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RESUMO

NUNES, Cristiano Caixeta, M.S., Universidade Federal de Vigosa, Abril de 2006.
Diversidade genética de populacbes de Hemileia vastatrix no estado de Minas
Gerais. Orientador: Luiz Antonio Maffia. Conselheiros: Eduardo Seiti Gomide
Mizubuti, Sérgio Herminio Brommonschenkel e Acelino Couto Alfenas.

Utilizaram-se os marcadores microssatélite e RAPD para a caracterizagdo de 120
isolados de Hemileia vastatrix obtidos em 2005, de cafeeiros de seis municipios, sob dois
sistemas de cultivos (convencional e orgénico), de duas das principais regides cafeicultoras
de Minas Gerais (Zona da Mata e Sul de Minas). Apos avaliar a integridade das amostras
de DNA dos isolados, com o par de primers ITS 1 e ITS 4, empregaram-se trés pares de
primers microssatélites e trés primers RAPD para estudar a diversidade genética de H.
vastatrix. Obtiveram-se padrGes de bandas monomdrficas, com os primers microssatélites,
e polimorficas, com os primers RAPD. Considerando todos os locos, a diversidade génica
(h) foi de 0,28, a diferenciacdo genética (Gst) de 0,22 e, portanto, o Gst foi considerado
alto. Nas lavouras sob cultivo organico, ocorreram maiores valores de h (0,29) e Gst (0,25).
Comparando-se as regides de cultivo, na Zona da Mata ocorreram maior h (0,27), porém
menor Gst (0,17). Os valores de h e do nimero de migrantes (Nm) maximos ocorreram nos
municipios de Tombos (0,29) e Poc¢os de Caldas (11,90), respectivamente. Pela analise de
agrupamento ndo foi possivel identificar grupos de isolados com caracteristicas que

permitissem relaciona-los quanto a origem e ao sistema ou regido de cultivo.
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ABSTRACT

NUNES, Cristiano Caixeta, M.S., Universidade Federal de Vicosa, April 2006. Genetic
diversity of Hemileia vastatrix populations from Minas Gerais State. Advisor: Luiz
Antonio Maffia. Committee Members: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti, Sérgio
Herminio Brommonschenkel and Acelino Couto Alfenas.

A total of 120 isolates of Hemileia vastatrix, obtained from two coffee crop systems
(conventional and organic) and six counties from two main production regions in Minas
Gerais (Zona da Mata and Sul de Minas), sampled and multiplied in 2005, were
characterized by microsatellite and RAPD markers. After checking DNA integrity of the
samples by ITS 1 and ITS 4 primer pairs, we assessed the genetic diversity of all isolates
with three microsatellite primer pairs and three RAPD primers. Bands from microsatellite
primers were monomorphic, whereas bands from RAPD primers were polymorphic. Over
all loci, the genetic diversity (h) was 0.28 and the genetic differentiation (Gst) was 0.22,
therefore the Gst was considered high. Higher h (0.29) and Gst (0.25) values were
estimated for the crops under organic system. When regions were compared, for Zona da
Mata we estimated high h (0.27), but low Gst (0.17) values. The highest h and number of
migrants (Nm) values were estimated for Tombos (0.29) and Pocos de Caldas (11.90)
counties, respectively. The cluster analysis did not show any structure regarding to the

origin, crop system or production region of the isolates.
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1- INTRODUCAO

A ferrugem, causada por Hemileia vastatrix Berk. & Br., é a principal doenca do
cafeeiro (Coffea spp.) no mundo. O patdgeno infecta folhas e causa, principalmente,
reducdo na area fotossintética, desfolha prematura e redugdo na produtividade. Em alguns
casos, perdas na producdo podem atingir 30%, normalmente em Coffea arabica L.,
espécie responsavel por 75% da producdo mundial de café (Kushalapa & Eskes, 1989).
Medidas de controle da doenca dependem do sistema de cultivo. Em lavouras conduzidas
sob sistema de cultivo convencional utilizam, principalmente, variedades resistentes e
pulverizacdo com fungicidas (Zambolim et al., 1997). Em contrapartida, em lavouras sob
sistema de cultivo organico utilizam-se caldas como medida alternativa de controle
(Carvalho et al., 2002; Ricci et al., 2002).

No Brasil, o sistema de cultivo de café estd sob periodo de transformacdes, que
sdo reflexos diretos de demandas dos consumidores, principalmente do exterior,
exigentes por cafés considerados especiais, como 0 organico. Em Minas Gerais, 0
principal estado produtor de café do Brasil, os cafeicultores vém implantando lavouras no
sistema organico ou transformando lavouras convencionais em organica.
Consequentemente, deve-se enfatizar o uso de variedades resistentes no controle de
doencas. Entretanto, a obtencdo de variedades comerciais de café com resisténcia
duradoura a ferrugem ¢é dificil (Eskes, 1989), pois quando se desenvolvem variedades
resistentes, o aparecimento de novas racgas de H. vastatrix resulta na perda da resisténcia,
como ocorreu com cafeeiros derivados do hibrido de Timor (Véarzea & Marques, 2005).
Até recentemente, mais de 45 racas fisiologicas de H. vastatrix foram caracterizadas pelo
Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Oeiras, Portugal (Varzea
& Marques, 2005). No Brasil, durante o periodo de 30 anos (1972 — 2002) 17 racgas do
fungo foram detectadas (Zambolim et al., 2005). Conhecer 0s mecanismos evolutivos que
governam mudancas genéticas nas populacGes do patdgeno e a estrutura genética das
populacdes tem implicacbes importantes para 0 manejo da doenca (McDonald, 1997;
McDonald & Linde, 2002). Entretanto, para populagcbes de H. vastatrix essas

informagdes séo escassas.



Nas ultimas décadas, em vista das limitagdes dos marcadores genéticos
convencionais, incrementaram-se as analises genéticas de populagdes de fitopatdgenos
com o emprego dos marcadores moleculares baseados na separacao eletroforética de
proteinas e DNA (acido desoxirribonucléico) (McDonald & McDermott, 1993, Parker et
al., 1998). Os marcadores moleculares que se baseiam na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR - ‘Polymerase Chain Reaction’) sdo mais apropriados para patdgenos biotréficos,
como as ferrugens (McDonald, 1997). Neste caso, destacam-se 0s marcadores
microssatélite e o RAPD (‘Random Amplified Polymorphic DNA’). O marcador
microssatélite tem as vantagens de ser altamente polimdrfico, distinguir individuos
homozigotos de heterozigotos, ser seletivamente neutro e ser especifico para o organismo
em estudo. O marcador RAPD ¢ de baixo custo e ndo demanda conhecimento genético
prévio do organismo a ser estudado. Entretanto, pode nédo ser especifico ao organismo em
estudo, ter baixa reproducibilidade e ndo distinguir individuos homozigotos de
heterozigotos (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Parker et al., 1998; Liu & Cordes, 2004).

Apesar da importancia de H. vastatrix para a cafeicultura mundial e dos relatos
quanto a identificacdo de racas fisiologicas (Silva, 2000; Gongalves et al., 2002),
direcionou-se pouca atencdo a estudos genético-moleculares do fungo. Ainda mais raros
sdo os estudos moleculares relacionados a diversidade genética de H. vastatrix.
Recentemente, utilizou-se 0 marcador RAPD no estudo da diversidade genética de
isolados do patogeno da colecdo do CIFC (Gouveia et al., 2005). Ndo se encontraram
relatos quanto ao emprego de marcadores microssatélites em populagdes de H. vastatrix .

Considerando a hipotese de que existe variabilidade genética em populag6es de H.
vastatrix e a importancia da genética molecular como ferramenta para subsidiar
estratégias visando o controle de doencas de plantas e do estudo da estrutura genetica de
populacdes de patdgenos, este trabalho objetivou estudar a variabilidade de H. vastatrix.
Para tal, utilizaram-se populagdes oriundas de cafezais de diferentes locais e sistemas de
cultivo do estado de Minas Gerais, e se estimou a variabilidade genética por meio dos

marcadores microssatélite e RAPD.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Caracteristicas gerais de Hemileia vastatrix

As ferrugens possuem ciclo de vida complexo, pois podem formar até cinco tipos
de estruturas: picnio, écio, urédia, télia e basidia (Ono, 2002). Entretanto, H. vastatrix
possui ciclo de vida incompleto, pois sdo conhecidos apenas os estadios de urédia, télia e
basidia (Kushalappa, 1989), mas ndo os de picnio e écio (Rajendren, 1967), quer em
condicGes naturais ou controladas (Gopalkrishnam, 1951). Normalmente, ha producéo de
urediniosporos em grande quantidade e, ocasionalmente, formam-se teliésporos e
basididsporos. No ciclo de vida do fungo, € fundamental o papel dos uredinidsporos, pois
eles sdo responsaveis pela dispersdo e pelo inicio da infeccdo em Coffea spp. Os
urediniosporos sdo dicarioticos (Ono, 2002). Para formacdo de telidsporos, exigem-se
condicdes de umidade e temperaturas baixas (Coutinho, 1995).

