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RESUMO 

 

REZENDE, Danielle,  M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, setembro de 2016. 
Identificação de efetores de Hemileia vastatrix que suprimem a imunidade ativada por 
padrões moleculares conservados de patógenos em Nicotiana benthamiana. Orientador: 
Sérgio Herminio Brommonschenkel. 
 

Durante a interação com as plantas hospedeiras, os fungos causadores de ferrugens secretam e 

translocam diversas proteínas efetoras para o citoplasma das células vegetais, onde atuam 

suprimindo as respostas de defesa e promovendo o parasitismo. Em estudos prévios foram 

identificados genes candidatos a efetores em Hemileia vastatrix (HvECs) que codificam 

proteínas secretadas com funções desconhecidas. Visando entender o papel dessas proteínas 

secretadas na patogênese da ferrugem do cafeeiro, o presente trabalho teve como objetivo o 

estudo funcional de 54 candidatos a efetores do isolado monopostular de H. vastatrix HV-01 

(raça II), avaliando-se a sua capacidade de suprimir a imunidade ativada por padrões 

moleculares conservados (PAMPs) da bactéria não patogênica Pseudomonas fluorescens em 

Nicotiana benthamiana. Essa resposta de imunidade, denominada PTI (PAMP-Triggered 

Imunnity), é a primeira linha de defesa induzida que as plantas utilizam para resistir ao ataque 

de patógenos. As sequências dos 54 genes que codificam as potenciais proteínas efetoras foram 

clonadas individualmente no vetor de expressão pEDV6 (Effector Delivery Vector) e os 

plasmídeos recombinantes foram transferidos para P. fluorescens EtHAn (Effector to Host 

Analyser) (Pf EtHan), que possui um sistema de secreção tipo III (SST3) capaz de translocar as 

proteínas codificadas pelos genes candidatos para o citoplasma de N. benthamiana. Desesseis 

proteínas efetoras apresentaram capacidade de suprimir PTI com alta reprodutibilidade em 

diferentes experimentos de co-infiltração de Pf EtHAn com a bactéria patogênica P. syringae 

pv. tomato DC3000 em N. benthamiana. A supressão de PTI por um gene candidato 

(HvEC_064) foi confirmada analisando-se o crescimento populacional de Pst DC3000 e morte 

celular nos tecidos infiltrados onde ocorreu, ou não, a supressão de PTI e ativação de imunidade 

desencadeada pelo reconhecimento de efetores dessa bactéria. Pode-se postular, com base 

nesses estudos, que os efetores de H. vastatrix com atividade supressora de PTI em N. 

benthamiana são prováveis efetores citoplasmáticos. Esses efetores serão priorizados em 

estudos futuros visando a identificação de genes de avirulência desse fungo e dos seus alvos 

nas células do cafeeiro.  

vi 
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ABSTRACT 

 
REZENDE, Danielle, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, September, 2016.  
Identification of effectors of Hemileia vastatrix that suppress the immunity activated by 
conserved molecular patterns of pathogens in Nicotiana benthamiana. Advisor: Sérgio 
Hermínio Brommonschenkel. 

 

During the interaction with host plants, rust fungi secrete and translocate several effector 

proteins into the cytoplasm of plant cells to suppress defence responses and promote parasitism. 

Previous studies have identified genes in Hemileia vastatrix that encode effectors with unknown 

functions. In order to understand the role of these effectors in the pathogenesis of coffee rust, 

this study aimed the functional analysis of 54 candidate effectors from the monopustular isolate 

of Hemileia vastatrix HV 01 (race II), by evaluating their ability to suppress Pathogen 

Associated Molecular Patterns (PAMPs) responses triggered by the nonpathogenic bacteria 

Pseudomonas fluorescens in Nicotiana benthamiana. This immune response, known as PTI 

(PAMP-Triggered Immunity), is the first line of induced defenses used by plants to resist 

pathogen attack. Gene sequences encoding the 54 putative effectors were individually cloned 

into pEDV6 (Effector Delivery Vector) vector. The recombinant plasmids were transferred to 

P. fluorescens EtHAn (Effector to Host Analyser) (Pf EtHan), which has a type III secretion 

system (T3SS) able to translocate the proteins encoded by the candidate genes into the 

cytoplasm of N. benthamiana. Sixteen candidate effector genes suppressed PTI with high 

reproducibility in different co-infiltration experiments of Pf EtHAn with the pathogenic 

bacterium P. syringae pv. tomato DC3000 in N. benthamiana. The suppression of PTI by a 

candidate gene (HvEC_064) was confirmed by analysing Pst DC3000 population growth and 

cell death in the infiltrated tissues where PTI was suppressed. The effectors of H. vastatrix with 

suppressive activity of PTI identified are likely cytoplasmic effectors. These effectors will be 

further investigated in future studies aimed to identify avirulence genes of this fungus and its 

targets in coffee plant cells. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

A cafeicultura encontra-se entre as atividades agrícolas de maior importância social e 

econômica em todo o mundo. O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, seguido 

pelo Vietnã e a Colômbia. As principais regiões brasileiras produtoras estão concentradas no 

estado de Minas Gerais, no Espírito Santo, seguido por São Paulo e Paraná, podendo destacar 

também o afloramento da Bahia, apresentando como estado promissor na produção de café de 

qualidade (ABIC, 2016; IOC, 2016).  

A espécie Coffea arabica é a mais cultivada e comercializada no mundo devido a 

superioridade da qualidade da bebida, embora seja bastante suscetível as doenças. A principal 

doença que atinge o cultivo do cafeeiro é a ferrugem alaranjada causada pelo fungo biotrófico 

Hemileia vastatrix Berk. & Br.. Em condições favoráveis ao desenvolvimento da doença podem 

ser causados danos de 35 a 50% da produção (Zambolim et al., 2005). As medidas de controle 

mais utilizadas tem sido o uso de fungicidas protetores e/ou sistêmicos. O impacto ambiental e 

a contaminação dos aplicadores, bem como do grão, são desvantagens apresentadas com a 

utilização dessa abordagem. O emprego de cultivares resistentes constitui a medida de controle 

mais indicada, por ser eficiente e causar menor impacto ao ambiente (Zambolim et al., 1999). 

Cultivares resistentes à ferrugem do cafeeiro tem sido desenvolvidos por diferentes 

programas de melhoramento genético no Brasil e em outros países produtores de café. Todavia, 

o grande desafio tem sido obter cultivares com resistência durável, pois H. vastatrix possui alta 

variabilidade fenotípica quanto a genética, o que favorece o surgimento de novas raças do 

patógeno capazes de suplantar a resistência das cultivares obtidas (Várzea & Marques, 2005). 

Recentemente, foram descobertas raças deste fungo capazes de infectar cafeeiros com 

resistência derivada das principais fontes de resistência utilizadas nos programas de 

melhoramento genético (Gichuru et al., 2012).  

O conhecimento dos mecanismos moleculares e evolutivos empregados por H. vastatrix 

podem auxiliar o desenvolvimento de cultivares com resistência mais duradoura. Durante a 

interação com as plantas hospedeiras, os fungos causadores de ferrugens secretam e translocam 

diversas proteínas efetoras para o citoplasma das células vegetais, onde atuam suprimindo as 

respostas de defesa e promovendo o parasitismo. Algumas proteínas codificadas pelos genes de 

resistência funcionam como receptores citoplasmáticos que reconhecem diretamente os efetores 

ou a sua atuação em processos celulares (Ellis et al., 2009). Esse reconhecimento ativa várias 

vias de sinalização celular que desencadeiam a morte celular no sítio de infecção e restrição do 
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desenvolvimento dos patógenos. Essa morte celular é denominada reação de hipersensibilidade, 

ou HR (Hypersensitive Response). 

Os genes dos fitopatógenos que codificam efetores reconhecidos direta ou indiretamente 

por proteínas codificadas por genes R são denominados genes de avirulência (Avr). Essa 

interação específica e gene-a-gene foi incialmente descrita por Flor (1942, 1971). Mutacões 

nesses genes de Avr permitem aos fitopatógenos suplantar a resistência conferida pelos genes 

de resistência correspondentes. Em cafeeiro já foram descritos nove genes de resistência 

denominados de SH1 a SH9 (Bettencourt & Rodrigues, 1988). Assim pode-se inferir a existência 

de genes Avr no genoma de H. vastatrix correspondentes. Nenhum desses genes foi clonado e 

caracterizado até o momento, embora exista algum progresso nessa direção (Maia, 2013). 

