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RESUMO

COSTA, Poliene Martins. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2010. Caracterizagao e expressao transiente de genes de Phakopsora
pachyrhizi que codificam proteinas secretadas. Orientador: Sérgio
Herminio Brommonschenkel. Coorientadores: Eduardo Seiti Gomide
Mizubuti e Marisa Vieira de Queiroz.

Durante a sua interagdo com os hospedeiros, os fungos causadores
de ferrugens secretam e translocam proteinas para o citoplasma da célula
vegetal. Sabe-se hoje, que os genes Avr codificam proteinas efetoras que
sdo reconhecidas por proteinas codificadas por genes R. A natureza e
funcdo dos genes Avr de Phakopsora pachyrhizi sdo desconhecidas.
Recentemente, sequéncias parciais de cDNAs que codificam proteinas
secretadas pelo isolado PPUFV02 de P. pachyrhizi foram identificadas por
meio da utilizagdo do sistema Yeast Secretion Trap. Dando continuidade a
caracterizagao do secretoma deste isolado visando a identificacdo de genes
Avr, o presente trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos: (1)
avaliar e caracterizar a reagdo de 33 gendtipos de soja ao isolado
monopustular PPUFV02 de P. pachyrhizi, visando subsidiar futuros estudos
funcionais de genes candidatos a serem genes Avr; (2) obter a sequéncia
completa e efetuar a expressao transiente em tabaco de seis genes do
isolado monopustular PPUFV02 de P. pachyrhizi que codificam proteinas
secretadas. O isolado PPUFV02 foi avirulento nos gendétipos de soja Pl
594538-A, PI 230970, Pl 459025, Pl 200487 e Pl 471904 que contém,
respectivamente, os genes de resisténcia Rpp1b, Rpp2, Rpp4, Rpp5. A
resisténcia desses gendétipos se manifestou na forma de lesdes tipo RB. Foi
verificado também a ocorréncia de lesdes tipo RB nos gendtipos de soja PI
587880-A, Pl 594767-A, Pl 561356, Pl 587905 e auséncia de sintomas no
genotipo Pl 594754. Foram obtidas as sequéncias completas de seis genes
que codificam proteinas secretadas com caracteristicas tipicas de efetores,
ou seja, sao proteinas de fungdo desconhecida, pequenas (<400 aa), com
peptideo sinal de secre¢do na regido N-terminal e algumas delas com

residuos de cisteina capazes de formar pontes de dissulfeto. Estudos
\



preliminares de agroinfitracdo em tabaco revelaram que trés genes
codificam proteinas capazes de induzir necrose em tabaco. Esse resultado &
consistente com o mecanismo de patogénese de P. pachyrhizi. Todavia,
estudos adicionais sdo necessarios para confirmar os resultados obtidos em
tabaco e para verificar se os mesmos resultados sdo obtidos em outras

plantas ndo hospedeiras e em soja.
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ABSTRACT

COSTA, Poliene Martins. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, August,
2010. Caracterization and transient expression of genes that encode
proteins secreted by Phakopsora pachyrhizi. Adviser: Sérgio Herminio
Brommonschenkel. Co-advisers: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and Marisa
Vieira de Queiroz.

Rust fungi secrete and translocate proteins into the cytoplasm of plant
cells during host-parasite interaction. Nowadays, it's known that Avr genes
encode effector proteins that are recognized by proteins encoded by R
genes. However, it’s still unknown the nature and the function of Avr genes of
the fungus Phakopsora pachyrhizi. Recently, the use of the Yeast Secretion
Trap system allowed the identification of partial sequences of cDNAs that
encode proteins secreted by the monopustular isolate PPUFV02 of P.
pachyrhizi. In order to keep on the secretome characterization of this isolate
to identify Avr genes, this work was developed with two purposes: (1) to
evaluate and to characterize the reaction of 33 soybean genotypes to P.
pachyrhizi monopustular isolate PPUFV02 in order to support future
functional studies of candidate Avr genes, (2) to obtain the complete
sequence and analyse the transient expression in tobacco of six genes from
P. pachyrhizi monopustular isolate PPUFV02 that encode secreted proteins.
The isolate PPUFV02 was avirulent in the soybean genotypes Pl 594538-A,
P1 230970, P1 459025, Pl 200487 and Pl 471904 which contain, respectively,
the resistance genes Rpp1b, Rpp2, Rpp4, Rppbd. The resistance of these
genotypes was detected by RB lesions. We also verified the occurrence of
RB lesions in the soybean genotypes Pl 587880-A, Pl 594767-A, Pl 561356,
Pl 587905 and the absence of symptoms in Pl 594754 genotype after the
inoculation with isolate PPUFV02 of P. pachyrhizi. It was obtained the
complete sequences of six genes that encode secreted proteins. They
presented typical characteristics of effectors as small proteins (<400 aa) with
unknown function, proteins with secretion signal peptide at the N-terminal
region and some of the proteins with cysteine residues that could form

disulfide bonds. Preliminary studies of agroinfiltration in tobacco revealed that

Vii



three genes encode proteins able to induce necrosis in this plant. This result
is consistent with the mechanism of P. pachyrhizi pathogenesis. However,
further studies are needed to confirm the results obtained in tobacco and to
verify whether the same results are obtained in other non-host plants and in

soybean.
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1- INTRODUGAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é originaria da Asia, onde é cultivada
ha milhares de anos. Atualmente, é plantada em todo o mundo. O Brasil é o
segundo maior produtor de soja do mundo com produgéo de 57,1 milhdes de
toneladas e area plantada correspondente a 21,7 milhdes de hectares na
safra de 2008/2009 (Embrapa Soja, 2010). A ferrugem asiatica da soja (FAS)
causada pelo fungo basidiomiceto Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P.
Sydow), é a principal doencga da cultura. O montante de perdas em gréos no
Brasil causada por essa doenca foi estimado em 571,8 mil toneladas, o
equivalente a cerca de US$71,7 milhdes na safra 2008/2009 (Embrapa Soja,
2010). Nesta mesma safra, os gastos com fungicidas, os custos
operacionais das aplicacbes, as perdas de producido e reducdo na
arrecadacdo de impostos totalizaram aproximadamente US$ 1,67 bilhdes,
representando um custo “ferrugem” de US$ 1,74 bilhdes (Embrapa Soja,
2010). A ferrugem nao reduz somente o rendimento, mas também afeta
negativamente a qualidade dos gréos, diminuindo seu peso (Webb & Fellers,
2006).

A utilizagdo de cultivares de ciclo precoce e semeaduras no inicio da
eépoca recomendada e o monitoramento constante da lavoura associado ao
controle quimico com fungicidas sdo as medidas de manejo recomendadas
para a redugdao dos danos causados por essa doenca. Os triazbis e
estrobilurinas sao os fungicidas mais utilizados no controle da FAS no Brasil,
sendo o gasto com fungicidas na cultura da soja equivalente a 54% do total
de gastos em fungicidas aplicados nas principais culturas em 2008, ou seja,
aproximadamente US$ 800 milhdes (Godoy, dados ndo publicados).

Além disso, em 2007, foi publicada pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a Instru¢do Normativa Numero 2, de 29

de janeiro de 2007, instituindo o Programa Nacional de Controle da

Ferrugem Asiatica da Soja (PNCFS), no qual, entre outras diretrizes, ficou

estabelecido que os Estados deveriam criar seus Comités Estaduais de

Controle da Ferrugem Asiatica da Soja e que as instancias intermediarias do
1


http://www.consorcioantiferrugem.net/portal/wp-content/uploads/2010/04/PNCFS-IN-02-2007.pdf
http://www.consorcioantiferrugem.net/portal/wp-content/uploads/2010/04/PNCFS-IN-02-2007.pdf

Sistema Unificado de Atengdo a Sanidade Agropecuaria (SUASA) em cada
Estado, deveriam estabelecer um calendario de semeadura de soja, com um
periodo de, pelo menos 60 dias sem a presenca de plantas cultivadas ou
voluntarias. Essa medida, conhecida como “vazio fitossanitario”, visa reduzir
a quantidade de ureddésporos no ambiente na entressafra e, dessa forma,
diminuir a infeccdo precoce da soja, pela menor quantidade de indculo
inicial, reduzindo os custos de controle da doenca.

A utilizagdo de variedades resistentes seria a medida ideal de controle
da FAS por reduzir os custos de produgdo e impactos ambientais
decorrentes de aplicagdes de fungicidas. Cinco locos génicos denominados
Rpp1, Rpp2, Rpp3, Rpp4 e Rppbd que conferem resisténcia a FAS ja foram
descritos (McLean & Byth, 1980; Bromfield & Hartwig, 1980; Hartwig &
Bromfield, 1983; Hartwig, 1986; Garcia et al., 2008), sendo que o loco Rpp1
contém um alelo, Rpp1b, associado a resisténcia a FAS (Chakraborty et al.,
2009) e o loco Rppb5 contém dois alelos dominantes e um recessivo de
resisténcia (Garcia et al., 2008). Recentemente, foram liberadas trés
cultivares comerciais de soja resistentes a P. pachyrhizi, BRSGO 7560, TMG
801 e TMG 803 (Godoy, dados nao publicados). No entanto, a durabilidade
dessa resisténcia no campo € duvidosa em fungéo da variabilidade genética
de P. pachyrhizi (Oliveira et al., 2005), sendo recomendada a sua utilizagao
associada a aplicagdo de fungicidas, o que daria maior estabilidade no
controle da doenga, em casos do retardamento da aplicacdo dos fungicidas.

Como demonstrado por Flor (1942), em seus estudos genéticos no
patossistema ferrugem do linho-linho, o fendtipo de uma interagao patégeno-
hospedeiro é determinado pela existéncia de genes de resisténcia
dominantes no hospedeiro (genes R) e genes de aviruléncia dominantes
correspondentes no patdégeno (genes Avr). Assim, mutagdes nos genes Avr,
permitem que os patégenos suplantem a resisténcia conferidas pelos genes
R (Jones & Dangl, 2006). Portanto, os genes Avr desempenham um papel
fundamental no fendtipo das interagcdes patégeno-hospedeiro, determinando
a gama de plantas hospedeiras ou ndo hospedeiras de um determinado
patégeno (Dangl & McDowell, 2006).



Durante a sua interagdo com os hospedeiros, os fungos causadores de
ferrugens secretam e translocam proteinas para o citoplasma da célula
vegetal. Estas proteinas por estarem relacionadas com a modificagdo da
estrutura ou fungédo dos componentes celulares do hospedeiro, influenciando
na agressividade e viruléncia dos fungos e resposta imune da planta, séo
denominadas proteinas efetoras (Mendgen & Hahn, 2002). Sabe-se hoje,
que os genes Avr codificam proteinas efetoras que sdo reconhecidas pelas
proteinas codificadas pelos genes R. Este reconhecimento desencadeia
varias cascatas de transducdo de sinais que resultam na conteng¢do do
patdgeno no sitio inicial de infecgdo, muitas vezes pela ativagdao da reacao
de hipersensibilidade (HR), caracterizada pela morte das células vegetais no
sitio de infecgéo (Jones & Dangl, 2006).

A natureza e fungdo das proteinas secretadas por P. pachyrhizi séo
desconhecidas. Recentemente, sequéncias parciais de cDNAs que
codificam proteinas secretadas pelo isolado monopustular PPUFV02 de P.
pachyrhizi foram identificadas por meio da utilizacdo do sistema Yeast
Secretion Trap proposto por Lee et al. (2006) (Brommonschenkel et al.,
2009). Dando continuidade a caracterizagao do secretoma deste isolado, o
presente trabalho foi desenvolvido com o seguinte objetivo geral:
caracterizar e analisar a funcao de seis genes de P. pachyrhizi que codificam
proteinas soluveis secretadas durante sua interagdo com a soja. Os
objetivos especificos foram: avaliar e caracterizar a reacao de 33 gendtipos
de soja ao isolado monopustular PPUFV02 de P. pachyrhizi, visando
subsidiar futuros estudos funcionais direcionados a identificacédo de genes
Avr desse isolado (Capitulo 1); obter as sequéncias completas e efetuar a
expressao transiente em tabaco dos seis genes do isolado monopustular

PPUFVO02 de P. pachyrhizi que codificam proteinas secretadas (Capitulo 2).



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Aspectos gerais do patossistema Glycine max — Phakopsora

pachyrhizi

2.1.1 - Cultura da soja

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma planta da familia Fabaceae
originaria de plantas rasteiras ancestrais que se desenvolviam na costa leste
da Asia, na China. Esta leguminosa é valorizada pelo teor e qualidade
protéica de seu farelo, constituindo a base de ingredientes de massas,
cereais, bebidas e alimentos dietéticos. A soja também é muito usada pela
industria de alimentagdo animal. Seu uso mais conhecido, no entanto, é
como oleo refinado, obtido a partir do 6leo bruto. Nesse processo, é
produzida a lecitina, um agente emulsificante, muito usada na fabricagdo de
salsichas, maioneses, achocolatados, entre outros produtos (Embrapa Soja,
2010). Recentemente, a soja vem crescendo como fonte alternativa de
combustivel, o biodiesel da soja (Embrapa Soja, 2010).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja. Na safra
2008/2009, a cultura da soja ocupou uma area de 21,7 milhdes de hectares,
0 que totalizou uma producao de 57,1 milhdes de toneladas. A produtividade
meédia da soja brasileira foi de 2629 kg por hectare, alcangando cerca de
3082 kg/ha no estado de Mato Grosso, maior estado produtor brasileiro de

soja (Embrapa Soja, 2010).

2.1.2 - Ferrugem asiatica da soja

Dentre as varias doencgas que podem prejudicar a produgao de soja, a
ferrugem asiatica € a de maior preocupacao, devido ao seu poder destrutivo
(Furtado, 2007). Essa doenca foi descrita, primeiramente, no Japao ha mais
de 100 anos (Bromfield & Hartwig, 1980). A doenga espalhou-se da Asia
para a Africa (Ono et al., 1992), América do Norte (Schneider et al., 2005) e

4



América do Sul (Yorinori et al., 2005). No Brasil, a doenca foi constatada na
regiao do Sul em 2001 e rapidamente espalhou-se para a regido central no
ano seguinte (Yorinori et al., 2005), estando atualmente disseminada nas

regides produtoras do pais (Consorcio Antiferrugem — Embrapa Soja, 2010).

2.1.3 — Agente etiologico da ferrugem asiatica da soja

Patogenos biotréficos apresentam um tipo de parasitismo especifico
em que sao absolutamente dependentes do tecido vivo do hospedeiro para
completar o ciclo de vida (Voegele et al., 2009). O fungo biotrofico
obrigatério diferencia-se dos fungos hemibiotroficos ou necrotroficos por: (a)
nao serem cultivados in vitro; (b) formarem estruturas de infec¢ao altamente
desenvolvidas; (c) apresentarem atividade secretéria limitada, especialmente
de enzimas liticas; (d) possuirem uma zona de contato estreita separando a
membrana do fungo e da planta; (e) conseguirem suprimir a longo prazo as
respostas de defesa da planta; (e) formarem haustério (Voegele et al., 2009).

O fungo Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P. Sydow), agente etioldgico
da ferrugem asiatica da soja pertence ao género Phakopsora, filo
Basidiomycota, classe Urediniomycetes, ordem Uredinales, familia
Phakopsoraceae. A ferrugem asiatica da soja é considerada a doencga foliar
mais destrutiva desta cultura (Yorinori et al., 2005). Além de P. pachyrhizi, a
espécie P. meibomiae (Arthur) Arthur é capaz de causar em soja a doenga
conhecida como ferrugem americana, de pouca importancia econémica (Ono
et al., 1992). As caracteristicas morfolégicas das duas espécies de
Phakopsora geralmente nao permitem a sua diferenciacao, a qual somente é
feita por meio de analises moleculares. A determinagcdo da sequéncia de
nucleotideos da regiao ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal
(rDNA) revelou mais de 99% de identidade dentre os isolados de P.
pachyrhizi e P. meibomiae, mas apenas 80% de identidade entre as duas

espécies (Frederick et al., 2002).



2.1.4 — Sintomas da doenc¢a

Os sintomas iniciais da doenga caracterizam-se por pequenas pustulas
foliares, de coloragao castanha a marrom escura. Na face inferior da folha,
pode-se observar uma ou mais urédias que se rompem, liberando os
uredosporos. As lesdes tendem para o formato angular e podem atingir de 2
a 5 mm de didametro, podendo aparecer em peciolos, vagens e caules.
Porém, as lesdes sao mais abundantes nas folhas, principalmente na
superficie inferior, onde podem ocupar extensas areas e, ao longo do tempo,
as folhas de soja podem amarelecer e cair (Sinclair & Hartman, 1999).
Plantas severamente infectadas apresentam desfolha precoce,
comprometendo a formagédo e o enchimento de vagens e o peso final do
grao. Quanto mais cedo ocorrer a desfolha, menor sera o tamanho do gréo
e, consequentemente, maior a perda de rendimento e qualidade (Yang et al.,
1991).

2.1.5 - Ciclo da doen¢a

Nao ha informagdes sobre a reprodugao sexual do fungo P. pachyrhizi.
Apesar de teliésporos terem sido observados em varios hospedeiros na
Asia, incluindo soja, a germinagdo deles nunca foi relatada na natureza
(Bromfield, 1984). Entretanto, a germinacgéo de teliésporos e a formagéao de
basidiosporos podem ser induzidas sob condi¢des controladas em
laboratério (Saksirirat & Hoppe, 1991). No entanto, ndo ha informacdes
sobre o processo de infecgao basidial ou se P. pachyrhizi € autoécia ou
heteroécia.

