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Abstract

Colletotrichum kahawae is a specialized hemibiotrophic plant pathogen, responsible for the
Coffee Berry Disease (Antrachose dos frutos verdes do cafeeiro) and it presents itself as one
of the biggest threats to the production of Arabica coffee in Africa. This disease can account
for a loss of up to 80% of production if no measures are taken, in years of strong epidemics.
The main goal of this work is to study the interaction between Coffea arabica — C. kahawae,
with particular interest in the infection process and the genes involved in the occurrence of a
successful infection, mainly during the first biotrophic steps and the switch to necrotrophy. The
results obtained through bioinformatics analysis of the proteome, generated from the genome
sequencing, of C. kahawae and through the analysis of the expression profiles of seven
transcripts potentially involved in pathogenicity and in the establishment of infection, showed
that cutinases are essentially involved at the beginning of the infection, probably resulting in
the penetration of the host tissues. Pectate lyases and lysine domain proteins (LysM) probably
play an important role during the switch to necrotrophy and the colonization of host tissues
during the necrotrophic phase. The ceramidases and at least one of the peroxidases studied
revealed activity during the colonization of the host tissues throughout the infection process.
This study offers a deeper understanding of the mechanisms involved in the interaction
between Coffea arabica - C. kahawae, which contributes to developing coffee culture
protection strategies based on this knowledge of host resistance and the pathogenicity of the

pathogen.
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Resumo

Colletotrichum kahawae é um fungo hemibiotréfico especializado, responsavel pela
antracnose dos frutos verdes do cafeeiro, doenca mais conhecida como CBD (do inglés
Coffee Berry Disease). Esta doenca apresenta-se como a maior ameaca para a producao de
Coffea arabica no continente africano, podendo levar a perdas de 80% de producéo quando
nenhuma medida é tomada e em anos de fortes epidemias. Este trabalho foca-se
essencialmente na interacdo Coffea arabica — C. kahawae, com particular interesse nas
etapas mais importantes do processo de infecdo e os genes possivelmente envolvidos no
estabelecimento da doenca (fase biotrofica) e no switch para a necrotrofia. Os resultados
obtidos através da andlise bioinformatica do proteoma, previsto a partir da sequenciacao do
genoma, de C. kahawae e através da analise dos perfis de expressdo de sete transcritos
potencialmente envolvidos na patogenicidade e no estabelecimento da infecdo, mostraram
que as cutinases estdo essencialmente envolvidas no inicio da infe¢do, provavelmente
relacionadas com a penetracdo dos tecidos do hospedeiro, as pectato liases e as proteinas
com dominios de lisina (LysM) provavelmente tém alguma funcéo durante o switch para a
necrotrofia e a colonizagdo dos tecidos do hospedeiro durante a fase necrotrofica. As
ceramidases e pelo menos uma peroxidase estudada revelam também acéo na colonizagéo
dos tecidos do hospedeiro ao longo de todo o processo de infe¢gdo. Em conjunto, os resultados
permitem aumentar o conhecimento sobre os mecanismos da interagdo Coffea arabica - C.
kahawae contribuindo para que as estratégias de protecdo da cultura do café se baseiem no

conhecimento da resisténcia do hospedeiro e da patogenicidade do agente patogénico.
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I.  Introducéo
A producédo de café é uma atividade de elevado interesse econdémico a nivel mundial,
sendo uma das principais receitas dos paises em desenvolvimento (Antonio, 2008). Como em
todas as culturas agricolas, o aparecimento de doencas prejudica gravemente 0s niveis de
producao e rendimentos econdémicos da atividade agricola.

O fungo Colletotrichum kahawae é o agente causal de antracnose dos frutos verdes do
cafeeiro (Coffee Berry Disease na versdo em inglés, CBD). Este agente patogénico emprega
uma estratégia de infecdo hemibiotrofica, ou seja, num primeiro estagio apresenta-se como
um fungo biotréfico e em média, entre as 48 e as 72h, passa a necrotréfico. Esta doenca
causa grandes perdas, uma vez que, ao infetar os frutos verdes, impede o desenvolvimento
da semente (Batista et al., 2017; van der Vossen & Walyaro, 2009). A CBD ¢é considerada a
maior ameaca a producéo de café arabica em Africa, levando a perdas de produgéo entre 0s
50-80% em anos de epidemias severas e se nenhuma medida de controlo for aplicada. Até
agora, a CBD esta restrita a Africa, mas o risco de sua introducdo na América e na Asia
representa uma séria ameaca a cafeicultura nestas regides e faz com que o C. kahawae seja

um organismo de quarentena (Silva et al., 2006; van der Vossen & Walyaro, 2009).

Neste trabalho pretende-se estudar a interagédo Coffea arabica - Colletotrichum kahawae,
com particular enfase nas principais etapas do processo de infecdo e nos genes que
determinam a transi¢ao para a necrotrofia e para o estabelecimento da doenca. Para tal foram
utilizados hipocétilos de cafeeiro para a inoculagdo com suspensdes conidiais do fungo,
permitindo a recolha de amostras para estudos de expresséo genética ao longo do processo

de infecéo.

Apesar do pouco conhecimento existente sobre os mecanismos moleculares que regulam
0 estabelecimento desta interacdo, existem alguns trabalhos com outras intera¢cdes com
fungos do género Colletotrichum que referem alguns genes potencialmente relacionados com
a patogenicidade (Gan et al., 2013; Vieira et al., 2016). Esta informac&o permite, em paralelo,
a andlise de dados de RNAseq e de sequenciagdo do genoma por NGS (llumina),
anteriormente obtidos, permite, com recurso a diversas ferramentas bioinforméaticas,

selecionar um conjunto de possiveis efetores para este estudo.



Revisdo Bibliogréfica

a. Coffea arabica

O cafeeiro é uma planta arbustiva, da familia botanica Rubiaceae, cujo produto
economicamente importante sdo as sementes, os graos de café. No género Coffea existem
mais 100 espécies diferentes, no entanto apenas duas tém importancia econdémica, C. arabica
Linnaeus e C. canephora Pierre ex Frohener (Robusta) (Brisdon & Vercourt, 1988; Cros et al.,
1998; Sondahl & Baumann, 2001) que representam respetivamente 61% e 39% da producéo
mundial de café (ICO, 2019).

A espécie C. canephora foi descrita pela primeira vez em 1895, sendo natural da Africa
Ocidental. Esta espécie é diploide (2n=2x=22 cromossomas) e alogamica, a sua temperatura
Otima de crescimento varia entre 24 e 30 °C e a baixa altitude, 0 a 700 metros, com uma
precipitacdo anual de 2000-3000 mm. Esta espécie é cultivada essencialmente na Africa
central e ocidental, no sul e ocidente Asiatico e no Brasil e produz um café que habitualmente
€ considerado de menor qualidade do que C. arabica mas com um teor de cafeina mais
elevado (entre 1,7 e 4%) (Clifford & Willson, 1985).

A espécie C. arabica foi descrita por Linnaeus em 1735 e é oriunda das zonas
montanhosas do Sul da Etidpia, préximas da linha equatorial (Righi, 2005). Est4 adaptada a
uma temperatura de 15 a 24 °C, em altitudes que variam entre 1000-2000 metros com uma
precipitacao anual de 1500-2000 mm. Esta espécie € atualmente cultivada na América latina,
Africa oriental, india e Indonésia, produz um café de melhor qualidade com um teor de cafeina
entre 0,8 e 1,4%. Apresenta-se como sendo a Unica espécie, do seu género, alotetraploide
(2n=4x=44 cromossomas) e autogamica (Batista de Sa, 2010; Davis et al., 2006). Segundo
Lashermes et al. (1999), esta espécie podera ter origem da hibridacdo de outras duas

espécies, C. eugenioides e C. canephora.

A planta do cafeeiro pode atingir entre 8 e 10 metros de altura, desenvolvendo-se a partir
de um caule principal, de onde em seguida irdo crescer pares de ramos laterais, horizontais.
A partir destes ramos laterais poderdo ainda desenvolver-se ramos secundarios e terciarios
(Antdnio, 2008).

Em 2018 os maiores produtores de café foram o Brasil, o Viethame e a Colédmbia que
produziram respetivamente 35,15; 29,48 e 12,8 milhGes de sacas de café (saca igual a 60 kg).
Os maiores consumidores foram a Finlandia, a Noruega e a Islandia com o consumo per capita
de, respetivamente, 12 kg, 9,9 kg e 9 kg (ICO, 2019).



b. Antracnose dos frutos verdes do cafeeiro

A antracnose dos frutos verdes do cafeeiro foi detetada pela primeira vez em 1922 no
oeste do Quénia (McDonald, 1926). Inicialmente o agente causal desta doenca foi identificado
como C. coffeanum, uma espécie descrita em 1901 por Noack e que foi isolado de manchas
nas folhas do cafeeiro arabica no Brasil. Posteriormente, Rayner (1952) criou o taxon C.
coffeanum var. virulans para acomodar os isolados de C. coffeanum responséveis pela
sintomatologia nos frutos verdes e assim diferencia-los dos que causam sintomatologia nas
folhas. Este agente patogénico também era referenciado como C. coffeanum Noack sensu
Hindorf (Hindor, 1974, 1970). Waller et al. em 1993, tendo por base estudos morfolégicos e
bioquimicos, definiram este fungo como uma espécie independente, de nome cientifico
Colletotrichum kahawae J.M. Waller & P.D. Bridge, utilizando como epiteto especifico a
palavra suaili para café (kahawae).

A CBD espalhou-se do Quénia, para Angola em 1930, para o Zaire em 1937, para 0s
Camardes entre 1955 e 1957, para o Uganda em 1959, para a Tanzania em 1964, para a
Etiopia em 1971 (van der Graaff, 1981), para o Malawi em 1985 (Lutzeyer, 1993) e para o
Zimbabué e Zadmbia em 1985 (Masaba & Waller, 1992). O principal fator para a dispersao
desta doenca pelas principais regides produtoras de café arabica do continente africano foi a
falta de controlo na movimentagdo de material vegetal proveniente de zonas infetadas com
CBD (Giddisa, 2016).

O fungo C. kahawae em termos taxondmicos pertence ao filo Ascomycota, a classe
Sordariomycetes, a ordem Glomerellales e a familia Glomerellaceae (National Center for
Biotechnology Information Taxonomy Browser,
https://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi). E um fungo hemibiotréfico, ou
seja, 0 seu desenvolvimento inicia-se de forma biotréfica, dependendo dos tecidos vivos do
hospedeiro, e, depois de instalado, passa a necrotréfico, subsistindo a partir de tecidos

vegetais mortos (Silva et al., 2006).

A variabilidade genética de C. kahawae foi estudada com recurso a diferentes marcadores
moleculares tendo sido observados baixos niveis de polimorfismo genético (Derso & Waller,
2003; Bridge et al., 2008; Loureiro et al., 2011; Silva et al., 2012; Vieira et al., 2018). Silva et
al. (2012), através de estudos filogenéticos e de genética populacional, distinguiram trés
haplétipos que nomearam de acordo com a sua origem geogréfica: Angola, Camardes e Africa
Oriental. Verificaram que a populagdo angolana seria a mais ancestral e as populacfes do

este africano seriam as mais recentes.

Mais recentemente Vieira et al. (2018), analisando um painel de milhares de polimorfismos

nucleotidicos unicos (SNPs), obtidos pela técnica de “RAD-seq” também identificou trés
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populacbes geneticamente distintas (Angola, Camardes e Africa Oriental). No entanto, os
resultados destes autores sugerem que a populacdo de Angola e da Africa Oriental tenham
surgido praticamente ao mesmo tempo, e, s6 mais tarde, a populacdo dos Camardes tera
emergido a partir da populacdo de Angola. Além disso, encontraram também duas linhagens
clonais na populacdo angolana. Este estudo, confirmou a baixa variabilidade genética do
fungo C. kahawae, onde a ocorréncia de eventos de recombinacéo € rara, parecendo ser um
verdadeiro fungo clonal, ainda que possam ocorrer eventuais trocas de material genético,
como deverd ter ocorrido na populagdo angolana. As populagdes clonais tém uma grande
vantagem a nivel demografico uma vez que um unico individuo pode colonizar um habitat livre
e gerar descendéncia em elevado numero (Bazin et al., 2014; Hansen et al., 2016). No
entanto, o seu potencial de adaptagdo a novos habitats é inferior devido a raridade dos
eventos de recombinacdo genética (Dutech et al., 2017). Paralelamente, alguns autores
referem que fungos assexuados tém tendéncia a acumular mutacbes de delecdo que os

podem levar a extingcdo (Bazin et al., 2014; Weir et al., 2016).

Em termos patolégicos, C. kahawae afeta todos os estados fenolégicos e 6rgaos da
planta, incluindo folhas, flores e frutos maduros, mas os maiores impactos na reducédo da
produtividade devem-se a infe¢bes nos frutos verdes, afetando a produgéo dos gréos de café
(Firman, 1964; Masaba & Waller, 1992; Silva & Varzea, 2006).

