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RESUMO: O objetivo do trabalho foi caracterizar racas de Hemileia vastatrix prevalentes nas principais regides
produtoras de café do Brasil. Cinquenta e seis isolados monopustulares coletados de diferentes espécies de café, Coffea
canephora cv. Conilon, C. arabica cv. Catuai e Hibrido de Timor (C. canephora x C. arabica) foram utilizados e
multiplicados em café suscetivel C. arabica cv. Caturra. Cada isolado foi inoculado em cafeeiros que compdem a série
diferenciada de racas, com trés repeticfes. Sete racas foram identificadas, sendo cinco ja descritas no Brasil e duas
encontradas pela primeira vez (ragas XXIX e XXX) em C. arabica cv. Catuai. N&o foi possivel caracterizar 15 isolados
em ragas, por isso foram nomeados como patétipos. A série de diferenciadores ndo possui genes suficientes para
distingui-los em ragas. As racas 111, X1, XXII e XXXIII foram identificadas pela primeira vez em C. canephora cv.
Conilon. A analise dos isolados permitiu inferir a presenca de pelo menos seis novos genes na série dos diferenciadores,
0 que permitiu diferenciar dois isolados descritos como raga Ill. As informacGes geradas nesta pesquisa podem ampliar
a compreensdo da interacdo entre H. vastatrix e C. canephora cv. Conilon e C. arabica cv. Caturra. O conhecimento
dos genes envolvidos no processo infeccioso ajudard na compreensdo dos mecanismos moleculares que levam a
suplantacdo da resisténcia por novas ragas do fungo.
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NEW RACES AND PATHOTYPES OF Hemileia vastatrix WITH COMPLEX VIRULENCE
GENES OVERCOMING THE RESISTANCE OF COFFEE VARIETIES

ABSTRACT: The work aimed to characterize H. vastatrix races prevalent in the main coffee producing regions of
Brazil. Fifty six monopustular isolates collected from different coffee species, Coffea canephora cv. Conilon, C.
arabica cv. Catuai and Hibrido de Timor (C. canephora x C. arabica) were used and multiplied in susceptible coffee C.
arabica cv. Caturra. Each isolate was inoculated in coffee plants that belongs to the differentiator series of races, with
three replicates. Seven races were identified, whereas five were already described in Brazil and two found for the first
time (races XXIX and XXX) in C. arabica cv. Catuai. It was not possible to characterize 15 isolates into races, for
this reason they were named as patotypes. The differentiator series did not have enough genes to distinguish them into
races. Races I11, XIII, XXII and XXXIII was identified for the first time in C. canephora cv. Conilon. The analysis of
the isolates allowed inferring the presence of at least six new genes in the differentiator series, which made it possible to
differentiate two isolates described as race Ill. The information generated in this research may improve the knowledge
of the interaction between H. vastatrix with C. canephora cv. Conilon and with C. arabica cv. Caturra.
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INTRODUCAO

A suplantacdo da resisténcia de variedades de café a Hemileia vastatrix, nos campos de producédo, nos ultimos 10 anos
vem sendo apontado como um dos grandes desafios no melhoramento visando resisténcia a ferrugem. A ocorréncia de
racas com amplo espectro de viruléncia, como a raca XXXVII (v2,5,6,7,9) (Cabral et al., 2009), e a alta diversidade
genética das populagbes do patégeno (Zambolim et al. 2005) representam um grande desafio aos melhoristas. A
ocorréncia de racas com genes de viruléncia complexos na india mostra como é grande o potencial evolutivo das
populacdes do fungo (Varzea & Marques, 2005; Zambolim, 2016). O Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro
(CIFC) caracterizou até 0 momento cerca de 50 racas de H. vastatrix (Varzea & Marques, 2005; Talhinhas et al., 2017).
No Brasil, 15 dessas racas foram identificadas em C. arabica L. Os mecanismos que levam ao surgimento de novas
racas em H. vastatrix considerados até 0 momento sdo as mutacGes (Varzea e Marques, 2005) e mais recentemente foi
identificada a criptossexualidade, um tipo inédito de reproducdo sexual oculta, dentro do esporo assexual, 0s
ureddsporos de H. vastatrix (Carvalho et al., 2011). Até o momento, foram identificados nove genes dominantes de
resisténcia em plantas de café de diferentes espécies, caracterizados pela sigla Syl a 9 (Bettencourt et al., 1988). Esses
genes de resisténcia foram encontrados em C. arabica (S 1, 2, 4, 5), C. canephora (S 6, 7, 8 € 9) e C. liberica (Sy 3).
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Os genes Sy 6, 7, 8 e 9 também foram encontrados em derivados do Hibrido de Timor (Bettencourt et al., 1988). Diante
desses fatos, o0 objetivo deste trabalho foi caracterizar racas fisiologicas existentes no Brasil em variedades resistentes e
suscetiveis e, entender o rapido surgimento de novas ragas, que estdo sendo capazes de suplantar a resisténcia dos
cafeeiros lancadas como resistentes.

