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RESUMO

UTIYAMA, Alice Satiko, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, maio de 2024.
Caracterizagdo funcional do efetor Phapa-4574965 de Phakopsora pachyrhizi na
interacdo com Glycine max. Orientador: Aluizio Borém de Oliveira. Coorientadora:
Francismar Corréa Marcelino-Guimaraes.

Uma das principais doencas que afeta a cultura da soja no Brasil é a Ferrugem Asiatica da
Soja (ASR — Asian Soybean Rust). Quando em alta severidade, essa doenga, causada pelo
fungo biotréfico obrigatério Phakopsora pachyrhizi, pode causar perdas de produtividade de
até 90%. Muitas sdo as estratégias existentes para o manejo da doenga, desde o uso de
fungicidas, de variedades contendo genes de resisténcia, até o vazio sanitario e o emprego
de cultivares precoces. No entanto, com o uso intensivo de fungicidas e cultivares resistentes
aliados a elevada variabilidade genética e eficiente adaptacado do patégeno, tais medidas
perdem eficacia ou ndo sao capazes de controlar as variantes do fungo. Com o intuito de
encontrar novas metodologias duradouras e sustentaveis para incrementar o manejo da ASR,
pesquisas tém concentrado na interagdo planta-patégeno, visando compreender os
componentes e mecanismos envolvidos no ataque do patdégeno, defesa do hospedeiro e suas
interacdes. No caso das plantas, seu sistema imune inato pode ser dividido em duas linhas
de defesa. A primeira (Imunidade Desencadeada por PAMPs - PTI) é ativada com o
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patéogenos (PAMPs) liberados pelos
microrganismos e patdégenos. Em contrapartida, os patdégenos se adaptam para suprimir as
respostas de defesa associadas PTI e favorecer a infeccao por meio da secregao de proteinas
efetoras. Quando o hospedeiro possui proteinas R capazes de reconhecer esses efetores,
consegue elevar sua amplitude de defesa e reduzir a infecgao por meio de sua segunda linha
de defesa (Imunidade Desencadeada por Efetores - ETI), que se sustenta até a presencga de
outra proteina efetora irreconhecivel pela proteina R atual, caracterizando a co-evolugao entre
patdgeno e hospedeiro. Frente ao exposto, as proteinas efetoras possuem grande influéncia
no sucesso da infeccdo e desenvolvimento dos fitopatdogenos. Deste modo, esta tese visa
caracterizar funcionalmente a proteina efetora Phapa-4574965 de P. pachyrhizi e suas
interacbes com as células hospedeiras, buscando identificar seus possiveis interactores na
soja. Foram empregadas metodologias para o estudo da interagao proteina-proteina como os
ensaios “Pull-down” e Y2H, analise do seu perfil de expressao durante a infecgao por qPCR,
e de sua localizagédo subcelular em células vegetal por meio de co-expressao transiente e
imunolocalizagéo, analisados em microscopia confocal. O gene Phapa-4574965 expressou-
se significativamente nos tempos 12, 24 e 48 horas apds a inoculagao do patdégeno. Possiveis
interagbes foram observadas entre Phapa-4574965 e proteinas de soja atuantes tanto de

forma direta no sistema de defesa da planta quanto através da producdo e metabolismos



energéticos, com destaque nas proteinas “Alanine Transaminase”, “NAD-dependent
epimerase/dehydratase = domain-containing protein”, “Cysteine Proteinase” e
“Aminomethyltransferase”. Phapa-4574965 apresentou localizagao nuclear e citoplasmatica
em células de N. benthamiana, além de mitocondrial, que se correlaciona com a
“Aminomethyltransferase” da soja e a predicdo de localizacdo de Phapa-4574965. Os
resultados gerados pelo presente estudo fornecem informacdes adicionais para auxiliar
futuros estudos para enriquecer a compreensao da interacao soja-P. pachyrhizi e elaborar de

novas estratégias que facilitem o manejo de ASR.

Palavras-chave: Ferrugem asiatica da soja, efetor fitopatogénico, interacdo soja- P.

pachyrhizi.



ABSTRACT

UTIYAMA, Alice Satiko, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, May, 2024. Functional
characterization of the Phapa-4574965 effector from Phakopsora pachyrhizi in
interaction with Glycine max. Adviser: Aluizio Borém de Oliveira. Co-adviser: Francismar
Corréa Marcelino-Guimarées.

One of the main diseases that affects soybean crop in Brazil is Asian Soybean Rust (ASR —
Asian Soybean Rust). When in high severity, this disease, caused by the obligate biotrophic
fungus Phakopsora pachyrhizi, can cause yield losses of up to 90%. There are many strategies
to control the disease, from the use of fungicides, varieties containing resistance genes, to
sanitary void and the use of early cultivars. However, with the intensive use of fungicides and
resistant cultivars combined with the high genetic variability and efficient adaptation of the
pathogen, such methods lose effectiveness or are not capable to control fungal variants. To
find new lasting and sustainable methodologies to improve the management of ASR, research
has focused on plant-pathogen interaction, aiming to understand the components and
mechanisms involved in pathogen attack, host defense and their interactions. In the case of
plants, their innate immune system can be divided into two defense lines. The first (PAMP-
Triggered Immunity - PTI) is activated with the recognition of pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) released by microorganisms and pathogens. In contrast, pathogens are
adapted to suppress PTl-associated defense responses and favor infection through the
secretion of effector proteins. When the host has R proteins capable to recognize these
effectors, it can increase its defense amplitude and reduce infection through its second
defense line (Effector-Triggered Immunity - ETI), which is sustained until the presence of
another unrecognizable effector protein by the current R protein, characterizing the co-
evolution between pathogen and host. In view of the above, effector proteins have a great
influence on the infection success and phytopathogens development. Therefore, this study
aims to functionally characterize the effector protein Phapa-4574965 of P. pachyrhizi and their
interactions with host cells, seeking to identify their possible interactors in soybeans.
Methodologies were used to study protein-protein interaction, such as the Pull-down and Y2H
assays, expression profile analysis during infection by qPCR, and its subcellular localization in
plant cells through transient co-expression and immunolocalization analyzed using confocal
microscopy. The Phapa-4574965 gene was significantly expressed at 12, 24 and 48 hours
after pathogen inoculation. Possible interactions were observed between Phapa-4574965 and
soybean proteins acting both directly in the plant's defense system and through energy

production and metabolism, with emphasis on the proteins Alanine Transaminase, NAD-



dependent epimerase/dehydratase domain-containing protein, Cysteine Proteinase and
Aminomethyltransferase. Phapa-4574965 showed nuclear and cytoplasmic localization in N.
benthamiana cells, in addition to mitochondrial, which correlates with the soybean’
“Aminomethyltransferase” and the localization prediction of Phapa-4574965. The results
generated by the present study provide additional information to assist future studies to enrich
the understanding of the soybean-P. pachyrhizi interaction and develop new strategies that

facilitate the management of ASR.

Keywords: Asian soybean rust, phytopathogenic effector, soybean-P. pachyrhizi interaction.
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1. INTRODUGAO

No Brasil, o agronegécio tem uma contribuicdo significativa para a economia
do pais, tendo uma participacéo de 24,1% no PIB brasileiro. A soja vem a ser uma das
principais commodities que contribui com este cenario, sendo a soja em grao o principal
produto exportado pelo pais (CEPEA, 2023; CNA, 2023). Inclusive, na safra 2022/2023,
o Brasil foi colocado como maior produtor mundial de soja, com uma produgéo acima
de 154 milhdes de toneladas (EMBRAPA SOJA, 2023). Com tal importancia da cultura
para o pais, fatores negativos como a ocorréncia de doencgas sao limitantes na
produtividade da soja. Uma das principais doengas e a que mais preocupa os produtores
de soja € a Ferrugem Asiatica da Soja (ASR — Asian Soybean Rust), causada pelo

patégeno Phakopsora pachyrhizi.

Ao se desenvolver nas folhas de soja, a P. pachyrhizi se manifesta inicialmente
como lesdes que aumentam em tamanho e quantidade, levando assim ao
amarelecimento e desfolha precoce da planta. Devido a estes sintomas, quando em alta
severidade, a ASR pode causar perda de produtividade de até 90%, justificando tal
preocupacao dos produtores com o controle desta doenca (Yorinori et al., 2005; Reis et
al., 2006; Hartman et al., 2015; Godoy et al., 2016). Desta forma, diferentes métodos de
manejo sdo utilizados em associagdo para conter o avanco da doenca. Para elevar a
eficacia do manejo da ASR, inumeras pesquisas sao realizadas, podendo-se citar,
dentre elas, o estudo da interagao planta-patégeno (Dodds & Rathjen, 2010; Dalio et al.,
2014; Chicowski et al., 2024).

De modo eficiente, os fungos biotréficos adaptaram-se para utilizar as células
hospedeiras vivas como fonte de energia. De forma distinta a outros fungos biotréficos,
o fungo P. pachyrhizi penetra na célula da planta diretamente pela epiderme por meio
de seu apressodrio, formando posteriormente sua estrutura de alimentagao
especializada, denominada haustério, no interior da célula do mesdfilo através da
invaginacdo da membrana plasmatica da célula vegetal, evitando assim seu
rompimento. Deste modo, a superficie de contato entre estes dois organismos é
elevada, aumentando o fluxo de nutrientes e agua, favorecendo o desenvolvimento da

P. pachyrhizi sem matar a célula da planta (Bunchanan et al., 2015).

Além de ser uma estrutura de alimentagdo, o haustério também auxilia na
supressao do sistema de defesa da soja ao ser responsavel por produzir e secretar, no

meio apoplastico e citoplasmatico da célula hospedeira, um arsenal de efetores que



13

interagem entre si ou com componentes da soja para modular seu metabolismo. Em
contrapartida, a planta hospedeira dispdes de duas vias de defesa que monitoram locais
distintos da célula e ativam inumeras rotas do sistema imune inato de forma associada
(Jone & Dangl, 2006; Bentham et al., 2020; Yuan et al., 2021; Chicowski et al., 2023; Qi
et al., 2023). A primeira envolve o reconhecimento de moléculas provenientes de
microrganismos ou patégenos, como moléculas estruturais ou enzimaticas,
denominados MAMPs ou PAMPs (Microbial- or Pathogen-Associated Molecular
Patterns), através dos receptores de reconhecimento padrdo (PRRs - Pattern
Recognition Receptors) no meio extracelular. Tal reconhecimento ativa a imunidade
desencadeada por PAMPs, chamada de PTIl (PAMP-Triggered Immunity), levando a
inumeras respostas de defesa como producao de espécies reativas de oxigénio e o
acumulo de calose. (Dalio et al., 2014; Bunchanan et al., 2015). Para conseguir suprimir
esse sistema de defesa, espécies patogénicas produzem e secretam na célula
hospedeira moléculas efetoras. Tais proteinas de viruléncia favorecem assim a infecgao
e desenvolvimento do patégeno através da manipulagcado do hospedeiro, resultando na
suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS - Effector-Triggered Susceptibility)
(Toruno et al., 2016). Quando a planta possui genes de resisténcia (R) que codificam
proteinas R (NLR - Nod-Like Receptor), com capacidade de reconhecer efetores de
aviruléncia no meio intracelular, o segundo sistema de defesa é ativado, promovendo
assim a imunidade desencadeada por efetores (ETI - Effector-Triggered Immunity)
(Maia, 2013; Mdller, 2014; Petre et al., 2014; Cui et al., 2015; Kourelis & Van Der Hoorn,
2018). Com o sistema imune da planta reestabelecido, as respostas de defesa sao
amplificadas e a morte celular localizada ¢é ativada através de reagdes de
hipersensibilidade, com o objetivo de comprometer o desenvolvimento do patdégeno.
Além disso, a sinalizacdo de defesa entre as células vizinhas também se eleva,
desencadeando assim uma resisténcia sistémica adquirida (SAR - Systemic Acquired
Resistence) (Mur et al., 2008; Coll et al., 2011). A imunidade desencadeada por efetores
permanece eficaz até que a proteina R perca a capacidade de reconhecer tal efetor,
promovendo novamente a suscetibilidade desencadeada por efetores e assim
sucessivamente. Assim, um processo co-evolutivo entre patdégeno e hospedeiro é

estabelecido de forma constante (Dalio et al., 2014; Bunchanan et al., 2015).