Em estudos prévios realizados por Maia (2013) foram identificados dezenas de genes 

de H. vastatrix com características típicas de genes candidatos a efetores, dentre elas o fato de 

codificarem proteínas secretadas e de função ainda desconhecida. O estabelecimento de funções 

específicas para os genes candidatos identificados por Maia (2013) é dificultado pelo fato deste 

patógeno ser um parasita obrigatório biotrófico. Isto impossibilita o estabelecimento de relação 

causa-efeito entre gene específicos e fenótipo por meio de estudos genéticos. Também não 

existe um sistema de transformação genética, o que impede a manipulação desse fungo por 

meio da geração de transformantes ou mutantes. Uma alternativa viável para a análise funcional 

de genes candidatos a efetores é a sua translocação para o citoplasma da célula vegetal por meio 

do sistema de secreção tipo III de fitobactérias gram-negativas. Essa abordagem tem sido 

utilizada com sucesso na caracterização funcional de proteínas efetoras de fungos causadores 

de ferrugens que são potencialmente reconhecidas por proteínas R (Maia, 2013; Upadhhyaya 

et al., 2014) ou capazes de suprimir respostas de defesa (Liu et al., 2016). Desta forma, o 

presente trabalho teve como objetivo o estudo funcional de 54 candidatos a efetores do isolado 

monopostular de H. vastatrix HV-01 (raça II) avaliando-se a sua capacidade de suprimir a 

imunidade ativada por padrões moleculares conservados (PAMPs) da bactéria não patogênica 

Pseudomonas fluorescens em Nicotiana benthamiana. 
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2.  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. O cafeeiro e sua importância econômica 

 

Originado da Etiópia, centro da África, onde ainda hoje faz parte da vegetação natural, 

o cafeeiro foi propagado pela Arábia. No século VI foi cultivada no Iêmen, onde os grãos eram 

consumidos in natura. Um pouco mais de 100 anos depois, o café começou a ser torrado dando 

origem a bebida atual (Embrapa, 2016).  

O cafeeiro é um arbusto da família Rubiaceae e do gênero Coffea L.. Atualmente é 

cultivado em países tropicais, tanto para consumo próprio como para exportação. O Brasil é o 

maior produtor e exportador mundial de café, seguido pelo Vietnã e a Colômbia. As principais 

regiões brasileiras produtoras estão concentradas no estado de Minas Gerais, no Espírito Santo, 

seguido por São Paulo e Paraná podendo destacar também o afloramento da Bahia como estado 

produtor, apresentando como promissor na produção de café de qualidade (ABIC, 2016; IOC, 

2016). No ano de 2015, de janeiro a agosto, o café representou 6,9% do comércio exterior. 

Destaca-se como o quinto item mais exportado pelo agronegócio brasileiro, ficando atrás da 

soja, carne, produtos florestais e do complexo sucroalcooleiro (MAPA, 2015). 

A cafeicultura é também uma das principais atividades agrícolas de importância social 

e econômica em todo mundo. Essa atividade é capaz de gerar empregos garantindo a 

subsistência de milhões de famílias, além de movimentar o mercado do agronegócio 

internacional. No ranking de commodities mais importantes mundialmente encontra-se atrás 

apenas do petróleo (IOC, 2016).  

Algumas espécies de cafeeiro cultivadas são altamente suscetíveis a doenças. Dentre as 

principais doenças destaca-se a ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix 

Berk. & Br., uma doença foliar que, inicialmente, causa manchas cloróticas translúcidas com 

1-3 mm de diâmetro, observadas na face inferior do limbo foliar. Em poucos dias, essas 

manchas crescem, atingindo 1-2 cm de diâmetro. Desenvolvem-se massas pulverulentas de 

coloração amarelo-laranja, formadas por uredósporos do patógeno que, quando coalescem, 

podem cobrir grande extensão do limbo. Na superfície superior da folha, aparecem áreas 

descoloridas, de tonalidade amarelada, que correspondem às regiões infectadas na face inferior. 

Com o tempo, as lesões aumentam de tamanho, deixando no seu centro uma área necrótica. Em 

estádios avançados de infecção, a maior parte da área afetada morre e a produção de esporos 

continua somente na beira da pústula. Ocasionalmente, o fungo pode colonizar a extremidade 
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do ramo em desenvolvimento e frutos verdes. No campo, o sintoma mais notável é a desfolha 

das plantas de cafeeiro, que pode provocar o retardamento do desenvolvimento de plantas 

jovens, ou sinais de enfraquecimento de plantas velhas, com comprometimento da produção. A 

desfolha ocorrida antes do florescimento interfere no desenvolvimento dos botões florais e na 

frutificação. Por outro lado, a perda das folhas durante o desenvolvimento dos frutos leva à 

formação de grãos anormais e frutos ocos, afetando consideravelmente a produção, podendo 

ocorrer perdas em torno de 35 a 50 %, dependendo das condições climáticas e de outros fatores 

como estado nutricional da planta, cultivar plantada, tipo de irrigação empregado, entre outros 

(Zambolim et al.,1999).  

Vários fatores relacionados ao ambiente, ao patógeno e ao hospedeiro influenciam a 

incidência e a severidade da doença (Carvalho et al., 2002; Pozza et al., 2001). Dentre eles, os 

fatores climáticos são os mais importantes. A umidade relacionada ao molhamento foliar, 

advinda da chuva, irrigação e nevoeiro favorecem a germinação dos esporos do patógeno. A 

chuva não só favorece como também contribui para dispersão dos uredósporos (Vale et al., 

2004). 

A temperatura é outro fator de forte impacto no desenvolvimento epidemiológico, pois 

influencia a duração do período de incubação e latente da doença e, consequentemente o 

progresso da doença (Kushalappa & Chaves, 1980). 

A luminosidade também tem efeito direto e indireto na epidemiologia da doença. Na 

ausência de luz direta, os uredósporos germinam e penetram pelos estômatos da folha (Almeida, 

1986). Indiretamente, o aumento da densidade de 6 plantas/ha pode alterar a luminosidade nas 

entrelinhas do dossel, modificando o microclima favorecendo o aumento da severidade da 

doença. 

Existe uma correlação positiva entre severidade da doença e produção para o cafeeiro 

(Maffia et al., 1999). Plantas estressadas com sobrecarga pendente apresentam maior 

severidade da doença e, consequentemente, maior desfolha (Zambolim, 2001; Zambolim et al., 

2002). 

A principal estratégia de controle da ferrugem do cafeeiro é a utilização de fungicidas 

protetores e/ou sistêmicos. Embora eficiente, essa prática apresenta algumas desvantagens, indo 

desde o impacto ambiental à contaminação do aplicador ao alimento a ser consumido. Sendo 

assim, o plantio de cultivares resistentes constitui a medida de controle mais indicada pois causa 

menor impacto ambiental (Zambolim et al., 1999). 
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A busca por cultivares com resistência durável à ferrugem do cafeeiro, tem sido um dos 

maiores desafios dos melhoristas do cafeeiro, pois H. vastatrix possui alta variabilidade 

genética, o que favorece o surgimento de novas raças do patógeno que são capazes de suplantar 

a resistência das cultivares desenvolvidas (Várzea & Marques, 2005). 

 

2.2. Patossistema cafeeiro-ferrugem, o sistema imune vegetal e o papel dos efetores nas 

interações planta-patógeno 

 

O fungo biotrófico Hemileia vastatrix pertencente ao filo Basidiomycota, classe 

Pucciniomycetes, ordem Pucciniales e família Incertae sedis (www.indexfungorum.org). Seu 

ciclo de vida é incompleto, pois seus estágios de écio e pícnio são desconhecidos (Bedendo, 

1995). A duração do ciclo de vida do patógeno pode variar entre 17 a 50 dias, dependendo da 

região e isolado do fungo (Maia et al., 2017). O gênero Hemileia pode ser diferenciado por duas 

características marcantes: penetração e esporulação através dos estômatos e uredósporos 

reniformes equinulados dorsalmente e lisos ventralmente (Zambolim et al., 1997). 