Em H. vastatrix, conhece-se grande nimero de racas fisiologicas, caracterizadas
por meio da inoculacdo do fungo e expressdo de sintomas em variedades diferenciadoras.
A caracterizagdo das racas ocorre com maior frequéncia no CIFC (Eskes, 1989). Até o
momento, foram caracterizadas mais de 45 racas fisiolégicas de H. vastatrix no CIFC, a
partir de amostras provenientes de varios paises produtores (Varzea & Marques, 2005).
No Brasil, de 1972 a 2002, caracterizaram-se 17 racas fisiologicas do patdgeno
(Zambolim et al., 2005).

Desde o primeiro relato de ocorréncia de H. vastatrix no Brasil (Chaves et al.,
1970), desenvolveram-se varios trabalhos visando o controle da ferrugem do cafeeiro.
Obteve-se sucesso no controle quimico da doenca (Santos et al., 2002; Garcon et al.,
2004), ja& se desenvolveram variedades resistentes (Pereira & Sakiyama, 1999),
direcionaram-se esforcos no monitoramento das ragas fisiologicas (Silva, 2000;
Gongalves et al., 2002), mas dedicou-se pouca atencdo a estudos genéticos e moleculares
do patogeno. Ha poucos estudos moleculares da diversidade genética de H. vastatrix
(Gouveia et al., 2005; Zambolim et al., 2005). Recentemente, empregou-se 0 marcador

RAPD no estudo da diversidade genética de isolados de H. vastatrix da cole¢do do CIFC



(Gouveia et al., 2005). N&o se obteve relato quanto ao uso do marcador microssatélite em
populagdes do fungo.

Apesar da importancia de H. vastatrix, verificou-se o quanto o fungo é pouco
estudado a nivel molecular, apds consulta ao banco de dados NCBI (‘National Center for
Biotechnology Information’), pois se encontraram apenas quatro sequiéncias de acido
nucléicos: seqliéncias parciais dos genes que codificam para 0 RNA ribossomal 28S, 18S,
citocromo b e uma sequéncia completa constituida pelo ITS (‘Internal Transcribed
Spacer’) 1, ITS 2 e do gene que codifica para 0 RNA ribossomal 5,8 S. Obteve-se,
também, apenas uma seqliéncia protéica, caracterizada como citocromo b. N&o se
encontrou qualquer sequéncia caracterizada como um possivel loco microssatélite.
Recentemente, com o seqiienciamento parcial do genoma de H. vastatrix, identificaram-
se varios pressupostos locos microssatélites e muitas seqiiéncias com retrotransposons

(Brommonschenkel, S. H., 2005, dados né&o publicados).

2.2- Caracteristicas gerais dos marcadores microssatélite e RAPD

Pode-se caracterizar a variabilidade de fungos fitopatégenos por diferentes tipos
de marcadores, como o0s baseados em caracteristicas morfoldgicas, viruléncia,
compatibilidade sexual e resisténcia a fungicidas (Michelmore & Hulbert, 1987; Pryor &
Michailides, 2002; van der Waals et al., 2004; Leonard & Martineli, 2005; Koller et al.,
2005). Entretanto, nas ultimas décadas, cresceu a importancia dos marcadores
moleculares baseados na separacdo eletroforética de proteinas e DNA para analises
genéticas de fungos fitopatogénicos (McDonald & McDermott, 1993, Gouveia et al.,
2005), pois as técnicas moleculares tém varias vantagens sobre os demais tipos de
marcadores (Michelmore & Hulbert, 1987, Parker et al., 1998; Liu & Cordes, 2004).

Define-se por marcador molecular todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de
um gene expresso, ou de um segmento especifico de DNA (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Os principais marcadores moleculares sdo as isoenzimas, os polimérficos no
comprimento de fragmentos de restricdo (‘RFLP - Restriction Fragment Length
Polymorphism’), os polimérficos de DNA amplificado ao acaso (RAPD), os

microssatélites ou seqliéncia simples repetida (‘SSR — Simple Sequence Repeat’) e 0s



polimérficos de comprimento de fragmentos amplificados (‘AFLP — Amplified Fragment
Length Polymorphism’) (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Parker et al., 1998; Zane et al.,
2002; Liu & Cordes, 2004).

As vantagens e desvantagens de um marcador molecular dependem de varias
caracteristicas como especificidade ao organismo em estudo, custo para implementacao,
reproducibilidade, nimero de alelos identificados por locos e distribuicdo no genoma.
Estas caracteristicas serdo exemplificadas apenas para os marcadores microssatelites e
RAPD, pois foram os empregados neste trabalho. Ambos os marcadores baseiam-se na
reacdo em cadeia da polimerase. Esta € a primeira vantagem de ambos, pois s&o
apropriados a patdgenos biotréficos, como as ferrugens (McDonald, 1997).
Adicionalmente, o marcador microssatélite €, normalmente, polimorfico, multialélico,
seletivamente neutro, especifico ao organismo em estudo e distingue individuos
homozigotos de heterozigotos. As principais limitacbes desse marcador sdo ter custo
elevado e demandar grande quantidade de trabalho para desenvolver pares de primers que
flanqueiam o loco repetitivo (Zane et al., 2002). Em contrapartida, o0 marcador RAPD €
de baixo custo e ndo demanda conhecimento genético prévio para ser aplicado ao
organismo em estudo (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Entretanto, este marcador nao tem
especificidade ao organismo a ser estudado, possui limita¢cdes quanto a reproducibilidade
e ndo distingue individuos homozigotos de heterozigotos (Ferreira & Grattapaglia, 1998;
Parker et al.,1998; Liu & Cordes, 2004).

Os microssatélites constituem-se de unidades de 1 a 6 nucleotideos repetidos em
sequéncia, distribuidos por todo o genoma de varios organismos procarifticos e
eucarioticos (Karaoglu et al., 2005). H& varias técnicas para isolamento de locos
microssatélites (Zane et al., 2002). A tradicional baseia-se na extracdo de DNA gendmico
total do organismo de interesse, clivagem com enzima de corte freqlente, construcdo da
biblioteca gendmica e triagem de colonias com sonda complementar a fragmentos
microssatélites. A partir destas coldnias, confirma-se a presenca e a extensdo de
sequéncias que contenham microssatélites. Apos seqlienciamento, desenham-se pares de
primers por meio de softwares especificos, e se realiza a reacdo de PCR para verificar o
nivel de polimorfismo gerado pelos locos identificados (Ferreira & Grattapaglia, 1998;
Zane et al., 2002). O uso de marcadores RAPD néo requer nenhuma das etapas descritas



para 0s microssatelites, pois se identificam os locos RAPD pela aplicagdo arbitréria de
primers. No entanto, é necessaria a triagem de primers apropriados ao objetivo do
trabalho (Williams et al., 1990; Ferreira & Gratapaglia, 1998; Liu & Cordes, 2004,
Gouveia et al., 2005).

2.3- Marcadores microssatélite e RAPD no estudo da estrutura populacional de

fitopatdgenos

E crescente a popularidade dos SSR, em vista do nimero de artigos publicados
sobre o isolamento de locos microssatélites em varios organismos (Zane et al., 2002),
inclusive de fitopatdgenos. ldentificaram-se varios locos microssatélites em Venturia
inaequalis (Tenzer et al., 1999; Guerin et al., 2004), Mycosphaerella musicola (Molina et
al., 2001), Magnaporthe grisea (Soubabere et al., 2001), Sclerotinia sclerotiorum
(Sirjusingh & Kohn, 2001), Botrytis cinerea (Fournier et al., 2002), Fusarium culmorum
(Giraud et al., 2002), Puccinia striiformis f. sp. tritici (Enjalbert et al., 2002), Heterodera
schachtii (Plantard & Porte, 2003), Puccinia triticina (Duan et al., 2003), Fusarium
graminearum (Suga et al., 2004), Microcyclus ulei (Le Guen et al., 2004), Alternaria
brassicicola (Avenot et al., 2005), Cylindrocladium parasiticum (Wright et al., 2006) e
Melampsora larici-populina (Barrés et al., 2006).

Recentemente, Lim et al. (2004) basearam-se em seqiiéncias de nucleotideos de
bancos de dados referentes ao genoma de 14 fungos para estudar a abundancia de
microssatélites compostos por diversos motivos. Os autores verificaram que a densidade
de microssatélites foi maior em genomas com contetdo reduzido de GC e que, dentre 0s
microssatélites constituidos de 2 e 3 nucleotideos analisados, os mais frequentes eram 0s
que continham os motivos (AC)n, (AG),, (AAC),, (AAG), e (AAT),. A a presenca
freqliente destes motivos deve ser ponto de partida na busca por microssatélites em
fungos cujas sequiéncias ndo estejam disponiveis em bancos de dados (Lim et al., 2004).

Ap0s caracterizados, os locos microssatélites tornam-se uma ferramenta valiosa
no estudo de diversidade e estrutura genética de populacdes de fitopatdgenos. Tenzer et
al. (1999) utilizaram sete locos microssatélites no estudo de 350 isolados de V.

inaequalis, coletados em 1995, em 11 regides de cinco paises europeus. Observou-se alta



diversidade dentro das populages e baixa diferenciacdo genética entre populagdes (Gst =
0,07), provavelmente, em funcdo de um efeito gargalo (Tenzer et al., 1999). Em
Cronartium quercuum f. sp. fusiforme, ferrugem macrociclica e heterdica, com
microssatélite detectou-se variabilidade alta entre isolados coletados de regiées do EUA,
sendo que 88,4% da variacdo ocorreu dentro das populacgdes (Kubisiak et al., 2004).