O arsenal de efetores que o patdgeno dispbe e sua forma complexa de
orquestra-los para manipular o hospedeiro a seu favor torna o estudo dessas moléculas
imprescindivel para compreender tal sistema interativo patégeno hospedeiro. Para estes
estudos, inicialmente é necessario identificar genes candidatos a efetor por meio do

emprego de ferramentas de bioinformatica para predi¢cao in silico, associada com
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estudos de expressdo ao longo do ciclo infeccioso. Recentemente, o genoma de
referéncia de P. pachyrhizi para trés isolados (MT2006, UFV02 e K8108) foi
disponibilizado a toda comunidade cientifica, contando com sequenciamento,
montagem e anotacdo destes trés genomas, sendo de grande auxilio para na
identificagcdo de candidatos a efetor deste fitopatdégeno. Este genoma €, é atualmente,
um dos maiores genomas fungicos (1,25 Gb) ja sequenciados, contendo dois haplétipos
com cerca de 93% de elementos transponiveis (ET). A elevada expressao de ET nas
fases iniciais da infecgdo de P. pachyrhizi indica sua contribuicdo na alta variabilidade

geneética observada entre os isolados (Gupta et al., 2023).

A partir da predigdo dos candidatos a efetores, ensaios in silico e in vivo, em
plantas ndo-hospedeiras e hospedeiras, podem ser conduzidos a fim de caracterizar
suas possiveis funcionalidades distintas, como a capacidade de supressao e/ou
ativacao de respostas de defesa, o perfil de expressao do efetor na célula hospedeira,
a localizagao subcelular na célula vegetal, identificagcao de proteinas do hospedeiro com
as quais interage e avaliacido de sua atividade e suas consequéncias na planta
(Kamoun, 2009; Lorrain et al., 2019).

Em P. pachyrhizi, grupos de genes efetores candidatos distintos relatados em
estudos de diferentes grupos de pesquisa apresentaram a capacidade de suprimir
respostas de defesa associadas a PTl e ETlI em diferentes hospedeiros (Nicotiana
tabacum, Nicotiana benthamiana, Arabidopsis thaliana Col-0, tomate, pimenta e soja)
(Kunjeti et al., 2016; Qi et al., 2016, 2018, 2023; De Carvalho et al., 2017; Bueno et al.,
2022; Chicowski et al., 2023, 2024).

Adicionalmente, muitos efetores de P. pachyrhizi tiveram suas localizagbes
subcelulares observadas. No estudo de De Carvalho et al. (2017), seis candidatos do
grupo de efetores estudados apresentaram localizagao tanto no citoplasma quanto
nucleo. Qi et al. (2018), ao analisar 82 PpEC, observou quatro diferentes localizagées,
sendo elas citosol, nucleo, citosol e nucleo, e nucléolo. Inclusive, deste grupo, observou-
se que PpEC23 forma dimeros no citoplasma celular da planta e, quando interagindo
com GmSPL12I, apresenta-se no nucleo, coincidentemente o mesmo local subcelular
observado quando analisado apenas GmSPL12I, sugerindo que o interactor possa estar
recrutando PpEC23 para o nucleo (Qi et al., 2016). Recentemente, o estudo de PpEC15
demonstrou que este efetor atua no nucleo e no citosol e que modificagdes em seu motif
catalitico influencia minimamente em sua localizagcdo subcelular. Quando observado
durante a interagao com os interactores de soja, PpEC15-GmNACS83 foi observado no

citoplasma, PpEC15-GmPCRF no cloroplasto. Ambas as interagbes também foram
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fortemente observadas no nucleo, consistindo com os dados de localizagdo subcelular
de cada interactor. Quando em interagcao com GmDAHP, esta € observada no nucleo e
cloroplasto. Ao observar GmDAHP localizado entorno do nucleo, uma vez que sua
localizagao é no cloroplasto e que PpEC15 é capaz de clivar GmDAHP, é possivel que
este efetor seja importado para o cloroplasto e interfira na estabilidade de GmDAHP ou
em seus processos intracelulares, causando seu aglomerado nas proximidades do
nucleo (Chicowski et al., 2023).

Ja pesquisas protedbmicas de efetores de P. pachyrhizi puderam avaliar suas
funcionalidades estruturais e identificar proteinas hospedeiras aos quais eles interagem.
O efetor PpEC23 demonstrou que necessita de dois de seus dominios, CM2 e CTLC,
para autointeracao, indicando nao ser funcional como um mondmero, e para interacao
com o fator de transcricdo GMSPL12I, possivelmente manipulando-o para suprimir a
imunidade do hospedeiro (Qi e al., 2016). Outros efetores do fungo, como PpECA48,
demonstraram afinidade interativa com SCRP (Small Cysteine-Rich Proteins) em
células de soja, inclusive com PpEC23, através de seu dominio rico em histidina, sendo
assim considerado “Metaeffector’ por ser um efetor com interagao com outros efetores
(Qi et al., 2023). O efetor Phapa-7431740 revelou interagdo com uma proteina
importante para a defesa basal da soja, GmBGLU, suprimindo, inclusive, sua atividade
in vitro. Tanto Phapa-7431740 quanto GmBGLU foram identificados no transcriptoma de
soja inoculada com P. pachyrhizi em 6, 12 e 24 horas ap6s a inoculagao (hpi). Em
interagdes compativeis, GmBGLU foi pouco induzido nos estagios iniciais da infecgao,
enquanto em interagdes incompativeis, foi altamente expresso durante todo o periodo
infeccioso (Bueno et al., 2022). O compilado dessas informagdes indica a importancia
de GmBGLU na defesa da soja e sugere a hipétese quanto a interacao do efetor Phapa-
7431740 com esta proteina para auxiliar o patégeno. Recentemente, PpEC15, uma
protease aspartica com motif de clivagem especifico, demonstrou interagdo com
proteinas de soja PCRF (Peptide-Chain Release Factor), fator de transcricdo NAC83
(NAC domain-containing protein 83) (NAM, ATAF e CUC) e DAHP (3-deoxy-7-
phosphoheptulonate) sintase, que estdo envolvidos na defesa do hospedeiro,
possivelmente como reguladores positivos. Para DAHP sintase, especificamente, foi

observado sua clivagem por PpEC15 (Chicowski et al., 2023).

Para este estudo, utilizou-se proteinas efetoras correspondentes aos genes
de_novo_3326 e de_novo_386, identificados como transcritos induzidos durante a
interagdo com a soja em um estudo de microdissecgéo a laser da lesdo seguido de
sequenciamento (De Carvalho et al.,, 2017). O modelo génico Phapa-4574965,

correspondente ao de_novo_3326, possui uma sequéncia de 1.361 bp (Base Pair)
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dividido em 5 éxons e 4 introns. Sua CDS (Coding Sequence) possui 795 bp, codificando
uma proteina de 264 aa com aproximadamente 29,82 kDa (Kilodalton) de massa e 11
(4,1%) residuos de cisteina, além de um dominio GILT (GAMMA-INTERFERON
INDUCIBLE LYSOSOMAL THIOL REDUCTASE).

Ja o modelo génico Phapa-4560229, correspondente ao de_novo_386, possui
uma sequéncia de 1.090 bp dividido em 4 éxons e 3 introns. Sua CDS possui 816 bp,
codificando uma proteina de 272 aa com aproximadamente 27,1 kDa de massa, um

peptideo sinal de 16 aminoacidos predito por SignalP e 10 (3,7%) residuos de cisteina.

Em um estudo prévio, os efetores Phapa-4574965 e Phapa-4560229
apresentaram capacidade de suprimir respostas de defesa associadas a PTl e ETl em
folhas de N. benthamiana e se apresentaram conservados em diversas espécies de
ferrugens e outros organismos. Inclusive, Phapa-4574965 apresenta alta expressdo em
estruturas de infeccdo de P. pachyrhizi, e possui em sua constituicdo o dominio GILT,
que esta relacionado com a entrada de patégenos e produ¢ao de ROS em mitocdndrias
de células humanas (Bogunovic, 2008; Ceresa, 2012; Hastings & Cresswell, 2011;
Nguyen et al., 2016; West & Cresswell, 2013).

Deste modo, realizar a caracterizagdo funcional de genes efetores de P.
pachyrhizi, expressos durante a infecgao, foi o objetivo do presente estudo, focando na
identificagdo de possiveis proteinas alvo da soja que estejam relacionadas relacionados
com efetores de P. pachyrhizi, bem como a localizacdo subcelular da atividade efetora
na célula da planta. Com tais dados, espera-se compreender o envolvimento do efetor
com 0s processos biologicos do hospedeiro, gerando assim resultados que possam
incrementar os métodos de controle da ASR e auxiliar a comunidade de pesquisa de

interacao planta-patégeno.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Analise do perfil de expressao génico dos candidatos a efetores durante a

interagdo com o hospedeiro

2.1.1. Analise gPCR

A analise do perfil de expressao dos genes Phapa-4574965 e Phapa-4560229
foi realizada utilizando pares de primers especificos e cDNA de gendtipo suscetivel de
soja (BRS184) infectado com isolado LPF16.1M de P. pachyrhizi, ambos armazenados
no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da EMBRAPA Soja. Através de diluicbes
seriadas de cDNA, ajustou-se um modelo de regressio entre as quantidades de alvo
nas amostras e os valores de Ct correspondentes, visando estimar a eficiéncia de
amplificacdo de cada primer. O perfil de expressao foi monitorado nos tempos 0, 6, 12,
24 e 48 hpi via gPCR. O gene endogeno CytB (Grasso et al., 2006) foi utilizado como
gene normalizador e o tempo 0 hpi como calibrador. A reacéao foi realizada em triplicata
biolégica e técnica. Utilizou-se o equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems®), com o kit Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen®). As condigdes de amplificagdo seguiram as seguintes determinagdes: 95°C
por 10 min., 40 ciclos de 94°C por 15 s. e 60°C por 1 min., seguida pela determinacao
da curva de dissociagao (melting) para determinar a especificidade das amplificagdes.
Por meio software REST® (Pfaffl et al., 2002), os niveis de expressdo dos genes alvos

foram determinados pela quantificacao relativa.