Os sintomas nos frutos verdes podem ser de dois tipos, lesdes ativas ou lesdes scab (ou
sarna) (Figura 1). As primeiras correspondem aos sintomas que se observam em interagcfes
suscetiveis e caracterizam-se por pequenas manchas negras, em depressao, que podem
desenvolver-se rapidamente e cobrir toda a superficie dos frutos, que podem cair ou

permanecer mumificados na planta. Em condi¢gbes de humidade elevada, sob a superficie

PRy

lesada, o fungo produz uma
massa de esporos de tom
rosado/alaranjado e esta
capacidade de esporulacdo pode
manter-se durante varios meses
apos ainfecao (Masaba & Waller,
1992). As lesdes do tipo scab
apresentam-se sob a forma de
lesbes de pequena dimenséo,

cor de camurca e em depressao,

de formato variavel e geralmente

superficiais e correspondem aos Figura 1 - Sintomas da antracnose dos frutos verdes do cafeeiro.
) . Fonte: Bedimo et al., 2010.
sintomas macroscopicos de



resisténcia. Sobre estas lesGes podem ou ndo aparecer acérvulos dispersos em circulos
concéntricos (Varzea et al., 2002). Este tipo de lesdes poderd evoluir para lesdes ativas, na
fase de amadurecimento dos frutos, sem afetar o seu crescimento ou desenvolvimento e sem
ter efeitos aparentes na producdo (Masaba & Waller, 1992), sendo entdo o Unico tipo de
lesBes em variedades de cafeeiro resistentes (Firman, 1964; Masaba & Waller, 1992; Varzea
et al., 2002).

Nas variedades suscetiveis, a suscetibilidade dos frutos do cafeeiro a esta doenca
depende do seu estado de desenvolvimento. Os frutos sdo suscetiveis na fase de expanséo
(8 a 12 semanas apés a floragdo), muitos suscetiveis na fase do endosperma (15 a 24
semanas apos a floragdo) e na fase de maturacdo. Na fase de pré-maturacdo (25 a 31
semanas apoOs floragdo) os frutos sdo menos suscetiveis, apresentando até alguma
capacidade de resisténcia e podendo haver paragem na evolug¢do de lesfes ja existentes
(Muller, 1964; Muller, 1980; Véarzea et al., 2002) (Figura 2).

Nao Nio
Suscetivel suscetivel Suscetivel suscetivel Suscetivel

Fruto verde

Cabeca de ) Fase de

Floragdo 9 alfinete X expansio

> > —

Fase de

endosperma Pré-maturagdo Maturagdo

+ L >

Semanas 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
apos floragdo

Figura 2 — Estados fenolégicos do desenvolvimento dos frutos do cafeeiro, associadas as fases de
suscetibilidade a doencga. Adaptado de Macedo, 1994.

A infec&o inicia-se pelo desenvolvimento de conidios a partir dos acérvulos presentes nos
ramos ou frutos mumificados, do ciclo produtivo anterior (Firman, 1964). Segundo Gibbs
(1969), os frutos infetados sao a principal fonte de in6culo, uma vez que a progressao da
doenca esta mais dependente do in6culo presente nestes 6rgaos. A germinagcdo dos esporos
da-se em condi¢bes de humidade relativa de cerca de 100% e é essencial a existéncia de
uma fina camada de agua resultante de precipitacdo, neblina ou orvalho (Nutman & Roberts,
1960a; Nutman & Roberts, 1960b). A temperatura de germinacédo 6tima é de 22°C (Nutman &
Roberts, 1960b; Varzea et al., 2002).

O primeiro passo para a infe¢cdo é a germinagéo dos conidios de C. kahawae originando
tubos germinativos, na extremidade dos quais se diferenciam apressoérios, que irdo ser
melanizados, permitindo a penetracdo e colonizagdo dos tecidos vegetais do hospedeiro,
diretamente através das células da epiderme (Garcia, 1999; Chen, 2002; Silva et al., 2006;

Loureiro, 2008). A hifa de infecdo penetra o limen da célula do hospedeiro e forma uma
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vesicula de infecdo. O periodo de biotrofia, em que o fungo depende de células vivas para o
seu desenvolvimento vegetativo, pode durar entre 48 e 72 horas apOs inoculacao,
dependendo do nivel de agressividade do isolado. Neste periodo ndo sdo observaveis
sintomas (Varzea, 1990; Varzea et al., 2002; Silva et al., 2006). De seguida observa-se a
ramificacdo intra e intercelular das hifas e o fungo passa para a fase necrotréfica em que
ocorre morte das células do hospedeiro (Garcia, 1999; Silva et al., 2006; Loureiro, 2008). O

ciclo da doenca esté representado na Figura 3.

Fase Biotrofica

Apressorios melanizados (A) Apressorios melanizados (A)
e vesiculas de infegdo (V) e hifas (H)

24h

Conidio germinado (C)
com apressorio (A)

Hifas em células necréticas
do hospedeiro

LesBes escuras Fase Necrotréfica

em depressao
com esporulacdo

Figura 3 - Representacao esquemaética do ciclo da doenca antracnose dos frutos verdes do cafeeiro. Adaptada
de Diniz et al., 2017; Loureiro et al., 2012; Silva et al., 2006 e Vieira, 2018.

c. Interacdo hospedeiro-agente patogénico

Na luta pela sobrevivéncia, as plantas desenvolveram diversas estratégias de defesa que
Ihes conferem a capacidade de resistir aos ataques por parte de microrganismos e insetos,
entre outros. Estas estratégias de defesa dividem-se essencialmente em dois tipos: as
defesas constitutivas e as defesas induzidas (Greenberg & Yao, 2004).

As defesas constitutivas sdo aquelas que se encontram sempre presentes,
independentemente do tipo de agressdo. S&o caracteristicas estruturais das plantas como
ceras, pelos, a producdo de um composto antifingico, entre outras, que impedem ou

dificultam a penetracdo de microrganismos.



As defesas induzidas, tal como o nome indica, sdo ativadas em resposta a um ataque por
parte de um agente patogénico. Este tipo de defesa envolve diversos mecanismos de
transmisséo de sinal e requer a rapida modulacédo da expressdo génica, de modo a produzir
proteinas essenciais no combate ao microrganismo. Estas defesas consistem essencialmente
em dois tipo de respostas (Vleeshouwers et al., 2008). As primeiras ocorrem na face externa
da célula hospedeira e sdo desencadeadas por padrdes moleculares caracteristicos dos
agentes patogénicos, Pathogen-associated molecular pattern (PAMP), reconhecidos por
recetores de reconhecimento PPR (do inglés Pattern recognition receptors), resultando na
imunidade desencadeada por PAMP (PTI, do inglés PAMP-triggered immunity). Os segundos
tipos de resposta ocorrem ja no espaco intracelular da célula hospedeira e envolvem a
percecdo de moléculas associadas a viruléncia, excretadas pelo agente patogénico. Estas
moléculas sdo comumente denominadas efetores e o seu reconhecimento induz a imunidade
(ETI, do Inglés Effector-triggered immunity). Se ndo forem reconhecidos, os efetores
funcionam como determinantes de viruléncia e s8o essenciais para que a infecdo se
estabeleca com sucesso (Gan et al., 2016, 2013; Presti et al., 2015; Rao & Nandineni, 2017).

Se reconhecidos, funcionam como fatores de aviruléncia (Jones & Dangl, 2006).

Ao longo da evolugéo, os fungos e outros agentes patogénicos desenvolveram também
eles diversas estratégias para infetar e colonizar os seus hospedeiros, intervindo em
processos bioguimicos, fisioldgicos e morfolégicos. O sucesso ou insucesso da infecdo esta,
portanto, relacionado com as proteinas efetoras de patogenicidade, em particular com o seu
reconhecimento ou ndo por parte do hospedeiro (Hogenhout et al., 2009; Stergiopoulos & de
Wit, 2009). Estas proteinas podem ser agrupadas em duas classes, consoante o seu alvo —
efetores do apoplasto ou do citoplasma (Kamoun, 2006). Os fungos biotréficos e
hemibiotréficos instalam-se dependendo de tecidos vegetais vivos e excretam ambos o0s tipos
de efetores. Muitos dos efetores sdo proteinas ricas em cisteina que permitem a sua
estabilidade no apoplasto do hospedeiro, ambiente hostil rico em proteases e outras
hidrolases (Kamoun, 2006; Selin et al., 2016; Stergiopoulos & de Wit, 2009). A expresséo
destas proteinas é especifica durante a penetracao celular e colonizagéo da fase biotréfica do
fungo (de Jonge et al., 2011; Djamei & Kahmann, 2012; Rafigi et al., 2012). A maioria das
proteinas efetoras sdo muito diversas em termos de sequéncias e ndo contém zonas
conservadas, pelo que a sua previsdo tem vindo a ser realizada com base em diferentes

critérios, baseados em caracteristicas observadas em efetores conhecidos (Kamoun, 2006).

Os efeitos da infecdo de C. arabica por C. kahawae podem ser devastadores levando a
perdas de producdo na ordem dos 80% quando nenhum tipo de medida de controlo é utilizado
(Silva et al., 2006; Bedimo et al., 2010; Hindorf & Omondi, 2011). Por esta raz&o, além de um

enfoque nos programas de melhoramento das plantas do cafeeiro, que constitui uma
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importante ferramenta para o controlo desta doenca (Vieira et al., 2018), é também importante
realizar estudos que permitam conhecer os mecanismos moleculares e funcionais do agente

patogénico que lhe permitem estabelecer com sucesso a infecéo (Vieira et al., 2016).

Nos ultimos anos foram publicados os genomas de cerca de 32 espécies de Colletotrichum
(Baroncelli et al., 2017), tendo sido realizados diversos estudos de genémica comparativa,
uns focados nos genes relacionados com a patogenicidade (Gan et al., 2013), outros ha
especializacdo em relacdo ao hospedeiro, (Baroncelli et al., 2016; Gan et al., 2016), outros
nos mecanismos de transicdo da biotrofia para a necrotrofia (O’Connell et al., 2012) e outros
entre estilos de vida endofiticos e parasitarios (Hacquard et al., 2016; Hiruma et al., 2016).
Paralelamente, diversas analises comparativas dos secretomas revelaram que a maioria das
proteinas previstas como sendo segregadas possuem atividade enzimatica, e muitas sao
candidatas a serem efetores (Lelwala et al., 2019, Rao & Nandineni, 2017, Baroncelli et al.,
2016; Gan et al., 2013; O’Connell et al., 2012; Sanz-Martin et al., 2016). A variedade de
hospedeiros existente em Colletotrichum sp. parece estar associada a perda ou ganho de
familias de genes, tais como as familias de enzimas ativas de hidratos de carbono (CAZymes,
do inglés Carbohydrate Active Enzymes) e as proteases (Baroncelli et al., 2016, 2017) que no
caso do género Colletotrichum estdo altamente expandidas em comparagdo com outros
Sordariomycetes (Baroncelli et al.,, 2016; Gan et al., 2013), sugerindo uma importancia
crescente dessas familias de genes nos processos de infecdo em diferentes hospedeiros e
na adaptacdo aos diferentes estilos de vida (Gan et al., 2016). A analise comparativa dos
secretomas de diferentes espécies, sugere a existéncia de algumas estratégias de infegédo
conservativas, uma vez que alguns dos efetores identificados sdo homélogos conhecidos
noutros agentes patogénicos (Baroncelli et al., 2017). Entre eles encontram-se proteinas
como NPP1, enzima indutora de necroses em Phytophthora sp., a proteina segregada BAS2,
associada com a biotrofia em Magnaporthe oryzae (Mosquera et al., 2009), a PEP1, proteina
relacionada com a patogenicidade de Fusarium sp. em ervilhas (Coleman et al., 2011). No
genoma de C. orbiculare sdo ainda codificadas pequenas proteinas semelhantes a SIX1 e
SIX6 (Secreted In Xylem) de Fusarium oxysporum e um homologo do efetor de aviruléncia

Avel de Verticillium dahliae, F. oxysporum e C. higginsianum (de Jonge et al., 2012).

Estudos dos perfis de expressao génica revelaram que as CAZymes, juntamente com
outras classes de proteinas segregadas (por exemplo proteinas contendo dominios de lisina
- dominio LysM), sédo altamente moduladas durante o processo de infecdo, sugerindo um
papel importante na patogenicidade (Gan et al., 2013; Kleemann et al., 2012; O’Connell et al.,
2012). Dados de RNAseq para a interacdo C. fructicola - Fragaria x ananassa revelaram
também a expressao diferencial ao longo do processo de infe¢cdo de genes envolvidos na

degradacao da parede celular da planta, metabolismo secundario e desintoxica¢cdo bem como
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a presenca e a ativacao de numerosos efetores, confirmando que a transcricdo € regulada de
acordo com a fase da infecdo sendo acompanhada por uma resposta de defesa do
hospedeiro, a qual é seguida pela regulacdo do sistema de evasdo do agente patogénico
(Zhang et al., 2018). Em trabalhos anteriores foram também referidos genes envolvidos na
modulacdo do pH da célula hospedeira com um papel importante na patogenicidade
(Fernandes et al., 2017; Miyara et al., 2010a) e que podem atuar durante a transicdo para a
necrotrofia (Miyara et al., 2010b), assim como diversos fatores de transcri¢cdo (Dufresne et al.,
2000).

Um dos métodos mais utilizado para analisar a expresséo génica € o PCR quantitativo a
partir de mRNA, uma vez que permite a detecdo de pequenas variacbes de expressdo
(mesmo em transcritos pouco abundantes) com elevado rigor e precisdo. No entanto, para se
obterem resultados corretos € necessario proceder-se a uma normalizacdo dos dados obtidos
(Bustin et al., 2009). Essa normalizacdo deve ser feita em relacdo a genes de referéncia
cuidadosamente estudados e selecionados (Vandesompele et al., 2002; Andersen et al.,
2004). Genes de referéncia sdo genes constitutivamente expressos que sdo essenciais para
manter as fungbes celulares bésicas, ou seja, sdo genes cuja expressdo se mantém
constante, pelo menos durante as condigdes em analise (Lin et al., 2014). O trabalho de Vieira
et al. (2016) permitiu selecionar os melhores genes de referéncia (PP1, Actinae ck34620) para
o estudo dos perfis de expresséo de genes de C. kahawae ao longo do processo de infecdo

em Coffea spp.