Marcadores RAPD ainda sdo utilizados para caracterizar diversidade e estrutura
genetica de populacbes de fitopatdogenos como em V. inaequalis (Tenzer & Gessler,
1997), Uromyces appendiculatus (Sandlin et al., 1999) e Puccinia graminis f. sp. tritici
(McCallum et al., 1999). Atualmente, o uso do RAPD reduziu principalmente com o
desenvolvimento de outros marcadores. Contudo, apesar das desvantagens, o marcador
RAPD continua sendo acessivel, rapido, de baixo custo e facil aplicacdo para o estudo da
estrutura genética de fitopatdgenos.

Populagdes de varios fungos causadores de ferrugens foram caracterizadas com o
marcador RAPD. A partir de dez isolados de U. appendiculatus, separaram-se dois
grupos: um com isolados especificos e outro com isolados néo especificos a genétipos de
feijao andino (Sandlin et al., 1999). Os autores observaram, em dois isolados, padrao de
bandas RAPD intermediario, 0 que sugeriu a presenca de plasmogamia, mas néo
cariogamia, entre os isolados dos diferentes grupos. Com marcadores de viruléncia,
isoenzimas e RAPD, ndo se diferenciaram populagbes de P. graminis f. sp. tritici,
oriundas da América do Norte, América do Sul e Europa (McCallum et al., 1999). Com
esses resultados, os autores consideram légica a hipdtese de que as populacdes deste
fungo nas trés regides originaram-se de um ancestral comum. Entre varios marcadores,
apenas com o RAPD foi possivel mostrar associacdo entre a diferenciacdo genética e a
origem geografica de duas populacdes de Cronartium ribicola, advindas do leste e do
oeste dos EUA (Hamelim et al., 2000). Para os autores, uma provavel explicacdo para a
diferenciacdo entre as duas populagdes seria uma barreira ao fluxo génico, caracterizada
pela auséncia de hospedeiros da ferrugem.

Recentemente, empregou-se o0 marcador RAPD para estimar a diversidade
genética de H. vastatrix, a partir de 45 isolados de diferentes regiGes cafeicultoras do
mundo (Gouveia et al., 2005). Inicialmente, os autores testaram 42 primers em 10

isolados diferentes em viruléncia. A partir do polimorfismo gerado, selecionaram-se 0s



primers OPA-9, OPD-5 e OPF-6 para as analises. A diversidade genética total (Ht) nas
populagdes da Africa e Asia foi superior aquela dentro da populagdo (Hs). A
diferenciacio genética foi consideravel entre os isolados da Africa (Gst= 0,865) e Asia
(Gst=0,768), mas nao entre os isolados da Ameérica do Sul (Gst=0,266).



3- MATERIAL E METODOS

3.1- Material vegetal

Mantiveram-se plantas de C. arabica, ‘Catuai Vermelho’, de aproximadamente 6
meses de idade, em vasos plasticos com capacidade de 4 L (duas plantas/vaso) com a
mistura de solo: esterco bovino curtido: areia, propor¢éo de 10:5:1, em condicdes de casa
de vegetacdo. As plantas foram irrigadas diariamente e fertilizadas mensalmente com 35
ml do adubo Ouro Verde/vaso, seguindo as especificagdes do fabricante para o cafeeiro
(2g/L). As plantas néo receberam qualquer aplicacdo de fungicida ou inseticida.

3.2- Obtencéo dos isolados de Hemileia vastatrix

Em abril e maio de 2005, coletaram-se amostras de folhas de cafeeiros com
ferrugem em duas das principais regifes cafeicultoras do Estado de Minas Gerais (Zona
de Mata e Sul de Minas). Efetuaram-se as coletas, na Zona da Mata, nos municipios de
Ervalia, Tombos e Manhumirim e, no Sul de Minas, em Pocos de Caldas, Machado e
Lavras. Em cada municipio, as amostras originaram-se de lavouras conduzidas nos
sistemas organico e convencional.

Na amostragem, adotou-se caminhamento em ‘W’. Coletaram-se 15 amostras em
cada uma das duas lavouras dos municipios de Lavras, Tombos, Manhumirim e Ervélia e
13 amostras por lavoura, nos municipios de Pogos de Caldas e Machado, totalizando 172
amostras. Cada amostra foi constituida por, aproximadadmente, 100 folhas de café com
pustulas originadas da mesma planta. Georeferenciou-se o local de cada amostra. As
amostras foram transportadas, em sacos plasticos em caixas de isopor, € mantidas no
Laboratério de Epidemiologia, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de
Vigosa. Com um pincel de pelo macio, extrairam-se os uredinidsporos de cada folha e se
considerou como um isolado o conjunto de urediniosporos obtidos da raspagem das

pustulas de todas as 100 folhas de cada amostra (1 amostra = 1 isolado) (Tabela 1).



3.3- Multiplicacéo dos isolados de Hemileia vastatrix

Multiplicou-se cada isolado em cafeeiros, conforme descrito no item 3.1, por uma
geracdo de urediniosporos. Inoculou-se cada isolado, no segundo e terceiro pares de
folhas das plantas, segundo método adaptado de Silva (2000). Na face abaxial de cada
folha, pincelaram-se os urediniésporos com um pincel (Tigre® n°® 6) e, em seguida,
pulverizou-se agua evitando-se a deposicdo de gotas grandes. Apds a inoculacéo,
transferiram-se as plantas para camara de nevoeiro a 25°C e auséncia de luz. Apos 48 h,
as plantas foram retiradas da camara de nevoeiro e recobertas com sacos plasticos
transparentes com dois furos de aproximadamente 10 cm? localizados nas extremidades
superiores laterais do plastico. Cada saco plastico apoiava-se na estrutura de arame rigido
sustentada pelo vaso para evitar o contato com as plantas. Em seguida, transferiram-se as
plantas para camara de crescimento a 22°C e fotoperiodo de 12 h.

Apb6s o aparecimento de novas uredinias, cerca de 30 a 45 dias apo6s as
inoculagbes 27 isolados ndo produziram pustulas, 24 isolados produziram pustulas,
porém com baixa quantidade de urediniésporos (5 mg, aproximadamente),
conseqiientemente insuficiente para extragdo do DNA gendmico. Multiplicacdo eficiente
ocorreu com 120 isolados. Conforme descrito anteriormente, os uredioniosporos dos 120
isolados foram coletados, armazenados em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL,
congelados em nitrogénio liquido (N(,)) e mantidos a -20°C até 0 momento de se extrair 0
DNA.

3.4- Extracdo de DNA

Adaptou-se a metodologia de Faleiro (1997). De cada isolado, extraiu-se DNA
gendmico a partir de 40 a 60 mg de urediniosporos. Esses foram macerados na presenca
de N com um pistilo em tubo de microcentrifuga. A cada tubo, adicionaram-se 800 uL
do tampdo de extracdo (SDS 3%; Tris 50 mM, pH 8,0; EDTA 50 mM, pH 8,0; NaCl 500
mM; e mercaptoetanol 2%) previamente aquecido a 65 °C. Apds misturar o macerado ao
tampdo, manteve-se cada tubo a 65 °C durante 1 h, e, a cada 15 min, homogeneizava-se
por suaves inversodes. Centrifugou-se a 14.000 rpm, por 10 min a 4 °C e se transferiu o
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sobrenadante para um tubo novo, ao qual se adicionaram 750 pL da mistura fenol
tamponado: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1, v:v). Homogeneizou-se a mistura
com suaves inversdes, por 2 min, centrifugou-se a 14.000 rpm, por 10 min a 4 °C, e se
transferiu o sobrenadante para um tubo novo, ao qual se adicionaram 500 pL da mistura
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, v:v). Homogeneizou-se a mistura por meio de
suaves inversdes por 2 min, centrifugou-se a 14.000 rpm, por 10 min a 4 °C, e se
transferiram aproximadamente 500 pL da fase superior para um tubo limpo, ao qual se
adicionaram 500 pL de isopropanol gelado e 15 pL de acetato de sédio, 3,0 M, pH 7,0 e
se incubou a -20 °C. Apo6s 24 h, centrifugou-se a 12.000 rpm, por 10 min a 4°C,
descartou-se 0 sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet resultante em 500 pL de etanol
70% e se centrifugou a 12.000 rpm, por 10 min a 4°C. Esta etapa foi repetida, porém com
etanol 95%. O pellet resultante foi seco a temperatura ambiente durante 35 min,
ressuspendido em 40 pL de tampédo TE (Tris, 10 mM, pH 8,0; EDTA, 1 mM), contendo
50 pg/mL de RNAse e a mistura incubada a 37 °C durante 30 min. Avaliou-se a
qualidade e a quantidade do DNA total extraido de cada isolado por espectrofotometria e
por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) no tampdo TBE 1X. As amostras com
qualidade e quantidade satisfatdrias foram diluidas para a concentracéo de trabalho de 10
ng/pL e armazenadas a -20 °C.