Os uredósporos presentes nas pústulas das folhas infectadas são dispersos 

principalmente pela ação do vento, da água da chuva e por insetos. Ao aderir na superfície 

inferior da folha do cafeeiro, e em condições favoráveis, os uredósporos germinam, produzindo 

um longo tubo germinativo que se desenvolve a procura de um estômato, onde diferencia o 

apressório. Este por sua vez se diferencia em uma hifa intercelular de infecção primária, que 

forma as células-mãe dos haustórios, a partir da qual haustórios primários são formados dentro 

das células subsidiárias e adjacentes dos estômatos. Atingindo o mesófilo, a hifa de infecção se 

diferencia em uma vesícula tipicamente em forma de âncora alojada na câmara subestomática. 

De cada ponta dos ramos da âncora, novas células-mãe dos haustórios são formadas, a partir 

das quais haustórios secundários são produzidos nas células do mesófilo (Ramirez et al., 2009).  

As plantas estão continuamente expostas as mudanças do ambiente e ao ataque de pragas 

e patógenos. Por sua vez, sem a formação de sistema imune adaptado e na ausência de células 

de defesa móveis, as plantas desenvolveram um sistema imune simples e eficiente, que é ativado 

após o reconhecimento de sinais dos patógenos (Dalio, 2013; Gassmann & Bhattacharjee, 

2012). O sistema imune vegetal possui duas principais linhas de defesa. A primeira está 

associada à imunidade desencadeada por PAMPs, denominada PTI (PAMP triggered immunity) 

e a segunda associada a imunidade desencadeada pelo reconhecimento de efetores, ETI 

(Effector-Triggered Immunity) (Jones & Dangl, 2006).  
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Os PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) são moléculas altamente 

conservadas provenientes dos microrganismos e que apresentam funções essenciais em suas 

sobrevivências (Medzhitov & Janeway, 1997). Esses são reconhecidos por receptores de 

reconhecimento de PAMPs (PRRs - Pattern Recognition Receptors), que são proteínas 

transmembranas que apresentam geralmente repetições ricas em leucina (LRRs) no domínio 

extracelular, o qual estão envolvidos no reconhecimento dos sinais dos patógenos (Beck et al., 

2012). 

A proteína PRR mais estudada é a FLS2 (flagelin sensing 2), que foi inicialmente 

identificada em Arabidopsis e possui a capacidade de reconhecer um epítopo de 22 aminoácidos 

(flg22) na porção N-terminal conservada da proteína flagelina (Ramos et al., 2004). Esse 

receptor foi identificado em plantas de arroz, tomate, Nicotiana benthamiana e Arabidopsis 

(Boller & Felix, 2009). Outros exemplos bem caracterizados de PRR é a proteína Xa21, que 

reconhece proteína sulfatada AX21 de Xanthomonas, e o receptor CEBip, que reconhece 

regiões de monômeros da quitina, componente da parece celular de fungos (Dardick et al., 

2012).  

A ligação física entre o domínio extracelular do receptor (PRR) com o epítopo do ligante 

(PAMP) ocasiona uma mudança na estrutura do receptor e a ativação de uma cascata de 

sinalização citoplasmática gerada pelo domínio intracelular do receptor, ativando a imunidade 

desencadeada por PAMPs (PTI). Vários sinais são amplificados quando esta resposta é ativada. 

As alterações nos níveis de ácido salicílico, ácido jasmônico e etileno resultam na ativação de 

fatores de transcrição de genes de defesa e, subsequentemente, na expressão de genes 

envolvidos na resposta imune. Embora a PTI seja suficiente para prevenir a infecção, os 

patógenos adquiriram a habilidade de produzir proteínas efetoras que a suprimem (Win et al., 

2012). 

Os fitopatógenos adaptados são capazes de suplantar PTI, por meio da produção de 

efetores que atuam em componentes da via de transdução de sinais envolvidos nessa resposta 

de defesa, resultando na chamada suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS, Effector 

Triggered Susceptibility) (Birch et al., 2008). As moléculas efetoras podem acumular na 

superfície da célula, nos espaços intercelulares, no citoplasma, e se deslocarem para diferentes 

compartimentos subcelulares do hospedeiro. Por exemplo, os efetores TAL de Xanthomonas 

spp., que são translocados para a célula vegetal por meio do sistema de secreção tipo III, atuam 

no núcleo da célula vegetal promovendo a ativação transcricional de genes envolvidos, por 

exemplo, no transporte de açúcares e na regulação epigenética (Block et al., 2008; Bai et al., 
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2009; Chen et al., 2010; Souza et al., 2012; Schornack et al., 2010). Um grande número de 

efetores de Phytophthora infestans possuem motivos conservados, como os RxLR (R: arginina; 

x: qualquer aminoácido; L: leucina; R: arginina) que funcionam como sinal de translocação 

para o citoplasma vegetal (Birch et al. 2006; Kamoun, 2009). Um dos efetores RxLR de P. 

infestans, AVR3a, é capaz de suprimir a morte celular induzida pela elicitina INF-1 (Bos et al., 

2009). Já o efetor SNE1, expresso durante a fase biotrófica do patógeno, suprime a morte celular 

que ocorre durante a fase necrotrófica da infecção (Kelley et al., 2010). 

A fim de evitar o desenvolvimento da infecção estabelecida pelos diferentes patógenos, 

as plantas desenvolveram uma segunda linha de defesa capaz de reconhecer as proteínas 

efetoras. A imunidade ativada por efetores (ETI) utiliza receptores intracelulares (proteínas R) 

codificadas pelos genes de resistência (genes R) (Win et al., 2012). Consistente com o seu papel 

no reconhecimento de efetores e ativação de vias de transdução de sinais, a maioria das 

proteínas R apresentam um domínio central de ligação a nucleotídeos (NB), um domínio C-

terminal com regiões repetidas ricas em leucina (LRR), e um terceiro domínio variável na 

região N-terminal que pode ser TIR (Toll/Interleucina1) ou CC (Coiled-coil) (Elmore et al., 

2011; Gururani et al., 2012). As repetições ricas em leucina normalmente estão envolvidas em 

interações entre proteínas, enquanto a região NB é o módulo responsável pela sinalização. O 

reconhecimento dos efetores pode ser direto ou indireto. Nesse último caso, a interferência do 

efetor no seu alvo celular é detectado pelas proteínas R. Por exemplo, a proteína codificada pelo 

gene Rpm1 de A. thaliana ativa as respostas de defesa por meio da detecção de modificações 

na proteína RIN4, realizada pelo efetor AvrRpm1 de Pseudomonas syringae pv. tomato 

(Mackey et al., 2002). A ativação das respostas de defesa leva à morte celular rápida no local 

da infecção, denominada HR (Hypersensitive Response). Outras respostas celulares são 

também observadas como alterações nos níveis de cálcio no citoplasma, fosforilação de 

proteínas, produção de espécies reativas de oxigênio, produção de fitoalexinas, fortalecimento 

da parede celular, síntese de enzimas hidrolíticas e de proteínas relacionadas a patogênese, 

dentre outras (Tsuda & Katagiri, 2010). 

Os genes dos fitopatógenos que codificam efetores reconhecidos pelas proteínas 

codificadas pelos genes R são denominados genes de avirulência (genes Avr) e essa interação 

específica foi geneticamente analisada por Flor (1971) no patossistema linho-Melampsora lini. 

Com base nos seus estudos, Flor propôs a teoria gene-a-gene que estabelece que o fenótipo de 

resistência é observado quando a planta possui um gene de resistência e o patógeno possui um 

gene de avirulência correspondente (Flor, 1971). Esse estudo clássico associado com estudos 
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moleculares, efetuados nos últimos vinte anos, demonstram o papel central das proteínas 

efetoras e das proteínas R na determinação do fenótipo das interações planta-patógeno. 