Materiais e métodos

a. Material biolégico

No presente estudo foram utilizados hipocétilos de C. arabica variedade Caturra (CIFC
19/1) e conidios de C. kahawae do isolado Que2 (proveniente do Quénia) ambos provenientes
das colecbes do CIFC (Centro de Investigacdo de Ferrugens do Cafeeiro, Instituto Superior

de Agronomia, Universidade de Lisboa).

b. Inoculagao hipocétilos e recolha de amostras para estudos de expressédo genética

Os hipocétilos da var. Caturra foram inoculados com uma suspenséao de conidios de Que2
com a concentracdo 2x10° de acordo com a técnica descrita por van der Vossen et al. (1976),
com ligeiras modificagcbes. Resumidamente os hipocétilos de C. arabica var. Caturra (CIFC
19/1; suscetivel) foram dispostos em placas de esferovite perfuradas, que, por sua vez, foram
colocadas em tabuleiros, de modo que a raiz ficasse em contacto com agua. Posteriormente
os hipocotilos foram inoculados com a suspensao de conidios de C. kahawae. Apés a
inoculagdo os tabuleiros foram colocados dentro de sacos de plastico para assegurar a
manutencdo de camara humida. Os sintomas observados foram registados ao longo do
tempo. Foram recolhidas amostras de 15 hipocétilos (trés réplicas bioldgicas) em diferentes
tempos: 1, 2, 5, 7 e 10 dias apds a inoculagédo (dai), as quais foram imediatamente congeladas

em azoto liquido e guardadas a -80 °C para posterior extracdo de RNA.

Amostras de C. kahawae, representando diferentes estagios de desenvolvimento fangico
[conidios ndo germinados, conidios germinados com apressoérios melanizados formados ap6s
18 a 22 h em poliestireno ou em folhas de C. arabica (doravante referidos como apressoérios)]
foram obtidas da seguinte forma: conidios ndo germinados — colhidos a partir de culturas de
7 a 10 dias de idade em meio gelose de batata dextrosada (PDA, BD-Difco EUA) com um
fotoperiodo de 12 h, em agua estéril e separados do micélio usando um cadinho com placa
filtrante de vidro sintetizado integrada com porosidade 1 (100 - 160 um); apressorios in vitro -
obtidos seguindo o método de Kleemann et al. (2008) com algumas modificacdes. Os
apressorios formados em placas de poliestireno ap6s 18 a 22 h foram raspados com 10 mL
de agua estéril contendo Tween 20 a 0,02% (Fisher Scientific, EUA). A suspenséo foi
centrifugada a 5000 g por 10 min, e o precipitado contendo os apressorios foi recolhido,
liofilizado e armazenado a -80 °C; apressorios in planta — obtidos na superficie abaxial de 12
folhas jovens de C. arabica (var. Caturra — CIFC 19/1) apds pulverizagdo com uma suspensao
de conidios (2 x 10° conidios.mL™ 1), usando um atomizador. As folhas inoculadas foram
mantidas em camara humida por 24 h a 22 °C para permitir a germinagdo dos conidios e a

formacao de apressorios. Apos esse periodo, as folhas foram secas ao ar e uma fina camada

10



de verniz foi aplicada (Loureiro et al., 2015). O verniz, contendo as estruturas fungicas, foi
deixado secar por 24 h e entdo cuidadosamente removido das folhas e armazenado a -80 °C
até a extracao de RNA.; micélio saproéfita — obtido apds a inoculacdo de 5 mL de suspensao
conidial (2 x 10° conidia.mL™) do fungo em 25 mL de caldo de batata dextrosada (PDB, BD-
Difco EUA). As culturas liquidas foram mantidas a uma temperatura de 22+1 °C, sob agitacéo
orbital (100 rpm, agitador Agitorb 160 E, Aralab) durante trés dias. Apos esse tempo 0 micélio
foi filtrado, liofilizado e congelado a -80 °C, para posterior extracdo de RNA. Esta amostra foi

utilizada como controlo.

c. Bioinformaética

Com o objetivo de identificar alguns genes envolvidos no processo de infecdo de C.
arabica pelo fungo C. kahawae, foi realizado um estudo in silico, essencialmente focado no
estabelecimento da infecdo e no switch para a necrotrofia. Foram utilizados os dados de
sequenciacdo do genoma do isolado Que2 de C. kahawae cuja assemblagem foi guiada a
partir dos dados de RNAseq anteriores [interacéo cafeeiro - Colletotrichum kahawae um, dois
e trés dias apos a inoculacdo em interagbes compativeis e incompativeis (Fino et al., 2014)].
Foram utilizadas diversas ferramentas bioinformaticas cujos outputs permitiram a sele¢éo dos

genes de interesse e contribuiram para a anotacéo do genoma do C. kahawae.

A analise in silico utilizou a sequéncia de aminoacidos de 19181 proteinas previstas pela
anotacdo do genoma de C. kahawae isolado Que2 (BioProject: PRINA564749; BioSample:
SAMN12721764), o qual tem tamanho nuclear de 59142311 pb (~59Mpb) com 886 contigs,

enguanto que o tamanho do genoma mitocondrial € 65534 bp (~65kbp) com um contig.

A identificacdo do secretoma foi baseada na previsdo simultdnea dos programas: SignalP
5.0 (Almagro Armenteros et al., 2019; hitps://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-
5.0), TargetP 2.0 (Armenteros et al., 2019;
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0), Phobius (Kall et al., 2004;
http://phobius.sbc.su.se/) e TMHMM Server v2.0 (Krogh et al., 2001; Sonnhammer & Krogh,
1998; https://services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-2.0), baseado no modelo HMM
(Hidden Markov models). Estes programas permitem identificar a presenca de sinais

peptidicos “N-terminal targeting peptides”, responsaveis por encaminhar as proteinas para as
respetivas vias secretoras (Armenteros et al., 2019), excluindo as proteinas com regides
transmembranares cujas regiées N-terminal podem resultar em previsdes erradas (Reynolds
et al., 2008).

A previsdo da localizacao sub-celular foi feita com base na predi¢cdo simultanea em pelo

menos dois dos trés programas utilizados: o WoLF PSORT (Horton et al., 2007,
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https://wolfpsort.hgc.jp/), cujo algoritmo classifica as proteinas como pertencentes a 10
localizacdes distintas, e ainda identifica o grupo das proteinas que podem transitar entre o
citosol e 0 nucleo; o] DeepLoc-1.0 (Armenteros et al., 2017;
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?DeepLoc-1.0), que ndo se baseia em machine
learning nem na comparac¢éo das sequéncias com outras homologas, mas que faz a predicéo
apenas com base na informacdo da sequéncia (Armenteros et al., 2017); o ProtComp 9.0
(http://lwww.softberry.com), que faz a predi¢cdo usando o mesmo principio que o DeepLoc, mas

inclui a comparacdo com sequéncias homologas.

Para o estabelecimento do secretoma foram ainda retiradas as proteinas com sinal nuclear
(PS50079) e com sinal para o reticulo endoplasmatico (PS00014), recorrendo para iSso ao
PROSITE (Hulo, 2006; https://prosite.expasy.org/), base de dados com uma vasta coleg¢ao de

informacéo bioldgica de proteinas. Foram também retiradas todas as proteinas com potencial
para formar ancoras GPI (glicosilfosfatidilinositol) de ligagdo as membranas. Para tal
utilizaram-se 0s softwares PredGPI (Pierleoni et al., 2008;
http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/) e NetGPlI 1.0 (Gislason et al., 2019;
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetGPI-1.0).

O proteoma de C. kahawae previsto foi analisado pelo software EffectorP, que inclui agora
duas versbes, EffectorP 1.0 e EffectorP 2.0 (Sperschneider et al., 2018, 2016;

http://effectorp.csiro.au/). Este software esti assente em machine learning, com o objetivo de

identificar potenciais proteinas efetoras, cuja identificagdo tem sido baseada em critérios
diversos como sequéncias com menos de 200 aminoacidos, elevado nimero de cisteinas,
evidéncia de selecdo positiva, localizagdo do gene em regides do genoma em constante
evolugdo e/ou expressdo genética diferencial durante a infecdo, devido ao facto das
sequéncias conterem poucas regides conservadas (Kamoun, 2006). A previsdo de efetores
feita com base nas caracteristicas dos efetores atualmente conhecidos limitam bastante a
pesquisa, impedindo até que se descubram novas e diferentes proteinas efetoras (Petre et
al., 2014). Deste modo, a versao mais recente do EffectorP tem ent&o o potencial de melhorar
a previsdo de proteinas efetoras, nomeadamente, ao fazer uma melhor distincdo entre
proteinas excretadas que sao ou ndo efetoras, apresentado uma baixa percentagem de falsos
positivos (Sperschneider et al., 2018). Para uma selecédo mais restritiva, neste trabalho foram

cruzados os resultados de ambas as versdes deste software (Figura 4).
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Figura 4 — Esquema explicativo das ferramentas bioinformaticas utilizadas na analise in silico.

A previsdo da funcdo das proteinas e das suas familias, foi realizada com recurso a
diversas ferramentas bioinformaticas, nomeadamente, pHMMER

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/phmmer) e HMMScan

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan), fornecidas pelo HMMER 3.3 (Finn et
al., 2011; Potter et al., 2018; http://hmmer.org/), eggNOG v5.0 (Huerta-Cepas et al., 2019;
http://eggnog5.embl.de/#/app/home), KEGG Mapper v4.1 (Kanehisa & Sato, 2020;
https://www.genome.jp/kegg/), BlastKkOALA  v2.2 (Kanehisa et al., 2016;

https://www.kegg.jp/blastkoala/) e Pfam (Finn et al., 2014; https://pfam.xfam.org/) que
permitem identificar: dominio conservados, familias, PFAMs, termos GO, KOG, KEEGs, entre
outras caracteristicas, que, em conjunto, permitem inferir caracteristicas como a funcéo ou a

via metabdlica, por exemplo, de cada proteina.

A identificagc&o das proteases foi feita recorrendo ao pHMMER, tirando partido da base de
dados MEROPS (Rawlings et al., 2018; https://www.ebi.ac.uk/merops/), cuja classificacdo é

baseada em clusters que formam uma familia de sequéncias homdélogas. Adicionalmente, a
identificacdo por parte deste software consiste na analise da parte da sequéncia de
aminoacidos diretamente responsavel pela atividade peptidica ou inibidora (Rawlings et al.,

2018), ou seja, 0 centro ativo.

As proteinas pertencentes as familias das enzimas ativas de hidratos de carbono
(CAZymes), foram anotadas usando o servidor dbCAN2 (Zhang et al., 2018;
http://bcb.unl.edu/dbCAN2/index.php), no sentido de fornecer uma previsdo mais precisa,
engloba trés ferramentas diferentes. A ferramenta HMMER faz a homologia em relacdo a base
de dados de dominios de CAZYme HMM sendo anotadas as proteinas que apresentem um
valor de E Value < 1e''® e uma cobertura > 0,35. A ferramenta DIAMOND faz um blast rapido
com a base de dados de CAZymes anotadas (http://www.cazy.org/), anotando as proteinas
gue apresentem um E-Value < 1e1%92 e um hit per query (-k) = 1 e o HotPep faz a homologia
em relacdo a base de dados de pequenos péptidos CAZymes conservados, anotando as

proteinas que apresentem uma frequéncia > 1,6 e hits > 6. Com o resultado destas trés
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ferramentas, consideram-se CAZymes aquelas proteinas que foram anotadas como tal em

pelo menos duas destas trés ferramentas.

Os genes envolvidos no metabolismo dos metabolitos secundarios foram identificados
pelas plataformas SMURF (do inglés Secondary Metabolite Unknown Regions Finder) (Khaldi
et al., 2010; http://smurf.jcvi.org/run_smurf.php) e antiSMASH 5.0 (do inglés antibiotics and
Secondary Metabolite Analysis Shell) (Blin et al., 2019;

https://fungismash.secondarymetabolites.org/#!/start) baseados na presencga das principais
enzimas envolvidas no metabolismo secundario (backbone enzymes) e no facto delas
constituirem clusters com as enzimas auxiliares dessas vias e, por vezes, com proteinas

relacionadas com o seu transporte (Blin et al., 2019, Khaldi et al., 2010).

Finalmente, realizou-se um blast com a base de dados PHI-base (Pathogen-Host
Interactions data base; Urban et al., 2020; http://www.phi-base.org/), onde estdo anotadas

proteinas estudadas noutros patossistemas como estando associadas a interagcédo patogénio-
hospedeiro e a patogenicidade.

d. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi efetuada recorrendo ao kit Spectrum Plant Total RNA kit (Sigma-
Aldrich, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os residuos de DNA genomico
foram digeridos com DNase | (On-columm DNase | Digestion Set, Sigma-Aldrich, USA) para
assegurar que ndo existe DNA nas amostras. A concentracao e qualidade do RNA foi avaliada
por espectrofotometria a 260/280 nm e 260/230 nm no leitor de microplacas Biotek Synergy
HT, enquanto que a integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1,2% em 1x tampao
Tris-Acetato-EDTA (TAE, 40 mM Tris-acetato e 1 mM EDTA, pH 8,3) contendo GreenSafe
Premium (NZYTech). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado de acordo como o
protocolo “First Strand cDNA Synthesis” (Thermo Scientific) utilizando Oligo(dT)is € a
transcriptase reversa (RevertAid Reverse Transcriptase, Thermo Scientific), a partir de 1 ug
de RNA total para um volume final de 20 uL. O cDNA foi diluido 1/50 com &agua ultrapura

esterilizada e armazenado a -20 °C para posterior utilizagao.

e. PCR quantitativo

O PCR quantitativo (RT-gPCR) é uma ferramenta essencial neste tipo de analise pois
permite acompanhar a amplificagdo dos genes em tempo real e assim quantificar a expresséo
desse gene. Para uma reacdo de PCR é essencial conhecer bem os genes a amplificar e

desenhar primers especificos desses mesmos genes.