3.5- Integridade do DNA gendmico de H. vastatrix

Como H. vastatrix é fungo biotrofico, contaminagdes com DNA exdgeno podem
ocorrer durante a coleta de amostras e extracdo de urediniosporos. Visando excluir
possiveis fontes de contaminagdo, compararam-se fragmentos gerados pela reacdo de
PCR com os primers ITS 1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS 4 (5'-
TCCTCCG CTTATTGATATGC-3’) a partir de DNA gendmico extraido de H. vastatrix,
de folhas sadias (segundo par) de C. arabica e de Verticillium hemileiae Bour.
(hiperparasita do patdgeno). Estimou-se o tamanho de cada fragmento por comparagédo ao
marcador de peso molecular padrdo de 100 Kb (Invitrogen). Extrairam-se o DNA
gendmico das folhas e do hiperparasita com o mesmo protocolo utilizado para H.

vastatrix.
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Realizou-se a PCR para o volume final de 25 pL, contendo: 10 ng de DNA de H.
vastatrix; 1X do tampéo da enzima (20 mM Tris-HCL pH 8,4; 50 mM KCL e 3 mM
MgCl,); 0,4 umolar do primer ITS 1; 0,4 umolar do primer ITS 4; 0,4 mM de dNTP; e 1
U da enzima Taq polimerase (Invitrogen). Utilizou-se o termociclador modelo PTC-100
(MJ Research Inc.) para o processo de amplificagdo. Programou-se uma etapa inicial de
desnaturacdo (1 min a 94 °C), seguindo-se 40 ciclos constituido de desnaturacdo (30 s a
94 °C), anelamento (1 min a 52 °C) e extensdo (30 s a 72 °C). Por fim, uma etapa de
extensdo final (5 min a 72 °C). Ap6s a PCR, analisaram-se 5 puL de cada reagdo por
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampao TBE 1X, corou-se o gel com brometo

de etidio e se capturou a imagem no programa Kodak 1D 3.6 Image Analysis Software.

3.6- Marcador microssatélite

A partir do seqlienciamento amostral do genoma de H. vastatrix realizado pela
equipe do Prof. Sérgio H. Brommonschenkel, Laboratério de Gendmica, Bioagro — UFV,
identificaram-se possiveis pressupostos locos microssatélites (dados nao publicados). As
sequéncias dos locos microssatélites e de seus respectivos pares de primers que flanquiam
cada extremidade provieram daquele laboratorio. Durante a selecdo dos potenciais locos
microsatélites a serem testados neste trabalho, adotou-se o seguinte critério: o maior
ndmero de repeticbes de motivos com dois ou trés nucleotideos. Como resultado,
selecionou-se o total de oito locos microssatélites.

Os pares de primers foram sintetizados (Integrated DNA Technologies, Inc.) e
testados com o isolado Hv150. Comparou-se a especificidade dos pressupostos locos
microssatélites em H. vastatrix, C. arabica e V. hemileiae. Testaram-se todos os primers
em dois grupos de isolados de H. vastatrix: no primeiro com 12 isolados (um de cada
lavoura) e, no segundo, 10 isolados (da lavoura orgénica de Ervalia). Testaram-se 0s
primers considerados como promissores nos 120 isolados. Para as reacfes de PCR,
utilizaram-se as condi¢Ges e numeros de ciclos descritos em 3.5, porém utilizou-se a

temperatura de anelamento especifica para cada par de primer.
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Apbs eletroforese em gel de agarose, seguindo-se a metodologia descrita no item
3.4, realizou-se também eletroforese vertical em gel desnaturante de poliacrilamida 6%
corado com solucdo de nitrato de prata. Apds a eletroforese vertical, manteve-se o gel
aderido a uma das duas placas de vidro utilizadas durante a eletroforese, e se utilizou a
placa menor. Submergiu-se o conjunto gel-placa menor em 2 L da solu¢do de &cido
acético 10%, dentro de uma bandeja, e agitou-se a 40 rpm. Apo6s 20 min, lavou-se o gel
por trés vezes em 2 L de agua destilada por 2 min a 40 rpm e corou-se em 2 L solucdo de
nitrato de prata (3 g AgNOs3, 3 mL de formaldeido 3%) durante 30 min a 40 rpm.
Revelou-se o gel em 2 L de solucdo de 60 g Na,CO3, 3 mL de formaldeido 3% e 60 pL
de tiossulfato de sédio (1g/mL) até aparecimento das bandas, quando se interrompeu a
reacdo de coloracdo, em 2 L da solucdo de acido acético 10%. Analisou-se visualmente

cada gel e se registraram as respectivas imagens em escaner (Amersham Biosciences).

3.7- Marcador RAPD

Baseado em trabalho anterior, utilizaram-se o0s primers OPA-9 (5-
GGGTAACGCC-3’), OPD-5 (5’-TGAGCG GACA-3’) e OPF-6 (5’-GGGAATTCGG-
3%), 0s quais detectaram 77,8% de polimorfismo entre os fragmentos amplificados em 45
isolados de H. vastatrix (Gouveia et al, 2005). Apos sintetizados (Integrated DNA
Technologies, Inc.), empregaram-se os trés primers na reacdo de PCR contendo DNA
gendmico de H. vastatrix (Hv150), C. arabica e V. hemileiae. Posteriormente, utilizou-se
cada primer para reagdes nos 120 isolados de H. vastatrix.

Realizaram-se as reagdes de PCR no volume final de 25 pL, contendo: 50 ng de
DNA de H. vastatrix; 1X do tampé&o da enzima (20 mM Tris-HCL pH 8,4, 50 mM KCL e
3 mM MgCl,); 0,3 pmolar de primer; 0,2 mM de dNTP; e 1 U da enzima Taqg polimerase
(Invitrogen). Programou-se o termociclador para uma etapa inicial de desnaturacdo (1
min a 94 °C), sequida de 40 ciclos, constituidos de desnaturagdo (30 s a 94 °C),
anelamento dos pares (1 min a 35 °C) e uma etapa de extensdo (30 s a 72 °C). Por fim,

uma etapa de extensao final (5 min a 72 °C). Ap0s a etapa de amplificagdo, analisaram-se
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10 pL de cada reacgéo por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) em tampédo TBE 1X.
Corou-se o gel com brometo de etidio e se capturou a imagem no programa Kodak.

3.8- Anélise dos marcadores moleculares

Para os pressupostos locos microssatélites, realizou-se apenas uma analise
descritiva dos dados em fungdo das bandas monomorficas geradas pelos pares de primers.
Para o marcador RAPD, estimaram-se varios parametros genéticos. Considerou-se um
loco com dois alelos, nomeados em 0 e 1, para auséncia e presenca de fragmentos do gel,
respectivamente. Além disso, consideraram-se os uredinidsporos como diploides.

Inicialmente, estimou-se a freqliéncia alélica para cada loco e, posteriormente,
efetuaram-se as analises de estatistica de diversidade com o programa POPGENE v. 1.31
(Yeh et al., 1997). Calcularam-se: nimero observado de alelos (na), nimero esperado de
alelos (ne), diversidade génica de Nei (h), coeficiente de diferenciacdo genética de Nei
(Gst) (Nei, 1973) e o numero de migrantes (Nm). Efetuaram-se as estimativas de
diversidade para cada populacdo (lavoura) e por grupos de populacdes agrupados de
acordo com sistema de cultivo (convencional e organico), regido de cultivo (Zona da
Mata e Sul de Minas) e municipio (representado pelos dois sistemas de cultivo).
Ademais, aplicou-se para locos RAPD o teste de homogeneidade de X% a partir de
freqiéncias entre as populacdes e da hipdtese nula de igualdade na freqiiéncia alélica de
cada loco entre as 12 populacdes.