A espécie P. pachyrhizi forma ureddsporos em urédias de cinco a oito
dias apos a inoculagcao sobre folhas de plantas suscetiveis (Fig. 1d). Os
ureddsporos sao liberados da urédia e dispersos pelo vento. Sob condicdes

apropriadas, temperatura entre 18 e 26°C e periodo minimo de molhamento

6



foliar de seis horas, os ureddsporos germinam produzindo um tubo
germinativo (Alves et al., 2005). Este tubo forma em sua extremidade uma
estrutura globosa, o apressorio, aproximadamente do mesmo tamanho que o
uredésporo (Fig. 1b). Em contraste a maioria das ferrugens, P. pachyrhizi
penetra diretamente no tecido foliar (Fig. 2). A penetracao inicia-se pela
formacdo de uma estrutura afunilada, denominada de cone apressorial,
dentro do apressorio (Fig. 2) (Koch et al., 1983). Este cone é contiguo com a
parede celular da hifa de penetragao formada dentro da célula epidérmica,
também denominada de vesicula transepidermal (Bromfield, 1984). As
células da epiderme penetradas pelo fungo tornam-se desorganizadas e
necrosam (Figs. 1e e 2) (Keogh et al., 1980). A hifa de penetragado cresce
através da célula epidérmica e atinge o espaco intercelular, sendo separada
da hifa primaria que emerge por um septo (Koch et al., 1983). A hifa primaria
se ramifica formando hifas secundarias. Estas hifas em contato com células
do mesdfilo diferenciam-se em células mae do haustorio (Fig. 1c). A
formacédo do haustoério primario € observada de 24 a 48h apds o primeiro
contato entre os ureddsporos e o hospedeiro suscetivel (Fig. 1c), (Koch et
al., 1983).
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Figura 1. Interagdo compativel entre P. pachyrhizi e a soja (hospedeiro) e
incompativel deste patdégeno com a planta Arabidopsis (n&o hospedeiro). a)
Durante o processo de infec¢do, o patégeno forma urédias localizadas na face
abaxial da folha. Novos ureddsporos formados sao dispersos pelo vento. b)
Esporos depositados sobre a superficie foliar germinam e formam apressério. c)
Hifa intercelular forma células mae haustoriais de onde o haustério desenvolve-se
dentro do mesdfilo. d) O ciclo de vida de P. pachyrhizi completa-se com a formagéao
de ureddsporos na urédia. e) Na interagdo incompativel, os uredésporos germinam,
formam apressorio, ocorrendo a penetragao das células epidérmicas, caracteristica
comum com a interacdo compativel. f) O crescimento fungico fica restrito ao
mesofilo. Fotos mostradas nas letras “e” e “f” sdo secgdes Opticas do mesmo local
de infecgao tanto na camada epidermal quanto no mesdfilo. g) P. pachyrhizi nado
tem a capacidade de completar o ciclo de vida e ndo esporula em plantas de
Arabidopsis. sp, uredésporo; app, apressorio; epi, célula epidérmica; hau, haustoério;
hms, célula mae haustorial; penh, hifa de penetracdo; meso, célula do mesdfilo.
Adaptado de Goellner et al., 2010.
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Figura 2. Estagios iniciais de desenvolvimento de P. pachyrhizi durante as
interacbes deste patdégeno com planta hospedeira e nao hospedeira. Os
ureddsporos (sp) germinam produzindo um tubo germinativo (gt) que formam o
apressorio (app). Uma estrutura afunilada, o cone apressorial se forma dentro do
apressorio. Este origina a hifa de penetracdo (penh) que penetra as células
epidémicas (epi). Estas células, por consequéncia, morrem (pontilhado). No espaco
intercelular do mesodfilo, uma hifa primaria (ph) é separada da hifa de penetragao
por um septo e ramifica-se em varias hifas secundarias (sh). Finalmente, a célula
mae haustorial (hmc) é formada no local de contato da hifa secundaria com as
células do mesofilo (meso), que diferencia o haustério (hau) no interior da célula do
mesofilo, estabelecendo a interacdo compativel. Lado esquerdo: interagao
compativel mostrando todos os estagios de desenvolvimento da infec¢ao; lado
direito: interagcdo incompativel em plantas de Arabidopsis, por exemplo, onde a
infeccdo pelo fungo é interrompida apdés a penetragdo das células epidérmicas.
Adaptado de Koch et al. (1983).

2.1.6 — Gama de hospedeiros e infecgoes de P. pachyrhizi em plantas
hospedeiras

Além da soja, P. pachyrhizi é capaz de infectar mais de 60 espécies
em pelo menos 26 géneros de leguminosas (Ono et al., 1992). Bromfield
(1984) relata trés tipos de reagdes decorrentes da infecgdo de P. pachyrhizi
em plantas hospedeiras: TAN (lesbes castanho clara), RB (lesGes castanho
escuro) e imunidade. A reacdo TAN indica suscetibilidade do hospedeiro
com a formacdo de urédias esporulantes, enquanto que em cultivares
resistentes desenvolve-se as lesbes RB com pouca ou nenhuma
esporulacdo. O numero médio de urédias sobre a superficie abaxial da folha

varia de 2 a 5 por lesdo TAN e de 0 a 2 por lesdo RB. O fendtipo imune



corresponde a uma interagao incompativel sem sintomas visiveis da doenga
nas folhas do hospedeiro.

As respostas de suscetibilidade, resisténcia e imunidade em folhas de
soja infectadas por P. pachyrhizi refletem diferentes eventos citoldgicos. As
primeiras células necréticas sdo formadas as 24 horas apds a inoculagéao
(hpi) tanto nos hospedeiros de soja suscetiveis, resistentes e imunes ao
fungo. Apos as 24 hpi, a interrupgdo do crescimento fungico é associada
com o rapido aumento do numero de células necroticas no hospedeiro imune
entre 24 e 72 hpi, visivel apenas microscopicamente. Em contraste, no
hospedeiro resistente, a expansao da hifa fungica prossegue por até 120 hpi
e, por consequéncia, a zona necrotica torna-se maior e visivel
macroscopicamente. Os sintomas macroscopicos de infeccdo sao
caracterizados como manchas “flecks” similares a uma reagdo de HR.
Entretanto, no gendtipo suscetivel, a zona necrética aumenta ao mesmo
tempo em que a hifa fungica desenvolve-se até as 240 hpi, quando os
ureddsporos séo liberados das urédias (McLean, 1979). Os parasitas mais
especializados, como as ferrugens, causam necrose no tecido dos
hospedeiros suscetiveis ao longo do processo infeccioso, até 0 momento em

que ocorre a esporulagao (Shaw, 1963).

2.1.7 — Medidas de controle da doenga

Como medidas de controle da ferrugem tem-se sugerido: 1) aplicagéao
do “vazio fitossanitario”, isto é, o estabelecimento de um calendario de
semeadura de soja, com um periodo de pelo menos 60 dias sem a presenca
de plantas cultivadas ou voluntarias. Essa medida visa reduzir a quantidade
de ureddsporos no ambiente na entressafra e, dessa forma, diminuir a
infeccdo precoce da soja, reduzindo os custos de controle da doenga.de

acordo com o Programa Nacional de Controle da Ferrugem Asiatica da Soja

(PNCFS); 2) a semeadura de cultivares mais precoces e no inicio da época

recomendada para cada regido, a fim de evitar o periodo de maior
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quantidade de in6culo do fungo; 3) evitar cultivos adensados para facilitar a
aplicacao de fungicidas protetores ou sistémicos; 4) monitorar a lavoura para
verificar a ocorréncia da doenca desde o inicio do crescimento da soja; 5)
aplicacao de fungicidas protetores ou sistémicos (Yorinori, 2004). Porém, a
estratégia mais econbmica e desejada de controle das ferrugens € a
utilizacdo de variedades resistentes. Recentemente, foram liberadas trés
cultivares comerciais de soja resistentes a P. pachyrhizi, BRSGO 7560, TMG
801 e TMG 803 (Godoy, dados n&o publicados).

Cinco locos génicos denominados Rpp1, Rpp2, Rpp3, Rpp4 e Rpp5
que conferem resisténcia a ferrugem asiatica da soja ja foram descritos
(McLean & Byth, 1980; Bromfield & Hartwig, 1980; Hartwig & Bromfield,
1983; Hartwig, 1986; Garcia et al., 2008), sendo que o loco Rpp1 contém um
alelo, Rpp1b, associado a resisténcia a P. pachyrhizi (Chakraborty et al.,
2009) e o loco Rppb5 contém dois alelos dominantes e um recessivo de
resisténcia (Garcia et al., 2008). No entanto, a durabilidade dessa resisténcia
no campo é duvidosa em funcédo da variabilidade genética de P. pachyrhizi
(Oliveira et al., 2005), sendo recomendada a sua utilizacdo associada a
aplicacao de fungicidas, o que daria maior estabilidade no controle da

doenca, em casos do retardamento da aplicagao dos fungicidas.

2.2 — Efetores

2.2.1- Descoberta dos efetores

Diversos fitopatdégenos, incluindo bactérias, fungos, oomicetos, e
nematoides, secretam proteinas e outras moléculas para diferentes
compartimentos celulares dos seus respectivos hospedeiros para modular o
sistema de defesa da planta, possibilitando a colonizagdo parasitica
(Abramovitch et al., 2006; Birch et al., 2006; Block et al., 2008; Chisholm et
al., 2006; Kamoun, 2006). Em resposta a infecgao por patégenos, as plantas

desenvolveram ao longo do processo evolutivo, um sistema imune com duas
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linhas de defesa principais: a primeira é caracterizada por uma defesa basal
que atua extracelularmente, isto é, antes da invasdo da célula vegetal pelo
patdbgeno. Baseia-se no reconhecimento de padrées moleculares
conservados associados a patdégenos (PAMPs) por proteinas receptoras
localizadas na membrana plasmatica, que ativam a imunidade elicitada por
PAMPs (PTI, PAMP-triggered immunity). Esta defesa basal previne uma
posterior colonizagdo do hospedeiro pelo fitopatogeno (De Wit, 2007; Jones
& Dangl, 2006). Um dos PAMPs fungicos mais comuns € a quitina, principal
componente estrutural da parede celular de fungos, para os quais dois
receptores do tipo LysM foram caracterizados em arroz e Arabidopsis (Kaku
et al., 2006; Miya et al., 2007). A PTI é suplantada pelos patdgenos por meio
da translocagao de efetores para o citoplasma vegetal, onde atuam inibindo
as rotas de sinalizagdo de PTI. Durante o processo de evolugéao, as plantas
desenvolveram uma segunda linha de defesa baseada no reconhecimento
direto ou indireto desses efetores pelas proteinas de resisténcia (R) e, a
subsequente ativacdo da imunidade elicitada por efetores (ETI, effector-
triggered immunity). Isto desencadeia uma resposta de defesa rapida e
localizada, denominada de resposta de hipersensibilidade (HR), que
restringe o desenvolvimento do patdgeno no sitio inicial de infec¢do. Por
selegdo natural, na tentativa de suplantar ETI, patégenos responderam por
meio da mutacdo ou perda de efetores ou desenvolveram novos efetores,
enquanto que as plantas desenvolveram novas proteinas R para mediar o
reconhecimento destes novos efetores (De Wit, 2007; Jones & Dangl, 2006).

Efetores sdo definidos como moléculas que alteram a estrutura e
funcdo dos componentes celulares do hospedeiro, facilitando a infecgao
(fatores de viruléncia ou toxinas) e/ou ativando respostas de defesa (fatores
de aviruléncia ou elicitores) (Kamoun, 2009).

Sabe-se hoje, que os genes Avr codificam proteinas efetoras que sao
reconhecidas pelas proteinas codificadas pelos genes R. A hipdtese da
relacdo gene-a-gene proposta por Flor (1942) relata, respectivamente, que
para cada gene Avr no patdégeno, ha um gene R correspondente no

hospedeiro, refletindo o fendtipo das interagdes patdgeno-hospedeiro,
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determinando a gama de plantas hospedeiras de um determinado patégeno
(Dangl & McDowell, 2006).

A clonagem molecular do primeiro gene Avr bacteriano foi relatada em
1984 (Staskawicz et al., 1984) enquanto o primeiro gene Avr fungico foi
clonado somente em 1991 (van Kan et al., 1991) e, em 2004 foi clonado o

primeiro gene Avr de um oomiceto (Tian et al., 2004).

2.2.2 — Caracterizagao dos efetores

A caracterizacido de proteinas efetoras secretadas por bactérias
fitopatogénicas e patogénicas de animais por meio de uma estrutura
afunilada, denominada de sistema Ill de secregdo, surgiu como uma
estratégia para a compreensdo dos mecanismos de viruléncia. Ficou
determinado que esta estrutura produzida por sistemas de secrecdo
encontrado em bactérias gram-negativas injeta efetores para dentro das
células do hospedeiro (Collmer et al., 2000; Kjemtrup et al., 2000). Estes
efetores bacterianos atingem diversos processos celulares, tais como
transducdo de sinal, transcricdo e secrecdo de vesiculas e, podem ser
detectadas por proteinas de resisténcia intracelulares (Zou & Chai, 2008).

Determinados oomicetos, como Phytophthora infestans, secretam
centenas de proteinas efetoras que atingem dois locais distintos no
hospedeiro vegetal (Whisson et al., 2007). Efetores apoplasticos séao
secretados na planta no espago extracelular, enquanto que efetores
citoplasmaticos sado translocados para dentro da célula vegetal, onde
atingem diferentes compartimentos subcelulares. Em contraste com efetores
apoplasticos, conhecidos por inibir hidrolases do hospedeiro (Damasceno et
al., 2008; Tian et al., 2004), as atividades bioquimicas dos efetores
citoplasmaticos se mantém nao caracterizadas. Muitos efetores fungicos
identificados s&o oriundos de patégenos biotréficos e, os efetores que sao
reconhecidos por proteinas de resisténcia tém sido identificados apenas

para fungos que formam haustérios.
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Durante a emissdo do haustério no interior da célula do hospedeiro
ocorre a dissolugao da parede celular, seguida da invaginagdo da membrana
celular do hospedeiro, formando uma membrana extrahaustorial ao redor do
haustério, sendo esta desprovida de parede celular (Mendgen & Hahn,
2002). O haustério mantém-se separado do citoplasma celular do
hospedeiro, envolto pela parede celular haustorial, regido conhecida como
matriz extrahaustorial e pela membrana extrahaustorial (Fig. 3). Os
haustorios constituem o principal sitio de absorcdo de nutrientes a partir do
hospedeiro e ha evidéncias de que os haustérios estejam envolvidos no
redirecionamento do metabolismo vegetal e supressdo da resposta de
defesa do hospedeiro (Voegele & Mendgen, 2003). A formagéo do haustorio
também induz mudancas estruturais na célula hospedeira como, por
exemplo, rearranjo do citoesqueleto, migracdo do nucleo e condensagao da
cromatina (Mendgen & Hahn, 2002). Acredita-se que essas modificacbes
sao induzidas pela atuacao de efetores, produzidos nos haustérios. Portanto,
os haustérios constituem um local essencial para o estabelecimento de uma

relacao biotréfica de sucesso (Voegele & Mendgen, 2003).

Intercellular space Plant cell
@ wa"

Figura 3. Interacdo haustério-hospedeiro. Efetores (pontos vermelhos) sé&o
secretados na matriz extrahaustorial, atravessam a matriz extrahaustorial, sendo
translocados para o citoplasma vegetal, onde ou interagem com proteinas do
hospedeiro, alterando o metabolismo vegetal. Ou sao reconhecidos por proteinas
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de resisténcia do hospedeiro, ativando respostas de defesa. Fonte: Dodds et al,,
20009.

Em células eucaridticas de determinados fungos e oomicetos,
proteinas efetoras sado exportadas por meio do sistema de secregéo geral,
também denominado de sistema de secregao do tipo Il, mediado por
sequéncias curtas de aminoacidos N-terminal conhecidas como peptideos
sinal (Rapoport, 1992; von Heijne, 1985).

Além dos efetores citoplasmaticos de oomicetos carregarem
peptideos sinal N-terminal, eles também contém dominios conservados
denominados RXLR-EER (Birch et al., 2006; Kamoun, 2006). O dominio
RXLR-EER ¢é similar a um dominio envolvido na translocacdo de proteinas
de Plasmodium spp. para dentro do citoplasma das células do hospedeiro
(Marti et al., 2004). Whisson et al. (2007) demonstraram que o dominio
RXLR-EER nao era requerido para a secregao do efetor Avr3a do haustorio
de P. infestans, mas era necessario para translocagao do efetor do haustério
para células infectadas de batata. Portanto, este dominio pode estar
envolvido na translocacdo das proteinas efetoras para dentro das células
vegetais (Grouffaud et al., 2008; Whisson et al., 2007).

Em contraste com oomicetos, os efetores de fungos hemibiotréficos e
biotréficos compartilham pequenas similaridades com sequéncias presentes
nos bancos de dados publicos. Eis algumas caracteristicas em comum:
podem ser ricos em cisteina, que proporciona a estabilidade da proteina em
meio extracelular devido a formagao de pontes de dissulfeto (Rep, 2005);
nao contém o dominio RXLR-EER nem outros dominios conservados,
apresentando sinal de secrecdo N-terminal (Catanzariti et al., 2006),
entretanto, ha excecgdes, incluindo AVRa10 e AVRk1 de Blumeria graminis
f.sp. hordei (Ridout et al., 2006). Portanto, apesar de ter sido abordado em
diferentes trabalhos que as proteinas Avr de patdégenos biotroficos séo
secretadas através da membrana extrahaustorial, ainda permanece

desconhecido o exato mecanismo envolvido na translocagdo dessas
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proteinas para dentro das células dos hospedeiros vegetais (Dodds et al.,
2009).