14


http://smurf.jcvi.org/run_smurf.php
http://www.phi-base.org/

Os primers foram desenhados com recurso ao programa PerlPrimer v1.1.21 (Marshall,
2004; http://perlprimer.sourceforge.net/) de modo a obter amplices entre 80 e 200 pares de
bases. O ideal é que os primers selecionados tenham entre 20 e 24 pb e estejam entre dois
exdes, para se garantir que a amplificacdo sé ocorre no cDNA. Se néo for possivel satisfazer
esta Ultima condicéo, os primers podem apenas estar em exdes distintos. A percentagem de
GC deve ser entre 40 a 60% e a temperatura de emparelhamento deve estar entre 0s 60 e 0s
63 °C. Para evitar erros de emparelhamento, os primers devem conter, na extremidade 3’, 2
ou 3 nucledtidos C ou G. Uma vez que as amostras contém material genético tanto do fungo
como da planta, € essencial proceder-se a uma pesquisa no Primer-BLAST (Ye et al., 2012;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), para garantir a especificidade dos primers
para C. kahawae. Isto pode ser especialmente importante para as fases iniciais da infecdo em
que a quantidade de DNA do fungo é reduzida, em relacdo ao da planta.

Um passo essencial apés a obtencao dos primers é fazer a sua otimizagao, ou seja, testar
as concentracdes de cDNA que resultam melhor e as temperaturas adequadas para um bom
emparelhamento. Desta otimizag&o resultou a mistura de 5 ng de cDNA, 7,5 UL de EvaGreen

Supermix (Bio-Rad) e 500 uM de cada primer num volume final del5 pL.

As amplificagbes por RT-qgPCR foram realizadas num termociclador MJ Mini thermocycler
(Bio-Rad) equipado com MiniOpticon Real Time PCR 610 System (Bio-Rad). A reag&o iniciou-
se com 3 min a 95 °C para ativar a polimerase e os ciclos reacionais consistiram em 45 ciclos
de desnaturacdo a 95 °C durante 10 s, seguidos de 20 s a temperatura de emparelhamento

especifica de cada gene e, por fim, 10 s de alongamento a 72 °C.

Foi realizada a andlise das curvas de dissociagdo obtidas no final das reacdes de PCR,
numa amplitude de temperaturas entre 65 e 95 °C, com um aumento de 0,5 °C a cada 10 s.
Cada conjunto de reagfes incluiu um controlo negativo sem cDNA e foram realizadas duas
réplicas técnicas de cada amostra. As amostras em estudo incluem fungo in planta, micélio,
apressorios in vitro e in vivo e esporos. Além disso fizeram-se também as reacdes de
amplificacao dos genes de referéncia escolhidos através do estudo realizado por Vieira et al.
(2016) (actina, PP1 e ck 34620).

A eficiéncia de cada par de primers (E — eficiéncia de amplificacdo) foi testada
experimentalmente com recurso ao programa LinRegPCR v2020.1 (Ruijter et al., 2009), que

realiza uma analise de regressao linear a partir dos dados da fluorescéncia da fase

exponencial da amplificacdo por PCR.

A andlise dos resultados de expressao e analise estatistica foram realizados através do

programa Bio-Rad CFX Maestro 2.0 v.5.0.021.0616, na funcdo Gene Study. Para avaliagdo
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da expressdo génica, foram calculadas as quantidades relativas (RQ) para ambos os genes

de referéncia e de interesse, utilizando-se a férmula
RQ — EAACq

em que E representa a eficiéncia de amplificacdo para cada gene e ACq a diferenga entre os

Cq da amostra em estudo e da amostra controlo
ACq = Cq micélio — Cq amostra

para cada um dos genes de interesse. Procedeu-se a normalizacéo das quantidades relativas

obtidas através de um fator de normalizacao

1
NF = (RQrert X RQrerz X ... X RQresyJn
calculado pela média geométrica das quantidades relativas dos genes de referéncia.

Os valores de expressdo normalizados obtidos para as amostras e o controlo (micélio 3
dias) foram analisados recorrendo ao teste t-student (com nivel de significancia de 0,05). Os
valores de expresséo normalizados obtidos para os nove grupos biolégicos em estudo foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) utilizando um delineamento a um fator e um nivel
de significancia de 0,05 em que se testou a hipétese de a média de expressado entre dois
grupos biolégicos ser igual. A comparacdo das meédias entre dois grupos biologicos foi
efetuada recorrendo ao teste de Tukey HSD (com nivel de significancia de 0,05). Foi também
efetuado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para determinar se os valores de expressao
das amostras dentro de cada grupo biologico foram obtidos a partir de populagbes com
distribuicdo normal. Calculou-se ainda o Fold-change entre duas amostras (x e y), definido
como a razao entre a expressao géenica normalizada da amostra x e a expressdo génica
normalizada da amostra y, utilizando-se um Fold-change threshold de 4 para a regulagéo do

gene e um nivel de significancia de 0,05. Estes valores foram observados num Volcano Plot.
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V.

Resultados e discusséo

a. Secretoma e efetoroma de Colletotrichum kahawae

Com base na sequenciacdo e assemblagem do genoma de C. kahawae, no qual foram
previstas 19181 proteinas, procedeu-se a analise in silico e a comparacao dos resultados com
0s obtidos em estudos de outros proteomas de Colletotrichum sp. De modo a descobrir
algumas proteinas potencialmente envolvidas na patogenicidade foi necessério fazer uma

selecdo detalhada a partir desta andlise.

Primeiramente, selecionaram-se as proteinas excretadas, sendo selecionadas aquelas
que simultaneamente apresentavam sinais peptidicos e n&o incluiam dominios
transmembranares nas predi¢cdes efetuadas pelos programas Phobius, SignalP 5.0, TargetP
2.0 e TMHMM Server v2.0. Segundo o programa Phobius, 2599 proteinas sdo excretadas,
apresentando sinais peptidicos e ndo contendo dominios transmembranares, enquanto que
os programas SignalP 5.0 e o TargetP 2.0 previram que 2268 e 2596 proteinas secretadas,
respetivamente. Por fim, o TMHMM Server v2.0 previu que 15006 proteinas ndo contém
dominios transmembranares. Cruzando a informacdo destes programas obteve-se uma
previsdo mais restritiva, mas menos propicia a erro, sendo entao previstas 1774 proteinas

excretadas, o que representa cerca de 9,3% do proteoma de C. kahawae (Figura 5).

SignalP

Figura 5 — Diagrama de Euler das proteinas previstas como apresentando sinais peptidicos e que ndo contém
dominios transmembranares de acordo com as predicdes efetuadas pelos programas Phobius, SignalP 5.0,
TargetP 0.2 e TMHMM Server v2.0 num total de 19181 proteinas analisadas.

Diagrama obtido através de http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

Uma vez que nem todas as proteinas excretadas se destinam ao espaco extracelular, o

passo seguinte foi prever a localizacao destas proteinas dentro da célula, sendo que, numa
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primeira fase, as proteinas excretadas para o espaco extracelular seriam a fracdo mais
interessante a estudar. Os programas utilizados para prever a localizacdo apresentam
resultados bastante idénticos e estes podem ser observados nos anexos 2, 3 e 4. Das 1774
proteinas potencialmente excretadas 1661 foram previstas com localizagdo extracelular em
pelo menos dois dos programas utilizados e na figura 6 apresentam-se as fragdes de proteinas

extracelulares prevista por cada um dos programas.

WolF PSOR

ProtComp

Figura 6 — Diagrama de Euler das proteinas previstas como excretadas para o espaco extracelular de acordo
com as predi¢cbes efetuadas pelos programas WolF PSORT, DeeplLoc-1.0 e ProtComp 9.0.

Diagrama obtido através de http://bioinformatics.psh.ugent.be/webtools/Venn/

Para a previsdo do secretoma foram ainda excluidas as proteinas previstas pelo PROSITE
com sinal nuclear (PS50079) e com sinal para o reticulo endoplasmatico (PS00017), e
também as previstas como tendo ancoras de GPI pelos programas PredGPI e NetGPI. Daqui
resultou que 1549 proteinas constituem o secretoma de C. kahawae, o que correspondem a
8,1% do total do proteoma. Este valor é muito semelhante ao valor previsto para o C.
truncatum, onde o secretoma representa 9,2% do proteoma de 13724 proteinas (Rao &
Nandineni, 2017), sendo que nos dois casos foram utilizadas praticamente as mesmas
ferramentas bioinformaticas. No entanto, aplicando um método diferente, Baroncelli et al.
(2016) obtiveram secretomas cuja percentagem, relativa ao total do proteoma, se situava em
cerca de 15% para varias espécies de Colletotrichum sp. De estudos mais recentes resultou
que o secretoma de C. fruticola representa cerca de 8,1% do proteoma, com 1440 genes de
um total de 17827, respetivamente (Liang et al., 2020) e que no secretoma de C.
gloeosporioides existem 2047 genes no secretoma de 15744 genes previstos, representando
13,0% do proteoma (Fu et al., 2020).
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As proteinas efetoras foram previstas recorrendo ao programa EffectorP incluindo as duas
versoes disponiveis. Das 19181 proteinas que constituem o proteoma de C. kahawae, 4206
(21,9%) foram previstas como efetoras pelo programa EffectorP 1.0, enquanto que apenas
2397 (12,5%) foram previstas como tal pelo programa EffectorP 2.0. Cruzando a informacéo
de ambas as versdes, o total de proteinas simultaneamente previstas como efetoras é de
2094 (10,9%) proteinas. No ambito deste trabalho, interessam aquelas proteinas que sendo
excretadas sdo também previstas como efetoras. Deste modo, das 1549 proteinas que
formam o secretoma de C. kahawae, 358 proteinas séo previstas como efetoras (EffectorP
1.0 e 2.0), representando 1,9% do proteoma e 23,1% do secretoma deste fungo. Em
comparagdo com outras espécies, C. truncatum tem 310 efetores secretados (Rao &
Nandineni, 2017) e C. fruticola tem 372 (Liang et al., 2020).

i. Enzimas ativas de hidratos de carbono

As enzimas envolvidas na biossintese, modificacéo, ligacdo e catabolismo de glicidos
(CAZymes) desempenham um papel importante na degradacdo das paredes celulares de
fungos e plantas. As CAZymes encontram-se divididas por seis familias estruturalmente
relacionadas nas quais se incluem todas as proteinas que possuem atividade catalitica
relacionada com glicidos ou médulos de ligacado a glicidos. O envolvimento destas proteinas
na degradacgéo, criagdo ou modificacdo de ligacdes glicosidicas torna-as muito importantes
na patogenicidade, nomeadamente no caso dos fungos fitopatogénicos por possibilitarem a

utilizacdo de tecidos vegetais durante a colonizacdo do hospedeiro (Lyu et al., 2015).

De acordo com o programa dbCAN2, cerca de 718 (3,74%) genes previstos no genoma
de C. kahawae codificam CAZymes. Alguns destes genes codificam mais do que uma familia
de CAZyme, resultando num total de 967 CAZymes identificadas no proteoma de C. kahawae.
Dessas proteinas, 353 estavam presentes no secretoma previsto neste trabalho, contendo
524 dominios de CAZymes. Deste conjunto 13 proteinas foram previstas como efetoras, as

quais contém 18 dominios de CAZymes.

A classe da glicosil transferases (GT) representa 10,5% das CAZymes do proteoma, mas
nao tem representatividade no secretoma ou nas proteinas efetoras . Tanto no proteoma como
no secretoma, a classe das glicosil hidrolases (GH) é que tem maior representatividade, no
entanto, de entre as efetoras, é das menos representadas. A classe das polissacarideo liases
(PL) tem baixa representatividade no proteoma e no secretoma, mas uma representatividade
significativa de entres as proteinas efetoras. As esterases auxiliares (AA) tém
representatividades semelhantes no proteoma e no secretoma e ligeiramente mais baixa nas

proteinas efetoras. As esterases de hidratos de carbono (CE) tém também
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representatividades semelhantes no proteoma e no secretoma, mas apresentam maior
importancia nas proteinas efetoras. Por fim, as proteinas com mddulos de ligacdo a glicidos
(CBM) tém representatividades constantes ao longo do proteoma, do secretoma e dos

efetores (Figura 7).
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Figura 7 — Percentagem das diferentes classes de CAZymes previstas no proteoma de Colletotrichum kahawae
(circulo exterior), no secretoma (circulo do meio) e para os possiveis efetores presentes no secretoma (circulo
interior). Classes de CAZymes: glicosiltransferases (GT); esterases auxiliares (AA); esterases de hidratos de
carbono (CE); Glicosil hidrolases (GH); polissacarideos liases (PL); médulos de ligacéo a glicidos (CBM).

Os resultados obtidos para C. kahawae quando comparados com C. truncatum mostraram
que C. kahawae codifica menos CAZymes no proteoma total (1120 para 967, respetivamente),
mas mais no secretoma (477 para 524, respetivamente), e menos nos efetores (29 para 18,
respetivamente) (Rao & Nandineni, 2017). Em C. fruticola foram identificadas 1211 CAZymes,
sendo que esta identificacdo foi feita com recurso apenas a um blast com a base de dados
das CAZymes (Liang et al., 2020). Em C. gloeosporioides foram identificadas 2344, com

recurso a um ferramenta distinta, que poder& ser menos restritiva (Fu et al., 2020).