A partir dos dados binarios, gerados pelos trés primers RAPD nas populagdes de
H. vastatrix e do hiperparasita V. hemileiae, construiu-se através do modulo SIMQUAL
(‘similarity for qualitative data’) uma matriz de distancia genética com o coeficiente de
Jaccard (J = a/a+b+c) no programa NTSYSpc verséo 2.02h. Nesse mesmo programa, por
meio do modulo SAHN (‘sequential agglomerative hierarical nested cluster analysis’) e
do método ndo ponderado de agrupamento aos pares utilizando médias aritméticas
(UPGMA - ‘unweighted pair-group method using an arithmetic average’) construi-se o

dendrograma. Para interpretar os resultados, baseou-se em Dias (1998).
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4- RESULTADOS

4.1- Integridade das amostras a partir dos primers ITS

O par de primers ITS ndo amplificou nenhum fragmento, quando se utilizou o
DNA gendmico de C. arabica. Entretanto, obtiveram-se diferentes padrdes de
amplificacdo para H. vastatrix (Hv150) e V. hemileiae (Figura 1). Em Hv150,
amplificaram-se dois fragmentos de aproximadamente 950 e 650 pares de base (pb). Em
V. hemileiae, amplificou-se apenas um fragmento de aproximadamente 550 pb. No
controle negativo (auséncia de qualquer DNA gendmico) nenhum fragmento foi

amplificado (Figura 1).
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Figura 1 — Padrédo de bandas amplificadas pelo par de primers ITS 1 e ITS 4. Aplicaram-se
3,0 pL do produto da PCR em gel de agarose 1,0% (p/v) contendo DNA genémico dos
organismos: 1- Coffea arabica, 2- Hemileia vastatrix (Hv150), 3- Verticillium hemileiae,
4- reacdo sem DNA (controle negativo) e M- marcador de peso molecular de 100 pb.
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4.2- Marcador microssatélite

Detalhou-se o codigo de identificacdo, seqliéncia de nucleotideos, tamanho do
fragmento esperado e 0s motivos repetitivos dos oito pressupostos microssatélites (Tabela
2). Para os oito pares de primers, amplificaram-se fragmentos de tamanhos esperados
quando o DNA genomico de Hv150 foi utilizado na reagdo de PCR (Figura 2A). Os
primers ppSSR04, ppSSR06 e ppSSRO7 foram considerados promissores, pois
amplificaram bandas com caracteristicas de um loco microssatélite.Por outro lado, os
primers ppSSRO1, ppSSRO2, ppSSRO3, ppSSRO5 e ppSSRO8 amplificaram fragmentos
ndo caracteristicos de um loco microssatélite (Figura 2A). Repetiram-se estes padrdes,
caracteristicos e ndo caracteristicos de locos microssatélites, quando se testaram 0s 0ito
pares de primers em dois grupos de isolados de H. vastatrix. O primeiro grupo
constituido de 12 isolados, sendo um isolado de cada lavoura (dados ndo apresentados) e
0 segundo grupo constituido por 10 isolados oriundos da lavoura de sistema orgénico de
Ervalia (Figura 3).

Ca Hv Vh C

600 ——
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Figura 2 — Padrdo de amplificagdo dos pressupostos locos microssatélites (SSR) e
especificidade a H. vastatrix. Aplicaram-se cerca de 5,0 puL de cada reacdo de PCR em gel de
agarose 1,0% (p/v). A — O isolado Hv150 foi testado com todos os pares de primers, sendo 1-
ppSSRO1, 2- ppSSR0O2, 3- ppSSR0O3, 4- ppSSR0O4, 5- ppSSRO5, 6- ppSSRO6, 7- ppSSRO7, 8-
ppSSR0O8 e B- Ca- Coffea arabica, Hv- Hemileia vastatrix (Hv150), Vh- Verticillium
hemileiae, C- reacdo sem DNA e M- marcador de peso molecular 100 pb.
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Os primers considerados promissores foram especificos ao isolado Hv150,
corforme mostrado para 0 ppSSR04 (Figura 2B). Quando testados nos 120 isolados, 0s
primers resultaram em fragmentos monomarficos tanto em gel de agarose quanto em gel
desnaturante de poliacrilamida (Figura 4). Em poliacrilamida, além do alelo
microssatélite de tamanho esperado, verificaram-se também “sombras” de pequena
intensidade, resultantes de amplificagcdes ndo especificas, as quais foram desconsideradas.

Al 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 3 — Confirmagdo do padrdo de bandas ndo caracteristicas de locos microssatélites
em 10 isolados de H. vastatrix. Aplicaram-se cerca de 5,0 puL de cada reacdo de PCR em
gel de agarose 1,0% (p/v), sendo: A — reagdes com ppSSR04 e B — reacGes com
ppSSR02. Os numeros representam todos os isolados do municipio de Ervalia sob
sistema de cultivo organico: 1- Hv01, 2- Hv02, 3- Hv03, 4-Hv05, 5- Hv06, 6- HvO07, 7-
Hv08, 8- Hv10, 9- Hv13 e 10- Hv15.
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Figura 4 — Confirmacdo de bandas monomédrficas em 10 isolados de H. vastatrix A —
aplicaram-se cerca de 5,0 pL da reacdo de PCR em gel de agarose 1,0% (p/v) e B — cerca
de 2,0 pL da reacdo de PCR (diluicdo 1:5) em gel de poliacrilamida 6%. Os numeros
representam os isolados coletados no municipio de Ervélia sob sistema de cultivo
organico: 1- Hv01, 2- Hv02, 3- Hv03, 4-Hv05, 5- Hv06, 6- Hv07, 7- Hv08, 8- Hv10, 9-
Hv13 e 10- Hv15.
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4.3- Marcador RAPD

Os primers RAPD amplificaram 20 locos em H. vastatrix. Os primers OPD-5,
OPA-9 e OPF-6 amplificaram 6, 7 e 7 bandas, respectivamente. Nomeou-se cada loco a
partir da combinagédo entre 0 nome do primer e o tamanho do fragmento (Tabela 3). Para
cada loco, a frequéncia alélica média nos 120 isolados variou de 0,01 (OPA9-400) a 0,75
(OPD5-900) (Tabela 3).

Independentemente da freqiiéncia, os locos OPD5-2100, OPD5-900, OPA9-1300,
OPA9-1150, OPA9-1000, OPA9-900 e OPF6-1300 ocorreram nas 12 populagdes; OPF6-
1500, OPF6-1000 e OPF6-900 em 11 populagdes; OPD5-1400 e OPF6-1100 em 10
populagdes; OPF6-1200 em 9 populacbes; OPD5-1500, OPD5-1200 e OPF6-1000 em 8
populacdes; OPA9-1700 e OPA9-1500 em 5 populacdes; OPA9-400 em 4 populagbes e
OPD5-1800 em 3 populagdes (Tabela 3). O padrdo de bandas amplificadas para V.
hemileiae diferiu daquele para H. vastatrix, e nenhum fragmento foi amplificado com o

DNA de C. arabica ou com o do controle negativo (Figura 5).
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Figura 5 — Padréo de amplificagéo gerado pelos primers RAPD. Aplicaram-se cerca de
10,0 pL de cada reacdo de PCR em gel de agarose 1,5% (p/v), sendo: 1- reacdo sem DNA
(controle negativo), 2- Hemileia vastatrix (Hv150), 3- Coffea arabica, 4- Verticillium
hemileiae e M- marcador de peso molecular 100 pb.
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Estimaram-se as estatisticas de diversidade a partir dos varios critérios de
hierarquizacdo. A diversidade génica (h), foi maior no cultivo orgéanico (h= 0,29, n= 60),
na Zona da Mata (h= 0,27, n= 60) e no municipio de Tombos (h= 0,28, n= 20). Quando
se analisaram as lavouras separadamente, h variou de 0,14 (n= 10, Pocos de Caldas,
sistema organico) a 0,29 (n= 10, Tombos, sistema orgénico). A diversidade génica média
(n=120) foi de 0,28 (Tabela 4).

O coeficiente de diferenciacdo genética de Nei (Gst) médio foi de 0,22 e foi maior
nas lavouras conduzidas organicamente (Gst= 0,25, n= 60), no Sul de Minas (Gst= 0,23,
n= 60) e no municipio de Lavras (Gst= 0,25, n= 20) (Tabela 5). O nimero médio de
migrantes foi de 1,70 e foi maximo em Pocos de Caldas (Nm= 11,90) e minimo em
Lavras (Nm= 1,89) (Tabela 5). O teste do X? foi significativo para 14 dos 20 locos RAPD
analisados (Tabela 6).

Na analise de agrupamento, ndo se observou associagdo entre origem do isolado

com sistema de cultivo ou a regido de cultivo (Figura 6).
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Figura 6 — Dendograma gerado a partir do método ndo ponderado de agrupamento aos
pares utilizando médias aritméticas (UPGMA) com base na analise do marcador RAPD
em 120 isolados de H. vastatrix. Criou-se uma nomenclatura composta para cada isolado
a partir da combinacdo entre a identificacdo original do fungo com mais trés letras. A
primeira letra corresponde ao sistema de cultivo, sendo C = convencional e O = organico.
A segunda letra representa a regido de cultivo (M = Zona da Mata e S = Sul de Minas). A
terceira letra representa 0s municipios (E = Ervélia, M = Manhumirim, T = Tombos, L =
Lavras, M = Machado e P = Pocos de Caldas). Finalizando, VVh- Verticillium hemileiae
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5- DISCUSSAO

A diversidade genética em populacGes de H. vastatrix variou com os marcadores
utilizados e com o sistema de cultivo. Devem-se ressaltar dois aspectos relativos aos
resultados obtidos: o desenvolvimento e a analise de marcadores microssatélites para
estudos populacionais de H. vastatrix e a maior diversidade genética detectada em
populacdes do patégeno em cultivos organicos.