Uma questao importante € se o processo de transferéncia de efetores
depende de estrutura especializada de secregao do patdgeno, analoga ao
sistema de secrecgao tipo Ill de bactérias, ou se a transferéncia depende de
uma magquinaria de transporte da célula. Uma confirmacéao forte da segunda
hipétese efetivou-se em um estudo recente do efetor Avrib em Phytophthora
sojae por Dou et al (2008c), que demonstraram que o dominio RXLR-EER
interpde a transferéncia de Avr1b para dentro da célula vegetal na auséncia
do patoégeno. A fusao da regido do dominio RXLR-EER com Avr1b ao gene
da proteina fluorescente verde (GFP) permitiu observar a proteina
fluorescente entrar nas células da raiz da soja sem o patdgeno. Este
resultado sugere que os efetores translocados intracelularmente no
hospedeiro ndao dependem de um mecanismo advindo do patégeno.

Em um outro trabalho, Catanzariti et al. (2006) demonstraram que a
transferéncia da proteina efetora AvrM de Melampsora lini para dentro das
células vegetais independe do patdégeno, pois as formas secretadas desta
proteina induzem a resposta de defesa do hospedeiro quando expressas
transientemente por agroinfiltragdo em células vegetais de planta resistentes
de linho. Efetores de ferrugens aparentam utilizar um mecanismo de
transferéncia derivado de plantas, mas as comparagdes entre as sequéncias
ndo identificaram dominios conservados claramente comuns a estas
proteinas. A regido N-terminal de AvrM é rica em aminoacidos positivamente
carregados de arginina e lisina, que sdo comuns a diversos peptideos de
penetracdo em células (CPPs) que facilitam o transporte de proteinas
através da membrana. Anadlises de mutagdes identificaram sequéncias
curtas de CPP nas proteinas Tat do virus tipo | que causa a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) em humanos (Frankel & Pablo, 1988),
sendo detectadas que estas sequéncias medeiam a translocacao
intracelular. Diversos CPPs definidos em sistemas de mamiferos também

mostraram ter funcionalidade em plantas (Chugh & Eudes, 2008).
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A divergéncia aparente entre os sinais de transporte entre oomicetos
e ferrugens, especialmente a forte conservagao entre efetores de oomicetos
e a falta de conservagao entre efetores de ferrugens, possivelmente sugere
que ha diferentes mecanismos de transporte envolvidos. Entretanto, é
possivel que a evolugao convergente tenha desencadeado mecanismos de
transporte similares no hospedeiro por ambas as classes de patdbgenos sem
deixar uma relacdo claramente reconhecivel. Estudos ultraestruturais
detectaram extensdes tubulares na membrana extrahaustorial com vesiculas
gassociadas que adentraram o citoplasma celular do hospedeiro, formando
um contato intimo com o reticulo endoplasmatico e dictiossomos do
hospedeiro (Mims et al., 2002). Isto sugere que a endocitose pode ser um
processo chave na translocacgao de proteinas efetoras.

Muitas das proteinas efetoras identificadas apresentam pouca
similaridade com proteinas de fungbes conhecidas, portanto, ha poucas
pistas das suas fungdes na infecgdo. As evidéncias estdo envolvidas
particularmente na supressao da PTI. Bos et al. (2006) demonstraram que a
proteina Avr3a de P. infestans em Nicotiana benthamiana inibe a resposta
de morte celular induzida pelo elicitor INF1, também oriundo de P. infestans.
Em 2007, Sohn et al. provaram que ATR1 e ATR13 de Hyaloperonospora
arabidopsidis suprimiram a resisténcia basal em Arabidopsis. Isto foi
mostrado pela secre¢ao destas proteinas pelo sistema tipo lll da bactéria
Pseudomonas syringae pv. tomato e, posterior, translocacao intracelular. A
expressao destas proteinas ativou respostas de defesa nas plantas
contendo os genes R correspondentes. A proteina ATR13 também suprimiu
a deposicao de calose induzida por PAMPs da bactéria, novamente
sugerindo o papel na inibicdo da PTIl. Dou et al. (2008a) atestaram que
Avr1b de P. sojae pbéde suprimir a morte celular induzida pela proteina de
rato BAX, que é um regulador positivo de apoptose. Avrib suprimiu a HR
induzida por BAX em soja e N. benthamiana, assim como em levedura,
sugerindo que os mecanismos de morte celular programada sdao comuns a
diversos organismos. No trabalho de Kelley et al. (2010), utilizando a técnica
de agroinfiltracao, ficou demonstrado que a proteina SNE1 secretada por P.
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infestans suprime a HR induzida pelos genes PsojNIP e PiNPP1.1, sendo
comprovado previamente que estes ativam as respostas de defesa da planta
e causam a subsequente morte celular no tecido vegetal (Qutob et al., 2002;
Pemberton & Salmond, 2004; Kanneganti et al., 2006). Também ficou
demonstrado que a proteina SNE1 suprime a HR mediada pela interagéo
das proteinas Avr/R de um amplo espectro de patossistemas, incluindo
oomiceto (Avr3a/R3a), bactéria (AvrPto/Pto), fungo (Avr9/Cf9) e virus
(CP/Rx2). A partir destes resultados, a hipotese formulada foi de que as
diferentes rotas de sinalizagdo de defesa dos genes R convergem em um
ponto comum que € suprimido pela proteina SNE1 (Kelley et al., 2010).
Dentre os efetores de fungos translocados, dois apresentam fungdes
preditas baseadas em similaridade de sequéncias. O efetor AvrP123 de M.
lini apresenta similaridade com inibidores de serino-proteases do tipo kazal,
sugere um possivel papel dessa proteina na patogénese por meio da
inibicdo de proteases do hospedeiro (Catanzariti et al., 2006), e AVR-Pita de
Magnaporthe oryzae apresenta similaridade a uma metalopeptidase de
Aspergillus spp. (Orbach et al., 2000), que possuem papel importante em
hidrolisar proteinas do hospedeiro (Tatsumi et al., 1991). Entretanto, os alvos
destas proteinas no hospedeiro ndo foram identificados. Além destes, outros
efetores foram caracterizados como as proteinas Avr2 e Avr4 do fungo
Cladosporium fulvum. O gene Avr2 de C. fulvum gera uma proteina que
induz HR em tomateiros que carregam o gene de resisténcia cognato Cf-2
(Luderer et al., 2002). Durante a infecgao, a proteina Avr2 inibe pelo menos
quatro cisteina proteases de tomate, contribuindo para a viruléncia do
patdégeno, por inibir proteases que sao importantes para a resposta de
defesa do tomateiro (Shabab et al, 2008). O gene Avr4 codifica uma
proteina que tem semelhanca estrutural a proteinas com um dominio de
ligacdo a quitina de invertebrados (Shen & Jacobs-Lorena, 1999). A ligacéo
da proteina Avr4 a quitina foi confirmada experimentalmente, e, além disso,
foi demonstrado que Avr4 pode proteger fungos quitinosos, tal como
Trichoderma viride e Fusarium solani, contra a acdo de quitinases basicas

vegetais (Van Den Burg et al., 2006).
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Diversas estratégias tém sido utilizadas para caracterizar os
secretomas de fungos e oomicetos fitopatogénicos. A técnica de hibridizag&o
subtrativa de populagées de cDNA seguida da amplificacdo por PCR e
clonagem dos genes diferencialmente expressos (SSH, ou Subtractive
Supressive Hybridization) tem sido a técnica mais comumente usada para a
identificacdo de genes expressos. Todavia, esta técnica tem sido pouco
eficiente para produzir bibliotecas enriquecidas para genes do fungo
expressos durante o processo infeccioso, devido a menor abundancia de
tecido fungico em relagcéo ao tecido vegetal e a expressiva reprogramagao
de expressao génica que ocorre na planta em resposta a infecgcao por
patogeno (Diatchenko et al., 1996). No caso das ferrugens, tem-se obtido
maior sucesso com a construgao deste tipo de biblioteca a partir de mRNA
extraido de haustorios purificados do tecido infectado por meio de
cromatografia de afinidade com concanavalina A (Cantazariti, et al., 2006).
Para a ferrugem da soja, uma biblioteca de cDNA foi construida a partir de
MRNA isolado de urédias de folhas de soja infectadas por P. pachyrhizi por
meio da microdissecéao a laser a fim de reduzir o numero de ESTs de plantas
versus os ESTs fungicos (Tremblay et al., 2009).

Outra estratégia utilizada para caracterizar os secretomas de fungos e
oomicetos fitopatogénicos explora algoritmos biocomputacionais para inferir
peptideos sinal N-terminal em proteinas preditas de sequéncias gendmicas
ou de ESTs, e foi utilizada para identificar proteinas secretadas do oomiceto
P. infestans (Tian et al., 2004; Torto et al., 2003), do fungo M. lini da
ferrugem do linho (Catanzariti et al., 2006), e do fungo M. grisea da brusone
do arroz (Dean et al., 2005).

Em contraste a estratégia in silico, a estratégia do sistema YST (yeast
secretion trap), desenvolvido por Jacobs (1997), € um método promissor
para identificacdo de proteinas fungicas secretadas, utilizando o sistema de
secrecdo em leveduras. No trabalho de Lee et al. (2006) este novo sistema
foi utilizado para estudar a interagdo Solanum lycopersicum - P. infestans,
sendo identificados 45 YST cDNAs. Destes, 23 foram de origem fungica.

Foram identificados genes com alta similaridade com genes que codificam
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proteinas conhecidamente secretadas: PiE1 que foi similar a um efetor
envolvido na resposta de hipersensibilidade; PiE17 foi similar a um gene que
codifica uma metalopeptidase; PIE18, similar a um gene que codifica
cutinase. Metalopeptidase e cutinase sao enzimas hidroliticas comumente
secretadas por fitopatégenos e determinantes da patogenicidade. Dos genes
de origem vegetal, aproximadamente 50% codificam proteinas com
similaridade a proteinas envolvidas na resposta de defesa da planta,
incluindo proteinas PR (Pathogenesis-related proteins).

Link & Voegele (2008) identificaram possiveis genes de patogenicidade
do fungo Uromyces fabae, utilizando o sistema YST. Foram descritos 62
genes que codificam proteinas secretadas pelo haustério e 42 genes que
codificam proteinas secretadas em esporos germinados. Quatro destes
genes eram idénticos em ambas as bibliotecas, indicando uma forte
regulacdo fase especifica na secrecdo de proteinas. Foi observada
similaridade com proteinas de bancos de dados publicos para 39 das
seqUéncias analisadas, 28 das quais apresentaram similaridade com
proteinas identificadas apenas entre os membros da ordem Uredinales, uma
indicagao de possiveis papéis na viruléncia e especificidade de hospedeiro
exclusivo para Uredinales.

Em outros trabalhos que buscavam identificar possiveis genes de
patogenicidade, os genes Avr, a técnica utilizada foi a expresséao transiente
em plantas mediado pela agroinfiltragcdo. Van der Hoorn et al. (2000)
demostraram que as proteinas efetoras Avr9 e Avr4 de C. fulvum quando
agroinfiltradas em folhas de tabaco transgénicas contendo, respectivamente,
0s genes de resisténcia Cf9 e Cf4 desencadeiam a HR. A expressao
transiente do gene da B-glucuronidase (gus) serviu como indicativo da
eficiéncia da transformagdo da planta mediada por Agrobacterium
tumefaciens (Vancanneyt et al., 1990). Recentemente, proteinas secretadas
por P. pachyrhizi foram identificadas por meio da utilizagao do sistema Yeast
Signal Trap proposto por Lee el al. (2006) (Brommonschenkel et al., 2009).

No entanto, ndo ha estudos envolvendo a caracterizagdo dos genes Avr
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deste fungo e a expressao transiente destes genes em plantas hospedeiras

€ nao hospedeiras.
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CAPITULO 1

REAGAO DE GENOTIPOS DE Glycine max AO ISOLADO
MONOPUSTULAR PPUFV02 DE Phakopsora pachyrhizi

RESUMO

COSTA, Poliene Martins. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2010. Reacao de genodtipos de Glycine max ao isolado monopustular
PPUFV02 de Phakopsora pachyrhizi. Orientador: Sérgio Herminio
Brommonschenkel. Coorientadores: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Marisa
Vieira de Queiroz.

A ferrugem asiatica da soja (FAS), causada por Phakopsora
pachyrhizi é a principal doenca da cultura. Atualmente, ha trés cultivares
comerciais de soja resistentes a P. pachyrhizi BRSGO 7560, TMG 801 e
TMG 803. Cinco locos génicos denominados Rpp1, Rpp2, Rpp3, Rpp4 e
Rpp5 que conferem resisténcia a FAS ja foram descritos (McLean & Byth,
1980; Bromfield & Hartwig, 1980; Hartwig & Bromfield, 1983; Hartwig, 1986;
Garcia et al., 2008), sendo que o loco Rpp1 contém um alelo, Rpp1b,
associado a resisténcia a FAS (Chakraborty et al., 2009) e o loco Rppb
contém dois alelos dominantes e um recessivo de resisténcia (Garcia et al.,
2008). O presente trabalho teve por objetivo avaliar e caracterizar a reagéo
de 33 gendtipos de soja ao isolado monopustular PPUFV02 de P. pachyrhizi,
visando subsidiar futuros estudos de clonagem e caracterizagao de genes de
aviruléncia deste patdgeno. Este isolado foi avirulento nos genétipos de soja
Pl 594538-A, PI 230970, Pl 459025, Pl 200487 e Pl 471904 que contém,
respectivamente, os genes de resisténcia Rpp1b, Rpp2, Rpp4, Rppbd. A
resisténcia desses genodtipos se manifestou na forma de lesdes tipo RB. Foi
verificado também a ocorréncia de lesdes tipo RB nos gendtipos de soja PI
587880-A, Pl 594767-A, Pl 561356, Pl 587905 e auséncia de sintomas no
genotipo Pl 594754 apds a inoculagcdo com o isolado PPUFV02 de P.

pachyrhizi. Em conclusao, este isolado provavelmente apresenta genes Avr
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correspondentes aos genes R presentes nos gendtipos de soja
mencionados. A futura expressao transiente de genes que codificam
proteinas secretadas nesses gendtipos podera permitir a identificagdo de
genes de aviruléncia do isolado PPUFV02 de P. pachyrhizi.
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1-INTRODUGCAO

A ferrugem asiatica, causada por Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P.
Sydow), é considerada a doenca foliar mais destrutiva da cultura da soja no
Brasil (Yorinori et al., 2005). P. pachyrhizi € um fungo biotréfico pertencente
ao filo Basidiomycota, classe Urediniomycetes, ordem Uredinales, familia
Phakopsoraceae (Goellner et al., 2010). Esse fungo forma ureddsporos em
urédias de cinco a oito dias apods inoculagao sobre folhas de plantas
suscetiveis. Os ureddsporos sao liberados da urédia e dispersos pelo vento
(Goellner et al.,, 2010). O processo de infecgao dos ureddsporos de P.
pachyrhizi compreende diversas etapas: adesdo na superficie do
hospedeiro, germinagao, formacdo do apressorio, penetragcdo através da
cuticula, invasao e crescimento das hifas no tecido do hospedeiro (Koch et
al., 1983). Aos oito dias apds a penetragao, é possivel visualizar as urédias,
principalmente na face abaxial das folhas e finalmente a liberacdo dos
ureddsporos (Koch & Hoppe, 1987).

Além da soja, P. pachyrhizi é capaz de infectar mais de 60 espécies
em pelo menos 26 géneros de plantas leguminosas (Ono et al., 1992).
Bromfield (1984) aponta trés tipos de reag¢des decorrentes da infecgao de P.
pachyrhizi em plantas hospedeiras: TAN (lesbes castanho clara), RB (lesbes
castanho escuro) e imunidade. A lesdo TAN contém urédias esporulantes e
reflete a suscetibilidade do hospedeiro, enquanto que em cultivares
resistentes se observa as lesbes RB com pouca ou nenhuma esporulagao. A
reacdo de imunidade se caracteriza pela auséncia de sintomas
macroscopicos da doenca nas folhas do hospedeiro.

A utilizagdo de variedades resistentes € a medida de controle mais
desejada da ferrugem asiatica da soja (FAS). Cinco locos génicos
denominados Rpp1, Rpp2, Rpp3, Rpp4 € Rpp5 que conferem resisténcia a
FAS ja foram descritos (McLean & Byth, 1980; Bromfield & Hartwig, 1980;
Hartwig & Bromfield, 1983; Hartwig, 1986; Garcia et al., 2008), sendo que o
loco Rpp?1 contém um alelo, Rpp1b, associado a resisténcia a FAS

(Chakraborty et al., 2009) e o loco Rpp5 contém dois alelos dominantes e
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um recessivo de resisténcia (Garcia et al., 2008). Recentemente, foram
liberadas trés cultivares comerciais de soja resistentes a P. pachyrhizi,
BRSGO 7560, TMG 801 e TMG 803 (Godoy, dados ndo publicados). No
entanto, a durabilidade dessa resisténcia no campo é duvidosa em funcéo
da variabilidade genética de P. pachyrhizi (Oliveira et al., 2005). Além disso,
o plantio em larga escala de variedades resistentes normalmente leva a
selegcdo de ragas virulentas do patogeno. As ragas virulentas do fitopatogeno
possuem mutagdes nos genes Avr que sdo genes que codificam proteinas
efetoras reconhecidas direta ou indiretamente pelas proteinas codificadas
pelos genes R, em uma relagdo gene-a-gene, inicialmente descrita por Flor
(1942), no patossistema ferrugem do linho-linho (Jones & Dangl, 2006). Os
efetores codificados pelos genes Avr desempenham um papel fundamental
no fendtipo das interagbes patdégeno-hospedeiro, determinando a gama de
plantas hospedeiras de um determinado patégeno (Dangl & McDowell,
2006).