A caracterização molecular de genes Avr em fungos causadores de ferrugem é recente. 

Somente após seis décadas da publicação de Flor sobre a herança da resistência à ferrugem em 

plantas de linho (Linum usitatissimum), o gene AvrL567 de M. lini foi clonado e caracterizado 

(Dodds et al., 2004). A proteína AvrL567 é secretada pelo haustório do fungo e tem atividade 

citoplasmática, induzindo HR dependente das proteínas NBS-LRR L5, L6 ou L7 do linho. 

Desde então, outros efetores de fungos causadores de ferrugens foram descritos. No 

patossistema linho-M. lini já foram caracterizadas as proteínas AvrM, AvrL567, AvrP123 e 

AvrP4; no patossistema feijão-Uromyces fabae a proteína RTP1; e no patossistema trigo-

Puccinia graminis f. sp. tritici a proteína PGTAUSPE-10-1 (Petre et al., 2016). 

Avanços nas técnicas de sequenciamento tem permitido a caracterização do secretoma 

de diversos fungos causadores de ferrugens (Cantu et al., 2011, 2013; Duplessis et al., 2011; 

Fernandez et al., 2012; Hacquard et al., 2012; Saunders et al., 2012; Bruce et al., 2013; Garnica 

et al., 2013; Link et al., 2014; Maia, 2013; Nemri et al., 2014). Os estudos demonstram que 

esses fungos possuem um secretoma dinâmico e rico em proteínas candidatas a efetores. Por 

exemplo, 725 candidatos a efetores foram preditos a partir da análise do rascunho do genoma 

de M. lini (Nemri et al., 2014). A partir da montagem parcial do genoma de H. vastatrix, 

Cristancho et al. (2014) fizeram a predição de 483 genes candidatos a efetores nesse patógeno. 

Já Maia (2013), analisando o transcriptoma de esporos germinados e da interação com o 

cafeeiro, identificou 171 genes que codificam putativos efetores, ou seja, proteínas pequenas, 

secretadas e de função desconhecida. 

O estabelecimento de funções específicas para os genes identificados por Maia (2013) 

é dificultado pelo fato de H. vastatrix ser um parasita obrigatório biotrófico. Isto impossibilita 

o estabelecimento de relação causa-efeito entre genes específicos e fenótipos por meio de 

estudos genéticos. Também não existe um sistema de transformação estável, o que impede a 

manipulação genética desse fungo por meio da geração de transformantes ou mutantes. Uma 

alternativa viável para a análise funcional de genes candidatos a efetores e a sua translocação 

para o citoplasma da célula vegetal é por meio do sistema de secreção tipo III de fitobactérias 

gram-negativas. Essa abordagem tem sido utilizada com sucesso na caracterização funcional de 

proteínas efetoras de fungos causadores de ferrugens que são potencialmente reconhecidas por 

proteínas R (Maia, 2013; Upadhhyaya et al., 2014) ou capazes de suprimir respostas de defesa 

da planta (Liu et al., 2016). 
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Um componente central dessa abordagem é o sistema de expressão EDV (Effector-

Detector Vector) que foi desenvolvido para translocação de proteínas Avr do oomiceto 

Hyaloperonospora arabidopsidis para dentro do citoplasma de A. thaliana, via SST3 de P. 

syringae pv. tomato (Sohn et al., 2007). No sistema EDV, os genes a serem analisados são 

clonados in frame com a sequência codificadora do peptídeo sinal de 136 aminoácidos 

localizado na região N-terminal da proteína efetora AvrRPS4, que sinaliza a secreção pelo SST3 

de P. syringae. No citoplasma vegetal, a porção do peptídeo sinal é clivada por uma protease 

presente na planta, entre o segundo e terceiro G da sequência GGGKRVY, liberando o efetor. 

Com base nesse sistema, Sohn et al. (2007) foram capazes de induzir HR mediante o uso da 

expressão transiente de proteínas Avr de H. arabidopsidis em plantas de A. thaliana com os 

respectivos genes R capazes de reconhecê-los. O sistema EDV também foi utilizado para o 

estudo da atividade de dois efetores de Magnaporthe oryzae, Avr-Pik e AvrPii, mediante sua 

transferência via SST3 de Burkholderia glumae ao citoplasma de células de arroz. Além de 

indicar a atividade de avirulência dessas proteínas, os autores determinaram as atividades 

supressoras de morte celular em infiltrações desses clones em N. benthamiana (Sharma et al., 

2012). Por meio do sistema EDV e o SST3 de P. syringae pv. garcae, bactéria patogênica ao 

cafeeiro, Maia (2013) foi capaz de identificar uma proteína de H. vastatrix (HvEC-016) capaz 

de suprimir o crescimento de P. syringae pv. garcae em folhas de cafeeiros portadores do gene 

de resistência SH1, e de promover o crescimento da mesma bactéria em genótipos suscetíveis. 

As bactérias fitopatogênicas também possuem proteínas efetoras capazes de suprimir as 

respostas de defesa e promover o parasitismo. Desta forma, seu uso para estudos de expressão 

transiente de genes do fungo torna-se uma limitação nos estudos funcionais de efetores. Isso é 

de grande importância quando pretende-se identificar efetores capazes de suprimir PTI, uma 

vez que patógenos adaptados a determinados hospedeiros, como por exemplo P. syringae pv. 

garcae em cafeeiro, possuem efetores capazes de suprimir essa linha de defesa. Uma alternativa 

é efetuar a expressão e translocação dos efetores utilizando bactérias saprófitas, incapazes de 

causar doença, mas modificadas para a expressão do sistema de secreção tipo III, como ocorre 

com P. fluorescens EtHAn (Effector-to-Host Analyser) (Thomas et al., 2009). Essa estratégia 

permite o uso de bactéria não patogênica na indução de HR pela presença do efetor no simplasto 

vegetal (Thomas et al., 2009; Upadhyaya et al., 2014), facilitando a visualização mais clara e 

consistente da resposta de diferentes genótipos da planta de interesse, sem a interferência de 

outros efetores. Pseudomonas fluorescens EtHAn e P. syringae pv. tomato DC3000 já foram 
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utilizadas para a detecção desse tipo de atividade em efetores de alguns patossistemas, como H. 

arabidopsidis em A. thaliana (Badel et al., 2013). 

Por fim, deve-se ressaltar que a identificação e caracterização de um efetor é passo 

fundamental para entender os processos biológicos que atuam na sua evolução (Gawehns et al., 

2013). Essa informação pode ser usada por exemplo, para direcionar a seleção de genes de 

resistência que reconhecem efetores conservados e importantes para a adaptabilidade do 

patógeno (Houterman et al., 2008). Genes que codificam protéinas alvo na planta, denominados 

genes de suscetibilidade, podem ser modificados para obter plantas mais resistentes (Gawehns 

et al., 2013). Os próprios genes efetores podem ser utilizados para auxiliar o melhoramento de 

plantas visando a obtenção de cultivares resistentes, acelerando a descoberta de genes de 

resistência (Vleeshouwers & Oliver, 2014). Essas aplicações demonstram o papel fundamental 

que os efetores possuem no manejo sustentável de doenças de plantas, justificando o seu estudo 

detalhado. 
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3.  MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1. Clonagem dos genes HvEC no vetor de expressão pEDV6 e obtenção de clones de 

Pseudomonas fluorescens EtHAn transformadas com as construções pEDV6::HvEC 

 

As sequências dos genes candidatos a efetores do isolado HV-01 (raça II) de H. vastatrix 

(HvEC) foram amplificadas por PCR e clonadas no vetor de entrada pENTR/D-TOPO® 

(Invitrogen).  As sequências de cada um dos genes foram recombinadas no vetor de destino 

pEDV6, seguindo-se as instruções do manual Gateway® LR ClonaseTM II Enzyme Mix 

(Invitrogen). Para garantir que as ORFs estavam in frame com a sequência que codifica o 

peptídeo AvrRps4N, os clones recombinantes pEDV6::HvEC foram confirmados por 

sequenciamento utilizando o par de nucleotídeos M13 F e M13 R. A obtenção de P. fluorescens 

EtHAn com as construções pEDV6::HvEC foram obtidas por meio do processo de triparental 

mating. Esse processo é uma conjugação bacteriana onde um plasmídeo conjugativo presente 

em uma Escherichia coli (estirpe HB101) auxilia a transferência de um plasmídeo doador, 

presente numa segunda estirpe de E. coli (estirpe DH5), para uma terceira estirpe de P. 

fluorescens EtHAn, que é a célula receptora. As construções pEDV6::HvEC possuem 

resistência a gentamicina (25 g/mL) e as P. fluorescens EtHAn (Pf EtHAn) possuem 

resistência ao cloranfenicol (30 g/mL). Deste modo, após o processo de triparental mating, os 

clones transconjugantes de Pf EtHAn (pEDV6::HvEC) foram selecionados no meio de cultura 

LB sólido contendo os respectivos antibióticos. As placas de Petri foram incubadas a 

temperatura de 28°C durante 48 horas em câmara incubadora tipo B.O.D.. Os clones de Pf 

EtHAn (pEDV6::HvEC) foram confirmados por PCR de colônia utilizando os pares de 

nucleotídeos específicos para cada gene HvEC (Maia, 2013) e estocadas com glicerol 50% em 

freezer - 80 °C. 