Do ponto de vista metodologico, o desenvolvimento de marcadores de alta
resolucdo € desejado para estudos de biologia de populacbes de fitopatdgenos. Os
microssatélites sdo, em tese, marcadores de alta resolugdo e, portanto, seriam
potencialmente mais poderosos para detectar polimorfismos em populacbes de H.
vastatrix. Em contrapartida os primers selecionados no presente estudo, que correspodem
aos oito motivos - (TAA)g, (TA)7, (GGA)7, (AT)7, (TGA)s, (AT)s, (TC)s e (AT)s - ndo
resultaram em polimorfismo, provavelmente, em funcéo do critério adotado na selecéo
dos pressupostos microssatélites. Especula-se que os locos microssatélites selecionados
pertencem a outras classes de DNA repetitivo que nao microssatélies. Apesar de ndo
polimérficos, trés dos oito motivos foram previamente relatados em outros fitopatégenos.
Por exemplo, (TA)q e (AT)1, foram descritos em Botrytis cinerea (Fournier et al., 2002) e
(TC) foi descrito com sete repeticbes em Alternaria brassicicola (Avenot et al., 2005),
com dez repeticdes em Puccinia striiformis f. sp. tritici (Enjalbert et al., 2002) e com
dezessete repeticbes em Venturia inaequalis (Tenzer et al., 1999).

E possivel que estes microssatélites estejam localizados em outras regides
conservadas do genoma, o que explicaria a auséncia de polimorfismo. Efetuar-se-&o
analises genéticas mais detalhadas para testar esta hipotese. Apesar de 0s motivos
utilizados nesse trabalho serem constituidos de dois ou trés nucleotideos, eles ndo tiveram
a mesma sequéncia de nucleotideos em relacdo aqueles comumente encontrados em
outros fungos (Lim et al., 2004). Estes autores concluiram que os motivos (AC)n, (AG)y,
(AAC),, (AAG), e (AAT), foram mais abundantes quando analisados no genoma de 14
espécies diferentes de fungos (Lim et al.,, 2004). Adicionalmente aos oito motivos
testados no presente trabalho, restaram 120 motivos com diversas sequéncias de
nucleotideos e numero de repeticbes. Entre os 120 possiveis cadidatos a locos
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microssatélites a serem testados, os motivos (AAG), e (AAT), foram encontrados em 1 e
2 sequéncias, respectivamente. Planeja-se adotar os critérios de Lim et al. (2004), e
incluir estes dois motivos em estudos futuros de populacdes de H. vastatrix. Entretanto,
as andlises realizadas neste trabalho foram importantes, pois subsidiaram a defini¢do de
critérios na escolha de outros microssatélites, uma vez que ndo se encontrou qualquer
relato de microssatélites em H. vastatrix.

Ao contrério do constatado com os marcadores microssatélites, houve alta
diversidade genética nas populacdes de H. vastatrix quando analisadas com marcadores
RAPD. Ja se havia comprovado a adequabilidade de marcadores RAPD em outros
estudos (Gouveia et al., 2005). A facilidade de uso desses marcadores € vantajosa
operacionalmente, bem como por permitir a comparacdo de estudos conduzidos em
diferentes locais, mas com mesmos primers. Assim, a dindmica evolutiva das mudancas
genéticas nas populacdes de H. vastatrix poderd ser monitorada. O conhecimento acerca
das mudancas genéticas nas populacdes é importante para subsidiar medidas de controle
da doenca, como o controle quimico e, no caso do patossistema C. arabica — H. vastatrix,
principalmente, o uso de variedades resistentes.

Populacgdes de H. vastatrix em Minas Gerais estdo estruturadas, principalmente
em funcdo do tipo de cultivo, se convencional ou organico. No presente estudo, a
diferenciacdo genética média (Gst = 0,22) foi similar a encontrada por Gouveia et al.,
(2005) (Gst = 0,26) para isolados provenientes da América do Sul. O valor de Gst aqui
obtido foi inferior aqueles para isolados da Africa (Gst = 0,86) e Asia (Gst = 0,76)
(Gouveia et al., 2005), porém ainda é considerado alto. Comparado ao que ocorre na
Africa e Asia, os resultados aqui obtidos corroboram o relatado por Gouveia et al. (2005),
e € possivel concluir que ha menor diferenciacdo genética entre subpopulacdes de H.
vastatrix na América do Sul e, especificamente, em Minas Gerais. Dois mecanismos
evolutivos podem estar associados a estes resultados: deriva genética e fluxo génico. A
ferrugem do cafeeiro foi primeiramente relatada em 1970 no Brasil, aproximadamente
100 anos apdés seu aparecimento no Ceildo. Assim, populacbes recentemente
estabelecidas ainda refletiriam o efeito fundador, com menor diversidade génica entre
subpopulacdes. Por outro lado, constatou-se haver fluxo génico entre subpopula¢es (Nm
de 1,45 a 11,9), o que contribuiu para menor diferenciacdo entre as mesmas.
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Comparacdes entre as frequéncias alélicas e genotipicas entre populacbes de Minas
Gerais, quantificadas no presente trabalho, aquelas relatadas para a América do Sul,
Africa e Asia poderdo revelar fatos interessantes, como por exemplo, os relacionados a
presenca ou auséncia de alelos privados, como mais um elemento a ser analisado no
estudo sobre a origem da introducéo da ferrugem no Brasil.

Maior diversidade genética foi constatada em populacdes de H. vastatrix obtida de
cafeeiros organicos. Todos os alelos presentes em populacfes de lavouras convencionais
também ocorreram em populacdes de lavouras organicas. Porém, dois alelos (OPD5-1800
e OPA9-400) podem ser considerados como privados de populagdes orgénicas. Sob
condicGes de lavouras organicas implantadas com variedades suscetiveis e nao utilizacao
de fungicidas especificos, a pressdao de selecdo sera menor sobre os individuos da
populacdo, o que favoreceria uma maior diversidade genética. Essa maior diversidade
observada em cultivos orgénicos reforca a importancia do melhoramento genético
voltado para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia multigénica,
principalmente para a implementacdo de lavouras manejadas com praticas alternativas de
controle da ferrugem.

Considerando-se os resultados obtidos com isolados de Minas Gerais, obteve-se
diferenciacdo genética em populagdes de H. vastatrix entre sistemas e regides de cultivo
do cafeeiro. Provavelmente, o sistema de cultivo assim como a regido de cultivo estejam
influenciando populacGes de H. vastatrix. Hamelim et al. (2000) verificaram associacdo
entre diferenciacdo genética e a origem geogréafica de duas populacbes de C. ribicola,
ferrugem heteroica, provavelmente advinda da auséncia de hospedeiros entre o leste e
oeste dos EUA, o que dificultou o fluxo génico de populagbes do fungo. Entretanto, o
mesmo nao ocorre para H. vastatrix, pois em Minas Gerais as lavouras cafeeiras estdo
distribuidas de forma quase continua por todo o Estado. Acredita-se que a diferenciacéo
genética observada seja mais influenciada pelas praticas de manejo adotadas nos cafezais
convencionais, as quais contribuiriam para selecdo e posterior estabelecimento de
populacdes geneticamente distintas das observadas em populacdes de H. vastatrix em
cafeeiros organicos.

Além do estudo populacional, avaliou-se, como ponto de partida, a integridade
das amostras de DNA de H. vastatrix. Para tal, utilizou-se o par de primers ITS1e ITS 4.
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O padréo de bandas gerado pelo par de primers ITS no isolado Hv150 e V. hemileiae foi
similar aquele obtido por Zambolim et al. (2005). Em Hv150, os dois fragmentos aqui
amplificados de aproximadamente 950 e 650 pb foram idénticos ao do isolado de
H.vastatrix proveniente de C. canephora ‘Conillon’, mas diferentes do isolado de H.
vastatrix raca Il, cujo padrdo continha apenas um fragmento de 950 pb (Zambolim et al.,
2005). O padrao de bandas de Hv150 diferiu também daquele do isolado de H. vastatrix
de C. arabica ‘Catuai’, o qual, além dos fragmentos de 950 e 650 pb, tem um terceiro
fragmento de 500 pb aproximadamente (Zambolim et al., 2005). O padrao de bandas do
isolado Hv150 repetiu-se nos 20 isolados monopustulares do fungo (H. vastatrix) (dados
ndo apresentados). Inicialmente, utilizaram-se os primers ITS para assegurar a
integridade das amostras de DNA de H. vastatrix. Porém, concluiu-se que, como em
Ceratocystis fimbriata (Thorpe et al., 2005), poder-se-iam utilizar estes primers para
detectar a variabilidade genética em regiGes ITS do DNA ribossomal de isolados de H.
vastatrix. Assim, em funcdo das divergéncias obtidas no padrdo de fragmentos gerados
pelos primers ITS, em relacdo ao obtido por Zambolim, et al. (2005), pretende-se
empregar os primers ITS 1 e ITS 4 para estudar a diversidade genética nos 120 isolados
de H. vastatrix da colecdo do Laboratério de Epidemiologia.