2.2. ldentificagcao de interactores provenientes da soja relacionadas com o

efetor de P. pachyrhizi

2.2.1. Material Vegetal e inoculagéo

Para identificagcdo das proteinas da soja com as quais Phapa-4574965
interage, foi instalado o experimento em delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticbes bioldgicas, sendo cada vaso uma repeti¢cdo. Foi utilizado dois acessos

de soja, sendo eles o gendtipo suscetivel (cultivar BRS 184) e resistente (contendo o
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gene Rpp5 — PI1200487), nos tratamentos inoculado e falso inoculado (MOCK) com o
fungo, em diferentes tempos de coleta apés a infeccao (0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 hpi). As
sementes foram semeadas em vasos de plastico (1 kg) preenchidos com solo
autoclavado e peneirado, possuindo duas plantas/vaso, e permaneceram em uma
camara climatica para crescimento de plantas (FITOTRON®) sob condigdes ideais de
50% de umidade, temperatura de 28 °C durante o dia e 25 °C durante a noite, e 12h/12h

(luz/escuro).

O isolado monospoérico LPF16.1M, o qual apresenta reagcdo HR quando
inoculado ao acesso contendo o gene Rppb, foi utilizado para inoculagdo. Para o
preparo do indculo, foi utilizado agua estéril e solugdo 0,01% (v/v) de Tween® 20
(0,04%), juntamente com os uredinidsporos do isolado LPF16.1M de P. pachyrhizi. A
determinagdo da concentracdo da solugao inéculo foi feita através da contagem de
urediniésporos por meio da Camara de Neubauer, ajustando a solu¢do para uma
concentragdo de 4x10* uredinidosporos/mL. Uma aliquota da suspeng&o do indculo foi
transferida para um meio agar-agua (1%) e incubada por 24h, a fim de verificar a
viabilidade dos uredinidosporos através da porcentagem calculada de urediniésporos

germinados observados em microscopio eletrénico (Darben, 2013).

Ao atingirem o estagio vegetativo V2-V3, de acordo com o sistema de escala
determinado por Fehr e Caviness (1977), o segundo trifélio foi inoculado com a solugéo
in6culo. Apds a inoculagdo, a planta permaneceu coberta por um saco plastico
transparente umido por 48 h, a fim de manter uma camara umida para favorecer a
infeccdo. O saco foi retirado no momento da coleta ou apés o decorrer do tempo
necessario, mantendo-se nas condi¢des de cultivo ja citadas até o momento da coleta.
Foram realizadas coletas em diferentes tempos apds a inoculagao, sendo eles 0, 6, 12,
24,48, 72 e 96 hpi.

Os tecidos vegetais foram triturados em nitrogénio liquido e suas proteinas
totais foram extraidas por meio de tampao de extragéo [Tris 50 mM (pH 7.5), Sacarose
250 mM, Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) 10 mM, Triton X-100 1 %,
Dithiothreitol 1 mM e Coquetel de inibidor de Protease (2 yL/mL)]. Os extratos proteicos
vegetais foram submetidos a trés centrifugacdes a 16.000 x g por 10 min. a4 °C, e o

sobrenadante foi armazenado em ultrafreezer (-80°C).
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2.2.2. Ensaio “Pull-down”

Para os ensaios “Pull-down”, foi utilizado a proteina Phapa-4574965,
sintetizada por meio do servigo MonoExpress™ Premium (Rabbit) (Genscript,
Piscataway, NJ). A sintese consiste na clonagem do modelo génico Phapa-4574965 no
vetor de expressao pET-30a(+) e sua expressao avaliada. Para confirmar o sucesso da
clonagem, posterior a expressao e purificacdo da proteina, estas foram avaliadas por
meio de SDS-PAGE e Western-blot. Realizou-se o teste de diluicdo do anticorpo
policlonal de Phapa-4574965 (anti-4574965), sintetizado por meio do servigo
MonoExpress™ Premium (Rabbit) (Genscript, Piscataway, NJ), a fim de identificar a
concentracao ideal a ser utilizada para ensaios futuros. Por meio de SDS-PAGE seguido
de Western-Blot, foram testadas as diluicbes 1:2000, 1:5000 e 1:10000 (anti-
4574965:PBS-T), sendo possivel identificar Phapa-4574965 na concentragdo 1:5000.

Para o ensaio, foram utilizados beads magnéticas Pierce™ NHS-Activated
Magnetic Beads (ThermoFisher), seguindo o protocolo do fabricante. Inicialmente, as
beads foram ressuspendidas por vértex e transferidas para um tubo tipo Eppendorf,
onde foi incubado com a solugao proteica Phapa-4574965 para imobilizagao da proteina
na bead através da cauda de histidina presente nesta proteina. Como controle, as beads
foram incubadas em solugdo PBS. A incubagdo foi realizada por 30 min., em
temperatura ambiente sob agitacdo leve. Posteriormente, o complexo bead Phapa-
4574965 e as beads controle foram incubados em 3.000 ug de proteinas dos extratos
proteicos totais obtidos no item 2.2.1. por aproximadamente 19 h, em temperatura
ambiente sob agitagéo leve. Foram utilizados extratos proteicos de folhas de soja BRS
184 (suscetivel) e Rpp5 (resistente) inoculadas com o isolado monospdrico LPF16.1M
de P. pachyrhizi. Apos a incubagéo, o complexo bead_Phapa-4574965 interactor e
beads controle foram lavados com a solugao de lavagem, de modo que o sobrenadante
sem o complexo seja retirado e descartado com auxilio de um ima. Em seguida, as
amostras foram eluidas com tampéao de elui¢ao e o sobrenadante contendo o complexo
efetor-interactor e o controle foram recuperados com auxilio de um ima, para separagao

da bead do mesmo.

Tais amostras foram analisadas para confirmagdo em SDS-PAGE seguido por
Western-Blot por meio do anticorpo policlonal de Phapa-4574965 (anti-4574965). Por
fim, a solugao proteica foi preparada por meio do protocolo de digestao do Laboratério
de Espectrometria de Massas (LNBio) para identificacdo dos interactores por meio da

espectrometria de massas (Shevchenko et al., 2006).
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A espectrometria de massa das amostras foi executada em espectrémetro de
massa de alta resolugéo (Q-ToF MAXIS 3G - Bruker Daltonics) pelo Centro Analitico de
Instrumentacao da Universidade de Sao Paulo — Central Analitica. Os dados brutos
obtidos foram processados pelo Nucleo de Analise de Biomoléculas da Universidade
Federal de Vicosa. Tais dados foram convertidos em arquivos mzXML (Extensible mark-
up language) usando a ferramenta msconvert do software CompassXport, versao 3.0
(Bruker Daltonics, Alemanha). Os valores da razao massa/carga (m/z) foram codificados
usando a precisdo de 64 bits nesta conversido. Posteriormente, o software PEAKS
versao 7 processou os arquivos mzXML e o método PEAKS DB (Ma et al., 2003) foi

empregado para identificar as proteinas presentes nas amostras.

2.2.3. Validagao da interagao pelo ensaio de Duplo Hibrido de levedura

Para investigar a interagdo proteina-proteina presente na interacdo das
proteinas de soja com o efetor Phapa-4574965 e ausente em seu controle negativo,
identificada pelo ensaio “Pull-down” e espectrometria de massa, foi realizado o ensaio
de duplo hibrido de levedura. A regido codante (CDS) do modelo génico de cada
proteina candidata de soja foi obtida a partir do NCBI (National Center for Biotechnology

Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para a clonagem, primers especificos para

cada modelo génico de soja foi projetado de modo a clonar sua CDS completa, com

auséncia de peptideo sinal em caso de proteinas secretadas.

2.2.3.1. Clonagem dos modelos génicos das proteinas de soja selecionadas

As proteinas de soja identificadas pelo ensaio “Pull-down” e espectrometria de
massa tiveram seus modelos génicos amplificados com primers especificos (Tabela 1)
a partir de cDNA de soja disponivel no Laboratério de Biotecnologia Molecular da
Universidade Federal de Vigosa. Os modelos génicos amplificados foram clonados por
meio de enzimas de restrigdo no vetor de entrada pENTR™11 (Invitrogen®).
Posteriormente, os modelos génicos das proteinas de soja dos clones, crescidos em
meio seletivo e confirmados por PCR, foram recombinados para os vetores de destino
pDEST32 (LEU2, CEN, Gentamicina® Invitrogen®) e pDEST22 (TRP1, CEN,

Ampicilina®, Invitrogen®) por meio do sistema Gateway com a enzima LR clonase


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(Invitrogen®). Por fim, os clones crescidos em meio seletivo foram confirmados através

de PCR e sequenciamento de seu plasmideo.

Tabela 1 — Oligonucleotideos. Oligonucleotideos especificos para amplificacédo e
clonagem dos modelos génicos das proteinas de soja e amplificacao dos vetores de
destino.

Oligonucleotideos Sequéncia (5'-3")
Fw-Lipoxygenase GCTAGGGTACCATTTTCCATTCGGGCACAAG
Rv-Lipoxygenase GCTAGCTCGAGATTTAGATAGAGATACTGTT
Fw-Alanine GCTAGGGATCCATCCACCAAAGCCTTTAGAC
Rv-Alanine GCTAGCTCGAGATTTACAACCTTGAATAACC
Fw-NAD GCTAGGGATCCATGCAAGAGTGGTGGCACTC
Rv-NAD GCTAGCTCGAGATTTATACGCTAACAAGACT
Fw-CBBY GCTAGGGATCCATGCAGCTGCAAGTAGCATC
Rv-CBBY GCTAGCTCGAGATCTAGCTCACGTATTGCTT

Fw-Aminomethyltransferase GCTAGGGATCCATAGGGGGGGCTTGTGGCAA
Rv-Aminomethyltransferase GCTAGCTCGAGATTCAGGAAGGCTTATAGTA

Fw-Fructose GCTAGGTCGACGTTGCAATGGCAGCAGCA
Rv-Fructose GCTAGGCGGCCGCATTTAAGCCAAGTACTTTTC
Fw-Cys-proteinase GCTAGGGATCCATCTAGACATGTCGATAATC
Rv-Cys-proteinase GCTAGCTCGAGATTTAAGCACTGCTGACCTT
Fw-Linoleate 9S GCTAGGGATCCATTTCCTTTCGGGCAAAAG
Rv-Linoleate 9S GCTAGCTCGAGATTTAGATAGAGATACTGTT
Fw-pDEST22 AACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTG

Rv-pDEST22 AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC

Fw-pDEST32 TATAACGCGTTTGGAATCACT

Rv-pDEST32 AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC

2.2.3.2. Teste de transativacao

Para verificar se o efetor (modelo génico Phapa-4574965) é capaz de ativar
sozinho o gene repdrter, realizou-se o ensaio preliminar de transativagao.
Primeiramente, realizou-se a clonagem do efetor Phapa-4574965 no vetor pDEST32
(contendo o dominio BD — DNA-Binding Domain) por meio do sistema GATEWAY®,

confirmando-o, posteriormente, por meio de PCR e sequenciamento. Através do método
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de acetato de litio/polietilenoglicol, transformou-se a levedura Saccharomyces
cerevisiae AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3,112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UASGAL2TATA-ADE2, URA3::MELUAS-
MEL1TATAlacZ) com os vetores de interesse BD-4574965 e o vetor pDEST22 vazio.
Apods a transformacdo, a levedura foi incubada em placas com meio de selecao

Synthetic Dropout (SD) na auséncia de leucina e triptofano (SD-LEU-TRP).