 

3.2. Cultivo de Nicotiana benthamina 

 

Sementes de N. benthamiana foram semeadas em vasos de 1L contendo substrato 

Tropstrato HT Hortaliças. Permaneceram incubadas por 26 dias em câmara de 25°C até 

germinarem. Decorridos 12 dias, as mudas foram transplantadas em vasos de 2L contendo solo 

e substrato na proporção de 1:1. Os vasos foram mantidos em casa de vegetação até que as 

plantas apresentassem o quarto par de folhas alternadas completamente expandidas. 
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3.3. Ensaio de coinfiltração de Pseudomonas fluorescens EtHAn e P. syringae pv. tomato 

DC3000 em folhas de Nicotiana benthamiana e avaliação da atividade supressora de PTI 

de genes candidatos a efetores de Hemileia vastatrix 

 

Os clones de P. fluorescens EtHAn (pEDV6::HvEC) foram estriados em meio de cultura 

LB sólido com os antibióticos gentamicina (25µg/mL) e cloranfenicol (30µg/mL). Utilizou-se 

a bactéria Pf EtHAn não transformada como controle negativo, a qual foi estriada em meio LB 

sólido contendo apenas cloranfenicol (30µg/mL). A bactéria P. syringae pv. tomato, estirpe 

DC3000 (Pst DC3000), indutora de reação de hipersensibilidade (HR), foi estriada em meio 

King B sólido com os antibióticos rifampicina (100µg/mL) e gentamicina (25µg/mL). Essas 

bactérias foram incubadas em câmaras de crescimento tipo B.O.D, a 28°C. No dia seguinte a 

incubação, as células bacterianas foram ressuspendidas em solução salina de cloreto de 

magnésio (MgCl2, a 10 mM) e centrifugadas a 5.000 rpm, por 10 minutos, a 21C°, seguido por 

dois ciclos de ressuspensão em tampão MgCl2 10 mM. As suspensões bacterianas dos clones 

de Pf EtHAn (pEDV6::HvEC) e Pf EtHAn não transformada foram ajustadas para OD600= 0,2 

e a suspensão de Pst DC3000 ajustada para OD600= 0,05.  

As infiltrações dos clones de Pf EtHAn (pEDV6::HvEC) e Pf EtHAn não transformada 

foram realizadas na parte inferior do quarto par de folhas alternados completamente expandidos 

de N. benthamiana, com o auxílio de uma seringa de 1 mL, sem agulha, e com a área delimitada 

com caneta de tinta permanente de coloração preta. Após um intervalo de 7 horas, uma 

suspensão de Pst DC3000 foi introduzida sobrepondo as áreas previamente infiltradas com as 

suspensões de Pf EtHAn, sendo circulada a área foliar com caneta de tinta permanente de 

coloração vermelha. A supressão de PTI é avaliada pela ocorrência ou ausência de HR nas áreas 

foliares das interseções das coinfiltrações, as quais estão ilustradas na figura 1. Quando ocorre 

indução de HR nas interseções foliares coinfiltradas, significa que Pf EtHAn translocou uma 

proteína efetora de H. vastatrix capaz de suprimir PTI em N. bentamiana. Sendo assim, a 

bactéria Pst DC3000 foi capaz de multiplicar e translocar seus efetores tipo III para dentro da 

célula vegetal, onde foram reconhecidos pelo sistema imune de N. benthamiana, levando a 

indução da HR (Figura 1B). Por outro lado, quando não há indução de HR nas áreas foliares 

das interseções, significa que o gene candidato a efetor não foi capaz de suprimir a imunidade 

ativa por PAMPs de Pf EtHAn, logo a bactéria Pst DC3000 não conseguiu multiplicar, não 

havendo indução de HR (Figura 1C).  
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FIGURA 1. Representação esquemática dos ensaios de coinfiltrações de Pseudomonas fluorescens 

EtHAn, transformada ou não, e de P. syringae pv. tomato DC3000 utilizados nas análises 
funcionais de supressão de PTI dos genes candidatos a efetores de Hemileia vastatrix. A1 - Área 
delimitada em azul foi infiltrada com Pf EtHAn expressando os genes HvEC, ou a estirpe não 
transformada (OD600 = 0,2).  A2 - Área delimitada em vermelho foi infiltrada com Pst DC3000 (OD600 
= 0,05). B - Fenótipo esperado para os candidatos a efetores com atividade supressora de PTI. C - 
Fenótipo esperado para os candidatos a efetores que não apresentam atividade supressora de PTI.    
 

3.4.  Análise do crescimento populacional de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 

nas áreas de interseção foliares de Nicotiana benthamiana coinfiltradas com os clones de 

P. fluorescens EtHAn (pEDV6::HvEC-064) e Pf EtHAn não transformada.  

 

Selecionou-se o clone Pf EtHAn (pEDV6::HvEC_64) com base na alta 

reprodutibilidade em suprimir PTI nos ensaios de coinfiltração em N. benthamiana para 

determinação da curva de crescimento populacional de Pst DC3000. As culturas bacterianas 

foram manipuladas conforme mencionado no item 3.3. Após lavagem das células, as 

suspensões de Pf EtHAn (pEDV6::HvEC-064) e Pf EtHAn (não transformada) foram ajustadas 

para a OD600= 0,1 e infiltradas na parte inferior das folhas completamente expandidas de N. 

benthamiana, com o auxílio de uma seringa de 1 mL.  Após sete horas, uma suspensão de Pst 

DC3000, ajustada para OD600= 0,001, foi infiltrada sobrepondo as áreas foliares infiltradas com 

Pf EtHAn, transformada ou não. Nesta interseção foram retirados dois discos foliares de 1 cm 

de diâmetro, nos tempos de 0, 48, 60 e 72 horas após a segunda infiltração. Os discos foliares 

foram colocados em tubos de 1,5 mL contendo 250µL de tampão MgCl2 10 mM e três esferas 

de aço de 5 mm de diâmetro, onde permaneceram no aparelho macerador Mini Beadbeater-96 

por 45 segundos. O macerado vegetal passou por diluições seriadas e alíquotas de 100 µL foram 

plaqueadas em meio King B contendo rifampicina (100µg/mL) e gentamicina (25µg/mL). 

Realizou-se a contagem de células para cada diluição após 48 horas de incubação em B.O.D. 