Sabe-se que os genes de aviruléncia codificam proteinas secretadas
que sao reconhecidas por proteinas R localizadas na membrana plasmatica
ou no citoplasma do hospedeiro (Jones & Dangl, 2006). Embora diversos
genes de resisténcia tenham sido descritos em soja, os genes de aviruléncia
correspondentes de P. pachyrhizi ainda nao foram identificados e
caracterizados. Sabe-se, porém, que as sequéncias das proteinas
codificadas pelos genes Avr sdo secretadas no apoplasto e/ou translocadas
para o citoplasma da célula vegetal (Whisson et al., 2007). Desta forma, a
caracterizagdo do secretoma de P. pachyrhizi é etapa primordial para
identificacdo de genes candidatos a genes Avr. Trabalhos pioneiros de
caracterizagao do secretoma do isolado monopustular PPUFV02 de P.
pachyrhizi foram iniciados por Brommonschenkel et al. (2009). Utilizando o
sistema Yeast Secretion Trap, esses autores identificaram varios genes do
isolado PPUFV02 que codificam proteinas secretadas. Todavia, dada a
especificade genética das interagbes patdégeno-hospedeiro torna-se de
fundamental importéncia o conhecimento da reagdo dos gendtipos de soja

gue contenham diferentes genes de resisténcia a este isolado. Desta forma,
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esse estudo teve como objetivo avaliar e caracterizar a reagao de 33
genotipos de soja ao isolado monopustular PPUFV02 de P. pachyrhizi,
visando subsidiar futuros estudos funcionais direcionados a identificacdo de

genes Avr.
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2-MATERIAL E METODOS

2.1- Obtencao e multiplicagao do isolado monopustular PPUFV02

O isolado monopustular PPUFV02 de P. pachyrhizi foi obtido a partir
de uma unica pustula com ureddsporos obtidos de folhas de soja com
sintomas de ferrugens de soja coletadas em 2008, no Campo Experimental
da Agronomia da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa-MG.
Ureddsporos deste isolado foram coletados por aspiragao utilizando uma
bomba a vacuo, armazenados a -80°C, e multiplicados em soja cultivar

Conquista, em condi¢des de casa de vegetacgao.

2.2- Material vegetal, cultivo das plantas e inoculagao

Foram avaliados 33 gendtipos de soja quanto a resisténcia ao isolado
monopustular PPUFV02 de P. pachyrhizi (Tabela 1), sendo que oito
gendtipos possuem genes de resisténcia (R) ja caracterizados. As sementes
desses genotipos foram pré-germinadas, para que a emergéncia fosse
homogénea, e entdo as plantulas foram plantadas em vasos plasticos com
capacidade para dois litros, contendo solo misturado com areia e esterco na
propor¢ao 3:1:1, previamente tratado com brometo de metila, que foram

mantidos em casa de vegetacéo.

A inoculacgao foi realizada aos 30 dias apds o plantio das sementes de
soja. As plantas inoculadas encontravam-se em diferentes estadios de
desenvolvimento, conforme o gendtipo (Tabela 1). As plantas foram
inoculadas com uma suspensdo de 1,0 x 10° ureddsporos/mL do isolado
PPUFV02 de P. pachyrhizi em agua destilada + Tween 20 (0,01%), e
mantidas em camara de nevoeiro, a 25°C no escuro, durante 24h sendo,

posteriormente, transferidas para a casa de vegetagao, onde permaneceram
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durante todo o periodo de avaliagdo. Plantas de soja do cultivar suscetivel
Conquista foram utilizadas como testemunha em todos os ensaios. Os
ensaios foram montados com trés repeticbes, sendo cada repeticdo

representada por uma planta.
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Tabela 1. Gendtipos de soja inoculados com o isolado PPUFV02 de P.
pachyrhizi com os respectivos genes de resisténcia e estadios de
desenvolvimento a época da inoculagao.

Gendtipo Gene R | Estadio Fenoldgico
Conquista - V5
BRS184 - V5
Abura - R6
Nova Santa Rosa - V5
Brasdoo-11610 - V4
Williams82 - \'Z!
BR01-18437 - V5
PI 200492 Rpp1 R5
Pl1 594538-A Rpplb R5
PI 230970 Rpp2 \'Z!
Pl 462312 Rpp3 V4
Pl 459025 Rpp4 V5
PI 200526 Rpp5 V5
PI 200487 (Kinoshita) | Rpp5 R5
PI 471904 Rpp5 R5
P1587886 - R5
PI 594767-A - R6
P1561356 - R5
PI 587880-A - V6
P1 587905 - R5
PI 594754 - R7
P1379618TC1 - V5
PI 416819 - R5
Hyunga - R5
Shiranui - R5
P1 200455 - R5
GC 84051-9-1 - V5
GC 84051-18-4 - R5
GC 84051-21-4 - R5
P1416764 - V5
P1 423956 - V6
TMG 801 "INOX" - V5
TMG 803 "INOX" - \'Z!

Gene R — gene de resisténcia descrito; Estadio fenoldgico — estadio fenoldgico
observado no dia da inoculagdo da soja pelo isolado PPUFV02 de P. pachyrhizi,
segundo Herman (1997).

29



2.3- Avaliagao da resisténcia ao isolado monopustular de P. pachyrhizi

As avaliagbes foram realizadas aos seis, nove e 14 dias apds a
inoculagao (dpi). Avaliou-se a ocorréncia e sintomas da doenga e o tipo da
lesdo presente, RB ou TAN. A severidade da ferrugem foi avaliada
visualmente no foliolo central do terceiro trifdlio de cada planta com o auxilio
da escala diagramatica, conforme proposto por Godoy et al. (2006).

Fragmentos foliares de aproximadamente 1 cm? apresentando
sintomas foram coletados aos 14dpi, visando a avaliagcdo microscopica das
lesbes. Os fragmentos foram colocados em tubos de centrifuga de 15mL
contendo uma solugéo de etanol + acido acético glacial na proporg¢ao de 3:1
para diafanizacdo. A solugao foi trocada até a remocgao total da clorofila.
Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para uma solugcéo de
lactofenol por pelo menos 24h e, posteriormente corados em solugdo de
lactofenol + azul de algodao 0,1% e, montados em |aminas para o exame ao
microscopio 6ptico. Em cada fragmento, foi avaliado o tipo de leséo e a

auséncia ou presenca de urédias nas lesoes.
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3- RESULTADOS

Os primeiros sintomas, caracterizadas como lesdes castanhas, foram
observados na face abaxial das folhas aos seis dias apés a inoculagao (dpi),
sendo que aos 14 dpi, foi possivel classificar os tipos de lesées em
praticamente todos os gendétipos. Em 12 deles, néo foi possivel diferenciar
lesbes TAN e RB, denominadas lesbées ND (ndo determinadas). Aos 14dpi,
observou-se a formagao de pequenos “flecks”, pontuagdes cloréticas, nos
ultimos trifélios inoculados quando estes eram visualizados contra a luz
(Tabela 2).

Além do gendtipo suscetivel Conquista utilizado como testemunha,
nove dos 33 gendtipos analisados, apresentaram reagdes TAN, tipica da
interacdo suscetivel, aos 14dpi (Tabela 2). Dentre os nove, destacam-se os
gendtipos Pl 200492, Pl 462312 e Pl 200526 que contém os genes de
resisténcia Rpp1, Rpp3 e Rpp5, respectivamente. No Pl 587886, foram
observadas tanto plantas com lesées TAN quanto plantas com lesdes RB.
Dos 22 gendtipos restantes, nove produziram lesbes RB e, destes quatro
com lesdes “fleck”. Apenas o gendtipo Pl 594754 apresentou o fendtipo de
imunidade, também formando “fleck” (Tabela 2).

A severidade da ferrugem da soja quantificada na face adaxial das
folhas aos 14dpi variou de 2 a 78,5% nos gendtipos Pl 594754 e Conquista,
respectivamente. Enquanto que nos gendtipos com lesdes do tipo TAN, a
severidade variou de 42 a 78,5%, nos gendtipos com lesées RB a variagao
foi de 18 a 42%. O acesso Pl 594754 com reagao imune apresentou a
menor severidade, 2% (Tabela 2). Os detalhes e a severidade dos diferentes

gendtipos de soja estdo ilustrados nas figuras (1 a 4).
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Tabela 2. Severidade da ferrugem da soja e tipo de lesao observados nos
diferentes genétipos aos 14 dias apés a inoculagio com 1,0 x 10°
uredésporos/mL do isolado monopustular PPUFV02 de P. pachyrhizi.

Gendtipos da soja Nede F)Iantas Média da severidade Tipo de lesdo|Observagao
avaliadas daferrugem

Conquista 3 78.5 TAN

BRS 184 3 42 TAN

Abura 3 42 TAN

Nova Santa Rosa 3 42 TAN

Brasdoo 11610 3 42 TAN

Williams 82 3 42 TAN

BR0O1-18437 3 42 TAN

P1 200492 (Rpp1) 3 42 TAN

P1594538-A (Rpp1b) 3 7 RB* Fleck
P1 230970 (Rpp2) 3 42 RB

P1462312 (Rpp3) 3 42 TAN

PI 459025 (Rpp4) 3 42 RB

PI 200526 (Rpp5) 3 42 TAN

PI 200487 (Rpp5) 3 42 RB

P1 471904 (Rpp5) 3 42 RB

Pl 587886 2 18 TAN/RB
P1594767-A 3 42 RB* Fleck
Pl 561356 3 18 RB

PI 587880-A 2 18 RB* Fleck
Pl 587905 3 18 RB* Fleck
P1 594754 3 2 imune Fleck
Pl 379618TC1 3 42 ND

Pl 416819 3 42 ND

Hyunga 3 42 ND

Shiranui 3 42 ND

Pl 200455 3 42 ND

GC 84051-9-1 3 42 ND

GC 84058-18-4 3 42 ND

GC 84051-21-4 3 42 ND

Pl1 416764 2 18 ND

Pl 423956 3 42 ND

TMG 801 INOX 3 18 ND

TMG 803 INOX 1 42 ND

TAN: lesdes “tannish”; RB: lesdes “redish-brown”; ND: lesdes ndo determinadas;
*lesdes RB com manchas “fleck”.
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Figura 1. Reagao de diferentes genétipos de soja ao isolado PPUFV02 de P.
pachyrhizi visualizada aos 14 dias apoés a inoculagao. A. Pl 200492 (Rpp1). B.
Pl 594538-A (Rpp1b). C. Pl 230970 (Rpp2). D. Pl 462312 (Rpp3). E. Pl 459025
(Rpp4). F. Testemunha - cultivar Conquista. Barra= 2 cm.
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Figura 2. Reacao de diferentes genétipos de soja ao isolado PPUFV02 de P.
pachyrhizi visualizada aos 14 dias apés a inoculagao. A. Pl 200526 (RppS5). B.

Pl 200487 (Rpp5). C. Pl 471904 (Rpp5). D. Testemunha - cultivar Conquista.
Barra= 2 cm.
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Figura 3. Reacdo de diferentes genétipos de soja ao isolado PPUFV02 de P.
pachyrhizi visualizada aos 14 dias apés a inoculagido. A. Pl 594767-A. B. PI
561356. C. Pl 587880-A. D. PI 587905. E. Pl 594754. F. Pl 594754 com manchas
“fleck”. G. Testemunha - cultivar Conquista. Barra= 2 cm.
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Figura 4. Reacoes diferentes observadas em plantas do genétipo Pl 587886
inoculadas com o isolado PPUFV02 de P. pachyrhizi visualizadas aos 14 dias
apos a inoculagao. A. Folha com lesao tipo TAN. B. Presenca de urédias na
lesao tipo TAN. C. Folha com lesao tipo RB. D. Auséncia de urédias na lesao
tipo RB. E. Testemunha - cultivar Conquista. Barra= 2 cm.
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4- DISCUSSAO E CONCLUSOES

O isolado monopustular PPUFV02 de P. pachyrhizi tem sido utilizado
como isolado padrao no laboratério de genémica da UFV para estudos
genbmicos visando a identificagdo de efetores reconhecidos por proteinas
codificadas por genes R nos gendétipos correspondentes de soja, de acordo
com a teoria gene-a-gene de Flor (1942). Este isolado foi avirulento nos
cinco gendtipos de soja Pl 594538-A, Pl 230970, Pl 459025, Pl 200487 e PI
471904 contendo os genes de resisténcia e nos Pl 587880-A, Pl 594767- A,
Pl 561356, Pl 587905 que apresentaram lesdées RB, assim como no
genotipo Pl 594754, caracterizado como imune.

A reacdo de suscetibilidade (lesbes TAN) apresentada por 10
gendtipos, incluindo os cultivares Conquista (utilizado como testemunha),
Williams 82, PI1 200492 (Rpp1) e Pl 462312 (Rpp3) corroboram os resultados
observados, respectivamente, por Li (2009), Laperuta et al. (2008) e Pham et
al. (2010). Desde que houve a suplantagao da resisténcia dos genes Rpp1 e
Rpp3 por uma populacédo de ferrugem da soja em 2003 no Brasil, relata-se,
na literatura, a prevaléncia de suscetibilidade desses gendtipos a isolados
brasileiros de P. pachyrhizi (Calvo et al., 2008), em contraste com a resposta
de resisténcia conferida pelos gendtipos Pl 200492 (Rpp1) e Pl 462312
(Rpp3) quando inoculados com os isolados de P. pachyrhizi nos Estados
Unidos (Hartman et al., 2005). No gendtipo Pl 200526 (Rpp5), foram
observadas lesées TAN, diferentemente do gendtipo Pl 200487 (Rpp5), que
apresentou lesdes do tipo RB. Em um estudo de mapeamento genético na
soja com marcadores SSR (simple sequence repeat), Garcia et al. (2008)
comprovaram que embora o gene Rppb tenha sido mapeado no mesmo loco
em ambos os gendtipos, Pl 200526 e Pl 200487, provavelmente, trata-se de
alelos diferentes, justificando as diferentes respostas ao isolado PPUFV02
de P. pachyrhizi.

A reacgdo de resisténcia (lesbes RB) produzida por nove gendtipos de
soja, inclui quatro gendtipos cujos genes de resisténcia a P. pachyrhizi foram

descritos. Pham et al. (2009) observaram que 90% das plantas Pl 230970
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(Rpp2) e 100% das plantas Pl 459025 (Rpp4) produziram lesées RB aos 14
dias apo6s inoculagdo com 10 isolados de P. pachyrhizi. A reagao de
resisténcia apresentada pelos gendtipos Pl 471904 (Rppbd) e Pl 200487
(Rpp%) é validada pelos resultados observados por Koga et al. (2008). As
lesbes observadas nos acessos Pl 594767-A, Pl 587880-A, Pl 587905
comprovam, respectivamente, os resultados avaliados por Li (2009), Miles et
al. (2008) e Pham et al. (2009). Quanto ao gendtipo Pl 594538-A, que
apresentou a resposta de resisténcia, foi observado por Twizeyimana et al.
(2008) a reacao de HR, visivel macroscopicamente como pequenas
manchas “fleck”. O resultado do acesso Pl 561356 contradiz com as
avaliagoes feitas por Miles et al. (2006), cujas lesdes observadas foram TAN
(primeira avaliagdo) e mistas (segunda avaliagdo). Esta divergéncia de
respostas justifica-se, provavelmente, pela inoculagao das plantas de soja no
trabalho de Miles et al. (2006) por uma mistura de quatro isolados de P.
pachyrhizi. O fenétipo de imunidade apresentado pelo gendtipo Pl 594754
corrobora com o resultado apresentado por Pham et al. (2009), no entanto
dos 10 isolados de P. pachyrhizi inoculados separadamente neste acesso,
apenas o isolado IN 73-1 (India) produziu a resposta de imunidade,
enquanto que o restante dos isolados produziu a lesao RB.

O gendtipo identificado como imune Pl 594754 e com a menor
severidade (2%) apresentou poucas lesdes necroticas, provavelmente, pelo
acumulo de esporos do isolado PPUFV02 de P. pachyrhizi em um
deteminado local na folha. O gendtipo Pl 594538-A também com baixa
severidade da doencga, teve o alelo que confere o tipo de lesdo RB mapeado
na mesma regidao no LG-G do gene Rpp1 (Hyten et al., 2007). Chakraborty
et al. (2009) relatam que este novo alelo, Rpp1-b, esta localizado em um
novo loco de resisténcia proximamente ligado ao Rpp71. Este gendtipo PI
594538-A (Rpp1-b) apresentou reacao diferente a infecgdo pelo isolado
monopustular PPUFV-02 quando comparado ao gendétipo Pl 200492 (Rpp1),
cuja reacgao foi de suscetibilidade a P. pachyrhizi. O genétipo Pl 587880-A
também apresentou baixa severidade da ferrugem associado com lesbes

RB. Ray et al. (2009) utilizaram marcadores moleculares para o
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mapeamento do alelo de resisténcia deste gendtipo Pl 587880-A e do
acesso Pl 587886 e verificaram que o gene localizava-se proximo ao alelo
Rpp1 (Hyten et al., 2007). No trabalho de Ray et al. (2009), a reagao destes
dois gendtipos a inoculagdo com varios isolados de P. pachyrhizi foi similar a
reacao observada por Chakraborty et al. (2009) no gendtipo Pl 594538-A.
Ray et al. (2009) concluiram que os genes de resisténcia conferidos pelos
genotipos Pl 587886 e Pl 587880-A representam o gene Rpp1b ou um outro
gene proximamente ligado no mesmo loco génico. No acesso 587886, no
presente trabalho, foram avaliadas plantas tanto com lesées TAN quanto
RB. Provavelmente, o material avaliado é constituido de mistura de
linhagens resistentes e suscetiveis.