Para o ensaio de transativacdo do gene reporter HIS3, utilizou-se as coldnias
AH109 transformadas e conduziu-se o ensaio de acordo com o manual Clontech®,
adotando-se concentracgdes de 0; 2,5; 10; 20; 50 e 100mM 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol)

no meio seletivo SD na auséncia de leucina e histidina (SD-LEU-HIS).

2.2.3.3. Validagao do resultado do “Pull-down” através do ensaio de duplo

hibrido de leveduras

Para o ensaio de duplo hibrido de leveduras, leveduras AH109 transformadas
com os vetores pDEST32/pDEST22 contendo o efetor Phapa-4574965, presentes no
Laboratério de Biotecnologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa, foram
inoculadas em meio de selegdo SD na auséncia de leucina (SD-LEU) e incubadas por
“overnight’ a 28 °C e 180 rpm. Posteriormente, o inéculo foi centrifugado a 5.000 rpm
por 4 min. e o pellet submetido a trés processos de lavagem. A primeira lavagem
consiste na ressuspensao do pellet H,O destilada autoclavada e centrifugagéo a 5.000
rpm por 4 min., seguido de duas lavagens em acetato de litio e centrifugagdes a 10.000
rpm por 30 s. Apds as lavagens, o pellet foi ressuspendido em mix de transformacgao
(240 pL de PEG 3350 50 % (m/v), 36 uL de acetato de litio 1 M, 5 uL de DNA fita simples
de esperma de salmao (ssDNA) (10 ug/mL) previamente fervido por 5 minutos e 50 pL
de DNA (2-5 pg de DNA das proteinas de soja em estudo, completando com H>O
destilada autoclavada) e mantido a 30 °C por 30 min., e depois a 42 °C por 20 min. A
transformacéo foi submetida a centrifugagéo de 8.000 rpm por 15 min. e o sobrenadante
descartado. O pellet foi ressuspendido em H,O destilada autoclavada e centrifugado a
8.000 rpm por 15 min., sendo por fim ressuspendido em 200 pyL de H.O destilada
autoclavada, plagueado em meios SD seletivos, com auséncia de leucina (LEU),
triptofano (TRP) e histidina (HIS) (SD-LEU-TRP-HIS) e outro com auséncia apenas de
LEU e TRP (SD-LEU-TRP) para confirmagao da transformacao, e incubados a 28 °C

por quatro dias.
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2.2.3.4. Ensaios de ativacao de genes reporteres para validagao de interagéo

proteina-proteina

Para validar a interacdo observada no ensaio “Pull-down”, os clones
identificados no ensaio de duplo hibrido de leveduras com as proteinas da soja,
possiveis alvos do efetor Phapa-4574965, foram isolados em meio seletivo SD-LEU-
TRP para realizacdo de ensaios de ativacdo de dois genes repérteres distintos. Um
deles trata-se do gene reporter lacZ, responsavel por codificar a enzima [-
galactosidase. Quando ha a interagdo entre as proteinas de estudo, a B-galactosidase
€ codificada e, na presenga do substrato X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-3-D-
galactopiranosideo), produz um precipitado de coloracdo azul que se destaca no
background. O segundo gene repérter é o HIS3, que codifica a enzima Imidazolglicerol-
fosfato desidratase (His3p). Com a expressao desse gene, linhagens de leveduras
auxotroficas para histidina s&o capazes de crescerem em meio deficiente de histidina.
Como esta enzima possui como inibidor competitivo o 3-AT, a intensidade da interacao
dos hibridos é refletida na expressao de His3p e, por consequéncia, na sobrevivéncia

das leveduras em concentragdes elevadas de 3-AT.

Para verificar a ativagao do gene reporter lacZ, transferiu-se as leveduras para
a membrana de nitrocelulose sobre meio solido seletivo SD-LEU-TRP e incubou-se a
28 °C por quatro dias. Posteriormente, a membrana foi submersa em nitrogénio liquido,
garantindo assim a ruptura da parede celular, e posicionada sobre papel filtro embebido
em tampéao Z (Na;HPO, 60 mM, NaH.PO, 40 mM, KCI 10 mM, MgSO4 1 mM pH7,0)
com adicao de X-gal (0,5 mg/mL). Incubou-se a membrana a 28 °C até a identificagéo
do precipitado azul. Para avaliar a ativacao do gene repérter HIS3, transferiu-se as
leveduras para meio seletivo SD-LEU-TRP-HIS com concentragdes variadas de 0 a 10
mM de 3-AT, e de ODgoo de 0,01 a 1,0, incubando-as a 28 °C por sete dias.

Em ambos os ensaios, utilizou-se a proteina GmbZIPE2 (BD-E2 + AD-E2) (BD
— DNA-Binding Domain; AD - Transcription-Activation Domain) como controle positivo,
uma vez que ja é sabido sua interacdo (Alves, 2013). Os plasmideos vazios (BD-vazio
+ AD-vazio), o plasmideo BD contendo o efetor Phapa-4574965 junto ao plasmideo AD
vazio (BD-4574965 + AD-vazio) e o plasmideo BD vazio junto ao plasmideo AD
contendo Phapa-4574965 (BD-vazio + AD-4574965) foram utilizados como controles

negativos.
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2.3. Localizagéo subcelular do efetor de P. pachyrhizi em células vegetais

2.3.1. Colocalizagao subcelular de proteinas

Para determinar a localizagao subcelular de Phapa-4574965, sua sequéncia
génica foi clonada na por¢ao C-terminal do vetor pSITE, a fim de criar uma fuséo
proteica com o gene reporter GFP (Green Fluorescent Protein) (Martin et al., 2009).

Como controle, Agrobacterium tumefaciens GV3101 carreando proteinas
especificas para cada organela (ndcleo, mitocéndria, plastidio e peroxissomo)
previamente identificadas (Nelson et al., 2007), possuindo em sua construcao um
marcador FP (Fluorescent Protein) mCherry, gentiimente cedidas por J. Jones e E.
Fontes, foram utilizadas para coexpressao transiente em células foliares de N.
benthamiana. A escolha do marcador mCherry para cada combinagcdo com Phapa-
4574965 para realizagcao da coexpressao transiente foi feito, inicialmente, seguindo a

predicao in silico (Tabela 3).

Tabela 3 — Combinagbes para coexpressao transiente. Coexpressao transiente de
Phapa-4574965 com diferentes marcadores de organelas vegetais.

Proteina de estudo (GFP) Marcador de organela (mCherry)
Plastidio
Peroxissomo
Phapa-4574965 Mitocdndria
Nucleo

2.3.1.1. Material vegetal

A N. benthamiana, uma planta modelo para estudos de interacdo planta-
patdgeno, principalmente devido a sua susceptibilidade a uma grande gama de agentes
fitopatogénicos (Goodin et al. 2008), foi cultivada em uma cé&mara climatica para
crescimento de plantas sob condi¢des ideais de 80% de umidade, 22°C de temperatura

e 16h/8h (luz/escuro) por aproximadamente quatro semanas.
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2.3.1.2. Infiltragdo

Inicialmente, foi preparado um pré-indculo das culturas transformadas de A.
tumefaciens em meio seletivo YEP liquido e incubado por 48 h a 28°C sob agitacao.
Depois, o inéculo foi ajustado para uma concentragcdo de 1:100 de pré-indculo em meio

seletivo YEP liquido e incubado por aproximadamente 16 h a 28°C sob agitacéo.

Posteriormente, a solugédo bacteriana obtida foi submetida a trés centrifugagdes
a 8.000 rpm por 5 min, sendo ressuspendida entre cada centrifugagdao em 1,0 mL de
solugéo de infiltragdo [Tampao MgCI2 10mM, MES (acido 2-morfolino etano sulfénico)
5mM (pH 5,3), acetoseringona 150 mM]. Ao fim da terceira centrifugacao, a solugao
bacteriana foi ressuspendida em 2,0 mL de solugédo de infiltracdo e feito o ajuste da
concentracao bacteriana para uma ODepp=0,3. A solugao bacteriana foi incubada por 1
h no escuro a temperatura ambiente, para que os genes de viruléncia da A. tumefaciens
fossem ativados e, assim, os genes de interesse possam ser translocados para as

células vegetais.

A solugdo bacteriana contendo Phapa-4574965 + GFP foi co-infiltrada com a
solugédo contendo a proteina marcadora + mCherry na face abaxial de folhas de N.
benthamiana com auxilio de uma seringa de 1,0 mL sem agulha, demarcando-se em
seguida a circunferéncia de infiltragdo para melhor identificagdo da area infiltrada no
momento da coleta foliar. Foram infiltrados, em triplicata, os controles (solugdo de
infiltracao, vetor vazio pSITE e eGFP) e os tratamentos (Phapa-4574965 + marcador).

As plantas tratadas permaneceram na camara de crescimento por 72 h.

2.3.1.3. Microscopia Confocal

Decorrido as 72 h apés a infiltragao, foi realizada a coleta dos discos foliares
infiltrados e feito seu preparo em laminas para serem analisados por meio do
microscépio confocal LSM 510 META (Zeiss), realizando a captura das imagens nos

respectivos filtros de fluorescéncia.
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2.3.2. Imunolocalizagao

2.3.2.1. Material vegetal, coleta e preparo das amostras

Para os ensaios de imunolocalizacdo de Phapa-4574965, foi instalado o
experimento em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes bioldgicas,
sendo cada vaso uma repeticdo. Foi utilizado dois acessos de soja, sendo eles o
gendtipo suscetivel (cultivar BRS 184) e resistente (contendo o contendo o gene Rpp2,
Rpp4 e Rppb), nos tratamentos inoculado e falso inoculado (MOCK) com o fungo, em
diferentes tempos de coleta apds a infecgao (0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 hpi). As sementes
foram semeadas em vasos de plastico (8 kg) preenchidos com solo autoclavado e
peneirado, possuindo duas plantas/vaso, e permaneceram em casa de vegetacao sob
condicbes ideais de temperatura de 28 °C e nebulizagdo das 19:00 as 07:00 h com

duracéao de 20 seg/nebulizagao.

Utilizou-se o isolado monospérico LPF16.1M, o qual apresenta reacdao HR
quando inoculado ao acesso contendo o gene Rpp5. Para o preparo do inéculo, foi
utilizado agua estéril e solugao 0,01% (v/v) de Tween® 20 (0,04%), juntamente com os
urediniésporos do isolado LPF16.1M de P. pachyrhizi. A determinagdo da concentracao
da solucao inéculo foi feita através da contagem de urediniésporos por meio da Camara
de Neubauer, ajustando a solugdo para uma concentragdo de 4x10* urediniésporos/mL.
Uma aliquota da suspencgao do indculo foi transferida para um meio agar-agua (1%) e
incubada por 24h, a fim de verificar a viabilidade dos uredinidsporos através da
porcentagem calculada de uredinidsporos germinados observados em microscopio

eletrénico (Darben, 2013).

Ao atingirem o estagio vegetativo V2-V3, de acordo com o sistema de escala
determinado por Fehr e Caviness (1977), o segundo trifélio foi inoculado com a solugéo
in6culo. Apds a inoculagdo, a planta permaneceu coberta por um saco plastico
transparente umido por 48 h, a fim de manter uma camara umida para favorecer a
infeccdo. O saco foi retirado no momento da coleta ou apés o decorrer do tempo
necessario, mantendo-se nas condi¢des de cultivo ja citadas até o momento da coleta.
Foram realizadas coletas dos discos foliares a partir do foliolo inoculado com auxilio de
um perfurador foliar em diferentes tempos apdés a inoculacdo, sendo eles 0, 6, 12, 24,
48, 72 e 96 hpi.