MATERIAL E METODOS

Um total de 56 isolados de H. vastatrix foram coletados em diferentes genétipos de cafeeiro (C. arabica cv. Catuai e C.
canephora cv. Conilon), em municipios dos cinco principais estados brasileiros produtores de café (MG, ES, SP, PR e
BA). A amostragem consistiu de aproximadamente 20 folhas, apresentando sinais do patdgeno, coletadas ao acaso, em
uma mesma planta em cada propriedade. Os isolados foram inoculados em Caturra CIFC 19/1 e, apés o surgimento das
pustulas, foram selecionadas e multiplicadas as monopustulas de todos os isolados. Para caracterizacdo das ragas
fisioldgicas dos isolados de H. vastatrix, empregou-se a metodologia de disco de folhas (Eskes, 1982). Foram utilizados
16 discos de folhas (1,5 cm de didmetro) de cada um dos 24 clones diferenciadores de racas, de H. vastatrix mantidos
pelo BioCafé/UFV. Cada disco de folha foi inoculado na face abaxial com uredésporos do patégeno, com o auxilio de
pincel de pélo de camelo. Apds a inoculacdo, os discos foram colocados sobre uma tela de nylon e espuma, saturada
com &gua, no interior de um gerbox. Os gerbox contendo os discos de folhas foram fechados e mantidos durante 48
horas a 22 = 2°C. Em seguida, os gerbox foram transferidos para uma cmara com condi¢des controladas de
temperatura e luminosidade (22 + 2°C, 12 horas de luz). A caracterizacado fisiologica de racas foi determinada de acordo
com a reacdo de resisténcia (auséncia de ureddsporos) ou suscetibilidade (presenca de ureddsporos), manifestada em
cada clone diferenciador de racas. Os testes foram repetidos trés vezes, em épocas diferentes do ano para a confirmagéo
dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel identificar sete ragas: Il, 111, X1, XXII, XXIX, XXX e XXXIII de H. vastatrix e 15 patdtipos (HvO1l a
Hv015) dos 56 isolados (Tabela 1). Um isolado obtido de Catuai foi caracterizado como pertencente a uma raga nova
(XXIX), ainda ndo descrita; foi também encontrado pela primeira vez no Brasil, um isolado pertencente a raga XXX,
em plantas de HAT. Um isolado da raga XXXIII foi encontrada em Conilon. No clone 120 de Conilon, quatro isolados
foram identificados como raga XIII. Dois isolados foram caracterizados como pertencentes as ragas 111, um foi obtido de
pustulas em folhas de HdT e o outro em Conilon. Trés isolados foram caracterizados como pertencente a raga XXII,
obtidos em plantas de Conilon nos clones 03 e 18. Para alguns isolados ndo foi possivel caracteriza-los em ragas usando
a série diferenciadora (Tabela 1). Esses isolados foram coletados em plantas de Conilon e Catuai. Mais de 50 ragas
foram descritas no mundo, sendo algumas delas com varios genes de viruléncia, em clones diferenciadores que possuem
genes de resisténcia Sy1-Sy9 (Bettencourt; Rodrigues, 1988). Entretanto, a série diferenciadora é restrita, 0o que
impossibilitou a caracterizacdo de pat6tipos com amplo espectro de viruléncia em ragas.

No Brasil ja foram caracterizadas 15 racas (Zambolim, 2016); no presente trabalho, foi identificada as racas
XX1X(5,6,7,8,9) e XXX(5,8), alem de sete racas ja descritas anteriormente. Os genes v8 e v? ndo tinham sido relatados
no Brasil (Tabela 2). Baseando-se na reacdo de resistencia/susceptibilidade, ao inocular os isolados na série
diferenciadora, foi possivel detectar a presenca de seis possiveis novos genes ou genes candidatos de resisténcia
(A,B,C,D,E,F) ainda nao descritos, 0 que ndo significa que ndo possam estar presentes em mais genotipos de café e que
ndo existam mais genes distintos presentes nos genotipos. Segundo Barka (2017), a presenca de um novo gene Sy10,
em seis clones diferenciadores (A, B, C, D, E, F), pode explicar o aumento no nimero de novas patétipos, nédo
caracterizados em racas. Os clones CIFC 635/2 S12 Kaffa, S4 Agaro, CIFC 635/3 S12 Kaffa, CIFC 832/1 sdo os
candidatos a possuirem um gene de resisténcia diferente dos genes A, B, C, D, E e F, podendo ser 0s mesmos genes ou
genes diferentes (Tabela 2).