Quanto aos gendtipos com genes de resisténcia descritos, Pl 230970
(Rpp2), Pl 459025 (Rpp4), Pl 200487 (Rppb5) e Pl 471904 (Rppb)
apresentaram lesdes RB tipicas, porém, a severidade de todos os quatro
gendtipos foram relativamente altas (42%), assim como nos Pl 594767- A, PI
561356, Pl 587905. Estas respostas representam um tipo de resisténcia
manifestada tardiamente. Koga et al. (2008) sugerem que estes fendtipos
caracterizam o segundo mecanismo de defesa ativado pelas plantas
(conferido pelos genes R), isto €, imunidade ativada por efetores.

Pode-se concluir pelos resultados obtidos que o isolado PPUFV02 de
P. pachyrhizi foi avirulento nos genétipos de soja Pl 594538-A, Pl 230970, PI
459025, Pl 200487 e Pl 471904 que contém, respectivamente, os genes de
resisténcia Rpp1b, Rpp2, Rpp4, Rppb5. A resisténcia desses gendtipos se
manifestou na forma de lesdes tipo RB. Foi verificado também a ocorréncia
de lesdes tipo RB nos gendtipos de soja Pl 587880-A, Pl 594767-A, PI
561356, Pl 587905 e auséncia de sintomas no gendtipo Pl 594754. Em
conclusdo, este isolado provavelmente apresenta genes Avr
correspondentes aos genes R presentes nos gendtipos de soja
mencionados. A futura expressao transiente de genes que codificam
proteinas secretadas nesses genotipos podera permitir a identificacdo de
genes de aviruléncia do isolado PPUFV02 de P. pachyrhizi.
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CAPITULO 2

CARACTERIZAGAO E EXPRESSAO TRANSIENTE DE GENES DE
Phakopsora pachyrhizi QUE CODIFICAM PROTEINAS
SECRETADAS

RESUMO

COSTA, Poliene Martins. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2010. Caracterizacao e expressao transiente de genes de Phakopsora
pachyrhizi que codificam proteinas secretadas. Orientador. Sérgio
Herminio Brommonschenkel. Coorientadores: Eduardo Seiti Gomide
Mizubuti e Marisa Vieira de Queiroz.

Os fungos causadores de ferrugens secretam proteinas efetoras
durante a sua interacdo com os hospedeiros. Essas proteinas estao
relacionadas com a modificagdo da estrutura ou fungdo dos componentes
celulares do hospedeiro, influenciando na agressividade e viruléncia dos
fungos e na resposta imune da planta. O presente trabalho teve por objetivo
obter a sequéncia completa e efetuar a expressao transiente em tabaco de
seis genes do isolado monopustular PPUFV02 de P pachyrhizi que
codificam proteinas secretadas durante a sua interagcdo com a soja. Foram
obtidas as sequéncias completas de seis genes que codificam proteinas
secretadas com caracteristicas tipicas de efetores, ou seja, séo proteinas de
funcao desconhecida, pequenas (<400 aa), com peptideo sinal de secrecao
na regiao N-terminal e algumas delas com residuos de cisteina capazes de
formar pontes de dissulfeto. Estudos preliminares de agroinfiltragdo em
tabaco revelaram que trés genes, RSP_PAPH_ 05, RSP_PAPH 06 e
RSP_PAPH_07, codificam proteinas capazes de induzir necrose em tabaco.
Esse resultado é consistente com o mecanismo de patogénese de P
pachyrhizi. Todavia, estudos adicionais s&o necessarios para confirmar os
resultados obtidos em tabaco e para verificar se os mesmos resultados sao

obtidos em outras plantas ndo hospedeiras e em soja.
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1-INTRODUGCAO

A ferrugem asiatica da soja € uma das doengas mais severas que
incide na cultura da soja [Glycine max (L.) Merrilll. O fungo Phakopsora
pachyrhizi (Sydow & P. Sydow), agente etioldgico dessa doencga pertence ao
género Phakopsora, filo Basidiomycota, classe Urediniomycetes, ordem
Uredinales, familia Phakopsoraceae (Goellner et al., 2010).

Durante a sua interagdo com os hospedeiros, os fungos causadores de
ferrugens secretam e translocam proteinas para o citoplasma da célula
vegetal. Estas proteinas por estarem relacionadas com a modificagdo da
estrutura ou funcdo dos componentes celulares do hospedeiro, e
influenciarem na agressividade e viruléncia dos fungos e resposta imune da
planta, sdo denominadas proteinas efetoras (Mendgen & Hahn, 2002). Sabe-
se hoje, que os genes Avr codificam proteinas efetoras que sao
reconhecidas pelas proteinas codificadas pelos genes R. Este
reconhecimento desencadeia varias cascatas de transducédo de sinais que
resultam na contengéo do patdégeno no sitio inicial de infec¢do, muitas vezes
pela ativagao da reagéo de hipersensibilidade (HR) (Jones & Dangl, 2006).

Diversos genes de resisténcia foram descritos em soja. No entanto, os
genes de aviruléncia correspondentes de P. pachyrhizi ainda ndo foram
identificados e caracterizados pela dificuldade de se efetuar estudos
genéticos nesse patdégeno e também pela auséncia de um sistema de
transformacao genética desse fungo. Assim, estratégias de expressao
temporaria de genes candidatos em gendtipos resistentes desponta como a
principal alternativa para a identificacdo de genes de aviruléncia desse
patégeno.

A técnica de expressao transiente de genes € uma poderosa
ferramenta para analisar a funcdo de genes e a interacao entre genes de
resisténcia de hospedeiros e genes de aviruléncia de patégenos (Frederick
et al., 1998; Kapila et al., 1997; Scofield et al., 1996). Os métodos de
expressao transiente em plantas incluem a infiltragdo de espécies de

Agrobacterium em tecidos vegetais (Janssen & Gardner, 1990), translocagéo
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do DNA para o interior de células vegetais mediado por bombardeamento
(Sanford et al., 1993), introducado de cassetes de expressao para o interior
de protoplastos de planta por eletroporagdo (Guerche et al., 1987), e a
inoculagdo de plantas com virus recombinantes (Scholthof et al, 1996). A
expressao transiente demanda menos tempo para obtengao dos resultados
e, geralmente, é de baixo custo comparada a transformacgéo estavel. O
método de agroinfiltragdo tem sido utilizado com sucesso para ilustrar a
funcdo de genes Avr de diversos organismos, incluindo Tobbaco mosaic
virus (Erickson et al., 1999), Cladosporium fulvum (Van der Hoorn et al.,
2000) e Pseudomonas syringae pv. tomato (Tang et al., 1996). Além disto,
uma caracteristica particular deste método € que ele apresenta
funcionalidade em uma extensa variedade de espécies de plantas, tais como
tabaco, batata, tomate, alface, ervilha, uva, e Arabidopsis (Mestre et al.,
2000; Santos- Rosa et al., 2008; Van der Hoorn et al., 2000; Wroblewski et
al., 2005).

Além da técnica de expressao transiente de genes, a caracterizagao do
secretoma de P. pachyrhizi € etapa primordial para identificagdo de genes
candidatos a genes Avr, pois 0s genes de aviruléncia codificam proteinas
secretadas que sao reconhecidas por proteinas R localizadas na membrana
plasmatica ou no citoplasma do hospedeiro (Jones & Dangl, 2006).
Trabalhos pioneiros de caracterizagdo do secretoma do isolado PPUFV02 de
P. pachyrhizi foram iniciados por Brommonschenkel et al. (2009). Utilizando
o sistema Yeast Secretion Trap, esses autores identificaram varios genes do
isolado PPUFV02 que codificam proteinas secretadas. Dando continuidade a
caracterizagdao do secretoma deste isolado, o presente trabalho teve por
objetivo a obtencdo da sequéncia completa, caracterizacdo e expressao
transiente em tabaco dos seis genes do isolado monopustular PPUFV02 de

P. pachyrhizi que codificam proteinas secretadas.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1 — Obtenc¢ao da sequéncia completa dos genes selecionados

Selecionaram seis clones provenientes de sequéncias da biblioteca de
cDNA da interacdo Phakopsora pachyrhizi — soja a partir do trabalho de
Zaramela, 2009. Estes clones apresentavam sequéncias incompletas de
cDNA em funcéo da caracteristica do sistema YST (Lee et al., 2006), onde
foram clonados no vetor pYST pequenos fragmentos de cDNA (200-300pb)
fusionados in frame com o gene da invertase (suc2). Para obter a ORF
completa, as sequéncias desses clones foram comparadas com sequéncias
de etiquetas expressas (ESTs) de P. pachyrhizi depositadas no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.nvbi.nIm.nih.gov), utilizando o algoritmo Blastn. As sequéncias

identificadas como similares foram agrupadas com as sequéncias originais,

utilizando-se o} programa CAP3 (http://bio.ifom-
firc.ittASSEMBLY/assemble.html). As ORFs foram deduzidas a partir de
contiguos obtidos, utilizando-se o] programa ORF finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). As ORFs identificadas na
orientacao 5’-3’' foram submetidas a predicdo da presenga de peptideo sinal

pelo programa SignalP 3.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP).

2.2 - Amplificacao e clonagem das sequéncias abertas de leitura
(ORFs) no vetor pYST-1

As ORFs foram amplificadas a partir de cDNA sintetizado utilizando-se
MRNA isolado de folhas de soja coletadas aos seis dias apds a inoculagao
com o isolado PPUFVO02 de P. pachyrhizi. A extracdo de RNA total das
folhas infectadas foi feita de acordo com o protocolo Plant RNA Isolation

Reagent (Invitrogen). O cDNA (primeira fita) foi sintetizado a partir de 5ug do
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RNA total utilizando o iniciador Oligo(dT)z, conforme protocolo do kit
SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen).

Para amplificagdo das ORFs, foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores F e R contendo sitios para EcoRIl imediatamente a montante
(upstream) do codon de iniciacdo (ATG) e Notl na extremidade 3’ da ORF
sem o codon de parada, respectivamente. Os fragmentos de cDNA e o vetor
pYST-1 foram digeridos com as enzimas de restricdo EcoRIl e Notl e,
submetidos a uma reacédo de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase. Os
produtos da ligacdo foram transformados em Escherichia coli EC100 e,
selecionados em meio LB contendo ampicilina 150ug/mL. O DNA plasmidial
dos transformantes foi extraido e quantificado para posterior
sequenciamento.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas com o kit
DYEnamic™ ET Dye Terminators (GE Healthcare, Freiburg, Germany).
Utilizou-se nestas reacdes 75 a 100 ng de DNA, 0,5 uM do oligonucleotideo
Y5 ou pYSTR-1 (para o vetor pYST), 2,0 uL de DYEnamic™ ET Dye
Terminator Sequencing Pré-mix em volume final de 5 uL. As condi¢des da
PCR foram: 95°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 2
minutos repetidas 35 vezes. Em seguida, o DNA foi precipitado adicionando-
se 27,5 yL de etanol absoluto e acetato de amdnio para uma concentragao
final de 0,75 M. Apds 10 min a temperatura ambiente, as reagcdes foram
centrifugadas por 45 min a 3700 rpm. O DNA foi entdo lavado com etanol
70%, centrifugado a 3700rpm por 10 min e deixado secar por 10 min. Apés a
precipitagdo, o DNA foi ressuspendido em Loading Buffer (GE Healthcare). A
leitura das reacdes foi realizada em sequenciador automatico MegaBACE ™
1000 de 96 capilares (GE Healthcare) no Laboratério de Genbmica —
BIOAGRO-UFV.

As sequéncias dos clones foram comparadas com o banco de dados
do  National  Center for  Biotechnology  Information  (NCBI)
(http://www.nvbi.nIm.nih.gov), através dos algoritmos Blastx e Blastn. Em

seguida, as sequéncias foram comparadas com o banco de anotagdes do
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genoma de P. pachyrhizi depositadas no Trace/NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

As sequéncias obtidas foram montadas utilizando-se o programa CAP3
e a predicdo das ORFs (open reading frame) foi realizada pelo programa
ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). As ORFs foram
submetidas a predi¢cao da presenca de peptideo sinal pelo programa SignalP
3.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) e a presengca de
dominios transmembrana pelo programa Phobius (http:/phobius.sbc.su.se/).
Através do programa TargetP 1.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) foi possivel estimar a localizagao
subcelular das proteinas identificadas. A composicao de residuos de cisteina
dos candidatos a efetores selecionados foi descrita, utilizando-se o programa
ProtParam (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) e os possiveis sitios
de formacao de pontes de dissulfeto foram identificados utilizando-se o
programa DIANNA (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/). As sequéncias
de nucleotideos e de aminoacidos das ORFs deduzidas foram alinhadas
utilizando-se o programa ClustalWW (CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence

alignment) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

2.3 — Clonagem das ORFs no vetor pENTR™ do sistema Gateway®

(Invitrogen)

Foram desenhados dois oligonucleotideos iniciadores F, com adigao
do sitio CACC, para clonagem pelo sistema Gateway® (Invitrogen). O
primeiro oligonucleotideo iniciador F1 possui o sitio de recombinagdo a
montante do cdédon de iniciacdo seguido da sequéncia codificante para o
peptideo  sinal, predito pelo programa SignalP 3.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). O segundo oligonucleotideo
iniciador F2, introduz um coédon de iniciacdo in frame com a sequéncia
codificante, sem a regido que codifica o peptideo sinal. O oligonucleotideo

iniciador reverso R contém o respectivo codon de parada. Os amplicons,
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amplificados a partir das sequéncias clonadas no vetor pYST-1
selecionados, foram clonados no vetor pENTR"/D-TOPO® segundo
instru¢des do fabricante (Invitrogen). As ORFs foram entéo transferidas para
o vetor de destino pK7WG2 (Karimi et al., 2002), segundo instrugbes do kit
Gateway® LR Clonase ™ Il Enzyme Mix (Invitrogen). O vetor binario
pK7WG2 foi gentiimente cedido pela Prof?. Dr?. Claudine Marcia Carvalho,
do Laboratério de Virologia — UFV.

2.4- Expressao transiente dos genes em folhas de tabaco por meio de

agroinfiltragcao

A estirpe de Agrobacterium tumefaciens EHA105 (Hood et al., 1993)
foi transformada por choque térmico com as constru¢des obtidas no item 2.3,
e com os vetores binarios pK7WG2, pK7WG2-Bax, pK7WG2-GUS,
pCAMBIA1305.1, pPCAMBIA1305.2, utilizados como construgdes controle. Os
plasmideos pCAMBIA1305.1, pCAMBIA1305.2 foram inseridos por choque
térmico na estirpe KYRT1 (Torisky et al., 1997) de A. tumefaciens. O cassete
de expressdo pYFP-Nac6 (Pinheiro et al., 2009) na estirpe KYRT1 foi
gentiimente cedido pela Prof?. Dr?. Elizabeth Pacheco Batista Fontes, do
Laboratério de Biologia Molecular de Plantas — UFV.

Plantas de N. tabacum cultivar Havana 425 foram cultivadas em
condigdes de casa de vegetacdo. Plantas com oito semanas de idade foram
utilizadas para o ensaio de expressao transiente. A agroinfiltracdo foi
efetuada como descrito por Sessa et al. (2000) com as seguintes
modificagdes. O meio YEP (Bactotriptona 1 %, NaCl 0,5% e extrato de
levedura 0,5 %, pH 7,0) foi utilizado para cultivar as agrobactérias sob
agitagao (280 rpm) por 16h a 28°C. A estirpe EHA105 de A. tumefaciens
contendo as construgcdes no vetor pK7WG2 foram mantidas em YEP,
contendo os antibidticos rifampicina 100 pug.mL™” e estreptomicina 300
ug.mL”, enquanto que EHA105 contendo os vetores pCAMBIA1305.1 e
pCAMBIA1305.2 foram cultivadas em meio YEP, contendo os antibi6ticos

rifampicina 100 ug.mL™" e canamicina 50 pug.mL". Ja os clones de A.
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tumefaciens KYRT1 contendo os cassetes de expressdo pCAMBIA1305.1,
pCAMBIA1305.2 e pYFP-Nac6 foram cultivadas em YEP, contendo os
antibidticos rifampicina 100 pg.mL-1 e canamicina 50 pyg.mL-1. A seguir, as
agrobactérias foram coletadas por centrifugagao a 4000rpm por 10 minutos e
0 sobrenadante descartado. As agrobactérias foram ressuspensas em 5 ml
de tampao de infiltracgo (MES 10 mM pH 5,6, MgCl, 10 mM e
acetoseringona 200 uM) e a concentragdo da suspensao foi ajustada para
uma absorbancia 0,5 a 600nm (Kelley et al., 2010). A solugao foi injetada
com seringa de plastico de 1 ml na face abaxial das folhas entre as se¢des
foliares alternadas. Como controle, as sec¢des foliares de tabaco foram
infiltradas com o tampao de infiltracdo. As plantas foram mantidas em casa
de vegetacao, e avaliadas diariamente para monitorar o desenvolvimento de

sintomas na area infiltrada.
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3 - RESULTADOS

Utlizando-se os oligonucleotideos construidos a partir dos contiguos
de sequéncias de ESTs de P. pachyrhizi, foram amplificadas as ORFs de
todos os seis genes selecionados, a partir do cDNA sintetizado, utilizando-se
MRNA isolado de folhas de soja infectadas com o isolado monopustular
PPUFVO02 desse fungo.