Acredita-se que esse trabalho seja 0 ponto de partida para direcionar estudos
relacionados a aspectos moleculares de H. vastatrix. A partir da otimizacdo das
metodologias de coleta, multiplicacdo, extracdo de DNA, PCR e de analises, planeja-se
aumentar o namero de isolados/populacdes do patogeno, inclusive de outros estados
produtores de café, em estudos futuros. Buscar-se-a, também, obter novos locos
microssatélites que gerem polimorfismo, marcadores considerados mais eficientes que o
RAPD (Liu & Cordes, 2004). Finalmente, serd importante associar resultados obtidos
com marcadores moleculares aqueles de monitoramento de racas fisioldgicas, viruléncia
e resisténcia a fungicidas. O conhecimento acumulado serd fundamental para caracterizar
mecanismos de variabilidade do patdgeno, os quais, em ultima analise, poderdo subsidiar

estratégias para aumentar a durabilidade da resisténcia do cafeeiro a ferrugem.
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6- CONCLUSOES

Com base na hipotese inicial e nos resultados obtidos, concluiu-se que:

O par de primers ITS 1 e ITS 4 foi eficiente em verificar a integridade das

amostras de DNA de H. vastatrix.

e O parde primers ITS 1 e ITS 4 tem potencial como marcador molecular e podera
ser utilizado para estudar a variabilidade genética de isolados de H. vastatrix em

experimentos futuros.
e Com os pressupostos locos microssatélites selecionados, ndo foi possivel detectar
variabilidade genética entre os isolados de H. vastatrix. Assim, outros

microssatélites deverdo ser avaliados.

e Os primers RAPD detectaram polimorfismos nos alelos presentes nas 12
populagdes de H. vastatrix estudadas.

e Maior diversidade génica foi observada em populagdes de H. vastatrix obtidas em

cafeeiros organicos.

e Considerando todos os locos, o coeficiente de diferenciacdo genética (Gst) entre

as populaces de H. vastatrix avaliadas foi alto (0,22).
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Tabela 1 — Origem dos 120 isolados de Hemileia vastatrix coletados em Minas Gerais e

avaliados nesse trabalho.

Sistema
de
cultivo

Regido/
Municipio

Isolados (Coordenadas geograficas do local de coleta)

1) Zona da Mata

Ervélia ©

©)

Hv159 (20°48°45” S, 42°39°37” W); Hv160 (20°48°46” S, 42°39°38” W); Hv161 (20°48'45”, 42°39'37" W)
Hv162 (20°48°45” S, 42°39°36” W); HV163 (20°4844” S; 42°39°36” W): Hv164 (20°48 44" S, 42°39'36” W);
HV165 (20°48°43” S, 42°39°37” W); Hv166 (20°48°43” S, 42°39°37” W); Hv167 (20°48°43” S, 42°39"38” W);
Hv169 (20°48 43S, 42°39°38")

HVO1 (20°54°48" S, 42°37° 24 W); Hv02 (20°54°48” S, 42°37°23” W); Hv03 (20°54°48" S, 42°37°23” W);
HV05 (20°54°48” S, 42°37°22” W); Hv06 (20°54°49” S, 42°37°22" W); HvO7(20°54 48" S, 42°37°22" W)
HV08(20°54°48” S, 42°37°21” W); Hv10(20°54°49” S,42°37° 21" W); Hv13(20°54"48” S,42°37" 21"W);
Hv15(20°54°47” S, 42°37°23” W);

Manhumirim ©

©)

Hv143 (20°19°48” S, 41°58 28" W); Hv144 (20°19°49” S, 41°58'30” W); Hv148 (20°19°48” S, 41°58'30” W);
Hv149 (20°19°47” S, 41°58"30” W); Hv150 (20°19°47” S, 41°58"30” W); Hv151 (20°19°47” S, 41°58"30” W);
Hv152 (20°19°46” S, 41°58"31” W); Hv153 (20°19°46” S, 41°58"32"” W); Hv154 (20°19°45” S, 41°58"32” W)
Hv156 (20°19°46” S, 41°58'32” W);

Hv128 (20°19°47” S, 41°59°02” W); Hv130 (20°19°46” S, 41°59°00” W); Hv132 (20°19°46” S, 41°58'58” W);
Hv133 (20°19°46” S, 41°58'58” W); Hv135 (20°19°47” S, 41°59°03” W); Hv138 (20°19°48” S, 41°59°06” W);
Hv139 (20°19°48” S, 41°59°06” W); Hv140 (20°19°48” S, 41°59°07” W); Hv141 (20°19°49” S, 41°59°07” W);
Hv142 (20°19°49” S, 41°59°07” W);

Tombos ©)

©)

Hv113 (20°54°25” S, 42°08 32" W); HV117 (20°54 23" S, 42°08 32" W); Hv118 (20°54 23" S, 42°08 32" W);
Hv120 (20°54'23” S, 42°08"31” W); Hv121 (20°54'23” S, 42°08°32” W); Hv123 (20°54'24” S, 42°0833” W);
Hv124 (20°54'24” S, 42°08"32” W); Hv125 (20°54'24” S, 42°08°32” W); Hv126 (20°54'24” S, 42°08'33” W);
Hv127 (20°54'24” S, 42°08°32" W);

Hv99 (20°56'57” S, 42°10°34” W); Hv100 (20°56'58” S, 42°10°34” W); Hv101 (20°56'57” S, 42°10°34” W);
Hv103 (20°56'58” S, 42°10°33” W); Hv104 (20°56'58” S, 42°10°32” W); Hv106 (20°56°59” S, 42°10°25” W);
Hv108 (20°57°00” S, 42°10°24” W); Hv110 (20°56'56” S, 42°10°23” W); Hv111 (20°56'59” S, 42°10°22” W);
Hv112 (20°56°69” S, 42°10°22” W);

2) Sul de Minas

Lavras (©

©)

HV68 (21°19°77" S, 44°54°75” W); HV70 (21°19°82” S, 44°54° 77" W); HV72 (21°19°89” S, 44°54° 77" W);
HV74 (21°19°86” S, 44°54°76” W): Hv75 (21°19°84” S, 44°54°76” W); HV76 (21°19°79” S, 44°54° 75" W);
HV77 (21°19°78” S, 44°54°75” W); HV78 (21°19°77” S, 44°54°75” W): HV79 (21°19°78” S, 44°54° 77" W);
Hv81 (21°19°81” S, 44°5478" W);

HV83 (21°19°20” S, 44°55'34” W): Hv84 (21°19°21” S, 44°55'33” W); Hv85 (21°19°23” S, 44°55'32” W);
HV87 (21°19°28” S, 44°55"31” W); Hv88 (21°19°37” S, 44°55"31” W); HV90 (21°19°38” S, 44°55"29” W);
HVO1 (21°19°40” S, 44°55°28” W); HVO5 (21°19°53” S, 44°55°30” W); HV96 (21°19°57” S, 44°55"32” W);
HVO7 (21°19'55” S, 44°55'31” W);

Machado ©

©)

Hv55 (21°36°07” S, 45°47°55” W); HV56 (21°36711” S, 45°47°56” W);HV58 (21°36719” S, 45°48°01” W),
Hv59 (21°36°25” S, 45°48°05” W); Hv60 (21°36726™ S, 45°48°06” W); Hv61 (21°36729” S, 45°48712” W);
Hv63 (21°36°37” S, 45°48°03” W); Hv64 (21°36°35” S, 45°48°00” W); Hv65 (21°36°30” S, 45°48°02” W);
Hv67 (21°36°10” S, 45°47°56” W),

Hv42 (21°36°07” S, 45°48712” W); Hv44 (21°36709” S, 45°4821” W);Hv46 (21°36°02” S, 45°48°14” W);
Hv47 (21°36°04” S, 45°48712” W); Hv48 (21°36°00” S, 45°4807” W); Hv49 (21°35'53” S, 45°48°00” W);
Hv51 (21°35°55” S, 45°47°57” W); Hv52 (21°35°58” S, 45°47°52” W); Hv53 (21°35750” S, 45°47°48” W);
Hv54 (21°35°46™ S, 45°47°46” W);

Pocos de ©
Caldas

©)

HV16 (21°43' 27" S, 46°33 25" W); Hv17 (21°43'23" S, 46°33 24" W); Hv18 (21°43'20" S, 46°33 28" W),
Hv19 (21°43'12” S, 46°33'28” W); Hv20 (21°43°14” S, 46°33'27" W);Hv21 (21°43°18" S, 46°33°27" W);
Hv22 (21°43'20" S, 46°33'25” W); Hv24( 21°43'32” S, 46°33'26” W); Hv25 (21°43'33" S, 46°33'23” W);
Hv26 (21°43°36” S, 46°33'35” W);

Hv29 (21°43'28” S, 46°35"30” W); Hv30 (21°43'33” S, 46°35"29” W); Hv31 (21°43'35” S,46°35 31" W);
Hv32 (21°43°40” S, 46°35'37” W); Hv34 (21°43'50” S, 46°35"43” W);Hv35 (21°43'54” S, 46°35 38" W)
Hv36 (21°43'53” S, 46°35'36” W); HV37 (21°43'50” S, 46°35"33” W); Hv38 (21°43°48” S, 46°35"31” W);
Hv39 (21°43'49” S, 46°35°40” W)

* C = Sistema de cultivo Convencional, O = Sistema de Cultivo Organico
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Tabela 2 — Codigo de identificacdo, seqiiéncia de nucleotideos, tamanho do fragmento a

ser amplificado e motivos repetitivos dos oito pressupostos locos microssatélites.