Com o auxílio do Excel, construiu-se a curva de crescimento populacional de Pst DC3000 nos 

intervalos de tempos amostrados. 
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3.5. Teste de viabilidade celular pelo método de exclusão do Azul de Tripano 

 

Efetuou-se a análise de viabilidade das células vegetais de N. benthamiana nos ensaios 

onde os genes efetores de H. vastatrix apresentaram atividade supressora de PTI. As áreas 

foliares de N. benthamiana coinfiltradas foram colocadas em tubos falcon de 50 mL contendo 

a solução do corante Trypan Blue (6 vol. etanol, 1 vol. H2O, 1 vol. ácido lático, 1 vol de glicerol, 

1 vol. fenol, azul de tripano 0,067%). Em seguida, os tubos falcon foram imergidos em água 

fervente, permanecendo por 2 minutos. Os tubos foram retirados, agitados circularmente por 1 

minuto e mantidos em temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas. Após o 

arrefecimento, as folhas foram removidas da solução de coloração e transferidas para um novo 

tubo falcon de 50 mL contendo solução de cloral hidratado de concentração de 2,5 g/mL. As 

amostras foram incubadas no shaker a 150 rpm, até a obtenção de contraste ocorrido pela 

exclusão do azul de tripano do tecido vegetal. Posteriormente, a solução de cloral hidratado foi 

substituída por uma solução de glicerol 50% e as folhas foram fotodocumentadas. 
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4.  RESULTADOS 

 

4.1. Avaliação da atividade supressora de PTI dos candidatos a efetores de Hemileia 

vastatrix em Nicotiana benthamiana 

 

A atividade supressora foi avaliada pela indução da reação de hipersensibilidade (HR) 

nas interseções das coinfiltrações dos clones de Pf EtHAn (pEDV6::HvEC) e a bactéria 

patogênica Pst DC3000 em folhas de N. benthamina. Dos 54 candidatos a efetores de H. 

vastatrix analisados, treze proteínas (HvEC-002, HvEC-04A, HvEC-006, HvEC-012, HvEC-

021, HvEC-028, HvEC-036, HvEC-053, HvEC-064, HvEC-071, HvEC-081, HvEC-084 e 

HvEC-101) apresentaram atividade supressora de PTI com alta reprodutibilidade, com 

frequências acima de 83% das folhas coinfiltradas nos diferentes ensaios (Tabela 1). Em 

destaque, os efetores HvEC-006, HvEC-064 e HvEC-084 apresentaram uma frequência de 

100% nos ensaios de supressão (Tabela 1). Dois efetores HvEC-005 e HvEC-040 suprimiram 

PTI com uma frequência de 75%, enquanto que a proteína HvEC-056 suprimiu em 62,50% das 

coinfiltrações. Os candidatos a efetores foram considerados negativos para atividade supressora 

de PTI nos ensaios onde Pst DC3000 não foi capaz de induzir HR nas interseções foliares, ou 

apresentaram variações menores que 50% de supressão (Tabela 1).  Nos ensaios de coinfiltração 

com a bactéria Pf EtHAn não transformada (controle negativo) observou-se uma frequência de 

indução de HR menor que 5% das folhas avaliadas. Com base nos resultados, conclui-se que 

dezesseis proteínas efetoras de H. vastatrix foram capazes de suprimir PTI em diferentes 

experimentos de coinfiltração de Pf EtHAn (pEDV6::HvEC) e Pst DC3000 em folhas de N.  

benthamiana (Figura 2). 
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TABELA 1. Frequência da supressão da imunidade ativada por PAMPs em folhas de Nicotiana 
benthamiana dos 54 candidatos a efetores de Hemileia vastatrix nos três ensaios independentes de 
coinfiltração de Pseudomonas fluorescens EtHAn transformadas com as construções pEDV6::HvECs, 
ou não, e P. syringae pv. tomato DC3000. 
 
P. fluorescens EtHAn 
transformadas com as  
construções pEDV6:: HvECs  

Ensaios Frequência 
relativa 

Frequência 
percentual 

Supressão 
de PTI 1 2 3 

não transformada (controle) 0/8 0/8 1/8 01/24 4,2% Não 

pEDV6::HvEC_002* 7/8 8/8 6/8 21/24 87,5% Sim  

pEDV6::HvEC_04A* 8/8 8/8 7/8 23/24 95,8% Sim  

pEDV6:: HvEC_005* 5/8 6/8 7/8 18/24 75,0% Sim  

pEDV6::HvEC_006* 8/8 8/8 8/8 24/24 100,0% Sim  

pEDV6::HvEC_007 0/8 2/8 1/8 03/24 12,5% Não 

pEDV6::HvEC_008 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_009 2/8 0/8 0/8 02/24 8,3% Não 

 pEDV6::HvEC_010 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_011 2/8 0/8 3/8 05/24 20,8% Não 

pEDV6::HvEC_012* 8/8 7/8 8/8 23/24 95,8% Sim  

pEDV6::HvEC_013 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_014 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_015 1/8 0/8 2/8 03/24 12,5% Não 

pEDV6::HvEC_017 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_019 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_021* 6/8 7/8 8/8 21/24 87,5% Sim  

pEDV6::HvEC_022 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_024 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_025 0/8 2/8 0/8 02/24 8,3% Não 

pEDV6::HvEC_026 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_027 0/8 3/8 2/8 05/24 20,8% Não 

pEDV6::HvEC_028* 8/8 7/8 7/8 22/24 91,7% Sim  

pEDV6::HvEC_029 4/8 3/8 3/8 10/24 41,7% Não 

pEDV6::HvEC_030 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_031 0/8 0/8 1/8 01/24 4,2% Não 

pEDV6::HvEC_032 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_033 2/8 1/8 0/8 03/24 12,5% Não 

pEDV6::HvEC_034 2/8 4/8 0/8 06/24 25,0% Não 

pEDV6::HvEC_035 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_036* 5/8 7/8 8/8 20/24 83,3% Sim  

pEDV6::HvEC_037 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_038 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_040* 6/8 6/8 6/8 18/24 75,0% Sim  

*Clones de Pf EtHAn (pEDV6::HvEC) que suprimiram PTI em Nicotiana benthamiana. 
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TABELA 1. Continuação...       
P. fluorescens EtHAn 
transformadas com as  
construções pEDV6:: HvEC 

Ensaios Frequência 
relativa 

Frequência 
percentual 

Supressão 
de PTI 

1 2 3 

pEDV6::HvEC_041 0/8 0/8 3/8 03/24 12,5% Não 

pEDV6::HvEC_042 0/8 0/8 2/8 02/24 8,3% Não 

pEDV6::HvEC_043 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_050 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_053* 7/8 8/8 7/8 22/24 91,7% Sim  

pEDV6::HvEC_054 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_056* 5/8 7/8 6/8 15/24 62,5% Sim  

pEDV6::HvEC_057 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_059 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_062 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_064* 8/8 8/8 8/8 24/24 100,0% Sim  

pEDV6::HvEC_065 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_071* 5/8 8/8 7/8 20/24 83,3% Sim  

pEDV6::HvEC_074 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_081* 8/8 7/8 7/8 22/24 91,6% Sim  

pEDV6::HvEC_084* 8/8 8/8 8/8 24/24 100,0% Sim  

pEDV6::HvEC_086 0/8 0/8 3/8 03/24 12,5% Não 

pEDV6::HvEC_087 0/8 0/8 0/8 00/24 0,0% Não 

pEDV6::HvEC_094 0/8 0/8 2/8 02/24 8,3% Não 

pEDV6::HvEC_101* 7/8 7/8 7/8 21/24 87,5% Sim  

pEDV6::HvEC_104 0/8 3/8 1/8 04/24 16,7% Não 

*Clones de Pf EtHAn (pEDV6::HvEC) que suprimiram PTI em Nicotiana benthamiana. 
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FIGURA 2. Avaliação da atividade supressora de PTI em folhas de Nicotiana benthamiana dos 54 
candidatos a efetores de Hemileia vastatrix em ensaios de coinfiltrações dos clones de Pseudomonas 

fluorescens EtHAn (pEDV6::HvEC) e da bactéria patogênica P. syringae pv. tomato DC3000. As 
suspensões de Pf EtHAn (OD600=0,2) transformadas com as construções pEDV6::HvECs e não 
transformada foram infiltradas na face inferior das folhas. Após um intervalo de sete horas, uma 
suspensão de Pst DC3000 (OD600=0,05) foi infiltrada sobrepondo as áreas previamente infiltradas com 
Pf EtHAn. A presença ou ausência de necrose nas áreas foliares (indução de HR) foi avaliada 72 horas 
após a infiltração de Pst DC3000. 
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FIGURA 2. Continuação... 
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FIGURA 2. Continuação... 
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FIGURA 2.  Continuação... 
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4.2. Teste de viabilidade celular pelo método de exclusão do azul de tripano nas áreas 

foliares de Nicotiana benthamiana coinfiltradas com as bactérias Pseudomonas fluorescens 

EtHAn, transformada ou não, e P. syringae pv. tomato DC3000. 