Seguindo o protocolo descrito por Marques & Soares (2021), os discos foliares

foram imediatamente submersos em solugdo de fixacao [paraformaldeido 4% em
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tampao cacodilato de sédio a 0,1 M (pH 7,2)], sendo mantidos em condigdes de vacuo
por 24 h. Decorrido este tempo, os discos fixados foram lavados duas vezes em tampao
cacodilato de sédio a 0,1 M (pH 7,2), mantendo-os na solugdo tampao por 30 min. a
cada lavagem. Apos a etapa de fixagao, as amostras foram desidratadas em série etilica
ascendente (solugéo etanol 30, 50, 70 e 100%), mantendo-as em cada soluc¢ao por 30

min.

Com o material desidratado, prosseguiu-se para a etapa de imobilizacdo em
resina LR White (Sigma-Aldrich). Inicialmente, realizou-se uma pré-infiltracdo na resina,
mantendo o disco foliar em solug&o 1:1 de LR White e etanol absoluto por “overnight’.
Depois, o disco foliar foi transferido para uma solu¢do LR White, ficando em agitagao
por 24 h. As amostras foram mantidas em solugdao LR White a 4°C até o momento da
polimerizagdo do material. Por fim, o material vegetal foi transferido para uma capsula
de gelatina, atentando-se a orientacdo do material. A polimerizagdo da resina foi

realizada em estufa na auséncia de oxigénio, a 60°C por 24 h.

As laminas utilizadas foram previamente preparadas em solugéo adesiva poly-
L-lisina (Sigma-Aldrich), com intuito e tornar a superficie da Iamina mais aderente para
evitar a perda da amostra durante os processos de imunologia. Para isso, as laminas
foram mergulhadas em 1% de acido cloridrico (HCI) em etanol 100%. Depois, as laminas
passaram por 3 lavagens com agua deionizada e secaram em estufa. Uma vez secas,
as laminas foram mergulhadas em solu¢ao 1:10 poly-L-lisina (Sigma-Aldrich) em agua
destilada por 5 min., passando, posteriormente, por 3 lavagens e finalizando com a
secagem em estufa a 60°C por 10 min., permanecendo protegidas até o momento de

Seu uso.

Ao obter as amostras imobilizadas em resina, foram realizados os cortes da
amostra por meio de micrétomo rotativo. Secgdes de 3 uym foram retirados da amostra
e posicionados na lamina adesiva. Apds a confecgdo das laminas com as amostras,
estas passaram pelo processo de imunologia. O anticorpo primario utilizado foi o
anticorpo policlonal Phapa-4574965 (anti-4574965), sintetizado e purificado por meio do
servico MonoExpress™ Premium (Rabbit) (Genscript, Piscataway, NJ). Inicialmente, as
laminas foram incubadas em solugao bloqueio por 01:30 h. Apds este tempo, as laminas
passaram por 3 lavagens em tampao PBS-T e foram incubadas em solugido 1:200 de
anticorpo primario (anti-4574965) em tampao PBS-T por 2 h. Depois, as laminas
passaram por 3 lavagens em tampao PBS e foram incubadas em solugdo 1:100 de
anticorpo secundario (Goat Anti-Rabbit IgG-FITC - Sigma) em tampao PBS-T por 1 h.

Por fim, as laminas passaram por 3 lavagens em tampao PBS-T e foram incubadas em
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solugédo MitoTracker™ Red CMXRos 100 nm (Invitrogen®) por 20 min, para
pigmentagao das mitocéndrias. Apds estes procedimentos, as lAminas foram analisadas
por meio do microscoépio confocal LSM 510 META (Zeiss), realizando a captura das

imagens nos respectivos filtros de fluorescéncia.
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3. RESULTADOS

3.1. Analise do perfil de expressao génico dos candidatos a efetores durante a

interagdo com o hospedeiro

A partir da analise gPCR do gendtipo suscetivel (BRS184) infectado com P.
pachyrhizi, analisou-se a expressao dos genes Phapa-4574965 e Phapa-4560229.

O gene Phapa-4560229 nao apresentou expressao significativa nos tempos 6,
12 e 24 hpi, sendo inclusive down-regulado em 48 hpi (Figura 1). O gene Phapa-
4574965 expressou-se significativamente nos tempos 12, 24 e 48 hpi (Figura 1).
Observou-se que sua expressao se eleva até 12 hpi, seguindo para uma diminuicdo em

24 hpi e atingindo seu pico maximo de expressao em 48 hpi.
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Figura 1 — Perfil de expressdao dos genes Phapa-4574965 e Phapa-4560229.
Expressao relativa dos genes Phapa-4574965 e Phapa-4560229 durante o ciclo
infeccioso do isolado LPF16.1M, de P. pachyrhizi, em gendtipo suscetivel de soja
(BRS184). O gene enddégeno CytB foi utilizado como normalizador e a expressao de 0
hpi foi utilizada como calibrador. Os niveis de expressédo génica sao relativos ao nivel
de expressao em 0 hpi. As caixas e a linha pontilhada representam, respectivamente, a
amplitude interquatil e a expressao génica mediana.

Fonte: Adaptado de REST (2009).
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3.2. Varredura de proteinas de soja por “Pull-down”

Com os dados obtidos através do “Pull-down” e a analise de espectrometria de
massa, foram selecionadas oito proteinas (Tabela 2) que n&o foram identificadas no
ensaio utilizando o controle PBS e extrato proteico de folhas de soja resistente (Rpp5)
inoculadas com P. pachyrhizi, mas que foram detectadas apenas nas amostras Phapa-
4574965 e extrato proteico de folhas de soja resistente (Rpp5) e/ou sucetivel (BRS184),

ambas inoculadas com P. pachyrhizi.
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Tabela 2 — Proteinas de soja selecionadas. Caracteristicas das proteinas de soja identificadas por “Pull-down” e espectrometria de massas.

Gene
Phapa-4574965 + BRS Inoc™* Phapa-4574965 + Rpp5 Inoc? * Nome proteico Tamanho — Ontology
(aminoacido) (Componente
celular)
AOAOROG554/A0AOR0G554 SOYBN AOAOROGS554|A0AOR0GE54 SOYBN  LiPoxygenase (EC 1.13.11.-) 853 cytoplasm
- - (LOX) [GO:0005737]
Alanine transaminase (EC
ASBIKE9|A8IKE9_SOYBN 2.6.1.2) (AAT) 480
NAD-dependent
epimerase/dehydratase cytosol
1JR38|11JR38_SOYBN 11JR38|11JR38_SOYBN domain-containing protein 378 [GO-0005829]
(NAD)
[1KC82|11KC82_SOYBN [1KC82|I11KC82_SOYBN CBBY-like protein 335
Aminomethyltransferase (EC mitochondrion
11MR41|I11MR41_SOYBN 2.1.2.10) (Glycine cleavage 407 [GO:0005739]
system T protein) (AMT) ’
Fructose-bisphosphatase (EC cytoplasm
11N2R6|11N2R6_SOYBN 3.1 31 1) (D-fructose-1,6- 410 [GO:0005737];
bisphosphate 1- cytosol
phosphohydrolase) (FBP) [GO:0005829]
K7MNM4|K7MNM4_SOYBN K7MNM4|K7MNM4_SOYBN Cysteine proteinase (CP) 446
Linoleate 9S-lipoxygenase-4
(EC 1.13.11.58) cytoplasm
P38417]LOX4_SOYBN (Lipoxygenase-4) (L-4) 853 [GO:0005737]

(VSP94)

TInteragéo Phapa-4574965 e extrato proteico de soja BRS 184 (susceptivel) inoculada com P. pachyrhizi.
2Interagdo Phapa-4574965 e extrato proteico de soja Rpp5 (resistente) inoculada com P. pachyrhizi.

"Acesso Proteico em UniProtKb (https://www.uniprot.org).
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A Lipoxygenase (non-heme iron-containing oxido-reductase) (LOX) trata-se de
uma enzima dioxygenase responsavel por catalisar a reagdo de adicdo de oxigénio em
acidos graxos poliinsaturados, como o acido linoleico e linolénico para a producgéo de
hidroperéxidos de acidos graxos insaturados. Nas plantas, diferentes isoformas de LOX
sdo expressas em fases e tecidos distintos, podendo ser classificada em dois grupos de
acordo com especificidade posicional da oxigenacao do acido linoléico: 9-LOX (ao qual
Linoleate 9S-lipoxygenase-4 pertence) e 13-LOX, derivando, respectivamente, os
grupos de compostos (9S)-hidroperoxi- e (13S)-hidroperoxi- (Thakur & Udayashankar,
2019; Viswanath et al., 2020).

A Alanina aminotransferase (AAT) é uma enzima dependente de piridoxal
fosfato responsavel pela catalizagdo da transferéncia reversivel do grupo amino de
glutamato para piruvato, formando assim 2-oxoglutarato e alanina que para sintese de
piruvato e glutamato. Ela atua em diversas partes da planta e tem sido estudada em
diferentes espécies de plantas, como na Glycine max (Rocha et al., 2010). Sua
expressao é regulada pela hipdxia, luz e niveis de nitrogénio, estando assim relacionado
com a tolerancia a estresse hipoxico e aumento da eficiéncia de uso de nitrogénio em

situagdes de baixo nivel de nitrogénio (McAllister et al., 2013; Kishorekumar et al., 2020).

A “NAD-dependent epimerase/dehydratase” (NAD) é membro de uma familia
de proteinas com atividade catalitica, envolvida com diversos processos bioldgicos
como regulacao positiva da tradugao e transcricao e processamento de rRNA. Esta é
uma proteina que desempenha um papel importante na biossintese de polissacarideos
extracelulares, processos metabdlicos de carboidratos, como formagao de derivados de
carboidratos ao adicionar residuos de carboidratos a outras moléculas, estando,
inclusive, relacionado com a estrutura da parede celular (Seifert, 2004; Cao et a., 2013;
Zeng et al., 2014).

CbbY trata-se de uma fosfatase seletiva de agucar pertencente a superfamilia
“HAD hydrolase” e codificada por cbb operon (Calvin-Benson-Bassham cycle operon),
estando conservado em algas, plantas e bactérias fotossintéticas. A CbbY é altamente
seletiva para XuBP (Xylulose 1,5-Bisphosphate), um inibidor de RuBisCO,
transformando-o em Xu5P (Xylulose 5-Phosphate) que posteriormente pode ser
reciclado em RuBP (Ribulose 1,5-Bisphosphate), o substrato de RuBisCO (Bracher et
al., 2015; Chen et al., 2022; Leister et al., 2023).

“‘“Aminomethyltransferase” (AMT), também chamada de “T-protein”, € uma
proteina mitocondrial essencial para a fotorrespiragao e metabolismo de um carbono, e

atuante no sistema multienzimatico de clivagem da glicina (Glycine Cleavage
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Multienzyme System - GCS), também conhecido como complexo de glicina
descarboxilase, responsavel pela oxidagdo reversivel da glicina e consequente
producao de aménia (Okamura-lkeda et al., 2010; Rasool et al., 2014; Timm et al.,
2018).