Foram completamente sequenciadas 22 clones recombinantes
obtidos pela clonagem dos fragmentos amplificados com cada par de
oligonucleotideos no vetor pYST-1. Identificaram cinco padrdées de
sequéncias amplificadas pelos oligonucleotideos correspondentes ao gene
RSP_PAPH_02 (Rust Secreted Proteins corresponding to Phakopsora
pachyrhizi) (Fig. 1) e dois padrdées de sequéncias amplificadas pelos
oligonucleotideos do gene RSP_PAPH_05 (Fig. 2). Um unico padrdo de
sequéncia foi observado para os genes RSP_PAPH_03, RSP_PAPH_04,
RSP_PAPH 06 e RSP_PAPH_07. Os diferentes clones receberam a
denominagédo correspondente a ordem da lista de clones registrados e
estocados no Laboratério de Gendémica (pGPP), como registrado na Tabela
1.
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pGPP1268 ATGCAATTCCTTACCCTAGTCACTCTTTTGATCGCATCTCAGCTGGCATCGTCGGTGCCA 60

pGPP1270 ATGCAATTCCTTACCCTAGTCACTCTTTTGATCACATCTCAGCTGGCATCGTCGGTGCCA 60
pGPP1272 ATGCAATTCCTTACCCTAGTCACTCTTTTGATCACATCTCAGCTGGCATCGTCGGTGCCA 60
pGPP1276 ATGCAATTCCTTACCCTAGTCACTCTTTTGATCACATCTCAGCTGGCATCGTCGGTGCCA 60
pGPP1274 ATGCAATTCCTTACCCTAGTCACTCTTTTGATCACATCTCAGCTGGCATCGTCGGTGCCA 60
Kk Kk Kk Kk k ok kK k ok kK ok ok ok ok Kk ok ok ok k ok ok kR ok k ko ok ok ok ok ok ok K k ok kK ok ok kK ok ok ok Kk k kK
pGPP1268 CTTGTTGAGCGAGCTGAAACTCGTACCTCTGCAGAGCATGTGAATCAAAAAGGATTCTTT 120
pGPP1270 CTTGCTGAGCGAGCTGAAACTCGTACCTCTGCAGAGCATGTGAATCAAAAAGGATTCTTT 120
pGPP1272 CTTGTTGAGCGAGCTGAAACTCGTACCTCTGCAGAGCATGTGAATCAAAAAGGATTCTTT 120
pGPP1276 CTTGTTGAGCGAGCTGAAACTCGCACCTCTGCAGAGCATGTGAATCAAAAAGGATTCTTT 120
pGPP1274 CTTGTTGAGCGAGCTGAGACTCGCACCTCTGCAGAGCATGTGAATCAAARAAGGATTCTTT 120
khkkhkk Khkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkk ,hhkkhkkk hhhkhkhhkhkhhhkhhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdhkkkkx*k
pGPP1268 GGAGGACTACCTTGCGCACCTATCGGTGGAATGCTTCCTCCTCCAATTGGCGGTTTCTTG 180
pGPP1270 GGAGGACTACCTTGCGCACCTATCGGTGGAATGCTTCCTCCTCCAATTGGCGGTTTCTTG 180
pGPP1272 GGAGGACTACCTTGCGCACCTATCGGTGGAATGCTTCCTCCTCCAATTGGCGGTTTCTTG 180
pGPP1276 GGAGGACTACCTTGCGCACCTATCGGTGGAATGCTTCCTCCTCCAGTGAGCGGTTTCTTG 180
pGPP1274 GGAGGTCTACCTTGCGCACCTATCGGTGGAATGCTTCCTCCTCCAGTGGGCGGTTTCTTG 180
Kk khh KKk ok kA hk kA Kk A ARk kA Rk k kX hk kA kK ok kA Kk khkkkk Kk kokkkkok ok kk kK
pGPP1268 CCCCCACCACCAATTGGCGGGTTTCTTCCTCCACCACCAATCGGAGGCTTCGGAGGCTTC 240
pGPP1270 CCCCCACCACCAATTGGCGGGTTTCTTCCTCCACCACCAATCGGAGGCTTCGGAGGCTTC 240
pGPP1272 CCCCCACCACCAATTGGCGGGTTTCTTCCTCCACCACCAATCGGAGGCTTCGGAGGCTTC 240
pGPP1276 CCCCCACCACCAATTGGCGGGTTTCTTCCTCCACCACCAATCGGAGGCTTCGGAGGCTTC 240
pGPP1274 CCCCCACCACCAATTGGCGGGTTTCTTCCTCCACCACCAATCGGAGGCTTCGGAGGCTTC 240
KA KA A I A I A A A AR AR I A A A A A A AR A A I A I A A A A A A I A A A Ak Ak Ak Ak Ak ko khkhdx
pGPP1268 GGTGGCCTAGGCGGCTTTGGAGGCCTAGGTGGCTTTGGCGGCCTACCCCCTCCACCAATT 300
pGPP1270 GGTGGCCTAGGCGGCTTTGGAGGCCTAGGTGGCTTTGGCGGCCTACCCCCTCCACCAATT 300
pGPP1272 GGTGGCCTAGGCGGCTTTGGAGGCCTAGGTGGCTTTGGCGGCCTACCCCCTCCACCAATT 300
pGPP1276 GGTGGCCTAGGTGGCTTTGG--———=—=————————————— CCTACCCCCTCCACCAATT 279
pGPP1274 GGTGGCCTAGGTGGCTTTGG—-———=—=————————————— TCTACCCCCTCCACCAATT 279
Kk kkkkkkkkk kkkkkkkk kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
pGPP1268 GGCGGATTCGGTGGTCTTGGATTCGGTGGACTACCACCTCCCCCGATCGGAGGTCTAGGC 360
pGPP1270 GGCGGATTCGGTGGTCTTGGATTCGGTGGACTACCACCTCCCCCGATCGGAGGTCTAGGC 360
pGPP1272 GGCGGATTCGGTGGTCATGGATTCGGTGGACTACCACCTCCCCCGATCGGAGGTCTAGGC 360
pGPP1276 GGCGGATTCGGTGGTCTTGGATTCGGTGGACTACCACCTCCCCCGATCGGAGGTCTAGGC 339
pGPP1274 GGCGGATTCGGTGGTCTTGGATTCGGTGGACTACCACCTCCCCCGATCGGAGGTCTAGGC 339
Khkkkhkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhk hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkkkhkkkhkkxkx
pGPP1268 TTTGGTGGTTTACCTCCCCCTATGATTGGTGGTTTTGGAGGTCTAGGAGGTGGAATTGGC 420
pGPP1270 TTTGGTGGTTTACCTCCCCCTATGATTGGTGGTTTTGGAGGTCTAGGAGGTGGAATTGGC 420
pGPP1272 TTTGGTGGTTTACCTCCCCCTATGATTGGTGGTTTTGGAGGTCTAGGAGGTGGAATTGGC 420
pGPP1276 TTTGGTGGTTTACCTCCCCCTATGATTGGTGGTTTTGGAGGTCTAGGAGGTGGAATTGGC 399
pGPP1274 TTTGGTGGTTTACCTCCCCCTATGATTGGTGGTTTTGGAGGTCTAGGAGGTGGAATTGGC 399
LRSS SRS SRS RS ERE SRS EE R R SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEES
pGPP1268 GGTATGGGTGGTTTCGGTGGAATGGGTGGTGGTGGTTTCGGTGGTGCCAGCGGATTCAAC 480
pGPP1270 GGTATGGGTGGTTTCGGTGGAATGGGTGGTGGTGGTTTCGGTGGTGCCAGCGGATTCAAC 480
pGPP1272 GGTATGGGTGGTTTCGGTGGAATGGGTGGTGGTGGTTTCGGTGGTGCCAGCGGATTCAAC 480
pGPP1276 GGTATGGGTGGTTTCGGTGGAATGGGTGGTGGTGGTTTCGGTGGTGCCAGCGGATTCAAC 459
pGPP1274 GGTATGGGTGGTTTCGGTGGAATGGGTGGTGGTGGTTTCGGTGGTGCCAGCGGATTCAAC 459
LRSS SRS SRS EEE SRS SRS SRR EEE R EEEEEE R SRR S S
pGPP1268 CGAAACTCTTTCAGCTCTGTTCAATCTGGCTCTTCATCTAGCGGATTCAAAGCTGGTGGT 540
pGPP1270 CGAAACTCTTTCAGCTCTGTTCAATCTGGCTCTTCATCTAACGGATTCAAAGCTGGTGGT 540
pGPP1272 CGAAACTCTTTCAGCTCTGTTCAATCTGGCTCTTCATCTAACGGATTCAAAGCTGGTGGT 540
pGPP1276 CGAAACTCTTTCAGCTCTGTTCAATCTGGCTCTTCATCTAACGGATTCAAAGCTGGTGGT 519
pGPP1274 CGAAACTCTTTCAGCTCTGTTCAATCTGGCTCTTCATCTAACGGATTCAAAGCTGGTGGT 519
khkkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhk Fhkhkhkhkhkhkkkkkhkkkhkkkhkkxkx
pGPP1268 GGACAATACGGCGGAGCTGGTGGTTT-AGGTGGAATTGGTGGAATGGGTGGTTTCTTGAA 599
pGPP1270 GGACAATACGGCGGAGCTGGTGGTTT-AGGCGGAATTGGTGGAATGGGTGGTTTCTTGAA 599
pGPP1272 GGACAATACGGCGGAGCTGGTGGTTT-AGGTGGAATTGGTGGAATGGGTGGTTTCTTGAA 599
pGPP1276 GGACAATACGGCGGAGCTGGTGGTTT-AGGTGGAATTGGTGGAATGGGTGGTTTCTTGAA 578
pGPP1274 GGCCAATTTGGCGGAGCTGGTGGTTTCAGGTGGAATTGGTGGAATGGGTGGTTTCTTGAA 579
* Kk Kk k kK hhkkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhk *hkk dhkhhkhkdhkdkhkhhhrkhhkhhkhdhkdrhkkkkkx
pGPP1268 AAAAAACAAAGAGAAGAGCGAAGCATAA 627
pGPP1270 AAAAAACAAAGAGAAGAGCGAAGCATAA 627
pGPP1272 AAAAAACAAAGAGAAGAGCGAAGCATAA 627
pGPP1276 AAAAAACAAAGAGAAGAGCGAAGCATAA 606
pGPP1274 AAAAA-CAAAGAGAAGAGCGAAGCATAA 606

Figura 1. Alinhamento multiplo das sequéncias dos diferentes clones das
sequéncias abertas de leitura amplificadas a partir de cDNA de folhas
infectadas com oligonucleotideos derivados da sequéncia aberta de leitura do
contiguo de ESTs RSP_PAPH_02.
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pGPP1308 ATGAAATTGTCATGTGCCTATCTGATTGTTCTCATCTCTGTCCTATCTTCCACTTTTGTG 60

pPGPP1305 ATGAAATTGTCATGTGCCTATCTGATTGTTCTCATCTCTGTCCTGTCTTCAACTTTTGTG 60
khkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhhkhkd k,hkhkhkx *khkhkhkkkhkx*k
pGPP1308 GCAGCTGATGATGTTAGCGACAAGAGCGGTGAAGTCTCTGACAGCAAATTCTTTGGTTAT 120
pPGPP1305 GCAGCTGAGGATGTTAGCGATAAAAACGCTGAAGTCTCTGACAGCAAGTTCTTC-———~- T 115
khkkhkhkkhkhkkhkk hhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkx *k * *k Khhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkx K*kkkx*k *
pGPP1308 GGACTAGGTGGTCTTGGAGG-TTGGGGCTACTGGGGA-GGTGGTTTATTTTCTGGTCTTG 178
pPGPP1305 GGACTAGGTGGTCTTGGGGGGTTGGGGTTACTGGGGACGGTGGTAGATTTGCTGGTCTTG 175
khkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkx hkxk hkhkhkhkkhkkx *hkhkkhkkhkhkkhkhkk *,kkkx*k *khkkk Kkhkkkkkkkk
pGPP1308 GTGGATACTCGTGGTT-GAACCCATGGATGGGAAATGCCTACGGGTTTGGTCTCTACC-G 236
pPGPP1305 GTGGATACTCGTGGTTAGAACCCATGGATGGGAAATGCCTACGGATTTGGTCTATACCAG 235
khkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkh dhhhkkhhkkhkhhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkd ,hkhkhkhkkhkhkx *xk*k *
pGPP1308 CGGATTTTAT-GGTGGAT-GGCT-CAAATCGGCTGATGGT-CTCCAAGAGCGTCGATCAA 292
pGPP1305 CGGATTGTATAGGTGGATAGGCTACAAATCGGCTGATGGTACACCAAGAGCGTCGATCAA 295

Khkkhkkhk Khk Khkkhkhkkhkk Khkkk KAk hkkAhkAhdhkkhkrkhkhhk * *AkhAArAhkAr A A ARk XK K

pGPP1308 TCCAGGAATTGCACAACCTCATGTCACGGGCTGATCACACC-GTATCCTGCAAGA-ACAA 350
pGPP1305 TCCAGGAATTACACAACCTCATGTCAAGGGCTGATCACACAAGTTTCATGCAAGACACAT 355
* Kk ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok *kkkkkkkkkkkk * % * % * Kk Kk ok ok ok ok * k%
pGPP1308 GAACGGTGAAGTTGCTCATTTCGAAACCAAGAGCTGCTTGAGTGCTGCTAACAAGTTGGC 410
pGPP1305 GAACGGGGAAGATGCTCATTTCGAAACCAAGAGCTGCTTGAGTGCTGCAAACAAGTTAGC 415
* Kk ok Kk k * K kK hhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkkkkk * Kk k ok k ok kk * %
pGPP1308 TAATCAACA-CGCTTCTAGTGCTACCTGTGGA-GCGTGCTCTCTAAGCATCCAAGGTCCC 468
pGPP1305 TAATCAACAACGCTTCGAGCGCTACCTGTGGNCGCGTGCTCTCTGAGCATCCAAGGTCCC 475
* Kk k ok ok ok ok ok k * Kk ok Kk k * % Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk Kk k ok ok ok k ok ok ok ok *khkkkkkkkkkkkkkk
pGPP1308 ARA-TGGT-GCT-CTAT-CTGC-CAAGTCTATT-CCACCACCT-GAGTTGGCTAAGGCGAC 521
pGPP1305 ARANGGTAGCTACTATACTGCACAAGTCTATTACCATCATCTAGAGTTGACAAAGGCGAC 535
* % * k% * k% * K kK * K kK * ok ok ok ok ok ok ok ok ok * k% * % * % * Kk ok ok Kk k * * Kk ok ok k ok kk
pGPP1308 TCTTAACATTTTGAAGGCTTGCGCTAAA-GGTGAAAGCAAGATGCTTG--CTGCTTCAGA 578
pGPP1305 TCTCAACATTAAGAAGGCTTGCGCCAAAAGGTGAAAGCAAGATGCTTGAATCGCTTCAGA 595
* k% * Kk ok ok Kk k * ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok * k% khkkhkkhkkhkhkkhkhkkkhkkkkk*kk * Kk k ok ok kkk
pPGPP1308 GCTTGAGCGCCGCTCTCCATTGCCCGAGGAAATTCCATCT--CAATCCTCATCCAGCAAC 636
pGPP1305 ACTTGAACGCCG-TCTCCATTACCGGAGGAAATTCCATACTACAATCTTCGTCTAGCAAC 654
* Kk ok kK& * Kk ok kK& * Kk k ok k ok Kk k * % *khkkkkkkkkkkkk * Kk ok ok ok * * * * * Kk ok ok ok ok
pGPP1308 GAAA-AGAACTCTAAGGATGCATTTGCAG--TTGTGCT-CCTG---AAAGGCAA--CGGG 687
pPGPP1305 GGCACAAGAGCCCAAGGATGCATTTGCAAGTTTGTGCTACCTNGACAAAGGCACACCGGG 714
* * * * * Kk khkkkkkkkkkkkkkk * Kk k ok ok ok ok * k% * Kk k ok ok ok ok * Kk kK
pPGPP1308 CC-GGCCTGTGCTTAG 702
pPGPP1305 CCAGGCCTGTGCTTAG 730

Kk kkkkkkkkkokk kK

Figura 2. Alinhamento multiplo das sequéncias dos diferentes clones das
sequéncias abertas de leitura amplificadas a partir de cDNA de folhas
infectadas com oligonucleotideos derivados da sequéncia aberta de leitura do
contiguo de ESTs RSP_PAPH_05.
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Tabela 1. Denominagéo e tamanho (pb) dos genes candidatos a efetores.

Candidatos a efetores Clones Tamanho (pb)
RSP PAPH 02 pGPP1276 606
PGPP1268 627
pGPP1270 627
pGPP1272 627
pGPP1274 606
RSP _PAPH 03 pGPP1278 375
RSP_PAPH 04 pGPP1280 1176
RSP PAPH 05 PGPP1305 696
pGPP1308 702
RSP PAPH 06 pGPP1339 627
RSP PAPH 07 pGPP1341 696

Apesar do polimorfismo verificado nas sequéncias das ORFs dos
clones pGPP1268, 1272, 1270, 1276 e 1274 correspondentes ao gene
RSP_PAPH_02, e dos clones pGPP1305 e 1308 correspondentes ao gene
RSP_PAPH_05, todas geraram sequéncias abertas de leitura clonadas no
vetor pYST-1 in frame com o gene da invertase. Além disso, todas as ORFs
deduzidas codificaram polipeptideos com peptideo sinal de secre¢cdo sem
dominio transmembrana, com nivel de confiabilidade maximo (RC=1) para
predicdo de secrecao celular (Tabela 2).