Nos diversos secretomas do género Colletotrichum sp. disponiveis para comparacao, a
percentagem das diferentes classes de CAZymes é ligeiramente diferente. Em média, a
classe das AA representa 21,3% do secretoma, com algumas diferengas entre espécies,
enquanto que no secretoma em estudo representa ligeiramente menos, cerca de 17,5%
(Baroncelli et al.,, 2016; Rao & Nandineni, 2017). A classe das CBM apresenta a maior
diferenca uma vez que no secretoma de C. kahawae representam cerca de 30,7% das
CAZymes e, em geral, nos restantes secretomas, representa em média apenas 9,8%. Esta
diferenca pode ser potencialmente interessantes uma vez que proteinas que contém estes
dominios estédo geralmente associadas a degradacgéo da parede celular dos hospedeiros e a

obtencao de glicidos como fonte de alimento para o agente patogénico (Gilbert et al., 2013).

20



As CE possuem uma menor representatividade no genoma em estudo (9,0%) em
comparacdo com oS genomas anteriormente estudados (em média representa 15,9% do
secretoma). A classe das GH é aquela que tém maior representatividade tanto no secretoma
de C. kahawae (36,3%), como nos restantes secretomas (em média 42,9%). As GT nao tém
representatividade no secretoma aqui estudado, mas, em média, representa 4,1% dos
restantes secretomas do mesmo género. Por fim, as PL tém representatividades semelhantes
entre o genoma em estudo (6,7%) e todos os outros ja estudados (6,1%) (Baroncelli et al.,
2016; Rao & Nandineni, 2017). Em anexo apresenta-se a comparacdo do numero de
proteinas das diferentes classes de CAZymes em diversas espécies de Colletotrichum sp.
(anexo 4).

Dentro de cada uma das classes, as CAZymes estédo divididas em diferentes familias,
sendo possivel analisar a distribuicdo dos dominios destas familias pelos genes em estudo.
Rao & Nandineni (2017) fizeram uma analise do mesmo tipo para C. truncatum, o que permite

comparar os resultados.

Na figura 8, apresentam-se as varias familias de CAZymes presentes em cada uma das
seis principais classes identificadas. Como se pode observar na classe das AA a familia mais
representada é AA3, seguida de AA9 e AALl. Em C. truncatum a mais abundante é AA7,
seguida de AA3 e AA9, com 56, 43 e 31 genes contendo dominios destas familias,
respetivamente. Dentro das CE, as familias tém quase todas a mesma representatividade,
sendo as familias CE3, CE4 e CE5 as mais abundantes. O mesmo nao se verifica para C.
truncatum, que apresenta uma familia dominante, CE10, presente em 87 genes, a qual ndo
esta presente em C. kahawae. As familias CE3, CE4 e CE5 existem em 11, 16 e 17 genes
contendo dominios destas familias, respetivamente. Na classe das GH a familia mais
abundante é GH43 em ambos o0s proteomas, com 42 genes em C. truncatum e 39 genes em

C. kahawae.

A familia de GT mais abundante é GT2, seguida de GT1 com apenas menos um gene. Em
C. truncatum acontece o contrario, sendo GT1 a familia mais abundante, em 26 genes,
seguida de GT2 em 15 genes. A familia de CBM mais abundante é CBM18, seguida de CBM2.
Em C. truncatum as familias com maior representatividade sdo CBM50 (que neste estudo esta
incluida nas “outras”) e CBM1 (sem representatividade neste estudo), ambas em 28 genes,
seguidas de CBM18, em 24 genes. Por fim, as familias de PL mais abundantes sdo PL1 e

PL3, seguidas de PL4, semelhante ao que acontece em C. truncatum.
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Chandrasekaran et al., 2016; Chu et al., 2015; Olivieri et al., 2004; Soberanes-Gutiérrez et al.,
2015).

A identificacédo das proteases, feita recorrendo a base de dados MEROPS (E value<19)
do programa pHMMER, resultou num total de 869 proteases, 4,5% do proteoma de C.
kahawae. De entre as 1549 proteinas que constituem o secretoma, apenas 194 proteinas sao
proteases, representando 12,5% do secretoma. No grupo das proteinas potencialmente

efetoras, apenas 4 sdo putativamente proteases.

Na figura 9 podemos observar a distribuicdo das diferentes familias de proteases no
proteoma, no secretoma e nos efetores. A familia com maior representatividade no proteoma
e no secretoma € a das proteases serinicas, sendo que representa também 25% nos efetores,
0 que corresponde a uma de quatro proteinas. Os inibidores apresentam-se em muito baixo
ndmero no proteoma e no secretoma, mas sao 50% das proteases efetoras (duas proteinas).
Outra familia de proteases importante é a das metaloproteases que tem uma
representatividade bastante semelhante nos trés grupos aqui comparados. As restantes
familias ndo tém representatividade nos efetores e apresentam-se em baixo nimero também
no proteoma e no secretoma. As proteases cisteinicas tém ainda representatividade

significativa no proteoma, que decresce no secretoma e é nula nos efetores.

Os resultados obtidos foram comparados com a bibliografia e esta comparacao apresenta-
se na tabela em anexo 5. A familia de proteases com maior representatividade em todas as
espécies do género Colletotrichum é a das proteases serinicas, representando em média
43,0% das proteases presentes no secretoma, seguida das metaloproteases, (36,9%). Estes
resultados sdo semelhantes aos observados para C. kahawae, apesar da percentagem de
proteases serinicas serem bastante mais elevadas (61,9 %), e a das metaloproteases
ligeiramente mais baixa (26,8 %). A percentagem de proteases asparticas é ainda relevante
na generalidade das espécies, em comparacdo, representando 12,2%, das proteases
presentes nesses secretomas, no entanto € menos representativa no secretoma de C.
kahawae (5,7%). As restantes familias apresentam percentagens semelhantes (Baroncelli et
al., 2016; Rao & Nandineni, 2017).
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Figura 9 - Percentagem das diferentes familias de proteases do total de proteinas presentes no proteoma de
Colletotrichum kahawae (circulo exterior), no secretoma (circulo do meio) e para os possiveis efetores
presentes no secretoma (circulo interior). Familia das proteases asparticas (A), cisteinicas (C), glutamicas (G),
metaloproteases (M), asparagicas (N), mistas (P); serinicas (S); treénicas (T), inibidoras (I) e desconhecidas

().

iii. Metabolitos secundarios

Tal como o nome sugere, 0os metabolitos secundarios ndo sédo essenciais para o
crescimento, desenvolvimento ou reprodug¢do do fungo, mas sdo importantes na protecédo
contra stresses ambientais ou durante a interacdo com o hospedeiro, e a produgéo destes
compostos é caracteristica dos fungos filamentosos (Inglis et al., 2013). A biossintese dos
metabolitos secundarios tem varias vias metabdlicas, as quais geralmente estao organizadas
em clusters que incluem as enzimas principais, frequentemente referidas como backbone
enzymes (Khaldi et al.,, 2010) e as enzimas auxiliares que se encontram num cluster na
proximidade das respetivas backbone enzymes (Hoffmeister & Keller, 2007). O programa de
previsao SMURF inclui os grupos das sintases peptidicas nao-ribossomais (NPRS), policetido
sintases (PKS), proteinas hibridas das NPRS e PKS (NPRS-PKS), as preniltransferases
conhecidas como dimetilalil triptofano sintase (DMAT) e as terpeno ciclases (TC). No entanto,
este programa nao faz a previsao das terpeno ciclases por serem sequencias muito variaveis

e dificeis de detetar bioinformaticamente (Khaldi et al., 2010). O programa antiSMASH apesar
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de se basear na procura das backbone ezymes e nos clusters por estas formados, considera
mais e diferentes tipos de proteinas responsaveis pela sintese de metabolitos secundarios.
Desse modo permite a identificacdo de 52 tipos diferentes de secondary metabolite
‘biosynthetic gene clusters’ (BGCs). Por esta razdo, a comparacao dos resultados obtidos

pelos dois programas € bastante dificultada.

O programa SMURF previu, no proteoma de C. kahawae, a existéncia de 58 clusters de
genes associados aos metabolitos secundérios e a existéncia de 67 backbone enzymes.
Destas enzimas as que tem maior representatividade séo as PKS (34 genes PKS e um gene
PKS-like, 51,5%), seguidas das NRPS (11 genes NRPS e 13 genes NRPS-like, 35,3%). As
proteinas menos presentes sdo as DMAT (sete genes DMAT, 10,3%) e os hibridos entre
NRPS e PKS (2 genes hibridos, 2,9%) (Figura 10).

B DMAT
Hibrido
51,5 NRPS
2 PKS

Figura 10 - Percentagem das diferentes familias de backbone enzymes identificadas no proteoma de
Colletotrichum kahawae, de acordo com a previsdo efetuada pelo programa SMURF. Familia das
preniltransferases (DMAT), das sintases peptidicas ndo-ribossomais (NRPS), das policetido sintases (PKS) e
hibridos entre NRPS e PKS (Hibridos).

No trabalho de Rao & Nandineni (2017) e com recurso ao SMURF, foram previstas, no
proteoma de C. truncatum, 90 backbone enzymes agrupadas em 73 clusters e divididas em
quatro tipos. As PKS dominam com uma percentagem de 55,6%, seguidas das NRPS, com
30%, tal como observado em C. kahawae. As DMAT e os hibridos entre NRPS e PKS estao
presentes numa percentagem de 10% e 4,4%, respetivamente. Relativamente a estas
enzimas, o0 mesmo estudo fez a comparacao entre diferentes espécies do mesmo género e o
numero de clusters pode variar entre 41 e 73 em C. salicis e C. truncatum, respetivamente.

Em C. fruticola foram detetados 88 backbone enzymes (Liang et al., 2020).

O programa antiSMASH 5.0 previu a existéncia de 82 clusters de genes contendo 97

enzimas envolvidas na sintese de metabolitos secundarios. As enzimas com maior
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representatividade sdo as PKS, com 34 genes PKS do tipo | (TLPKS) e dois genes PKS do
tipo 1l (T3PKS), representando 37,1%, seguidas das NRPS com 15 genes NRPS e 12 genes
NRPS-like (27,8%) e das TC com 19 genes TC (19,6%) As proteinas menos presentes sao
as indole com apenas 8 genes (8,2%), os hibridos entre NRPS e PKS com dois genes hibridos
(2,1%) e outros tipos de proteinas como Blactona (dois genes) e Fungal-RiPP (dois genes)
(Figura 11).

/ ' 2,1 o
/////’jg/ . :I:Prlsdo
PKS
a TC
& Outro

37,1

Figura 11 - Percentagem das diferentes familias de backbone enzymes presentes no proteoma de
Colletotrichum kahawae de acordo com a previsdo do programa antiSMASH 5.0. Familia das Indole alcaloides
(Indole), das sintases peptidicas ndo-ribossomais (NRPS), das policetido sintases (PKS); hibridos entre NRPS
e PKS (Hibrido), das terpeno ciclases (TC) e Fungal-RiPP e betalactona (Outro).

No trabalho de Rao & Nandineni (2017) recorreram também ao programa antiSMASH 4.0
para efetuarem a predicdo de backbone enzymes no proteoma de C. truncatum. Este
programa previu a existéncia de 73 clusters de metabolitos secundérios, os quais contém 29
PKS do tipo I (39,7%), 12 NRPS (16,4%), 7 TC (9,6%), sete indole (9,6%) e diversos tipos de
hibridos, nomeadamente sete hibridos NRPS-T1PKS, um hibrido indole-T1PKS, um hibrido
T1PKS-T3PKS e um hibrido indole-T1IPKS-NRPS (13,7% de hibridos) e oito clusters
identificados como outros. Com esta analise podemos observar que as percentagens de PKS
e indole ndo diferem muito entre os genomas de C. truncatum e C. kahawae, mas que as
percentagens de NRPS e TC sao bastante mais baixas em C. truncatum do que em C.
kahawae. Por outro lado, a percentagem de hibridos é bastante mais elevada em C. truncatum

do que em C. kahawae.
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iv. Homologia com diferentes géneros

Paralelamente, a totalidade das 19181 proteinas previstas no genoma de C. kahawae foi
comparada com a base de dados de sequéncias proteicas depositadas no NCBI por blastP,
com vista a sua anotacdo. Como esperado a maioria das proteinas (84,59%) apresenta uma
maior semelhanga com proteinas pertencentes ao género Colletotrichum (F12). No entanto, o
mais interessante é analisar a informacéao das proteinas ndo descritas para outros géneros de
fungos, ou seja, aquelas para as quais nao se obteve resultado no blastP, uma vez que podem
ser Unicas e especificas da espécie em estudo. Das 2272 proteinas que ndo obtiveram
resultado no blastP (11,85% do genoma), 437 s&o previstas como efetoras, o que corresponde
a cerca de 27% dos efetores identificados, 46 como excretadas para o espaco extracelular
(de entre as quais 16 sao efetoras) e 19 como proteases.

N

m Colletotrichum

® Fusarium
Monosporascus
Pochonia

= No hits

@ Qutro

Figura 12 — Representatividade da homologia das proteinas em estudo com alguns géneros importantes.

v. Homologia com proteinas da base de dados PHI

Foi também realizado o blastP com a base de dados PHI que inclui as proteinas
anteriormente estudadas noutros patossistemas e associadas a interacdo patogénio-
hospedeiro. Este blastP mostrou que 5965 proteinas apresentaram homologia a outras
proteinas ja descritas como envolvidas no processo de infecdo, o que representa cerca de

31,1% das proteinas identificadas. Das 358 proteinas efetoras pertencentes ao secretoma, 29
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apresentam homologia com proteinas anotadas nesta base de dados, representando 1,9% do

secretoma.