 

As células das áreas foliares infiltradas somente com Pf EtHAn, transformada ou não, 

foram capazes de absorver o corante azul de tripano. Contudo, após serem submetidas a solução 

de cloral hidratado, observou-se que o corante não permaneceu no interior das células, 

apresentando ausência de coloração azul, confirmando a viabilidade dessas células (Figura 3). 

Em contraste, as células das áreas coinfiltradas com Pf EtHAn, expressando os genes capazes 

de suprimir PTI, apresentaram coloração azulada, comprovando a ocorrência de morte celular. 

As áreas foliares infiltradas somente com Pst DC3000 também apresentaram coloração azulada 

intensa decorrente da indução da reação de hipersensibilidade. 

 

 

 
 

FIGURA 3. Teste de viabilidade celular pelo método de exclusão do azul de tripano em 
folhas de Nicotiana benthamiana nos ensaios de coinfiltração onde a expressão transiente 
dos genes efetores de Hemileia vastatrix suprimiram imunidade ativada por PAMPs. As 
suspensões de Pseudomonas fluorescens EtHAn (OD600=0,2) transformadas pelas construções 
pEDV6::HvECs, ou não transformada, foram infiltradas na face inferior de folhas de N. benthamiana 
(área pontilhada em preto). Após um intervalo de sete horas, uma suspensão de P. syringae DC3000 
(OD600=0,05) foi infiltrada sobrepondo as áreas previamente infiltradas com as suspensões de Pf EtHAn 
e uma área de tecido vegetal sadio (área pontilhada em vermelho). Setenta e duas horas após a segunda 
infiltração, as folhas foram coletas e coradas com azul de tripano. As células inviáveis são coradas de 
azul, pois não são capazes de excluir o azul de tripano de seu interior.  
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FIGURA 3. Continuação... 
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4.3. Determinação da curva de crescimento populacional de Pseudomonas syringae pv. 

tomato DC3000 no ensaio de coinfiltração com o clone de P. fluorescens EtHAn 

(pEDV6::HvEC-064). 

 

Para comprovar a supressão de PTI nas folhas de N. benthamiana, avaliou-se o 

crescimento populacional da bactéria patogênica Pst DC3000 nas áreas foliares coinfiltradas 

com Pf EtHAn (pEDV6::HvEC-064) e Pf EtHAn não transformada. A expressão transiente do 

efetor HvEC-064 permitiu a proliferação da população de Pst DC3000 na área foliar 

previamente infiltrada com Pf EtHAn (pEDV::HvEC-064). Esse crescimento foi maior a partir 

de 36 horas após a infiltração (hai), atingindo uma diferença máxima de quase 3 logaritmos em 

48 hai, quando comparado com a população de Pst DC3000 coinfiltrada com Pf EtHAn não 

transformada (Figura 4). A população de Pst DC3000 nas áreas foliares coinfiltradas com Pf 

EtHAn não transformada cresceu apenas um logaritmo em 24 hai e se manteve constante ao 

longo dos tempos amostrados, indicando que a imunidade desencadeada por PAMPs restringiu 

o crescimento de Pst DC3000 no limbo foliar de N. benthamiana. Sendo assim, conclui-se que 

a proteína efetora HvEC-064 suprimiu a resposta de defesa da planta permitindo o crescimento 

da população de Pst DC3000.  
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FIGURA 4. Curva de crescimento populacional de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 nas 
áreas foliares de Nicotiana benthamiana coinfiltradas com Pf EtHAn transformada com a 
construção pEDV6::HvEC-064 (barra em vermelho) e Pf EtHAn não transformada (barra em 
azul). Dois discos foliares de 1 cm de diâmetro nas interseções das áreas coinfiltradas foram coletados 
nos tempos 0, 24, 36, 48, 60 e 72 horas após a segunda infiltração e triturados em tampão MgCl2 10 
mM.  Alíquotas das diluições seriadas foram plaqueadas em meio King B sólido contendo os antibióticos  
rifampicina (100g/ml) e gentamicina (25g/ml), para seleção e contagem das colônias (UFU) de P. 

syringae pv. tomato DC3000.  
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5.  DISCUSSÃO 

 

O estudo funcional de proteínas efetoras de fitopatógenos requer análise da sua 

expressão e localização celular durante a interação com as plantas. Por meio da geração de 

mutantes e subsequente inoculação em plantas, comprova-se a alteração do fenótipo desta 

interação. Infelizmente, no caso da ferrugem do cafeeiro essa abordagem ainda não é exequível 

devido à dificuldade de manipulação genética e transformação desse patógeno, associada à sua 

natureza biotrófica, que demanda manuseio no próprio hospedeiro. Para suplantar essas 

barreiras e identificar genes de H. vastatrix importantes para a patogenicidade outras 

abordagens têm sido empregadas. Por exemplo, Maia (2013) utilizou com sucesso P. syringae 

pv. garcae, bactéria patogênica ao cafeeiro, e o sistema EDV para expressar e translocar 

proteínas de H. vastatrix candidatas a efetores no citoplasma de diferentes genótipos de cafeeiro 

com intuito de identificar proteínas efetoras reconhecidas direta ou indiretamente por proteínas 

codificadas pelos diferentes genes de resistência, SH1 a SH9.  O fenótipo esperado nesse caso 

seria a supressão do crescimento da bactéria ou da indução da HR nas interações da bactéria 

transformada com genes candidatos a efetores-genótipos de cafeeiro avaliados, onde o 

reconhecimento direto ou indireto das proteínas candidatas a efetores resulta na ativação da 

imunidade ativada por efetores (ETI).  Maia (2013) comprovou a validade dessa abordagem 

identificando um gene candidato a efetor (HvEC_016) capaz de suprimir o crescimento de P. 

syringae pv. garcae em folhas de cafeeiros portadores do gene SH1 e de promover o crescimento 

da mesma bactéria em genótipos suscetíveis. Essa dualidade de fenótipo, indução de ETI e 

promoção do parasitismo, é esperada e tem sido observada para muitos efetores caracterizados 

em diferentes patógenos (Chaparro-Garcia et al. 2014; Ellis et al. 2009). 

 Por utilizar uma bactéria patogênica ao cafeeiro, o sistema utilizado por Maia (2013) 

não permite identificar genes candidatos a efetores que poderiam codificar proteínas efetores 

capazes de suprimir a imunidade ativada por PAMPs (PTI). A supressão dessa linha de defesa, 

é uma etapa básica que tem que ser cumprida para que o patógeno seja capaz de causar doença 

em determinada espécie de planta. Por exemplo, H. vastatrix deve possuir efetores capazes de 

suprimir a imunidade ativada decorrente de reconhecimento de seus PAMPs, por exemplo a 

quitina e glucanos. Um sistema baseado na bactéria saprófita P. fluorescens EtHAn associado 

ao sistema EDV e a bactéria patogênica incompatível com o cafeeiro pode ser estabelecido para 

essa finalidade. Um fato complicador para o uso dessa abordagem em cafeeiro é o fenômeno 
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de resistência dependente da idade dos tecidos (Oliveira & Romeiro, 1991). Por exemplo, folhas 

jovens com brilho e suculentas são mais suscetíveis tanto a H. vastatrix quanto P. syringae pv. 

garcae. Esse fenômeno tem que ser levado em consideração no processo de triagem dos efetores 

e de certa forma, limita a capacidade de triagem de um grande número de candidatos, por limitar 

a disponibilidade de material vegetal disponível para os experimentos. Desta forma, optou-se 

neste trabalho pela utilização de um sistema heterólogo, amplamente validado para identificar 

efetores de bactérias, fungos e omicetos (Badel et al. 2013), para efetuar ensaios de supressão 

de PTI de 54 candidatos a efetores, previamente identificados por Maia (2013) com base na 

caracterização do transcriptoma de esporos germinados e de uma interação compatível.  