As proteinas deduzidas dos clones pGPP1305 e pGPP1308 do gene
RSP_PAPH_05 e o clone pGPP1341 do gene RSP_PAPH_07 apresentaram
uma maior quantidade de residuos de cisteina em sua composigao,
respectivamente, 7(3,0%), 7(3,0%) e 6(2,6%). As demais proteinas
deduzidas dos outros clones apresentaram apenas um residuo de cisteina.
Os clones pGPP1305, pGPP1308 e pGPP1341 apresentaram maior numero
de residuos de cisteina e também as menores quantidades de residuos de
glicina e prolina respectivamente, 26(11,3%) e 7(3,0%), 28(12,0%) e
9(3,9%), 26(11,3%) e 7(3,0%) (Tabela 3). As sequéncias das proteinas
deduzidas a partir das sequéncias dos clones pGPP1305, pGPP1308 e
pGPP1341 apresentam predigado positiva para trés pontes de dissulfeto (Fig.
3).
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Tabela 2. ORFs preditas para candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi que apresentaram predicao positiva (Y) em cinco ou

mais parametros do programa SignalP e foram analisados com outros algoritmos de predigao.

Candidato N° PS Blastx Blastn Trace SignalP TargetP | Phobius
aa Predicdo | Acesso Predicao E-value Acesso E-value NN | HMM | Loc |RC 0
pGPP1276 | 201 | 18 | no hit |EH261625 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:452196760 0.0 0,8820,999| S | 1 0
pGPP1268 | 208 | 18 | no hit | EH261625 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:452196760 0.0 0,887 | 1 S |1 0
pGPP1270| 208 | 18 | no hit | EH261625 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:452196760 0.0 0,863(0,999| S | 1 0
pGPP1272| 208 | 18 | no hit |EH261625 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:452196760 0.0 0,883|0,999| S | 1 0
pGPP1274 | 201 | 18 | no hit |EH261625 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:452196760 0.0 0,883|0,999| S | 1 0
pGPP1278| 124 | 20 | no hit |EH262039 | cDNA Phakopsora pachyrhizi | 3,00E-171 |1i:452023563 | 5,00E-120 |0,914|0,992| S | 1 0
pGPP1280| 391 | 18 | nohit | EH247385 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:452114268 0.0 0,818(0,999| S | 1 0
pGPP1305| 231 |22 | nohit |EH251313 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:455493036 0.0 0,881(0,995| S | 1 0
pGPP1308 | 233 | 22| nohit |EH262713 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:453327785 0.0 0,864|0,997| S | 1 0
pGPP1339| 208 | 18 | no hit | EH258665 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:452196760 0.0 0,883(0,999| S | 1 0
pGPP1341| 231 |22 | nohit |EH262713 | cDNA Phakopsora pachyrhizi 0.0 ti:453327785 0.0 0,881[0,995| S | 1 0

aa — aminoacidos; PS — tamanho do peptideo sinal; NN — neural network method; HMM — hidden Markov model; Loc — localizacao celular; S —
proteina secretada; RC — coeficiente de confiabilidade.
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Tabela 3. Composi¢ao de aminoacidos dos clones selecionados, obtida com o programa ProtParam.

Clone Ala(A) Arg(R) Asn(N) Asp(D) Cys(C) GIn(Q) Glu(E) Gly(G) His(H) lle(l) Leu(L)
pGPP1276 4.0% (8) 1.5% (3) 2.5% (5) 0 0.5% (1) 2.5% (5) 2.5% (5) 31.8% (64) 0.5% (1) 4.5% (9) 9.5% (19)
pGPP1268 4.3% (9) 1.4% (3) 1.9% (4) 0 0.5% (1) 2.4% (5) 2.4% (5) 33.7% (70) 0.5% (1) 4.8% (10) 9.6% (20)
pGPP1270 4.3% (9) 1.4% (3) 2.4% (5) 0 0.5% (1) 2.4% (5) 2.4% (5) 33.7% (70) 0.5% (1) 4.8% (10) 9.6% (20)
pGPP1272 3.8% (8) 1.4% (3) 2.4% (5) 0 0.5% (1) 2.4% (5) 2.4% (5) 33.7% (70) 1.0% (2) 4.8% (10) 9.1% (19)
pGPP1274 4.0% (8) 2.0% (4) 3.5% (7) 0 0.5% (1) 2.5% (5) 3.0% (6) 29.9% (60) 0.5% (1) 4.0% (8) 9.0% (18)
pGPP1278 4.8% (6) 7.3% (9) 3.2% (4) 0.8% (1) 0.8% (1) 1.6% (2) 3.2% (4) 25.8% (32) 0 1.6% (2) 1.6% (2)
pGPP1280 | 2.6% (10) 0.8% (3) 1.5% (6) 1.0% (4) 0.3% (1) 1.3% (5) 0.8% (3) | 38.6% (151) 1.5% (6) 7.4% (29) 11.5% (45)
pGPP1305 | 11.3% (26) 3.0% (7) 5.2% (12) 2.6% (6) 3.0% (7) 2.2% (5) 5.6% (13) 11.3% (26) 2.2% (5) 3.0% (7) 10.8% (25)
pGPP1308 | 10.7% (25) 2.6% (6) 5.2% (12) 3.0% (7) 3.0% (7) 2.1% (5) 5.2% (12) 12.0% (28) 1.7% (4) 3.0% (7) 11.2% (26)
pGPP1339 3.8% (8) 1.4% (3) 2.9% (6) 0 0.5% (1) 2.4% (5) 2.4% (5) 33.7% (70) 0.5% (1) 5.8% (12) 9.6% (20)
pGPP1341 | 11.3% (26) 3.0% (7) 5.2% (12) 2.6% (6) 2.6% (6) 2.2% (5) 5.6% (13) 11.3% (26) 2.2% (5) 3.0% (7) 10.8% (25)

Ala(A) — alanina; Arg(R) — arginina; Asn(N) — asparagina; Asp(D) — aspartato; Cys(C) — cisteina; GIn(Q) — glutamina; Gly(G) — glicina; His(H) — histidina; lle(l) — isoleucina; Leu(L) — leucina.

Tabela 3 (continuagdo). Composi¢cao de aminoacidos dos clones selecionados, obtida com o programa ProtParam.

Clone Lys(K) Met(M) Phe(F) Pro(P) Ser(8S) Thr(T) Trp(W) Tyr(Y) Val(V) Pyl(O) Sec(U)
pGPP1276 | 3.0%(6) | 3.0%(6) | 9.0% (18) | 12.4% (25) | 7.0% (14) | 2.5% (5) 0 0.5% (1) 3.0% (6) 0 0
pGPP1268 | 2.9%(6) | 2.9%®6) | 9.1%(19) | 12,0% (25) | 6.7% (14) | 1.9% (4) 0 0.5% (1) 2.4% (5) 0 0
pGPP1270 | 2.9%(6) | 2.9%®6) | 9.1%(19) | 12,0% (25) | 6,2% (13) | 2.4% (5) 0 0.5% (1) 1.9% (4) 0 0
pGPP1272 | 2.9%(6) | 2.9%(®6) | 9.1%(19) | 12,0% (25) | 62% (13) | 2.4% (5) 0 0.5% (1) 2.4% (5) 0 0
pGPP1274 | 25%(5) | 2.5%(5) | 10.0% (20) | 12.4% (25) | 6.5% (13) | 2.5%(5) | 2.0% (4) 0 3.0% (6) 0 0
pGPP1278 | 24%(3) | 24%@) | 4.0%5) | 13.7%(17) | 4.0% (5) 1.6% (2) | 12.9% (16) | 1.6% (2) 6.5% (8) 0 0
pGPP1280 | 15% (6) | 1.0% (4) | 6.4% (25) | 16.6% (65) | 4.1% (16) | 1.5% (6) 0 0 1.5% (6) 0 0
pGPP1305 | 6.5% (15) | 22%(5) | 3.0%(7) | 3.0%(7) | 13.4%(31) | 3.0%(7) | 2.2%(5) 2.6% (6) 3.9% (9) 0 0
pGPP1308 | 6.9% (16) | 1.7% @) | 3.4%@®) | 3.9%(9) | 133%(31) | 21%(5) | 2.1%(5) 3.0% (7) 3.9% (9) 0 0
pGPP1339 | 24%(3) | 24%@3) | 91%(19) | 12,0% (25) | 6.2% (13) | 2.4% (5) 0 0.5% (1) 2.4% (5) 0 0
pGPP1341 | 65% (15) | 22%(5) | 3.0%(7) | 3.0%(7) | 13.4% (31) | 3.0%(7) | 2.2% (5) 3.0% (7) 3.9% (9) 0 0

Lys(K) — lisina; Met(M) — Metionina; Phe(F) — fenilalanina; Pro(P) — prolina; Ser(S) — serina; Thr(T) — treonina; Trp(W) — triptofano; Tyr(Y) — tirosina; Val(V) — valina; Pyl(O) — prirrolisina; Sec(U) —
selenocisteina
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pGPP1305

112 - 144 DHTWVECERMEG - ASRATCGACEL

127 - 147 FETESCLZEAAN - ATCRACILEIO

179 - 230 MILEACARKGES - GHOEPACEREETE
pGPP1308

5-181 HMELSCAYLIV - WILEACAEKGES

114 - 146 DHTWVSCERERNG - ASSATCGACSL

129 - 149 FETESCLSAAN - ATCGACILIION
PGPP1341

112 - 144 DHTWVECERMEG - ASRATCGACEL

127 - 147 FETESCLZEAAN - ATCRACILEIO

179 - 230 MILEACARKGES - GHOEPACEREETE

Figura 3. Predicao de pontes de dissulfeto para as proteinas codificadas pelos
clones pGPP1305, pGPP1308 e pGPP1341.

Dentre os seis genes candidatos a efetores, foi observado
polimorfismo de sequéncias de aminoacidos nas sequéncias protéicas
deduzidas das ORFs geradas pelos genes RSP_PAPH 02 e, entre
RSP_PAPH_05 e RSP_PAPH_07, evidenciado nos alinhamentos multiplos
ilustrados nas figuras 4 e 5, respectivamente. Observa-se no alinhamento
dos clones pGPP1305, pGPP1308 e pGPP1341 a presenca de um dominio
semelhante ao RXLR-EER encontrado em oomicetos (Win et al., 2007; Birch
et al., 2008) (Fig. 5). Pode-se verificar no alinhamento presente na figura 6,
entre os clones dos candidatos RSP _PAPH 02, RSP_PAPH 04 e
RSP_PAPH_06 a presenga de um padrao “LPPPXGGF”, que repete-se no

minimo cinco vezes em todos os clones.



pGPP1268 MQFLTLVTLLIASQLASSVPLVERAETRTSAEHVNQKGFFGGLPCAPIGGMLPPPIGGFL 60

pPGPP1272 MOFLTLVTLLITSQLASSVPLVERAETRTSAEHVNQKGFFGGLPCAPIGGMLPPPIGGFL 60
PGPP1270 MQFLTLVTLLITSQLASSVPLAERAETRTSAEHVNQKGFFGGLPCAPIGGMLPPPIGGFL 60
PGPP1276 MOFLTLVTLLITSQLASSVPLVERAETRTSAEHVNQKGFFGGLPCAPIGGMLPPPVSGFL 60
pPGPP1274 MOFLTLVTLLITSQLASSVPLVERAETRTSAEHVNQKGFFGGLPCAPIGGMLPPPVGGFL 60
AAAAAAAAAAA:AAAAAAAAA.AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA:'7<7<7<
PGPP1268 PPPPIGGFLPPPPIGGFGGFGGLGGFGGLGGFGGLPPPPIGGFGGLGFGGLPPPPIGGLG 120
PGPP1272 PPPPIGGFLPPPPIGGFGGFGGLGGFGGLGGFGGLPPPPIGGFGGHGFGGLPPPPIGGLG 120
PGPP1270 PPPPIGGFLPPPPIGGFGGFGGLGGFGGLGGFGGLPPPPIGGFGGLGFGGLPPPPIGGLG 120
PGPP1276 PPPPIGGFLPPPPIGGFGGFGGLGGFG—---=-= LPPPPIGGFGGLGFGGLPPPPIGGLG 113
PGPP1274 PPPPIGGFLPPPPIGGFGGFGGLGGFG—-----= LPPPPIGGFGGLGFGGLPPPPIGGLG 113
khkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhhkkx Kk kkkkkkkk*k kK hkkkkhkkhkkkkkkk*k
PGPP1268 FGGLPPPMIGGFGGLGGGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSSGFKAGG 180
PGPP1272 FGGLPPPMIGGFGGLGGGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSNGFKAGG 180
PGPP1270 FGGLPPPMIGGFGGLGGGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSNGFKAGG 180
pPGPP1276 FGGLPPPMIGGFGGLGGGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSNGFKAGG 173
PGPP1274 FGGLPPPMIGGFGGLGGGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVOSGSSSNGFKAGG 173
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA.AAAAAA
PGPP1268 GQYGGAGGLGGIGGMGGFLKKNKEKSEA 208
PGPP1272 GQYGGAGGLGGIGGMGGFLKKNKEKSEA 208
pPGPP1270 GQYGGAGGLGGIGGMGGFLKKNKEKSEA 208
PGPP1276 GQYGGAGGLGGIGGMGGFLKKNKEKSEA 201
pGPP1274 GQFGGAGGFRWNWWNGWFLEKNKEKSEA 201

Kok e kok ok ok ok e k  kok e kkkkokkk Kk

Figura 4. Alinhamento multiplo das sequéncias protéicas deduzidas a partir
das ORFs preditas dos clones pGPP1268, 1272, 1270, 1276 e 1274 do gene
RSP_PAPH_02 de P. pachyrhizi para observar o polimorfismo das sequéncias,
utilizando o programa CLUSTAL 2.0.12. Cores: Vermelho — residuo pequeno
(pequeno positivo, hidrofébico); Azul — acidico; Magenta — basico; verde — hidroxil,

amina, basico; Cinza — Outros. Pontos: “*” - identidade; “” - substituicao
conservada, de acordo com as cores; “.” — substituicbes semi-conservadas.
pGPP1305 MKLSCAYLIVLISVLSSTFVAAEDVSDKNAEVSDSKFFG--LGGLGGWGYWGGGRFAGLG 58
pGPP1341 MKLSYAYLIVLISVLSSTFVAAEDVSDKNAEVSDSKFFG--LGGLGGWGYWGGGRFAGLG 58
pGPP1308 MKLSCAYLIVLISVLSSTFVAADDVSDKSGEVSDSKFFGYGLGGLGGWGYWGGGLEFSGLG 60

* Kk k% A%A%A‘AA%A%A%A%A%A:A‘AA%A..‘A‘A‘AA‘A‘AA‘AA * ok kkkkkkkkkkx Kok kK
pGPP1305 GYSWLNPWMGNAYGFGLYRGLYGGWLKSADGHQERRSIQELHNLMSRADHTVSCKNMNGE 118
pGPP1341 GYSWLNPWMGNAYGFGLYRGLYGGWLKSADGHQERRSIQELHNLMSRADHTVSCKNMNGE 118
pGPP1308 GYSWLNPWMGNAYGFGLYRGEFYGGWLKSADGLQERRSIQELHNLMSRADHTVSCKNKNGE 120

Khkkhkkhkhkkhkhhkhhkhkhkhhhhkh ke khhhhhkhhkdx hhkhhhhhkhkhhhhhkhkkhhkhkhdkhkx *k*

pGPP1305 VAHFETKSCLSAANKLANQHASSATCGACSLSIQGPNGALSAKSIPSSELTKATLNILKA 178
pGPP1341 VAHFETKSCLSAANKLANQHASSATCGACSLSIQGPNGALSAKSIPSSELTKATLNILKA 178
pGPP1308 VAHFETKSCLSAANKLANQHASSATCGACSLSIQGPNGALSAKSIPPPELAKATLNILKA 180
‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘A‘AA%‘A‘A‘A‘A‘A‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X..‘X‘X:‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X‘X
pGPP1305 CAKGESKMLAASELERRSPLPEEIPSQSSSSNEKSTKDAFAVVLLKGNGPACA 231
pGPP1341 CAKGESKMLAASELERRSPLPEEIPSQSSSSNEKSTKDAFAVVLLKGNGPACA 231
pGPP1308 CAKGESKMLAASELERRSPLPEEIPSQSSSSNEKNSKDAFAVVLLKGNGPACA 233

Kohkkhkkhkhkkhkhdkhkhkkhkhdkhhkkhkhdkhkkkhhkhkdkk ohkkhkdkhkhkrhkhdhkkhkxkk*

Figura 5. Alinhamento multiplo das sequéncias protéicas deduzidas a partir
das ORFs preditas dos clones pGPP1305 e pGPP1308 do gene RSP_PAPH_05
com o clone pGPP1341 do candidato RSP_PAPH_07 de P. pachyrhizi para
observar o polimorfismo das sequéncias, utilizando o programa CLUSTAL
2.0.12. Cores: Vermelho — residuo pequeno (pequeno positivo, hidrofébico); Azul —
acidico; Magenta — basico; verde — hidroxil, amina, basico; Cinza — Outros;
Amarelo: regiao semelhante ao dominio RXLR-EER. Pontos: “*” - identidade; “” -
substituicdo conservada, de acordo com as cores; “” substituicbes semi-
conservadas.
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pGPP1270 MQFLTLVTLLITSQLASSVPLAERAETRTSAEHVNQK-—-———=-==——————————————— 37

pGPP1272 MQFLTLVTLLITSQLASSVPLVERAETRTSAEHVNQK-—————————————————————— 37
pGPP1268 MQFLTLVTLLIASQLASSVPLVERAETRTSAEHVNQK-——=======——=——————ome e 37
pGPP1339 MQFLTLVTLLITSQLASSVPLVERAETRTSAEHVNQK——=============———————— 37
pGPP1276 MQFLTLVTLLITSQLASSVPLVERAETRTSAEHVNQK-—=============———————— 37
pGPP1274 MQFLTLVTLLITSQLASSVPLVERAETRTSAEHVNQK———=—=====——=——————o— e 37
pGPP1280 MHSFILATLLVTSQLASSVPIVERAESHHSSDHVKQKGLIGADILTSGLGGIGGGSDCLD 60
‘k: : ‘k“k‘k‘k::‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k:‘*‘k‘k‘k:: ‘k::‘k‘k:‘k‘k
PGPP1270 mmmm e GFFGGLP 44
PGPPL272 s GFFGGLP 44
PGPPL268  mmmm e GFFGGLP 44
PGPP1339  mmmm e GFFGGLP 44
PGPP1276  mmmm e e GFFGGLP 44
PGPPL274 oo GFFGGLP 44
pGPP1280 GTGGNGVIGGGGGLGGLGGLGGIGKTLGGLGGLGGLGGGGGGLGGLGGLGGGGGALGGLP 120