Segundo Rao & Nandineni (2017), em C. truncatum, 4165 proteinas apresentam
homologia com proteinas jA anotadas nesta base de dados, representando 30,6% do
proteoma, semelhante ao que acontece com C. kahawae. Em C. gloeosporioides, 4273
proteinas apresentam homologia com a base de dados PHI, representando apenas 27,1% do

proteoma (Fu et al., 2020).

vi. Selecdo das proteinas a estudar

O processo de selecdo das proteinas a estudar esta representado no fluxograma da figura
13. Inicialmente foram selecionadas as proteinas excretadas, cruzando-se esta informacédo
com a sua localizacdo sub-celular, removendo as proteinas com sinal nuclear (PS50079) ou
do reticulo endoplasmético (PS00014) e capazes de formar ancoras de GPI, resultaram 1549
proteinas pertencentes ao secretoma. Dessas proteinas, 358 sao efetoras. Com recurso a
outras ferramentas bioinformaticas que nos permitiram selecionar proteinas com homologia a
proteinas de outros fungos, e homologia a familias filogeneticamente mais préximas de C.
kahawae, foi possivel reduzir a selecdo a 40 proteinas das quais se selecionaram proteinas
potencialmente interessantes devido a sua familia e funcdo. Simultaneamente foram cruzadas
as proteinas efetoras com o base de dados PHI, de onde resultaram 29 proteinas homadlogas
a outras ja anotadas como estando envolvidas na interagdo hospedeiro — agente patogénico.
Daqui foi selecionada uma Unica proteina que se julgou interessante, CKA_ 15357, uma vez
que continha um dominio LysM e estas proteinas ja foram descritas como sendo importantes

neste tipo de interacdo (Gan et al., 2013; Kleemann et al., 2012; O’Connell et al., 2012).

28



Numero total de proteinas
19181

Phobius
TargetP 2.0
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Backbone enzymes TMHMM Server v2.0

67 (SMURF)

97 (antiSMASH 5.0) Proteinas excretadas

1774

WoLF PSORT
Deeploc-1.0
ProComp 9.0

Proteinas extracelulares

1661
Prosite
PredGPI
NetGPI 1.0
Proteases MEROPS
194 —— Secretoma
N 1549
CAZymes
353 Effector P 1.0
Effector P 2.0

Proteinas efetoras
358

EggNOG V1
EggNOG V2
40 29
CKA_04076, CKA_09212, CKA_15357
CKA_10662, CKA_11318,
CKA_12047, CKA_15250,
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Figura 13 — Fluxograma representativo da sequéncia de sele¢do das proteinas potencialmente interessantes
para serem estudadas.

Além das proteinas selecionadas com base na andlise in silico, foram ainda selecionadas
as proteinas, CKAHO01 09762 e CKAHO01_11483, que foram identificadas em dois mutantes
de C. kahawae obtidos com recurso a transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens
e que apresentaram agressividade reduzida ou nula para os frutos verdes do cafeeiro devido
a estes genes terem ficados truncados apos a inser¢cado do T-DNA (Cabral et al., 2016); e as
proteinas CKAHO1_ 11118 e CKAHO1_14472 que foram selecionadas por serem homologas
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das proteinas TDZ26243 (ENH82067; Cob_09713) e TDZ18289 (ENH88842; Cob_02999) as
quais foram referidas por Gan et al. (2013) como sendo umas das 100 proteinas mais

expressas um dia apés a inoculacéo de C. orbiculare em Nicotiana benthamiana.

b. PCR guantitativo

Na interacdo C. kahawae — Coffea sp., 0os conidios sao as entidades que dao inicio a
infecdo. ApGs o contacto com os frutos verdes da-se a germinagéo com a emissé@o de um tubo
germinativo, no fim do qual se diferenciam os apressorios e posteriormente ocorre a sua
melanizagdo (24 h apds inoculacdo), iniciando-se a penetracdo dos tecidos (por volta das 48
horas apos inoculacao) com a formacgéo das vesiculas de infe¢cdo e o desenvolvimento de
hifas no interior do hospedeiro. Durante este periodo de tempo o fungo tem um crescimento
biotréfico, até cerca de 72 a 96 h apds inoculacao , altura em que se da o switch para a fase
necrotroéfica (Silva et al., 2006). Neste trabalho, em que se pretende estudar os determinantes
moleculares que permitem o estabelecimento, com sucesso, da infecdo, avaliando a
expressao de genes de potenciais efetores ao longo dos diferentes estadios da infecgéo,
recorreu-se a técnica do PCR quantitativo (RT — gPCR) com amostras recolhidas em
diferentes fases fulcrais da infe¢éo: 1, 2, 5, 7 e 10 dias ap0s a inoculacao (dai) tempos médios
gue correspondem respetivamente a formacdo e melanizagdo dos apressorios, fase de

penetracdo e crescimento biotrofico, switch para a necrotrofia e crescimento necrotrofico.

Inicialmente foram selecionados 14 genes para serem estudados, mas foi apenas possivel
obter resultados de expressdo para sete desses genes, resultados esses que sao
apresentados nas figuras 14 a 16 e 18 a 21. Na tabela apresentada no anexo 6 sao
apresentados os primers com as respetivas temperaturas de emparelhamento, tamanho dos
amplicOes e a eficiéncia para as rea¢fes de RT-gPCR dos genes escolhidos e dos genes de
referéncia obtidos de Vieira et al. (2016). Os restantes genes estudados sdo apresentados no
anexo 7, listando os problemas encontrados que levaram ao seu abandono. No anexo 8 pode-
se observar a eletroforese efetuada para verificar a integridade do RNA, as curvas de
dissociacdo e as eletroforeses de algumas amostras dos genes estudados. No anexo 9

apresentam-se os dados relativos aos resultados da expressao génica.

i. Cutinases

A primeira barreira fisica imposta aos agente patogénicos pelos seus hospedeiros é a
cuticula presente a superficie dos tecidos vegetais (Kolattukudy et al., 1995). Esta cuticula é

constituida por cutinas e por isso € necessario que os fungos excretem uma enzima que lhes

30



permita ultrapassar esta barreia. Estas enzimas sdo denominadas cutinases e séao
essencialmente responsaveis por catalisar a hidrolise das ligacdes de éster dos polimeros de
cutina (Degani et al., 2006; Dickman et al., 1989).

A cutinase (EC 3.1.1.74) em estudo € expressa pelo gene CKAHO1 04076 e a sua
expressdo relativa normalizada esta representada na figura 14. Nesta figura podemos
observar gue apenas existem diferencas significativas (Teste de t-student, com um nivel de
significancia de 0,05) entre 1, 7, 10 dai e o controlo. Contudo verifica-se que a expressao
deste gene é ativada 1 dai, altura em que se observa uma maior expressao relativa, com um
Fold change > 4 com um p-value < 0,05 em relacdo a todas as fases estudadas. Aos 2 dai a
expressdo diminui, mas mantém-se ativada comparativamente aos 10 dai (Fold change > 4 e
p-value < 0,05). A expressdo, nos apressorios in vivo é, aparentemente, ativada, no entanto
nao é possivel determinar as diferencas significativas por sé termos uma réplica biolégica. No
entanto, este resultado é expectavel, uma vez que a forca exercida pelo apressorio podera
ser auxiliada pelas cutinases que deverdo ser a chave para o sucesso nha penetracédo do
hospedeiro, como ja foi descrito em Podila et al. (1995) e Chen et al. (2007). Nos apressorios
in vitro a expressao € bastante mais baixa, possivelmente porque na auséncia do hospedeiro,
nao ha necessidade do fungo produzir estas enzimas. Por fim, é interessante observar que a
expressado desta enzima é reprimida nos esporos, sugerindo que é apenas necessaria apos

a infecdo do hospedeiro, para permitir a penetracdo dos tecidos.

1dai
2dai

5dai

7dai

10dai

AP

3 : AB APV

e ABL Esporos
AB : * [P<0.050]

AT

Expressao Relativa Normalizada

273
rtCKA04076
Amostra

Figura 14 — Perfil de expressao génica obtido do gene CKAO01_04076 para o isolado Que2 de Colletotrichum
kahawae obtidos em diferentes dias do processo de infecédo (1, 2, 5, 7 e 10 dias apds inoculacédo) na interacao
com Coffea arabica, e em esporos, em apressorios in vivo (APV) e in vitro (AP). A normalizacgao foi efetuada
utilizando os genes PP1, Actina e ck34620, utilizando o micélio com trés dias como controlo. As barras de erro
representam o desvio padrao da média, os asteriscos representam diferencas de expressao significativas em
relacdo ao controlo (Teste t-student) e as barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para p < 0,05 (Teste de Tukey HSD).
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A importancia das cutinases nas primeiras etapas da infecdo ja tinha sido descrita por
Dickman & Patil (1986) cujos trabalhos revelaram efetivamente o seu papel na penetracéo
dos hospedeiros ao verificarem a incapacidade de infetar o hospedeiro por parte de mutantes
de C. gloeosporioides para a cutinase, a menos gque sejam feitas lesdes no hospedeiro, a
priori da inoculacdo. Em concordancia com estes resultados, esta o estudo realizado em
Mycosphaerella sp., um fungo capaz de infetar o hospedeiro através de lesdes, no qual a
inser¢cdo de um gene codificante de uma cutinase resultou num mutante capaz de infetar os

tecidos intactos do hospedeiro (Dickman et al., 1989).

il. Pectato liases

As pectato liases (EC 4.2.2.2) sdo enzimas que catalisam a quebra das ligagdes a-(1-4)
entre os residuos de &cido galacturdnico nas pectinas constituintes das paredes celulares das
plantas (Carpita & Gibeaut, 1993), tendo acdo na degradacdo da parece celular dos
hospedeiros. Assim sendo, as proteinas responsaveis pela degradacéo das paredes celulares
apresentam um papel importante na patogenicidade (Annis & Goodwin, 1997). Em C. magna
a inibicdo de um gene codificante de uma pectato liase resultou numa diminuicdo no
desenvolvimento dos sintomas provocados por este mutantes (Wattad et al., 1995a), e em C.
gloeosporioides a inibicdo de outro gene também codificante deste tipo de enzimas né&o
demonstrou qualquer efeito na germinacéo de esporos, formacdo do tubo germinativo ou
formacdo de apressorios, mas observou-se uma reducdo nos sintomas provocados pelo
mutante (Wattad et al., 1997). Segundo Yakoby et al. (2000a) num estudo envolvendo estes
dois fungos, as pectato liases tém ndo s6 a agdo de maceracdo dos tecidos vegetais, mas
possivelmente também tém influéncia sobre outros fatores de viruléncia, uma vez que a
expressao destas enzimas resultou numa maior patogenicidade e viruléncia. Noutro estudo
do mesmo autor, sobre estas proteinas, verificou-se que a sua secrec¢édo € inibida a um pH
baixo (Yakoby et al., 2000b). Esta caracteristica j& tinha sido referida anteriormente tendo-se
observado que determinadas enzimas extracelulares, como as pectato liases, requerem um
ambiente mais alcalino para serem ativadas (Wattad et al., 1995, 1997). Segundo Prusky et
al. (2001), o préprio agente patogénico tem a capacidade de alcalinizar o hospedeiro ao
acumular amaénio, contribuindo para a expressdo de proteinas como as pectato liases e

aumentando a sua viruléncia.

Neste trabalho foram estudadas duas pectato liases, codificadas pelos genes
CKAHO01_09212 e CKAHO01 12047 as quais apresentam um padrdo de expressao bastante
distinto (Figuras 15 e 16). No gene CKAH01_09212 néo foi detetada expresséo 1 dai e o pico

de expresséo ocorre 2 dai, havendo uma ativacdo do gene comparativamente as restantes
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amostras tendo-se observado um valor de Fold change > 4 e p-value < 0,05. Aos 5, 7 e 10 dai
ndo se observaram diferencas significativas entre si, mas a expressdo relativa é
significativamente maior do que nos esporos ou nos apressorios in vitro. O facto de néo ter
sido detetada expressao deste gene 1 dai e hos apressorios in vivo sugere que a funcdo deste
gene esteja relacionada com a penetracdo para o interior dos tecidos do hospedeiro e 0
estabelecimento da fase necrotréfica. O facto dos apressoérios in vitro e in vivo serem
diferentes ndo é de estranhar uma vez que ja em 2012 O’Connell et al. referiram diferencas

de expressao em estruturas desenvolvidas in planta e in vitro.

A finalizar, é de notar que néo existem diferencas significativas na expressao relativa
normalizada (p < 0,05) ao longo do processo de infe¢cdo na planta, no entanto observaram-se
diferencas significativas na comparacao da expressao relativa pelo Teste de Tukey HSD (p <
0,05) e uma ativacédo deste gene (Fold change > 4 e p-value < 0,05) relativamente ao controlo
(exceto aos 5 dai).
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Figura 15 — Perfil de expressédo génica obtido do gene CKAQ1_09212 para o isolado Que2 de Colletotrichum
kahawae obtidos em diferentes dias do processo de infecdo (1, 2, 5, 7 e 10 dias apés inoculacdo) na interacao
com Coffea arabica, e em esporos, em apressorios in vivo (APV) e in vitro (AP). A normalizagéo foi efetuada
utilizando os genes PP1, Actina e ck34620, utilizando o micélio com trés dias como controlo. As barras de erro
representam o desvio padrao da média, os asteriscos representam diferencas de expressao significativas em
relacdo ao controlo (Teste t-student) e as barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para p < 0,05 (Teste de Tukey HSD).

O gene CKAHO01 12047 nao é expresso 1 e 2 dai. A maior expressao ocorre aos 5 dai,
tendo-se observado diferencas significativas comparativamente as restantes amostras,
apresentando-se ativado (Fold change > 4 e p-value < 0,05) neste tempo. A expressao diminui
significativamente a partir dos 7 dai. Nos apressorios in vitro este gene é altamente reprimido.