A “Fructose-bisphosphatase” (FBP) é uma enzima essencial no Ciclo de Calvin,
convertendo frutose-1,6-bifosfato em frutose-6-fosfato (Baslam et al., 2020; Gé et al.,
2020).

A “Cysteine proteinase” (CP) é uma enzima que promove a clivagem de
ligacdes proteicas através de residuos de cisteina cataliticas. Um dos componentes
essenciais para o funcionamento do sistema imune da planta sdo as enzimas PLCPs
(Papain-like Cysteine Proteases), sendo responsavel pela detecgao do microrganismo
e indugao do sistema de defesa, como morte celular, através da ligagdo e degradacao

de efetores patogénicos (Nifio et al., 2014; Pérez-Lépez et al., 2021; Wang et al., 2021).

3.3. Ensaio de Duplo Hibrido de Levedura

Através do ensaio de duplo hibrido de levedura, investigou-se a interagao entre
o efetor Phapa-4574965 as proteinas de soja identificadas por meio de “Pull-down”.
Primeiramente, realizou-se o ensaio de transativacido com a levedura AH109 contendo
o efetor Phapa-4574965 em vetor plasmidial pDEST32. A levedura com o vetor BD-
4574965 (ODeoo =1,0) demonstrou pouca expressdao em meio SD-LEU-HIS com O0mM 3-
AT (Figura 2).

OmM 3AT 2.5mM 3AT 10mM 34T 20mM 3AT 50mM 3AT 100mM 3AT
(SD-LEU-TRP-HIS) (SD-LEU-TRP-HIS) (SD-LEU-TRP-HIE) {SD-LEU-TRP-HIS) {SD-LEU-TRP-HIS) {SD-LEU-TRP-HIS)
00e: 1,8 0001 ODan:081  0Dwo:1d  ODeno:01 ODexo:801  ODao:10  0Dmo:01  ODsw:081  ODeo:10  0Dwe01  OD=o:001  OD=e:10  ODwc81  ODe0: 001  ODae:18  ODwcc®1  0Deo: 0,01
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Figura 2 — Teste de transativacdo de Phapa-4574965. Teste de crescimento de
leveduras (concentragbes ODeoo de 1,0; 0,1 e 0,01) contendo as construgbes BD-
4574965, BD-E2 (controle positivo), BD-Ni (controle positivo) e BD-vazio (controle
negativo) em meio sélido SD-Leu-His nas concentragdes 0, 2,5, 10, 20, 50 e 100 mM de
3-AT.
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Das proteinas da soja com as quais foi detectada uma possivel interagao com
Phapa-4574965, identificadas pelo ensaio “Pull-down” (item 3.2), a *“alanine
transaminase” (AAT), “NAD-dependent epimerase/dehydratase domain-containing
protein” e “cysteine proteinase” (CP) foram efetivamente clonadas em ambos os vetores
contendo BD e AD (exceto “NAD-dependent epimerase/dehydratase domain-containing
protein” (NAD), clonado apenas no vetor contendo BD) e transformadas em levedura

AH109 para o ensaio de Duplo Hibrido de levedura.

No teste do gene reporter HIS3, os clones contendo o efetor Phapa-4574965 e
as proteinas da soja AAT e CP cresceram no meio seletivo SD-LEU-TRP-HIS em
diferentes concentragdes de 3-AT e levedura (Figura 3.A). O clone contendo BD-AAT +
AD-4574965 apresentou crescimento em meio SD-LEU-TRP-HIS com até 0,5mM 3-AT
a uma ODsggo: 0,1. O clone contendo BD-4574965 + AD-AAT apresentou crescimento
em meio SD-LEU-TRP-HIS com até 5mM 3-AT a uma ODego: 0,01. O clone contendo
BD-CP + AD-4574965 apresentou crescimento em meio SD-LEU-TRP-HIS com até
0,5mM 3-AT a uma ODego: 0,1. O clone contendo BD-4574965 + AD-CP apresentou
crescimento apenas em meio SD-LEU-TRP-HIS com OmM 3-AT a uma ODsggo: 0,01. O
clone contendo BD-NAD + AD-4574965 apresentou crescimento apenas em meio SD-
LEU-TRP-HIS com OmM 3-AT a uma ODeg: 0,1. O controle positivo apresentou
crescimento em todas as diferentes concentragdes de levedura e 3-AT em meio seletivo.
Os controles negativos nao apresentaram crescimento, independente da concentragao
da levedura ou de 3-AT em meio SD-LEU-TRP-HIS.

No teste do gene repdrter LacZ, todos os clones com construgdes distintas
demonstraram interacdo ao apresentarem a pigmentacdo azulada (Figura 3.B). Em
particular, os clones BD-4574965 + AD-AAT e BD-4574965 + AD-CP apresentaram uma

pigmentagcdo azulada mais escura.
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Figura 3 — Identificagao da interagao proteina-proteina por ensaio de Duplo Hibrido
de levedura. A. Teste do gene repérter HIS3 com os clones (concentragées ODggo de
1,0; 0,1 e 0,01) BD-4574965+AD-proteina da soja, BD-proteina da soja+AD-4574965,
BD-4574965+AD-vazio (controle negativo), BD-vazio+AD-4574965 (controle negativo),
BD-vazio+AD-vazio (controle negativo), BD-E2+AD-E2 (controle positivo) em meio
sélido SD-Leu-Trp e em SD-Leu-Trp-His nas concentragdes 0, 5, 10 e 15 mM de 3-AT.
B. Teste do gene reporter LacZ em membrana de nitrocelulose.

3.4. Identificagao da localizagao subcelular de Phapa-4574965 em Nicotiana

benthamiana

Por meio da coexpressao transiente do efetor Phapa-4574965 e marcadores
de organelas em folhas de N. benthamiana agroinfiltradas, foram obtidas imagens por
microscopia confocal e estas avaliadas para identificar a localizagao subcelular do efetor
em estudo. Através das imagens obtidas, observou-se nos respectivos filtros a
expressao fluorescente tanto do GFP fusionado ao Phapa-4574965 quanto do mCherry

fusionado as proteinas marcadoras, além da autofluorescéncia da clorofila.

Em todas as coexpressdes transientes, observou-se que Phapa-4574965
apresenta-se fortemente detectado no nucleo e parcialmente no citosol das células de
N. benthamiana (Figura 4, 5 e 6). Inclusive, Phapa-4574965 localiza-se fortemente
apenas no nucleoplasma (Figura 5.B). Dentre todas as combinagbes testadas,
observou-se colocalizagao subcelular entre Phapa-4574965 e a proteina nuclear,

confirmando assim a localizagao nuclear de Phapa-4574965 na célula vegetal (Figura
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5), e a proteina mitocondrial (Figura 6). Os discos foliares infiltrados com a solugao de
infiltracdo nao apresentaram fluorescéncia, enquanto aqueles infiltrados com o vetor
vazio pSITE apresentaram fluorescéncia GFP intensa, proxima a fluorescéncia

observada no tecido infiltrado com eGFP.

Merge
mCherry GFP Autofluorescéncia Campo Clare Merge (mCherry + GFP)

Phapa-4574965
+

Plastidio

Phapa-4574965
+
Peroxissomo

Phapa-4574965
+

Mitocéndria

Phapa-4574965
+
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Figura 4 — Identificagdo da localizagdo subcelular de Phapa-4574965. Imagens
obtidas por microscopia confocal de folhas de N. benthamiana agroinfiltradas com
Phapa-4574965 fusionado ao GFP e diferentes marcadores de organelas fusionadas ao
mCherry. A co-localizagdo de ambas as proteinas co-infiltradas fora observada no
nucleo, como indicado pelas setas brancas. Utilizou-se excitagao 543 nm para mCherry
e 488 nm para GFP e clorofila. A fluorescéncia de GFP (verde), mCherry (vermelho) e
clorofila (magenta) foi coletada em 505-525 nm, 580-620 nm e 680-700 nm,
respectivamente. As imagens foram obtidas em objetiva 20x. Barra = 20 um.
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Figura 5 — Phapa-4574965 no nucleo, citosol e nucleplasma. Imagens e dados
obtidos por microscopia confocal e software LSM Image Browser a partir de folhas de
N. benthamiana agroinfiltradas com Phapa-4574965 fusionado ao GFP e marcador
nuclear fusionado ao mCherry, demonstrando localizagado subcelular no (A) nucleo,
citosol e (B) nucleoplasma. Imagens da sobreposi¢cao das imagens do GFP e mCherry
(esquerda). Utilizou-se excitacdo 543 nm para mCherry e 488 nm para GFP. A
fluorescéncia de GFP (verde) e mCherry (vermelho) foi coletada em 505-525 nm e 580-
620 nm, respectivamente. As imagens foram obtidas em objetiva 40x. Grafico do perfil
de fluorescéncia (direita), indicando a intensidade de fluorescéncia de GFP (linha verde)
e mCherry (linha vermelha) ao longo da seta branca, contendo marcagdes para delimitar
determinada regido (azul e vermelho).
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Figura 6 — Phapa-4574965 na mitocondria. Imagens e dados obtidos por microscopia
confocal e software LSM Image Browser a partir de folhas de N. benthamiana
agroinfiltradas com Phapa-4574965 fusionado ao GFP e marcador mitocondrial
fusionado ao mCherry. Imagens da sobreposi¢cdo das imagens do GFP e mCherry
(esquerda). Utilizou-se excitagcdo 543 nm para mCherry e 488 nm para GFP. A
fluorescéncia de GFP (verde) e mCherry (vermelho) foi coletada em 505-525 nm e 580-
620 nm, respectivamente. As imagens foram obtidas em objetiva 20x. Grafico do perfil
de fluorescéncia (direita), indicando a intensidade de fluorescéncia de GFP (linha verde)
e mCherry (linha vermelha) ao longo da seta branca.

3.5. Identificagdo da localizagao subcelular de Phapa-4574965 em Glycine

max

Por meio da imunolocalizagcao do efetor Phapa-4574965 em folhas de G. max
nao inoculada e inoculadas com P. pachyrhizi, foram obtidas imagens por microscopia
confocal e estas avaliadas para identificar a localizac&do subcelular do efetor em estudo.
Através das imagens obtidas, observou-se nos respectivos filtros a expressao
fluorescente tanto do FITC marcando a proteina Phapa-4574965 quanto do

MitoTracker™ Red CMXRos (Invitrogen®) marcando as mitocondrias da célula vegetal.