* e kKKK

PGPP1270 CAPIG---GMLPPPIG---GFLPPPPIGGF-———————--——— LPPPPIGGFG--———-- 78

PGPP1272 CAPIG---GMLPPPIG---GFLPPPPIGGF-———————--——— LPPPPIGGFG--———-- 78

pPGPP1268 CAPIG---GMLPPPIG---GFLPPPPIGGF-—————-—--——— LPPPPIGGFG--——--- 78

pPGPP1339 CAPIG---GMLPPPIG---GFLPPPPIGGI-———————--——— LPPPPIGGFG--———-- 78

PGPP1276 CAPIG---GMLPPPVS---GFLPPPPIGGF-————-——--——— LPPPPIGGFG--——--- 78

pPGPP1274 CAPIG---GMLPPPVG---GFLPPPPIGGF-————==—--——— LPPPPIGGFG--——--- 78

pPGPP1280 PPPIGGLGGLPPPPIGGLGGLPPPPPIGGFGGLPRPPIGGFGGLPPPPIGGFGGLPPPLP 180

.‘k‘k‘k ‘k: ‘k‘k‘k:. ‘k: ‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k: *hkkkkk Kk Kk kK
pPGPP1270 --GFGGL------ GGFGGL------ GGFGGLPPP-PIGGFGGL-----—- GFGGLPPPPI 116
pPGPP1272 --GFGGL------ GGFGGL------ GGFGGLPPP-PIGGFGGH----——— GFGGLPPPPT 116
pPGPP1268 --GFGGL------ GGFGGL------ GGFGGLPPP-PIGGFGGL----——- GFGGLPPPPT 116
PGPP1339 --GFGGL------ GGFGGL------ GGFGGLPPP-PIGGFGGL-----—- GFGGLPPPPI 116
PGPP1276 --GFGGL------ GGFG-——-—=--—————- LPPP-PIGGFGGL-—----- GFGGLPPPPI 109
pGPP1274 --GFGGL------ GGFG-—-----—————- LPPP-PIGGFGGL——----- GFGGLPPPPT 109
pPGPP1280 IGGFGGLPPPLPIGGFGGLPPPLPIGGFGGLPPPLPIGGFGGLPPPLPIGGFGGLPPPPT 240
Kk Kk kK Kk kK Kkhkkk KkhkkkkkKk Kkhkk Kk Kk kKK KKk
PGPP1270 GGLG-—-===-- FGGLPPPMIGGFGGLG-====———=== === ————————— o= 136
pPGPP1272 GGLG-—------ FGGLPPPMIGGFGGLG-———————=====—————————— o= 136
PGPP1268 GGLG-—=-=----- FGGLPPPMIGGFGGLG-~===——=======———————— = ——— - 136
PGPP1339 GGLG-—-===-- FGGLPPPMIGGFGGLG-====———==— === ————————— o= 136
pPGPP1276 GGLG-—--=--- FGGLPPPMIGGFGGLG-=====——=== === ————————— = 129
pGPP1274 GGLG-—------ FGGLPPPMIGGFGGLG-————————== === ————————— oo 129
pGPP1280 GGFGLPPPPIGGFGGLPPPPIGGFGGIGGFGGIGGFGGIRGIGGFGGLPPPPIGGFGLPP 300
**:* * ok ok ok ok ok ok ******:*

PGPP1270  ————mmmmmmmmmmmme o GGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSNGFK 177
PGPP1272  —mm—mmmmmmommmeo o GGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSNGFK 177
PGPP1268 ————mmmmmm——mmmmm oo GGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSSGFK 177
PGPP1339  —mmmmmmmmmmmmmoo o GGIGGMGGFGGIGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSNGFK 177
PGPP1276  ————mmmmmm———mmmmo o GGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSNGFK 170
PGPP1274  ————mmmmmm—mmmmmm oo GGIGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNRNSFSSVQSGSSSNGFK 170
pPGPP1280 PPIGGFGLPPPPIGGFGGIGGLGGMGGFGGMGGGGFGGASGFNONSFNSVQSGATSSGEN 360

kkekkhkhkhkhkhkhkkoekhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkoekhkk hhkkkkoe ok Khko

pGPP1270 AGGGQYGGAGGLGGIGGMGGFLKKNKEKSEA 208
pGPP1272 AGGGQYGGAGGLGGIGGMGGFLKKNKEKSEA 208
pGPP1268 AGGGQYGGAGGLGGIGGMGGFLKKNKEKSEA 208
pGPP1339 AGGGQFGGAGGLGGIGGMGGFLKNNKEKSEA 208
pGPP1276 AGGGQYGGAGGLGGIGGMGGFLKKNKEKSEA 201
pGPP1274 AGGGQFGGAGGFRWNWWNGWFLEKNKEKSEA 201
pGPP1280 AGGGQFGGAGGMGGIGGLGGFLKNHKHKSEA 391

khkkkk o kkkkk o * kk e e ek kkkk

Figura 6. Alinhamento multiplo das sequéncias protéicas deduzidas a partir
das ORFs preditas dos clones pGPP1268, 1272, 1270, 1276 e 1274 do gene
RSP_PAPH_02 de P. pachyrhizi com o clone pGPP1280 do gene
RSP_PAPH_04 e com o clone pGPP1339 do RSP_PAPH_06 para observar a
presenca do padrao “LPPPXGGF” nas sequéncias, utilizando o programa
CLUSTAL 2.0.12. Cores: Vermelho — similaridade; Preto — ndo similaridade.
Pontos: “*” - identidade; “.” - substituicdo conservada, de acordo com as cores; “.”

substituicbes semi-conservadas.

56



Foram obtidas 22 constru¢des no vetor binario pK7WG2, sendo que
onze possuem as ORFs completas presentes nos clones caracterizados e
onze possuem as mesmas ORFs sem a sequéncia codificadora do peptideo
sinal. Para testar a atividade efetora, os 22 clones foram transformados em
Agrobacterium para os ensaios de expressao transiente em folhas de
Nicotiana tabacum. Aos sete dias apds a infiltragao (7dpi) com agrobactéria
EHA105, as sec¢des foliares de tabaco infiltradas com os clones pGPP1308 e
pGPP1341 no vetor binario pK7WG2 apresentaram um amarelecimento
intenso na secao foliar infiltrada. Aos 9dpi, foi observada a necrose na segao
foliar infiltrada com o clone pGPP1308 e 12 horas depois, a HR foi
observada na area foliar correspondente ao clone pGPP1341. Aos 12dpi, a
HR foi observada na area foliar infiltrada com o clone pGPP1340 (Fig. 7).
Entretanto, ndo foi detectado o mesmo fenoétipo nas outras segdes foliares
das respectivas réplicas. Observou-se, dos 7 aos 12dpi, uma leve reagao
clorética nas secgdes foliares apds agroinfiltracdo com as construgdes
controle pK7WG2-Bax, pCAMBIA1305.1, pCAMBIA1305.2 e com o restante
dos clones em pK7WG2 em A. tumefaciens EHA105. Foi observado, no
mesmo intervalo de tempo, a reacdo clordtica sutil nas areas foliares
infiltradas com a agrobactéria KYRT1 contendo os cassetes de expresséo
pCAMBIA1305.1, pCAMBIA1305.2 e pYFP-Nac6. Esta reacao clorética sutil
nao diferiu das reagdes observadas nas plantas infiltradas com a suspenséao
de Agrobacterium contendo o vetor pK7WG2 vazio, nas condigdes de

inoculagao utilizadas.
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Figura 7. Expressdo transiente dos clones dos candidatos a efetores em
folhas de N. tabacum. Sintomas observados apés a agroinfiltragdao com as
construgcées no vetor binario pK7WG2: 1. pGPP1308; 2. pGPP1341; 3.
pGPP1340. A. Aos 7 dias apdés a agroinfiltragcdo. B. Aos 9 dias apés a
agroinfiltracado. C. Aos 12 dias ap6és a agroinfiltragao. Escala da barra= 2 cm.
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4 - DISCUSSAO E CONCLUSOES

Neste trabalho, foram caracterizados seis genes de Phakopsora
pachyrhizi que codificam proteinas que apresentam caracteristicas comuns a
efetores fungicos (Bowen et al., 2009), isto &, sdo relativemente pequenas,
com menos de 400 aa, apresentam peptideo sinal na extremidade N-
terminal, n&o apresentam dominio transmembrana e, portanto, sao
secretadas, e algumas delas possuem residuos de cisteina. As proteinas
deduzidas dos clones pGPP1305, pGPP1308 e pGPP1341 apresentaram,
respectivamente, 7(3,0%), 7(3,0%) e 6(2,6%) residuos de cisteina na sua
composicao, e predicdo positiva para formacdo de pontes de dissulfeto.
Estas pontes conferem maior estabilidade para proteinas a proteases da
planta no meio extracelular, e pode fornecer vantagens adaptativas, como ja
descrito para o fungo filamentoso Aspergillus saitoi, em que a presencga tanto
de pontes de dissulfeto, quanto de residuos de cisteina livre contribuem para
a termoestabilidade da enzima 1,2-a-manosidade, envolvida do metabolismo
de carboidratos (Tatara et al., 2005). Em fungos fitopatogénicos, como
Cladosporium fulvum, mutantes no gene Avr4 que resultam em substituicdo
dos residuos cistéinas fazem com que a proteina Avr4 seja mais sensivel a
proteases da planta de tomateiro, sem afetar a sua atividade efetora de
ligacao a quitina da parede celular do fungo (van den Burg et al., 2003).

As proteinas deduzidas dos clones pGPP1305, pGPP1308 e do clone
pGPP1341 apresentam uma sequéncia de aminoacidos semelhante ao
dominio conservado RXLR-EER, encontrado em oomicetos, envolvido na
translocacdo de proteinas para dentro do citoplasma das células do
hospedeiro (Win et al., 2007; Birch et al., 2008; Grouffaud et al., 2008).
Whisson et al. (2007) demonstraram que o dominio RXLR-EER n&o é
requerido para a secregao do efetor Avr3a do haustorio de P. infestans, mas
€ necessario para translocacdo do efetor do haustério para células
infectadas de batata. Portanto, é interressante que sejam realizados estudos
direcionados a determinar se o dominio RGLY/QERR pode estar envolvido
na translocagdo de proteinas efetoras de P. pachyrhizi para dentro das
células vegetais.
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A presenga de polimorfismo entre dois candidatos a efetores
RSP_PAPH_02 e RSP_PAPH_05 pode indicar que esses genes séo alélicos
ou membros de uma familia multigénica. A condicdo dicaridtica
predominante no ciclo de vida das ferrugens torna a primeira hipotese
exequivel, todavia somente a andlise da organizagdo genbmica desses
genes por meio da analise de Southern blotting permitira determinar qual
hipétese é a correta. E interessante ressaltar que genes que codificam
proteinas efetoras que sao alvos do sistema imune da planta apresentam
uma maior diversidade nucleotitica. Por exemplo, verificou-se uma variagao
na sequéncia dos genes que codificam para os efetores AvrP123 e AvrP4 de
M. lini, agente etiolégico da ferrugem do linho (Barret et al., 2009). A
expressao transiente dos variantes polimérficos de ambos os genes mostrou
que eles sao diferencialmente reconhecidos por genes de resisténcia em
Linun marginale. Estas variagcbes sdo importantes por conferir vantagem
adaptativa e por isso sdo mantidas entre diferentes isolados de M. lini (Barret
et al., 2009). A presenca de variantes polimérficos entre estes genes
candidatos de P. pachyrhizi pode indicar uma certa importancia efetora das
proteinas codificadas no processo infectivo, todavia, essa possibiidade tem
que ser suportada por uma analise de diversidade nucleotidica em um
numero maior de isolados de P. pachyrhizi.

Verificou-se também a presenga de um padrdo (LPPPXGGF) que se
repete nos candidatos RSP_PAPH_02, RSP_PAPH 04 e RSP_PAH_06.
Isso pode sugerir que esses possiveis efetores fagam parte de uma familia
multigénica e que a sequéncia LPPPXGGF possa apresentar alguma
importancia funcional ou estrutural. Regides ricas no aminoacido prolina
normalmente apresentam um papel estrutural, particularmente de aderéncia
explicada por este aminoacido possuir uma estrutura quimicamente coesa e
rigida (Williamson, 1994). Estudos de imunolocalizagdo sao fundamentais
para determinar a localizacdo das proteinas codificadas por esses genes,
assim como os demais genes identificados nesse trabalho, associados a
estudos funcionais ou populacionais que corroborem o seu papel efetor.

A técnica de expressao transiente via agroinfiltragcdo constitui uma

alternativa atraente para obter indicios da atividade efetora de proteinas sem
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atividade conhecida, entretanto, algumas espécies como soja, arroz e milho
apresentam dificuldades para infiltragcdo do mesdfilo foliar (Van der Hoorn et
al.,

2000). Desta forma, decidiu-se efetuar inicialmente um estudo funcional de
efetores de P. pachyrhizi em tabaco, espécie ndo hospedeira do fungo.
Durante a interagdo com plantas hospedeiras e n&o hospedeiras, este
patdgeno induz a morte celular das células epidérmicas inicialmente
infectadas (Loehrer et al., 2008). Assim, o objetivo desse experimento era
determinar se algum dos genes candidatos caracterizados poderia codificar
uma proteina envolvida nesta etapa da patogénese. Todavia, a auséncia do
fendtipo de necrose nos controles positivos cujas proteinas sabidamente
desencadeiam a morte celular, tais como Bax (Lacomme & Santa Cruz,
1999) e NACG6 (Pinheiro et al., 2009), inviabilizam uma analise conclusiva da
necrose ativada pelos clones infiltrados. A expressao transiente do gene gus
(Ridout et al., 2006; Dou et al., 2008b) e o resultado futuro do teste
histoquimico das folhas de tabaco servira como indicagao da eficiéncia da
infiltracdo de Agrobacterium contendo as ORFs dos 22 clones testados.

A técnica de expresséao transiente via agroinfiltragado tem sido utilizada
para analisar e comparar quantitativamente as diferentes respostas
induzidas pelas interagdes Avr/Cf em diversas espécies de tabaco. Tem-se
verificado uma expressédo diferencial temporal entre as atividades das
proteinas efetoras. Por exemplo, a necrose induzida na interacdo Avr9/Cf9
desenvolve-se mais lentamente que na interagdo Avr4/Cf4, sugerindo que
esta diferenca temporal seja devido as divergéncias nas atividades dos
genes Avr (Van der Hoorn et al., 2000). E possivel que essa a divergéncia
possa explicar a diferenca temporal no aparecimento da HR nas areas
foliares nos resultados preliminares de estudo funcional dos genes
candidatos em tabaco.

Como né&o existe um protocolo de transformacgédo de P. pachyhizi
disponivel, € um requisito primordial para os avancos na identificacdo de
efetores desse patdégeno, o estabelecimento de protocolos de expresséo
transiente de genes candidatos em folhas de gendtipos de soja resistentes e

suscetiveis a P. pachyrhizi a fim de se identificar genes que codificam
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efetores que sao reconhecidos pelas proteinas R codificadas pelos
diferentes genes de resisténcia correspondentes em soja. Neste caso
particular, é promissor o sistema EDV (Effector delivery vector) baseado no
sistema de secrecao tipo lll, pela capacidade de analise de multiplos
candidatos e por permitir inferéncias sobre a contribuicdo dos efetores na
patogénese (Sohn et al., 2007).
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5 — CONCLUSOES GERAIS

O isolado monopustular PPUFV02 de Phakopsora pachyrhizi foi
avirulento nos genotipos de soja Pl 594538-A, Pl 230970, Pl 459025, PI
200487 e Pl 471904 que contém, respectivamente, os genes de resisténcia
Rpp1b, Rpp2, Rpp4, Rpp5. A resisténcia desses gendtipos se manifestou na
forma de lesdes tipo RB. Foi verificado também a ocorréncia de lesdes tipo
RB nos genotipos de soja Pl 587880-A, Pl 594767-A, Pl 561356, Pl 587905
e auséncia de sintomas no gendtipo Pl 594754, indicando que esse isolado
possui genes de aviruléncia complementares a genes de resisténcia ainda
nao caracterizados geneticamente nesses gendtipos.

Foram obtidas as sequéncias completas de seis genes do isolado
PPUFV02 de P. pachyrhizi que codificam proteinas secretadas com
caracteristicas tipicas de efetores, ou seja, sdo proteinas de fungao
desconhecida, pequenas (<400 aa), com peptideo sinal de secrecdo na
regiao N-terminal e algumas delas com residuos de cisteina capazes de
formar pontes de dissulfeto. Estudos preliminares de agroinfiltragdo em
tabaco revelaram que trés genes, RSP_PAPH 05, RSP_PAPH 06 e
RSP_PAPH_07, codificam proteinas capazes de induzir necrose em tabaco.
Esse resultado € consistente com o mecanismo de patogénese de P.
pachyrhizi. Todavia, estudos adicionais sao necessarios para confirmar os
resultados obtidos em tabaco e para verificar se os mesmos resultados sao

obtidos em outras plantas ndo hospedeiras e em soja.
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