A grande ativagdo aos 5dai a sugere o seu possivel envolvimento no switch para a necrotrofica
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€ no seu estabelecimento. Tal como ndo se observa expressao nos apressorios in vivo o que

esta de acordo com os resultados obtidos 1 dai.
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Figura 16 — Perfil de expresséo génica obtido para o gene CKA01_12047 para o isolado Que2 de Colletotrichum
kahawae obtidos em diferentes dias do processo de infecéo (1, 2, 5, 7 e 10 dai) na interagdo com Coffea arabica,
€ em esporos, em apressorios in vivo (APV) e in vitro (AP). A normalizacéo foi efetuada utilizando os genes
PP1, Actina e ck34620, utilizando o micélio com trés dias como controlo. As barras de erro representam o desvio
padréo da média, os asteriscos representam diferencas de expressdo significativas em relagcdo ao controlo
(Teste t-student) e as barras assinaladas com letras diferentes séo significativamente diferentes para p < 0,05
(Teste de Tukey HSD).

iil. Ceramidases

As ceramidases (EC 3.5.1.23) sdo enzimas responsaveis por metabolizar ceramidas em
esfingosinas, ao hidrolisarem as ligacées N-C (néo incluindo as ligacfes peptidicas) entre a
base e o acido gordo (Figura 17). No entanto, foi descoberta, no arroz, uma ceramidase, cuja
funcéo é contraria aguela que seria a sua fungao normal, ou seja, catalisa a reagéo inversa,

dando origem a fitoceramidas a partir de acidos gordos de cadeia longa (Pata et al., 2008).
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Figura 17 — Esquema representativo da reacao de hidrolise da ceramida em esfingosina, por acdo da
enzima ceramidase.

Adaptado de (Canals et al., 2011).

Existem trés tipos de ceramidases, as acidas, as alcalinas e as neutras, dependendo do

pH étimo para serem funcionais (Mao & Obeid, 2002).

Neste estudo analisamos os perfis de expressao de uma ceramidase, codificada pelo gene
CKAHO01_09762. Esta proteina apresenta uma maior expressdo 1 dai mostrando-se ativada
relativamente as restantes amostras com excecdo dos 2 dai (Fold change > 4 e
p-value < 0,05), contudo, os valores de expressao quer dos apressorios in vivo quer dos
apressorios in vitro ndo confirmam esta ativagéo durante as primeiras 24 horas da infecdo. A
partir de 1 dai a expresséo vai decrescendo ao longo da infecdo e aos 2 dai e 5 dai a diferenca
de expressao so € significativa comparativamente aos esporos, aos apressorios e ao controlo,
este gene mostra-se ainda ativado nestes dois tempos em comparacdo com as amostras
referidas (Figura 18). Resumindo, este gene € ativado no inicio da infe¢do, sugerindo o seu
envolvimento nas fases iniciais do processo de infecdo, mas os elevados valores ainda
observados em tempos mais tardios preconiza que se trate de um gene com um papel
relevante ao longo de todo o processo de infecdo. Em C. gloeosporioides foi estudada uma
glicosilceramidase que se apresentou como sendo importante na regulagdo da germinacao,
no desenvolvimento do fungo, na esporulacdo e na patogenicidade, ao afetar a expressao de

diversos outros genes (Huang et al., 2019).

Adicionalmente, em Aspergillus sp. as ceramidases foram detetadas como sendo
necessarias para o desenvolvimento de hifas e germinagéo dos esporos (Levery et al., 2002)
enquanto que em Penicillium digitatum eram essenciais para a viruléncia (Zhu et al., 2014).
Em Fusarium graminearum estas enzimas eram importantes para a morfologia dos conidios
e o0 desenvolvimento das hifas, sugerindo que apresentam diferentes papeis em diferentes

fungos (Ramamoorthy et al., 2007).
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Figura 18 — Perfil de expressao génica obtido do gene CKA01_09762 para o isolado Que2 de Colletotrichum
kahawae obtidos em diferentes dias do processo de infecdo (1, 2, 5, 7 e 10 dias apés inoculacdo) na interacao
com Coffea arabica, e em esporos, em apressorios in vivo (APV) e in vitro (AP). A normalizagéo foi efetuada
utilizando os genes PP1, Actina e ck34620, utilizando o micélio com trés dias como controlo. As barras de erro
representam o desvio padrdo da média, os asteriscos representam diferencas de expressao significativas em
relacdo ao controlo (Teste t-student) e as barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para p < 0,05 (Teste de Tukey HSD).
Em trabalhos futuros devera ser reavaliada a expressdo nos apressoérios de modo a
confirmar a hipétese de que este gene é importante na adesdo ao hospedeiro, na germinagéo

e na formacao do apressorio.

iv. Peroxidases

As peroxidases (EC 1.11.1.7) sdo enzimas responsaveis pelo transporte de eletrbes para
diversos aceitadores, catalisando reacdes de oxidacao/reducdo (Passardi et al., 2007) e de
acordo com diversos estudos, sdo capazes de interferir na acdo dos ROS nos mecanismos

de defesa das plantas.

O gene CKAHO01_11318 codifica uma peroxidase e a sua expressao esta representada na
figura 19. De acordo com os resultados, podemos verificar que esta proteina apresenta uma
expressdo muito elevada e relativamente constante ao longo de todo o processo de infecao,
incluindo nos apressorios in vivo, 0 que sugere a sua importancia para o sucesso da infecao.
Este gene esta ativado nestas amostras quando comparadas com 0s apressorios in vitro, 0s

esporos e o controlo e as diferencas de expressao sdo significativas.

As diferencas de expressédo nos apressorios in vivo e in vitro é bastante significativa,
sugerindo que este gene seja regulado em resultado do contacto com o hospedeiro. O papel

do hospedeiro na regulagdo génica foi ja referido por O’Connell et al. (2012) em C.
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higginsianum, que observou inlmeras diferencas de expressdo consoante as amostras eram

obtidas in vivo ou in vitro.
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Figura 19 — Perfil de expressao génica obtido do gene CKA01_11318 para o isolado Que2 de Colletotrichum
kahawae obtidos em diferentes dias do processo de infecdo (1, 2, 5, 7 e 10 dias apés inocula¢do) na interacao
com Coffea arabica, e em esporos, em apressorios in vivo (APV) e in vitro (AP). A normalizagéo foi efetuada
utilizando os genes PP1, Actina e ck34620, utilizando o micélio com trés dias como controlo. As barras de erro
representam o desvio padrao da média, os asteriscos representam diferencas de expressao significativas em
relacdo ao controlo (Teste t-student) e as barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para p < 0,05 (Teste de Tukey HSD).

Segundo o estudo realizado por Fernandez & Wilson (2014), em Magnaporthe oryzae, a
delecéo de trés genes codificantes de diferentes peroxidases, permitiu a penetra¢éo do fungo
nos tecidos do hospedeiro, mas ndo houve desenvolvimento de sintomas ou movimento do
fungo entre células. Num outro estudo envolvendo o mesmo fungo, foram suprimidos 7 genes
codificantes de peroxidases, sendo que um dos mutantes, AMoprx1, apresentou um atraso
no seu desenvolvimento, tendo dificuldade em penetrar as células do hospedeiro, indicando
gue as peroxidases podem ter uma acao na fase pés-penetracdo por parte do apressorio.
Além disso, foi testada ainda a sensibilidade deste mutante a H.O-, que revelou a a¢éo das

peroxidases contra as ROS, durante as fases iniciais de infegéo (Mir et al., 2015).

As peroxidases tém funcbes muito diversas, sendo assim natural a existéncia de pelo
menos 31 proteinas, no genoma de C. kahawae, previstas como peroxidases (resultados
obtidos através do programa HMMScan). Varias destas peroxidases podem ter funcfes
redundantes desta aqui estudada ou fun¢des bastante diferentes, estando envolvidas noutros

processos, nomeadamente em fases de desenvolvimento do fungo distintas.
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v. Proteinas contendo motivos de lisina (LysM)

As fases iniciais de infecdo sdo marcadas por um grande aumento na secrecdo de
proteinas efetoras (O’Connell et al.,, 2012), possivelmente envolvidas na supressdo dos
mecanismos de defesa das plantas (Stergiopoulos & de Wit, 2009). Nesta fase, em C.
higginsianum, ha uma elevada secrecédo de proteinas contendo motivos de lisina (Lysin motifs
— LysM) (O’Connell et al., 2012).

A quitina € um componente essencial da constituicdo da parede dos fungos e um dos
mecanismos com que esta relacionada é a resisténcia associada aos PAMP (PTI), por poder
gerar reacOes de imunidade por parte do hospedeiro ao ser reconhecida pelos PRR. A maioria
dos PRR conhecidos como estando envolvidos no reconhecimento da quitina sdo proteinas
que contém o dominio LysM, localizadas na membrana plasmatica (Dodds & Rathjen, 2010;
Takahara et al., 2016).

Neste trabalho estudaram-se duas proteinas com dominios LysM, codificadas pelos genes
CKAHO01_15250 e CKAH01_15357, cuja expressédo pode ser observada nas figuras 20 e 21,
respetivamente. De acordo com essas figuras, os perfis de expressao, de ambas as proteinas,

séo bastante semelhantes, sugerindo que possam ter fun¢cdes muito semelhantes.

Em Cladosporium fulvum foi identificada uma proteina, Ecp6, contendo o dominio LysM.
Esta proteina é altamente expressa in planta e tem a capacidade de se ligar a quitina e impedir
o reconhecimento da mesma por parte do hospedeiro, permitindo entdo a infe¢cdo por parte
do fungo (Bolton et al., 2008; de Jonge & Thomma, 2009). Outras proteinas do mesmo tipo ja
foram identificadas noutros patossistemas envolvendo os fungos Magnaporthe oryzae e M.
graminicola, sendo que interferem também no reconhecimento da quitina por parte dos
recetores de quitina do hospedeiro mas protegem ainda as hifas do fungos das quitinases
excretadas pelas plantas (Marshall et al., 2011; Mentlak et al., 2012; Lee et al., 2014). Para
compreender a fungéo das proteinas que contém os dominios LysM no género Colletotrichum
sp., Takahara et al. (2016) estudaram duas proteinas deste tipo em C. higginsianum,
concluindo que estas séo excretadas durante a fase biotréfica e apresentam um duplo papel,
na supressao de respostas de imunidade desencadeadas pela quitina e na contribuicdo para

a manutencédo da funcéo dos apressorios.

Ao contrario do que seria de esperar, neste trabalho, o pico de expressao foi aos 5 dai
diminuindo ligeiramente aos 7 e 10 dai. Aos 1 e 2 dai 0s genes estéo ativados, mas com uma
expressdo menor que aos 5, 7 e 10 dai. Tendo-se observado diferencas significativas na
expressao ao longo do processo de infecdo para o gene CKAHO01 15357 ao contrario do que
se observa para 0 gene CKAHO01_15250. Nos esporos e apressorios in vitro a expressao esta

bastante reprimida em ambos os genes. Nos apressorios in vivo a expressdo é bastante
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semelhante a observada 1 dai. O perfil obtido para estes dois genes sugere o seu

envolvimento no switch para a necrotrofia e ao seu estabelecimento.

De acordo com a bibliografia seria na fase biotréfica que estas proteinas seriam mais

importantes para suprimir respostas de imunidade por parte da planta e auxiliar na funcéo dos

apressorios. Os resultados obtidos sugerem que para além dessa funcéo as LysM possam

estar relacionadas com o switch para a necrotrofia podendo, ou ndo, a sua funcéo estar

relacionada com a protecdo do fungo contra os mecanismos de defesa da planta,

nomeadamente impedindo o reconhecimento da quitina pelos PPR.
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Figura 20 — Perfil de expressédo génica obtido do gene CKAQ1_15250 para o isolado Que2 de Colletotrichum
kahawae obtidos em diferentes dias do processo de infecéo (1, 2, 5, 7 e 10 dias apds inoculacdo) na interacéo
com Coffea arabica, e em esporos, em apressorios in vivo (APV) e in vitro (AP). A normalizagao foi efetuada
utilizando os genes PP1, Actina e ck34620, utilizando o micélio com trés dias como controlo. As barras de erro
representam o desvio padrao da média, os asteriscos representam diferencas de expressao significativas em
relacdo ao controlo (Teste t-student) e as barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para p < 0,05 (Teste de Tukey HSD).
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Figura 21 — Perfil de expressé@o génica obtido do gene CKA01_15357 para o isolado Que2 de Colletotrichum
kahawae obtidos em diferentes dias do processo de infecdo (1, 2, 5, 7 e 10 dias apés inocula¢do) na interacao
com Coffea arabica, e em esporos, em apressorios in vivo (APV) e in vitro (AP). A normalizagéo foi efetuada
utilizando os genes PP1, Actina e ck34620, utilizando o micélio com trés dias como controlo. As barras de erro
representam o desvio padrao da média, os asteriscos representam diferencas de expressao significativas em
relacdo ao controlo (Teste t-student) e as barras assinaladas com letras diferentes séo significativamente
diferentes para p < 0,05 (Teste de Tukey HSD).
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V.

Conclusao

Este trabalho teve como principal objetivo estudar a interacdo Coffea arabica -
Colletotrichum kahawae e descobrir genes possivelmente envolvidos no estabelecimento da
infecdo e na transicao para a necrotrofia. Depois de uma analise in silico detalhada foi possivel
selecionar um numero reduzido de genes potencialmente interessantes. Esses genes foram
escolhidos tendo em conta diferentes caracteristicas anteriormente estudadas e associadas
a interacdo hospedeiro — agente patogénico, desde serem proteinas efetoras a serem

proteinas pertencentes a determinadas familias importantes.