Os resultados deste ensaio nao foram conclusivos devido a inconsisténcia da
fluorescéncia do FITC observada tanto nas amostras inoculadas quanto nas nao
inoculadas com o patdgeno (Figura 7), uma vez que tal anticorpo deveria marcar apenas
a proteina efetora de P. pachyrhizi. A fluorescéncia de FITC observada néo se deve a
influéncia do MitoTracker™ Red CMXRos (Invitrogen®), uma vez que tal ocorréncia é
igualmente observada quando as amostras sao tratadas apenas com os anticorpos anti-
4574965 e Goat Anti-Rabbit IgG-FITC (Sigma).
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Desta forma, as concentragdes de anticorpo primario e secundario ou até
mesmo a especificidade no anticorpo anti-4574965 deverao ser revisadas. Ajustes no
protocolo de imunologia deverao ser realizados a fim de torna-lo eficaz para obter dados

precisos com relacio a localizagao subcelular do efetor na célula hospedeira.
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Figura 7 — Identificagao da localizagdo subcelular de Phapa-4574965 por
imunolocaslizagao. Imagens obtidas por microscopia confocal de folhas de G. max
BRS184 (suscetivel) e NOE 6.2 (resistente) ndo inoculadas (Mock) e inoculadas (Inoc)
com esporos de P. pachyrhizi. As amostras foram tratadas com anticorpos primario (anti-
4574965) e secundario (Goat Anti-Rabbit IgG-FITC). Utilizou-se excitacdo 488 nm para
FITC. A fluorescéncia de FITC (verde) foi coletada em 505-550 nm. As imagens foram
obtidas em objetiva 40x. Barra = 20 ym.
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4, DISCUSSAO

O estudo de interagbes planta-patdégeno permite sua compreensao e de sua
co-evolugdo composta por constantes processos adaptativos em prol de sua
sobrevivéncia, onde uma busca a efetiva infeccdo para desenvolver-se e o outro a
efetiva defesa para proteger-se. Sabendo da importancia de proteinas efetoras como
fatores de patogenicidade, seu estudo tornou-se de grande relevancia para enriquecer
as estratégias de controle de estresse bidtico das culturas, buscando entendimento de
suas funcgbes e processos biolégicos envolvido (Prasad et al., 2019; Fei & Liu, 2023). O
patossistema Glycine max-Phakopsora pachyrhizi ainda é de extrema complexidade,
principalmente devido a dificuldade de identificacido e manipulagdo deste fitopatdgeno
em laboratério (Chicowski et al., 2024). Recentemente, alguns estudos tém identificado
e elucidado sobre efetores de P. pachyrhizi (Qi e al., 2016, 2023; Bueno et al., 2022;
Chicowski et al., 2023, 2024). Os efetores Phapa-4560229 e Phapa-4574965,
identificados por meio do sequenciamento de microdisseccbes de lesbes de P.
pachyrhizi em soja (De Carvalho et al., 2017), apresentaram caracteristicas efetoras
como tamanho reduzido, presenca de peptideo sinal e validagdes funcionais como

capacidade de supressao de PTl e ETI em N. benthamiana (Utiyama, 2020).

Durante a analise qPCR utilizando o gendtipo suscetivel (BRS184) infectado
com P. pachyrhizi, ndo se observou expressao significativa do gene Phapa-4560229,
sendo ainda down-regulado em 48 hpi. Tais resultados foram similares aos
apresentados pelo Consorcio do Genoma do fungo P. pachyrhizi através da analise de
RNA-Seq, onde observou-se expressao ausente na formacido das estruturas tubo

germinativo e apressoério, e down-regulado em 8 e 12 dias pés-inoculagao (dpi).

Por outro lado, o gene Phapa-4574965 apresentou uma expressao significativa
nos tempos 12, 24 e 48 hpi (Figura 1), com dois picos de expressao nos tempos 12 e
48 hpi, sendo o tempo 48 hpi o momento de maior expressdo. No RNA-Seq realizado
pelo Consércio do Genoma do fungo P. pachyrhizi, as maiores expressoes foram
observadas na formagao das estruturas fungicas (tubo germinativo e apressério), os
unicos pontos na fase inicial da infecgdo contempladas neste estudo. Ainda, a maior
expressao observada fora na formagéo do apressorio (Utiyama, 2020). Considerando
que o apressorio inicia sua formagao entre 2 e 5 hpi, em aproximadamente 16 hpi possui
0 cone apressorial para penetragao por rompimento das células da epiderme (Koch et
al., 1983), e a formagao do haustério no interior das células do mesdfilo é realizado entre

24 e 48 hpi, pode-se indicar que a penetragéo do fungo no meio intercelular do tecido
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vegetal estd ocorrendo entre 5 e 24 hpi. Ao observar dois picos de expressdo nos
tempos 12 e 48 hpi, que estao relacionados com a penetracdo do patégeno, tanto no
rompimento da epiderme quanto no seu desenvolvimento no meio intracelular da célula
do mesodfilo, respectivamente, sugere-se que este gene possa estar sendo requisitado
nos momentos de invasao das células vegetais. Adicionalmente, o dominio GILT
presente na estrutura do Phapa-4574965, trata-se de um dominio amplamente estudado
no reino animal, porém pouco descrito nos organismos vegetais e fungicos, pode possuir
uma relagdo com o sistema de imunidade, uma vez que participa da desnaturagao,
renaturacao e reducao de pontes dissulfeto. Em humanos, GILT faz parte de um grupo
de fatores redox com a finalidade de facilitar a entrada de patégenos pelas rotas
endociticas, ou seja, através da invaginacdo da membrana plasmatica (Ceresa, 2012).
O dominio GILT também esta relacionado com a manutencdo da homeostase de ROS
e expressao de Superdxido Dismutase 2 (SOD2) (Sigal et al., 1999; Bogunovic, 2008;
Singh & Cresswell, 2010; Wei et al, 2019). Em Populus trichocarpa (espécie arbérea do
género Populus), foi identificado o gene PtOSH1, cuja estrutura e motifs sdo similares a
GILT humana. Sob estresse de cadmium (Cd) prolongado, as enzimas antioxidantes da
planta sdo destruidas, levando a intoxicacdo por ROS. No entanto, a expressao
transiente de PtOSH1 em Arabdopsis tratadas com Cd promoveu a catalisacdo a
reducao de pontes dissulfeto, podendo reparar enzimas antioxidantes e regular a ROS,
mantendo assim a estabilidade das células vegetais (Wei et al, 2019). Assim, é possivel
que, através de seu dominio GILT, o efetor Phapa-4574965 esteja manipulando o
hospedeiro nos momentos em que o patégeno penetra e se desenvolve nos diferentes

componentes do tecido do hospedeiro.

Na busca pela compreensao das funcionalidades de um efetor, a investigagao
de moléculas do hospedeiro com as quais o efetor possivelmente interaja permite uma
visdo maior sobre sua atuacao na infecgao do patégeno no hospedeiro. Com a varredura
realizada por “Pull-down” e espectrometria de massa, foram identificadas oito proteinas
de soja. A LOX e CP sao duas enzimas ativamente presentes no sistema de defesa de
plantas. Sua interacao com o efetor Phapa-4574965 poderia indicar sua participagdo em

rotas essenciais do sistema imune do hospedeiro para favorecer a infecgao.

Através da oxidagao de acidos graxos poliinsaturados, a LOX é responsavel
pelo inicio da sintese de oxilipinas, um composto de sinalizagao ciclico e aciclico, como
acido jasmonico, que participam da imunidade da planta contra estresses bidticos e
abidticos (Rosahl & Feussner, 2004; Thakur & Udayashankar, 2019). Além de atuar na
sintese de compostos antimicrobianos e na sinalizacdo de defesa, vias de 9-LOX,

especificamente, atuam nas respostas de HR da planta por meio da produgédo de
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hidroperéxidos de acidos graxos livres e sdo também estimuladas por acido abcisico
durante as respostas de defesa da planta, relacionadas inclusive com o fechamento de
estdbmatos. A participacdo da LOX no sistema de defesa da planta foi observada em
diversos complexos planta-patégeno bacteriano ou fungico (Thakur & Udayashankar,
2019; Viswanath et al., 2020).

A CP é uma enzima ligada diretamente a clivagem proteica, participando do
sistema imune principalmente como PLCP (Nifio et al., 2014; Pérez-Lopez et al., 2021;
Wang et al.,, 2021). Inclusive, o silenciamento de PLCP ortélogo em Nicotiana
benthamiana resultou no aumento de sua sucetibilidade a Phytophthora infestans
(Kaschani et al., 2010). Em tomate, a redugdo da PLCP PIP1 promoveu elevada
sensibilidade da planta a fungos, bactérias e oomicetos, demonstrando que tal enzima
esta relacionada a defesa basal contra uma gama de microrganismos (llyas et al., 2015).
No patossistema trigo-Puccinia striiformis f. sp. ftritici, observou-se que, com o
reconhecimento da infec¢ao do patégeno por NB-LRR, a proteina TaTrxh1 (thioredoxin)
associa-se com a TaCP1 (cysteine proteinase) para promover reducdes de pontes
dissulfeto e, desta forma, regular positivamente a morte celular e respostas de defesa
através da sinalizagao por acido salicilico (Shi et al., 2021). Da mesma forma que as
PLCPs sao essenciais para a defesa do hospedeiro, com a co-evolugcdo patégeno-
hospedeiro, as PLCPs tornaram-se também alvos de efetores patogénicos para inibir a
imunidade da planta e favorecer o hospedeiro. Em milho, o efetor apoplastico Pit2 inibe
um conjunto de “PLCPs” apoplastico a fim de favorecer a infecgdo de Ustilago maydis.
Phytophthora também possui um grupo de inibidores denominados EPIC (Extracellular
Cystatin-like Protease Inhibitors), como o EPIC1 que interage com as PLCPs Rcr3 e
C14 apoplasticas e EPIC2B que interage fortemente & Rcr3 e PIP1 para inibi-las
(Kaschani et al., 2010).

As demais seis proteinas identificadas estdo relacionadas com metabolismos
energéticos (fotorrespiragdo e biossintese de carboidrato). No sistema de defesa da
planta & descrito um mecanismo denominado “high-sugar resistance”, uma vez que o
agucar pode estimular a imunidade da planta e a expressdo de genes de defesa,
promovendo, inclusive, resisténcia a patégenos fungicos (Bolouri Moghaddam & Van
Den Ende, 2012; Morkunas & Ratajczak, 2014). Através da indugdo de algumas
proteinas PR (Pathogenesis-related), o agucar desencadeia uma exploséo oxidativa no
inicio da infecgao, além de intermediar em redes de sinalizagdo hormonal relacionados
com o sistema de defesa da planta (Morkunas & Ratajczak, 2014). Fitohorménios como
etileno e jasmonato, por exemplo, possuem interagdo com as vias de sinalizagao da

sacarose (Tauzin & Giardina, 2014). Assim, sua interagdo com Phapa-4574965 poderia
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indicar funcionalidade interligadas com a biossintese de carboidratos para inibir

sinalizagdo ou respostas de defesa.

A NAD, participante da biossintese de polissacarideos, ja foi descrita como
relacionada com os sistemas de defesa da planta a estresses bidticos e abidticos, como
respostas de defesa desencadeadas por alimentagcao de insetos e tolerancia ao cromo
(Zeng et al., 2014; Natale et al., 2023). Adicionalmente, identificou-se que, durante a
simbiose entre Rhizophagus irregularis, uma micorriza arbuscular, e Medicago
truncatula, o efetor fungico RiSLM é capaz de suprimir a expressdo de NAD, um dos

genes de defesa utilizados no estudo (Zeng et al., 2020).

A AAT apresentou expressdo desencadeada por acido salicilico e etileno
durante a resposta de resisténcia de Capsicum annuum L. cv. Bugang infectado por
Tobacco mosaic virus (TMV) patotipo PO. Possivelmente, tal enzima esta envolvida nas
vias de sinalizacao de defesa e/ou participar de forma indireta provendo ATP através do

piruvato, produto da reagao da qual participa (Kim et al., 2005).