) - A s , Fragmento .
Primer Cadigo Sequéncia (5’ - 3’) ?pb) Motivo
HEVALSGE. . F: AATGTCATTGAGCACGGTATT - (TAA)
001-003-A09 PP R: CCAGGCTGCTAGACTTACCC
HEVA.SG. - F: TCCTTAGGACTGAGTATTTCTTATGC 179 (TR
001-006-co8 PP R: TTAGGCCATGGATTAGCTATTT
HEVA.SG. -~ F: ACCAGGTGGTGGTAAAGGTG 136 (GGA),
001-010-co5 PP R: CACTGGCCCATCACATACTG
HEVA.SG. - F: CGGCCTCCCTTATCTCATTC 206 (AT
001-012-Gog PP R: TGGATTTCTGCATTACAGTTTCA

F:
oHog\-/c%-ls-gc-)s opSSRO5  AAAACTACTCATACTGAACAGGTGGT 260 (TGA)s
R: TCCATGATAGCTTCTTCTTGCTT
HEVA.SG. - F: GTTTAAGCATTCCGCACGTA 208 (AT)
001-005-A08 PP R: CCTAATCAAATGGCTGGTGG
HEVASG. N F: TTTTGACGCCTTCTTTTTGG 17 (TC)*
001-008-D08 PP R: AGGAGAGACAAAGCACGGAA
HEVA.SG. - F: TCTTTCCAGCCACCTACACC 150 (AT},
001-008-D12 PP R: AAAACAAAAACAAAAACAAAAGCA

1 = Hemileia vastatrix

2 = Shot gun

* = par de primer inicialmente considerado promissor.
** = motivos comuns a Hemileia vastatrix e a outros fitopatdgenos.
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Tabela 3 — Freqgiiéncia dos 20 locos RAPD nas 12 populacGes de isolados de Hemileia vastatrix obtidos em sistemas de cultivo
convencional (C) e organico (O) de municipios da Zona da Mata e do Sul de Minas.

Populagbes Zona da Mata Sul de Minas
. . Pogos de Freqiiéncia.
L 0cos Ervélia Manhumurim Tombos Lavras Machado Caldas édialloco
C 0 C O C 0 C 0 C 0] C 0]
OPD5-2100 0,68 0,22 0,29 1,00 0,45 0,22 0,68 1,00 0,68 0,45 0,36 0,45 0,47
OPD5-1800 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,36 0,00 0,05 0,00 0,00 0,03
OPD5-1500 0,10 0,00 0,00 0,29 0,05 0,29 0,36 0,00 0,05 0,05 0,05 0,00 0,09
OPD5-1400 0,10 0,00 0,68 0,36 0,05 0,36 0,36 0,00 0,05 0,05 0,05 0,05 0,15
OPD5-1200 0,00 0,10 0,00 0,00 0,16 0,00 0,16 1,00 0,22 0,22 0,16 0,16 0,14
OPD5-900 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,29 1,00 1,00 0,68 0,68 1,00 1,00 0,75
OPA9-1700 0,00 0,00 0,05 0,22 0,00 0,68 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05 0,00 0,07
OPA9-1500 0,00 0,00 1,00 0,05 0,00 0,36 0,00 0,00 0,00 0,05 0,05 0,00 0,04
OPA9-1300 0,22 0,36 0,36 0,45 0,10 0,45 0,22 0,22 0,29 0,05 0,10 0,10 0,23
OPA9-1150 0,22 0,22 0,16 0,05 0,10 0,29 0,05 0,55 0,16 0,10 0,10 0,05 0,16
OPA9-1000 0,22 0,36 0,36 0,45 0,16 0,29 1,00 0,68 0,29 0,10 0,22 0,16 0,32
OPA9-900 0,68 0,55 0,36 0,68 0,68 0,22 0,29 0,29 1,00 0,68 0,55 1,00 0,51
OPA9-400 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05 0,01
OPF6-1500 0,68 0,22 0,22 0,10 0,10 0,10 0,00 0,36 0,16 0,36 0,10 0,10 0,20
OPF6-1300 0,22 0,22 0,68 0,55 0,29 0,36 0,68 0,16 0,29 0,05 0,05 0,10 0,27
OPF6-1200 0,10 0,00 0,00 0,00 0,05 1,00 0,16 0,29 0,16 0,16 0,16 0,05 0,09
OPF6-1100 0,16 0,16 0,00 0,05 0,22 0,16 0,16 0,05 0,36 0,10 0,05 0,00 0,12
OPF6-1050 0,45 0,22 0,16 0,05 0,05 0,00 0,45 0,68 0,22 0,10 0,36 0,22 0,22
OPF6-1000 0,05 0,16 0,10 0,10 0,00 0,05 0,00 0,00 0,05 0,16 0,10 0,00 0,06
OPF6-900 0,36 0,29 0,68 0,55 0,55 0,45 0,00 0,36 0,10 0,29 0,55 0,68 0,37
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Tabela 4 — Estatisticas de diversidade entre populagdes de Hemileia vastatrix, hierarquizadas por
sistema de cultivo, regido de cultivo, municipios e lavouras.

Nivel de hierarquia n na ne h
Sistema de Cultivo
Convencional (C) 60 1,9+030° 142+034 0,26+0,17
Organico (O) 60 2,0+0,00 1,46 +£0,29 0,29+0,13
Regido de Cultivo
Zona da Mata (M) 60 2,0+0,00 145+0,34 0,27 +0,17
Sul de Minas (S 60 2,0+0,00 1,42+0,32 0,26+0,15
Municipio
Ervalia M 20 180041 140+0,37 0,24+0,19
Manhumirim M 20 180%+041 141+040 0,24+0,19
Tombos M 20 195+0,22 146+0,33 0,28+0,17
Lavras S 20 1,75+044 142+0,32 0,26+£0,17
Machado S 20 2,00+0,00 136+0,25 0,24+0,13
Pocos de Caldas S 20 190+0,30 1,27+0,29 0,18+0,15
Lavoura
Ervalia cC 10 1,70+042 137+033 0,23%0,18
O 10 165+049 136+033 0,22+0,19
Manhumirim C 10 160+050 136+036 0,21+0,20
O 10 1,75+044 139+£040 0,22+0,20
Tombos C 10 1,70+047 1,29+0,33 0,18%0,17
O 10 180+041 150£036 0,29%0,19
Lavras C 10 155+051 133+£037 0,20%0,20
O 10 155+051 137+£039 0,21+0,21
Machado C 10 180+041 137£030 0,23%0,17
O 10 195+0,22 135+030 0,23%0,15
Pocos de Caldas C 10 185+£0,37 132+0,33 0,20£0,17
O 10 160+050 120+£027 0,14%0,15
Sobre todos os locos 2,00+0,00 144+£031 0,28+0,15

n = nimero de individuos.

na = namero observado de alelos.
ne = numero efetivo de alelos.

h = Diversidade génica de Nei.

* = desvio padrao.
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Tabela 5 — Estimativas de diversidade genética de populacdes de Hemileia vastatrix por sistema de

cultivo, regido de cultivo e entre municipios.

Niveis de hierarquia n H; Hs Gst Nm
Sistema de cultivo
Convencional (C) 60 025+003  021+002 018 2,22
Organico (©0) 60 0,29+0,01 0,22+0,01 0,25 1,45
Regiéo de cultivo
Zona da Mata (M) 60 0,27 0,02 0,22+0,02 0,17 2,32
Sul de Minas (S 60 0,26+0,15 0,20£0,01 0,23 1,64
Municipio
Ervalia M 20 0,24 +0,03 0,22+0,03 0,06 7,57
Manhumirim M 20 0,24+0,04 0,22+0,03 0,09 4,82
Tombos M 20 0,28+0,03 0,23+0,02 0,15 2,71
Lavras S 20 0,26 +0,03 0,20£0,02 0,20 1,89
Machado S 20 0,24 +0,02 0,23£0,01 0,05 9,39
Pocos de Caldas S 20 0,18+0,02 0,17+£0,02 0,04 11,90
Sobre todos os locos 0,27 £ 0,02 0,21+£0,01 0,22 1,70

n = ndmero de individuos.
H; = diversidade total.

H, = diversidade dentro de populacao.
Gst = diferenciacédo genética entre populacéo.

Nm = namero de migrantes.
* = desvio padrao.
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Tabela 6 — Teste de homogeneidade dos 20 locos RAPD nas 12 popula¢des de Hemileia vastatrix,
com 11 graus de liberdade.

Loco X2 Probabilidade
OPD5-2100 32,11 0,0007
OPD5-1800 32,39 0,0007
OPD5-1500 20,70 0,0365
OPD5-1400 34,86 0,0003
OPD5-1200 54,09 0,0000

OPD5-900 55,50 0,0000
OPA9-1700 53,51 0,0000
OPA9-1500 28,94 0,0023
OPA9-1300 11,53 0,3997
OPA9-1150 15,43 0,1634
OPA9-1000 30,77 0,0012
OPA9-900 30,18 0,0014
OPA9-400 4,17 0,9644
OPF6-1500 22.35 0,0217
OPF6-1300 25,97 0,0065
OPF6-1200 11,25 0,4222
OPF6-1100 11,18 0,4282
OPF6-1050 24,27 0,0116
OPF6-1000 6,72 0,8208
OPF6-900 20,88 0,0346
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