Foi entdo possivel selecionar diversas proteinas interessantes que revelaram estar
envolvidas no processo de infecdo. Estas proteinas pertencem a familias diferentes e,
provavelmente, desempenham fungfes distintas e em diferentes fases do processo de
infecdo. Foi possivel compreender que as cutinases sao proteinas essencialmente
importantes nas fases iniciais do estabelecimento da infe¢do, para penetrar a cuticula das
plantas, enquanto que as pectato liases sédo ativadas huma fase mais avancada do processo
de infecdo com o objetivo de degradar a parede celular do hospedeiro. A ceramidase estudada
apresenta-se como sendo especialmente importante no estabelecimento da infe¢cdo, mas o
facto de ser expressa durante todo o processo de infe¢do indica que estas proteinas podem
ter uma acado importante ao longo desse processo. Da mesma maneira, a peroxidase aqui em
estudo apresenta-se expressa ao longo de todo o processo de infecdo, sugerindo que estas
podem ser proteinas com diferentes fun¢des e importantes em diferentes fases da infecao.
Por fim, as proteinas com dominios de lisina sdo expressas durante todo o processo de
infecdo, tendo o seu pico de expressdo no inicio da fase necrotrofica, sugerindo que podem
estar envolvidas no switch para a necrotrofia, fator que carece de estudos futuros, com

amostras as 72 horas apos inoculacao, para se verificar a expressao durante a fase do switch.

Para concluir este trabalho é importante referir que 0 genoma em estudo ainda carece de
trabalho futuro e seria interessante estudar os genes cujos primers desenhados néo se
mostraram adequados, mas cujas proteinas apresentam caracteristicas interessantes para o
estudo da patogenicidade de C. kahawae. E importante ainda recorrer & analise in silico aqui
realizada no sentido de se selecionarem diferentes genes potencialmente interessantes, de
familias diferentes daquelas aqui estudadas ou das mesmas familias, para estudar mais
aprofundadamente as proteinas com dominios de lisina ou os metabolitos secundarios,
comparando, neste Ultimo caso, os resultados obtidos por ambos os softwares utilizados e

combinar essa informag&o com outros dados como por exemplo os termos GO.

O estudo de novos e diferentes efetores apresenta-se como uma estratégia interessante

para a compreensdo desta interacdo uma vez que estas proteinas (efetoras) tém sido
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descritas como importantes em diferentes agentes patogénicos, mas seria também
interessante estudar outras proteinas com homologia em bases de dados como o PHI, uma
vez que estas foram ja referidas como importantes na interacdo hospedeiro — agente
patogénico. Numa outra perspetiva, poderd ser interessante estudar proteinas que nao
apresentam qualquer homologia com outras bases de dados, no sentido de se identificarem
efetores especificos da espécie em estudo e que tenham contribuido para a especiacao
ocorrida.
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= Citoplasma
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= Aparelho de Golgi
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\_ 14,78

Anexo 3 - Localizacdo das proteinas segundo o ProtComp 9.0, com base na previsdo “Neural Nets”.

Anexo 4 — Comparacao da representatividade das diferentes classes de CAZymes em diversos genomas do
género Colletotrichum (Baroncelli et al., 2016; Rao & Nandineni, 2017).

Espécie AA CBM CE GH GT PL
Colletotrichum ', o, ' gg9 | 1567 @ 4233 404 614
nymphaeae

Colletotrichum
simmondii

Colletotrichum
fioriniae
Colletotrichum
salicis

23,21 8,88 15,89 | 42,52 3,58 5,92

22,83 9,29 15,43 | 42,52 3,94 5,98

21,89 10,27 16,67 | 41,58 3,3 6,23

Colletotrichum
graminicola

Colletotrichum
sublineola

Colletotrichum
higginsianum

Colletotrichum
fruticola

Colletotrichum
gloesosporioides

Colletotrichum

23,34 11,78 14,56 44,11 3 3,21

20,08 11,7 14,81 45,42 4,68 3,31

19,04 8,97 17,72 42,67 4,38 7,22

22,75 9,13 16,47 | 42,96 2,99 5,69

22,95 8,84 16,12 | 42,95 3,1 6,05

20,93 9,3 14,67 | 42,93 4,29 7,87

orbiculare
Colletotrichum
truncatum 13,84 1048 @ 16,77 | 4193 = 7,55 9,43
Média 21,3 9,8 15,9 42,9 4,1 6,1




Anexo 5 - Comparacgdo da representatividade das diferentes familias de proteases em diversos genomas do género
Colletotrichum (Baroncelli et al., 2016; Rao & Nandineni, 2017).

Espécie A C G I M P S T
Colletotrichum 1) 15 139 094 377 37,74 000 4057 094
nymphaeae
Colletotrichum 1, ¢ ' 578 093 370 39,81 000 37,96 1,85
simmondii
Colletotrichum 1335 ' 185 093 370 37,04 0,00 41,67 0,93

fioriniae
Colletotrichum

tr 12,38 0,95 0,95 3,81 3810 0,00 4286 0,95
salicis
Colletotrichum ) /o' 150 120 241 4096 000 3614 361
graminicola
Colletotrichum 155/ 114 114 341 3523 000 4318 2,27
sublineola

Colletotrichum

e 13,83 2,13 2,13 6,38 30,85 0,00 42,55 2,13
higginsianum

Colletotrichum
fruticola

Colletotrichum
gloesosporioides

Colletotrichum

10,71 1 0,89 | 0,00 | 2,68 | 38,39 | 0,00 | 46,43 | 0,89

10,38 | 1,89 3,77 | 0,00 34,91 0,94 47,17 0,94

11,54 0,00 0,96 4,81 | 33,65 0,00 47,12 1,92

orbiculare
Colletotrichum | o 20| 9 35 135 405 3919 000 47,30 0,00
truncatum

Média 122 15 13 35 369 01 430 15



Anexo 6 - Primers dos genes escolhidos, desenhados com recurso aos PerlPrimer v1.1.21, e dos genes de referéncia (*) (Vieira et al., 2016) com as devidas temperaturas de
emparelhamento, tamanho dos amplicGes e eficiéncia da reagéo de qPCR.

Temperatura de

Comprimento

Gene Descricao Primer anelamento (°C) do amplicdo Eficiéncia
F CAACATTGTCATGTCTGGTGG
Acti Acti 202 102,1
ctina ctina R GTACTCCTGCTTGGAGATCC 63 0 02,
PP1 . Prote_ma de F CACTGGTTGGAGCGAAAACG 60 250 100.2
serina/treonina fosfatase | R CAGGATCTGGAACGAGCAAAG
Proteina nao F CCCGACTTCCACTTCCATTACC
ck34620 caracterizada homologa 63 208 100,9
a CGGC5_3535 R CGCCGACCAGGATGAACTTG
. F GCCAAACGAAGGGATTTGCTC
CKAHO01 04076 Cutinase R GGAGATGTGCTACTGGATCGT 62,5 125 101,7
. F | GTGAACATTATCAACTTCTACGCC
CKAHO01_09212 Pectato liase R GCAGTAGTACCTTCGACATACAC 61 106 99,7
. . ) F TCCAAACCTCAAAGCAAGTCTG
CKAHO01 09762 | Fitoceramidase alcalina R AACAAATGCCACCATCCATGAC 62 209 101,4
. F CCGATGACTTTCGTGGTCCT
CKAHO1 11318 Peroxidase R GTAAAGAACGTGGCATTAGGCTC 62 198 100,3
F CCAGGTCTATGACGGAAAGTGG
KAHO1 12047 P li 7 1
CKAHD1_120 ectato liase R GACGGAGTCCTTGTAATCACCC 63 8 03
Peptidase da familia C40 | F GAGGGCTGGTACTACACGAC
CKAHO01 15250 . 62 92 100,1
- (com dominio LysM) R GTTGTTCCACTGCTTGATGACC
Peptidase da sub-familia @ F GGGCTGGTACTACATCGTCAC
CKAHO01_15357 M23b (com dominio R 62,5 99 100,1

LysM)

GTTGGGAATGCCGTTGATCTC



Anexo 7 - Primers dos restantes genes escolhidos, desenhados com recurso aos PerlPrimer v1.1.21, com as devidas temperaturas de emparelhamento e a raz&o pela qual ndo
foi possivel obter resultados conclusivos.

Temperatura
Gene Descricao Primer de anelamento Problemas encontrados
(°C)
Proteina indutora de F  GAGATTCAACCCTACTCTGCAC 60,92 Inicio da amplificagdo muito tardia-
CKAHO01_10662 | necrose induzida pelo apos 35 ciclos; melting curves muito
etileno (NPP1) R TTGCCATTGAGCGTTGTTCC 62,29 variadas
22323;;33 F  GCAGAAGAACACCACCCTCC 62,77 Diversas bandas no gel de
CKAHO1 11118 eletroforese; melting curves muito
- semelhante a R TGTTGCCCTTGAACTTGTCGT 62,76 variadéqs
CGGC5_704
Proteina transportadora | F GCGGATCGACTTCTTTACCT 60,02 Inicio da amplificagdo muito tardia-
CKAHO01_ 11483 de membrana (Major apos 35 ciclos; melting curves muito
facilitator superfamily) R~ GGACAAGTTGCTGTAGACCC 60,80 variadas
(:P;:J;S;inlzr;%cg F  CCTGTCCTGAGAATGCTCTACC 62,38 Diversas bandas no gel de
CKAHO1 14472 eletroforese; melting curves muito
- semelhante a R CTGTCCGTATCGCTTCGTCC 63,14 variadgs
CGGC5_2236
. . F GCCCACGGAAACATCATCTC 61,58 Inicio da amplificagdo muito tardia-
Proteina com mdédulo de ' , . . ;
CKAHO01_16092 . " apos 40 ciclos; melting curves muito
- ligagdo a quitina | R | TACCTGGGCCTTATTGTCCTC 61,49 P S riodne
CKAHO1_ 16717 car:::?teeril;]:dr;agom F | CCTTOATBTBLOGTEATETS 02,74 Sem amplificagao; possivel erro na
- possivel médulo LysM R GCACCTACCTCGTTGGACTG 62,99 anotacao do gene
Proteina do tipo F  GAACACCTTCCAGATGTCCGT 62,56 Grandes diferencas na amplificacao
CKAHO1 18209 " Lo entre réplicas biolégicas; diversas
- Germin-like R CACCAAGAGTAGCAGAGACGAC 62,84 P d

bandas no gel de eletroforese
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Anexo 8 - Exemplo de eletroforese em gel de agarose a 1,2% em 1xtampédo Tris-Acetato-EDTA para verificagdo da
qualidade do RNA extraido; o RNA foi visualizado apés coloracdo com GreenSafe Premium (NZYTech) sob luz
ultravioleta (A); Curva de dissociacdo (esquerda) e eletroforese em gel de agarose a 2% em 0,5xtamp&o Tris-Borato-
EDTA (direita) de alguns dos produtos de RT-PCR amplificados para os diferentes genes estudados; o DNA foi
visualizado por coloragdo com GreenSafe Premium (NZYTech) sob luz ultravioleta; marcador molecular 100 bp Plus
(ThermoScientific): CKA01_04076 (B); CKA01_09212 (C); CKA01_09762 (D); CKA01_11318 (E); CKAQ1_12047 (F);
CKA01_15250 (G); CKA01_15357 (H).



Anexo 9 - Resultados da expressao génica, relativa ao controlo (Teste t-student), obtidos através do estudo da
expressao realizados no programa Bio-Rad CFX Maestro 2.0 v.5.0.021.0616, na fungéo “Gene Study”.

Gene Amostra Expressao P-Value
1dai 14,15169 0,004822
2dai 3,18541 0,152446
5dai 1,46735 0,758963
7dai 0,96978 0,967651
CKAHO1_04076 10dai 0,6256 0,191321
AP 1,26694 0,627264
APV 7,31352 N/A
Esporos 0,27726 0,061348
Micélio 1 N/A
2dai 2118,87808 0,00074
5dai 197,60187 0,019853
7dai 65,14196 0,07299
CKAHO1 09212 10dai 79,67374 0,004165
AP 9,86369 0,169806
Esporos 28,9345 0,185185
Micélio 1 N/A
1dai 425,7533 0,000283
2dai 87,92304 0,009363
5dai 63,58488 0,005372
7dai 28,16603 0,002067
CKAHO1 09762 10dai 17,17417 0,022492
AP 1,40199 0,816347
APV 1,88673 N/A
Esporos 2,74151 0,299656
Micélio 1 N/A
1dai 320,08905 0,001127
2dai 420,34538 0,000384
5dai 151,07605 0,0004
7dai 150,43762 0,000487
CKAHO1 11318 10dai 272,82015 0,00052
AP 0,54103 0,530562
APV 548,85222 N/A
Esporos 1,03131 0,934999
Micélio 1 N/A
5dai 15255,63682 0,000578
7dai 5,67067 0,068639
CKAHO01_ 12047 10dai 36,3498 0,009754
AP 0,08396 0,207654
Micélio 1 N/A
1dai 22,52925 0,032827



5dai
7dai
10dai
AP
APV
Esporos
Micélio
ldai
2dai
5dai
7dai
CKAHO01_15357 10dai
AP
APV
Esporos
Micélio

230,15701
124,50536
76,24103
0,066
2,61654
0,03779
1
20,27326
8,57252
195,65814
117,36063
83,29481
0,16713
10,4331
0,0215
1

0,001751
0,002548
0,00325
0,148435
N/A
0,185312
N/A
0,009563
0,012293
0,000498
0,003048
0,000538
0,198509
N/A
0,010038
N/A