A enzima FBP, nas plantas, esta envolvida tanto no desenvolvimento da planta
quanto nas respostas aos estresses abiodticos e bidtico. Em um estudo do sistema
algodao-Verticillium dahliae, verificou-se a indu¢do de determinadas regides do gene
cyFBP (Cytosolic Fructose-bisphosphatase), podendo assim estar relacionado com
certas respostas de defesa da planta como formacao de gel, lignificagdo epidérmica e
modificagdo da cortigca interna para evitar a propagagao do patdgeno. Além disso,
observou-se também um aumento na biossintese de lignina, fitoalexinas,
polissacarideos, lipideos, entre outros. Sugere-se que o agucar metabolizavel esteja
relacionado de forma positiva com a produgdo de lignina (Gé et al.,, 2020).
Adicionalmente, a glicose e frutose resultantes da hidrélise da sacarose sao fontes de
energia para fungos biotréficos e também podem atuar como quanto moléculas de

sinalizagéo de defesa da planta (Baslam et al., 2020).

No caso da AMT, a GCS a qual participa é necessaria para uma variedade de
processos metabdlicos vitais como biossintese de acidos nucleicos, proteinas, lignina,
entre outros (Okamura-lkeda et al., 2010; Rasool et al., 2014; Timm et al., 2018). Em
um estudo com Camellia sinensis (L.) O. Kuntze, Li et al. (2023) descrevem que, nas
plantas, a amodnia resultante da decomposi¢cao de glicina por GCS combina-se com
glutamato, sintetizando assim a glutamina, que tomara seu lugar em diferentes
atividades de metabolismo, como as de aminoacidos e agucares. Durante a defesa da
planta, a AMT, em conjunto com outros sistemas de eliminagédo, evita a superprodugéo

de ROS. Varela et al. (2018) sugere que o virus CPSMV (Cowpea Severe Mosaic Virus)
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tenha induzido a biossintese de AMT em Vigna unguiculata justamente para evitar
excessivas quantidades de ROS, que sao prejudiciais para seu desenvolvimento. Em
condicbes de estresse, como infecgdo de patdgenos, a sintese de 6xido nitrico (NO)
pode ser aumentada. Mecanismo de sinalizagdo mitocondrial de éxido nitrico (NO) esta
envolvido na S-nitrosilacdo de GCS, uma vez que enzimas mitocondriais sao alvos
primarios da nitrosilagao ou nitracao, elevando assim a proporc¢ao de glicina para serina
e limitando a disposi¢ao de NADH para o transporte de elétrons, o que resulta na morte
celular e, possivelmente, complementa o mecanismo de apoptose (lgamberdiev,
Ratcliffe & Gupta, 2014). Uma analise protedmica de Glycine max cv. Xinyixiaoheidou
sob tratamento com acido salicilico, jasmonato de metila, acido 1-amino ciclopropano-
1-carboxilico, peroxido de hidrogénio, nitroprusseto de sédio e vitamina B1 revelou que
AMT, juntamente com “Serine hydroxymethyltransferase”, foram positivamente
induzidas, indicando sua participacado no controle de ROS produzida para evitar o dano
oxidativo, uma vez que, mesmo ROS sendo essencial para a defesa da planta, sua
presenca em excesso pode prejudicar tanto a defesa quanto posterior desenvolvimento
da planta (Zhao et al., 2013). Concomitantemente, o dominio GILT presente no modelo
génico de Phapa-4574965 esta correlacionado com atividades mitocondriais e
manutencao da homeostase de ROS, tornando a AMT uma potencial proteina da soja

para futuros estudos para validagao de sua interagao com o efetor Phapa-4574965.

Para manipular fisiologicamente diferentes rotas moleculares da planta ou
interferir na cascata de sinalizagao de defesa, os efetores patogénicos citoplasmaticos
movem-se pelo interior da célula hospedeira para interagir com seus alvos em diferentes
compartimentos celulares, favorecendo assim o desenvolvimento do patégeno (Dodds
& Rathjen, 2010; Lo Presti et al., 2015; Prasad et al., 2019). A mitocéndria possui um
importante papel dentro do sistema imune da planta, participando da sinalizacéo de
defesa como oxido nitrico, ROS e acido salicilico (Xu et al., 2020; Figueroa, Ortiz &
Henningsen, 2021). Efetores que se movem do citosol para o nucleo séo classificados
como efetores nucleares, interferindo ou reprogramando genes relacionados com a
defesa da planta. Além disso, alguns efetores se translocam para o nucléolo a fim de
regular a sintese proteica. Desta forma, dependendo do local de agao, o arsenal do
patdgeno conta com diversos efetores sendo orquestrados tanto para comprometer o
reconhecimento e sinalizacbes de defesa no citosol quanto manipular processos de

transcricao e traducao da planta para suprimir sua defesa (Prasad et al., 2019).

Diferentes estudos com efetores de ferrugem tém investigado sua localizacao
subcelular para caracterizar o efetor em estudo e incrementar suas informagdes

funcionais para compreender sua atividade. No estudo desenvolvido por Xu et al. (2020),
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verificou-se que o efetor MoCDIP4, de Magnaporthe oryzae, € capaz de ligar-se a
chaperona DnaJd (OsDJA9). A OsDJA9 promove a degradacido de OsDRP1E e, uma vez
ligado ao efetor MoCDIP4, a degradagcao de OsDRP1E ¢é impedida, levando assim ao
seu acumulo e posterior deformacéo da mitocdndria e aumento da suscetibilidade do
hospedeiro a M. oryzae. Adicionalmente, a interacdo MoCDIP4-OsDJA9 ocorre no
reticulo endoplasmatico e a consequéncia da acido desse efetor é observada na
mitocéndria, demonstrando assim que o local de interatividade do efetor nao

necessariamente € o mesmo local onde ocorrera a interferéncia e alteragoes.

Em Melampsora larici-populina, 19 candidatos a efetor apresentaram
localizagdo citoplasmatica e nuclear. Inclusive, MLP124017 demonstrou associagao
com TOPLESS e proteinas relacionadas a TOPLESS (TPL/TPR), um co-repressor
envolvido em processos como respostas de defesa da planta, provavelmente presente
no nucleo vegetal. Ja MLP107772 apresentou localizagao cloroplastica e mitocondrial,
com provavel interacdo com a proteina 1 relacionada ao cloroplasto (CTP1 -
Chloroplast-Targeted Protein 1), que se acumula na mitocondria (Petre et al., 2015,
2016; Lorrain et al., 2018).

Dos 11 candidatos a efetores localizados no citoplasma e nucleo Puccinia
striiformis f. sp. tritici, Liu et al. (2016) identificaram a interagdo do efetor PEC6 com uma
adenosina kinase (TaADK) no citosol e nucleo de células de Triticum aestivum. Qi et al.
(2019b) descreveu que o efetor PstGSRE1 (Puccinia striiformis Glycine-Serine-Rich
Effector 1), localizado no citoplasma e nucleo, interage com o fator de transcricao
TaLOL2 (LSD-1-Like zincfinger), relacionado com rotas de sinalizacédo de espécies
reativas a oxigénio (ROS), de forma a impedir sua movimentagao para o nucleo para

que este nao atue na rota HR desencadeada por ROS.

Recentemente, Wang et al. (2022) observaram que o efetor PstSIE1 interage
com TaSGT1, um componente auxiliar de NB-LRR para o reconhecimento de efetores
e, consequentemente, desencadeamento de ETI, tanto no citoplasma quanto no nucleo
de células de trigo. Em Puccinia graminis f. sp. tritici, Ortiz et al. (2022) identificaram o
reconhecimento do efetor AvrSr50, localizado no citoplasma e nucleo, com a NLR Sr50
no citosol, desencadeando a ETI. Qi et al. (2019a) verificaram que 18 candidatos a efetor
de Uromyces appendiculatus apresentaram localizagao citoplasmatica e nuclear em
células de N. benthamiana. Em Phakopsora pachyrhizi, diversos candidatos a efetor
foram identificados no citoplasma e nucleo celular vegetal (De Carvalho et al., 2015; Qi
et al., 2017). Chicowski et al. (2023) observaram que o efetor PpEC15 apresentou uma

forte localizagao no nucleo e parcial no citosol em células de N. benthamiana, movendo-
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se tanto para o cloroplasto quanto nucleo para interagdo com DAHP (3-deoxy-7-

phosphoheptulonate) synthase.

Neste estudo, através do ensaio de duplo hibrido de levedura, Phapa-4574965
demonstrou interacdo com as proteinas de soja AAT e NAD, pertencentes a
metabolismos energéticos e possiveis vias do sistema imune da planta, e CP, uma
enzima essencial para as respostas de defesa da planta. Inclusive, observou-se que
AAT apresentou uma interacdo mais forte quando comparado com CP e NAD. Contudo,
€ possivel que CP e/ou NAD também sejam proteinas com as quais Phapa-4574965
interage, porém de forma mais fraca. Adicionalmente, Phapa-4574965 apresentou co-
localizagdo com o marcador nuclear e mitocondrial, o que n&o foi observado durante a
co-expressao transiente entre o efetor e marcadores de plastideo e peroxissomo.
Observou-se ainda que a localizagdo do efetor foi fortemente expressa apenas no
nucleoplasma. Além da forte expressao no nucleo, ha uma expressao parcial no citosol,
determinando assim uma localizagao nucleo-citoplasmatica e mitocondrial ao efetor
Phapa_4574965. A observacdo de sua presenca na mitocdndria corresponde com a
predicdo de localizacdo mitocondrial obtida por ferramentas de bioinformatica e se
correlaciona com o dominio GILT presente em seu modelo génico (Utiyama, 2020).
Além disso, tal localizagdo mitocondrial corrobora com a localizagdo da proteina
“Aminomethyltransferase” da soja, uma das proteinas identificadas no ensaio “Pull-
down” associado com a espectrometria de massa. O seguimento de demais ensaios
relacionados a validagdo da interacdo proteina-proteina sera importante para

aprofundar o estudo referente a tais resultados observado.
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5. CONCLUSAO

O efetor Phapa-4574965 expressou-se significativamente durante a interagéo
de P. pachyrhizi e soja, inclusive nos tempos que contemplam a incursdo do patégeno
no tecido hospedeiro. Além disso, é possivel que Phapa-4574965 interaja tanto com
proteinas com importante papel no sistema imune da planta quanto proteinas
relacionadas ao metabolismo energético. Pelo menos oito potenciais proteinas da soja
foram identificadas no ensaio “Pull-down” associado com espectrometria, sendo que a
interagcdo com os alvos “NAD-dependent epimerase/dehydratase”, “Cysteine proteinase” e
“Alanine transaminase” foram também observadas nas hibridizagdes via Y2H. Observou-se
também a localizagdo subcelular do efetor Phapa-4574965 através do método de
colocalizagdo em células de N. benthamiana. Phapa-4574965 apresentou localizagao
mitocondrial, correlacionando-se assim com sua predicdo de sua localizagdo, seu
dominio GILT e com a “Aminomethyltransferase”, uma das oito proteinas da soja com a
qual possivelmente interaja. Além disso, este efetor possui também localizagbes
citoplasmatica e nuclear, precisamente no nucleoplasma. Tais resultados fornecem
indicios de uma possivel funcionalidade complexa envolvendo tais organelas, auxiliando
futuros ensaio para investigar tais localizagdes e sua relacdo com a atividade do efetor

no auxilio da infeccao do fitopatégeno.
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