfismo de base
tnica que distingue os dois alelos (c.175C>T) na posi¢ao 175 da ORF predita para o gene HvEC-016.
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Figura 2: Cromatograma do sequenciamento Sanger de seis clones contendo o gene HvEC-016. Confirmou-se a
condicdo heterozigota do isolado Hv-01 para o gene HvEC-016 pois detectou-se uma frequéncia de 50% para
cada alelo.

Figura 3: Sintomas observados em folhas de cafeeiros infiltrados com uma suspensao de 2 x 107 UFC/ml de
Pseudomonas syringae pv. garcae (Psgc). (A) Representacdo da folha de café mostrando os limbos infiltrados com
Psgc expressando a construgdo pEDV6::HvEC-0167% (a esquerda), e com Psgc expressando a construgao
pEDV6::HvEC-0165¢76 (a direita); (B) Genoétipo Dilla & Algue, gene de resisténcia SH1; (C) Catuai Vermelhor IAC

44, gene de resisténcia SH5.

Conclusoes

(i) O isolado de H. wvastatrix Hv-01 (raga II) é heterozigoto no locus HvEC-016. (ii) A proteina HVEC-016>¢ codificada pelo alelo
variante ndo ativou a resposta de defesa no cafeeiro Dilla & Algue (SH1) contra Psgc, (iii) Esses resultados evidenciam o potencial
adaptativo de H. vastatrix em germoplasma com o gene