 Dos 54 candidatos a efetores testados, dezesseis efetores (29,7%) apresentaram 

capacidade de suprimir PTI com alta reprodutibilidade em diferentes experimentos de co-

infiltração de Pf EtHAn com a bactéria patogênica Pst DC3000 em N. benthamiana. A 

supressão de PTI causada pela expressão dos efetores foi visualizada pela ocorrência da reação 

de hipersensibilidade (HR) em decorrência do reconhecimento de efetores de Pst DC 3000. A 

supressão da HR por PTI é devido à restrição indireta ou direta da translocação de efetores pelo 

SST3 (Crabill et al., 2010). Assim, os efetores de H. vastatrix ao suprimir PTI, “relaxam” essa 

restrição, permitindo que Pst DC3000 injete os seus efetores nas células de N. benthamiana, 

onde são reconhecidos por componentes do sistema imune (ETI), resultando na HR. Essa 

atividade supressora do candidato HvEC_064 foi comprovada pela maior multiplicação de Pst 

DC3000 nos tempos que antecedem a observação de HR, fenômeno comum nas interações 

incompatíveis envolvendo bactérias fitopatogênicas (Alfano & Collmer, 1996; Klement, 1963), 

e pela redução da viabilidade das células nos tecidos que tinham sido previamente infiltrados 

com Pf EtHAn expressando esses efetores.   

Conforme foi demonstrado por Maia (2013), os dezesseis efetores de H. vastatrix que 

foram capazes de suprimir PTI em N. benthamiana apresentam diferentes padrões de expressão 

gênica durante a interação e codificam proteínas secretadas com características distintas e de 

função desconhecida.  Isso consolida a atuação desses efetores em diferentes componentes das 

vias de transdução de sinais envolvidas na PTI. A variabilidade da intensidade e frequência de 

supressão nos ensaios, evidenciada pelo aspecto da necrose na área de sobreposição das 

coinfiltrações, assim como a região de células mortas observadas na coloração com azul de 

tripano, pode indicar uma diferença de afinidade das proteínas efetoras com os seus alvos e/ou 

diferentes contribuições dos genes alvos das vias de transdução de sinais na manifestação da 

PTI. Coletivamente, esses resultados podem sugerir que H. vastatrix possui múltiplos efetores 



 

28 
 

capazes de suprimir a resposta imune em N. benthamiana e provavelmente em cafeeiro. 

Todavia, é necessário verificar se o mesmo conjunto de efetores identificados neste estudo é 

também capaz de suprimir PTI no cafeeiro, já que são plantas de famílias diferentes, e interações 

específicas devem ter ocorrido durante a coevolução de H. vastatrix com o cafeeiro. 

  Nesse sentido é interessante destacar os resultados obtidos por Liu et al. (2016) e 

Ramachandran et al. (2016) que corroboram a possibilidade de transferência de resultados 

obtidos em sistemas heterólogos muito diferentes, N. benthamiana e trigo, por exemplo. Usando 

o mesmo sistema de análise funcional empregado no presente estudo, Liu et al. (2016) 

identificaram um efetor de Puccinia striiformis (PEC6) capaz de suprimir PTI em N. 

benthamiana.  Esse mesmo efetor foi capaz de suprimir PTI em trigo, planta hospedeira do 

patógeno, permitindo a ativação de ETI por Pst DC3000. Eles demonstraram também que o 

efetor PEC6 interage com adenilato quinases (ADKs) de trigo e Arabidopsis e que o 

silenciamento da expressão de ADKs de trigo, por meio da técnica de HIGS (Hostinduced gene 

silencing), reduz o número de pústulas de P. striiformis e o crescimento de folhas.  Como ADKs 

tem papel importante na regulação do metabolismo, na interconversão de citocininas e em 

reações de transferências de grupos metil, os autores sugerem que PEC6 poderia favorecer o 

processo infeccioso do patógeno atuando sobre ADK e inferindo em algum desses processos. 

Ramachandran et al.  (2016), por sua vez, avaliaram 20 candidatos a efetores de Puccinia 

graminis e Puccinia striiformis e verificaram que nove são capazes de suprimir a indução de 

HR induzida em N. benthamiana pela expressão de quatro combinações de genes Avr/genes R, 

sendo esses efetores designados Shr1-Shr9 (Supressors of hypersensitive response). Além de 

suprimir HR, o efetor Shr7 também suprimiu a PTI induzida pelo PAMP flg22 em N. 

benthamiana. A translocação da proteína efetora codificada por esse gene por meio de Pf 

EtHAn suprimiu a resposta de hipersensibilidade em trigo induzida pelos efetores de Pst  

DC3000, confirmando a sua atividade no sistema homólogo. Os resultados obtidos por 

Ramachandran et al. (2016) também forneceram evidência da existência de efetores em 

espécies de Puccinia capazes de suprimir diferentes respostas de defesa. Resultados similares 

foram observados para o efetor Avr3a do oomiceto Phytophthora infestans por Chaparro-

Garcia et al. (2014). Esse efetor é capaz de suprimir as respostas de defesa mediadas por genes 

de resistência e flg22.  

Efetores que suprimem PTI podem ser também detectados direta ou indiretamente pelas 

proteínas codificadas pelos genes R desencadeando a resposta de defesa ETI. Assim, é possível 

que algum efetor com habilidade de suprimir funcione como genes de avirulência em genótipos 
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de cafeeiro com os genes de resistência SH. Desta forma, é também importante efetuar a 

expressão das proteínas em células de genótipos de cafeeiro que constituem a série 

diferenciadora de raças de H. vastatrix. A utilização do sistema validado por Maia (2013) pode 

permitir verificar se algum desses efetores é capaz de elicitar HR ou suprimir sintomas causados 

pela bactéria P. syringae pv. garcae, em uma maneira SH-específica.     

Os efetores supressores de PTI identificados nesse estudo também podem ser usados 

como sondas para identificar seus alvos celulares em N. benthamiana e no cafeeiro, por meio 

das técnicas de duplo-hidrido em leveduras (Liu, 2016) e coimunoprecipitação associada a 

espectrometria de massas (Yin & Hulbert, 2011). A identificação desses alvos e validação da 

sua contribuição para adaptabilidade do patógeno pode oferecer oportunidades de 

desenvolvimento de variedades de cafeeiro resistentes não transgênicas por meio de técnicas de 

edição gênica (Bortesi & Fisher, 2015). 

  Por fim, os estudos funcionais poderiam ser complementados por estudos de 

localização subcelular utilizando o sistema heterólogo N. bethamiana que tem se tornado 

sistema-padrão para estudos dessa natureza envolvendo patógenos parasitas obrigatórios (Petre 

et al., 2016; Badel et al. 2013). Esses estudos permitirão validar e compreender como H. 

vastatrix modula os processos fisiológicos do hospedeiro, oferecendo novas oportunidades para 

o controle genético da ferrugem do cafeeiro, como já ressaltado anteriormente. Talvez, seja 

também possível obter uma resistência mais duradoura, por meio da edição simultânea de 

diferentes alvos com significante contribuição para o processo infeccioso de patógenos 

obrigatórios (Petre et al., 2016).   
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6. CONCLUSÕES 

 

i. Dezesseis candidatos a efetores de H. vastatrix foram capazes de suprimir PTI 

com alta reprodutibilidade em diferentes experimentos de coinfiltração de Pf 

EtHAn com a bactéria patogênica Pst DC3000 em N.  benthamiana; 

 

ii. A supressão de PTI pelo gene candidato HvEC_064 foi confirmada analisando-

se o crescimento populacional de Pst DC3000 e morte celular nos tecidos 

infiltrados onde ocorreu, ou não, a supressão de PTI e ativação de PTI;  

 

iii. Os dezesseis efetores identificados devem atuar em diferentes componentes das 

vias de transdução de sinais envolvidas na PTI, pois estudos prévios feitos por 

Maia (2013) sugerem que esses genes apresentam diferentes padrões de 

expressão durante a interação de H. vastatrix com o cafeeiro e codificam 

proteínas secretadas com características distintas e de função desconhecida.  
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