Dois isolados identificados como raga Il apresentaram padrdes de infec¢do contrastantes com gen6tipos que compdem
a série diferenciadora, sendo estes isolados designados de 5M e 40M, que apresentaram reagdo diferencial para o
gendtipo CIFC 128/2, possuidor do gene Sy1 e mais 0 gene Sy10 de acordo com Barka (2017), comprovando assim que
os dois isolados ndo correspondem a mesma raga, e sim ragas diferentes. Os isolados caracterizados como novas ragas,
51M e 64M, tiveram reagdes contrastantes com os genétipos CIFC 420/10, 7963/117, 128/3; os isolados 38M e 60M
tiveram reacéo contrastante com genétipo CIFC 419/20, 87/1, 128/2, 7963/117; os isolados 1M e 6M contrastante com
genotipo diferenciador CIFC 87/1; isolados 12M e 26M tiveram reacdo diferencial com o gen6tipo 7963/117, e os isolados
62M, 65M, 66M, 67M, 70M com reacdo diferencial para os genétipos CIFC 1343/269, 420/10, 419/20, 7963/117, 87/1,
128/2. Todos os isolados que compfem uma ragca, que tiveram reacdo contrastante com gendtipos da série
diferenciadora, sdo derivados tanto de Conilon, Catuai e HAT e independe da sua origem geografica. O mesmo ocorreu
com isolados caracterizados como patotipos distintos.

Os patdtipos Hv01, Hv06, Hv07, Hv012 sugerem existéncia de diferencas dentro das ragas, pois existem genes de
resisténcia ainda nao identificados. Quanto mais genes de resisténcia forem identificados no hospedeiro, maior o
numero de combinac6es dos genes de virulencia serdo inferidos e, mais elucidada seré a determinacéo e a diferenciagdo
das racas. Como até o momento, a Unica ferramenta utilizada para estudar a variabilidade de H. vastatrix é a série
diferenciadora, torna-se necessario pesquisas com técnicas moleculares, visando elucidar esse patossistema tdo
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complexo. Com a avanco da genomica, trancriptoma e proteomica, acredita-se que em um futuro préximo, estas e
outras perguntas serdo respondidas. A colecdo de isolados (racas) € tdo importante quanto a propria serie diferenciadora,
pois por meio dela podemos identificar a presenca de possiveis novos genes, como ocorreu nesse trabalho com a
identificacdo de seis candidatos nos clones (A, B, C, D, E, F).

Tabela 1. Ragas e patétipos de Hemileia vastatrix identificadas cafeeiros C. arabica cv. Catuai e C. canephora cv.
Conilon em diferentes estados do pais (MG, ES, SP, PR, BA) com os respectivos genes de viruléncia do patgeno de
resisténcia do hospedeiro e a frequéncia encontrada para cada uma das ragas (pat6tipos). S — suscetibilidade; Espago em
branco — ndo infectou.
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Tabela 2. Adicdo do gene S410, identificacdo de possiveis seis genes de resisténcia a H. vastatrix

Série diferenciadora

Genes (Sy1- SK9)

Genes de Resisténcia Proposto

19/1 — Matari Sub5 Sy5

128/2 - Dilla & Alghe Syl Su1,10,F
635/2 S 12 Kaffa Sh4 Sy4,?

63/1 — Bourbon Syb SHb5

1343/269 - H. Timor Sy 6 S16,10,A
32/1-DK 1/6 SH 2,5 SH2,5
33/1-S. 288-23 Sy 3,5 Sy 3,5

644/18 H. Kawisari Sy? SH10,

H 419/20 Sy 5,6,9 S45,6,9,10,C
H 420/2 Sy 5,8 Sy 5,8

H 420/10 S45,6,7,9 S45,6,7,9,10,B
7960/15 = 7963/117 — Catimor Sy 5,70uSH5,7,9 S45,7,9,Dou5,7,D
829/1 Sy? Sy?

110/5 - S 4 Agaro Sy 4,5 Sy 4,5
1006/10 - KP 532 (pl 31) Su1,25 Su1.25

H 153/2 Su1,35 Su1,35

635/3 - S 12 Kaffa Sy1,4,5 S, 1,4,5,°?

H 152/3 Su2,4,5 Su 2,45

H 151/1 Sy 3,45 Sy 3,45

HW 17/12 Su1.245 Sy 1,245

H 147/1 Sy 2,3,4,5 S42,3,45
832/1 - H. Timor S, 6,7,8,9,? S+ 6,7,8,9,10,?
134/4 - S 12 Kaffa SH14 SH 14

87/1 — Geisha Sy 15 Syl,5E

Os clones em amarelo sdo os candidatos a possuirem um gene de resisténcia, diferente dos genes A, B, C, D, E e F, podendo ser o mesmo gene ou

genes diferentes.

CONCLUSAO

1 - Foi relatado pela primeira vez no Brasil as ragas XXI1X e XXX em C. arabica. Em C. canephora foram identificadas
as ragas I, XI, XXII e XXXIII. O estudo mostra também a identificagdo de 15 pat6tipos, com genes de viruléncia
complexos que a série diferenciadora ndo pode caracterizar. A série diferenciadora do CIFC ndo contém os genes de
viruléncia necessarios, para caracterizar 0s patotipos complexos de H. vastatrix presentes nos campos de producéo de
café do pais.
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