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RESUMO

MELO, Bernardo do Vale Aratdjo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2019. Analise da expressao temporal de oito genes candidatos a efetores de Phakopsora
pachyrhizi e localizacado subcelular das proteinas codificadas em Nicotiana
benthamiana. Orientador: Sérgio Herminio Brommonschenkel.

Durante a sua interagdo com a soja, o fungo Phakopsora pachyrhizi secreta e transloca para
a célula vegetal varias proteinas efetoras com func¢ao de suprimir as respostas de defesa e/ou
favorecer o seu parasitismo. Por meio da andlise do transcritoma da interagdo soja-
Phakopsora pachyrhizi vérios genes que codificam proteinas candidatas a efetoras ja foram
identificados, mas a funcdo da maioria dessas proteinas na patogénese ainda ¢ desconhecida.
Desta forma, o objetivo do presente estudo foi caracterizar genes candidatos a efetores de P,
pachyrhizi, analisando a sua expressao temporal durante a infec¢do e localiza¢ao subcelular
das proteinas codificadas. Para isso, candidatos a efetores obtidos a partir de estudos de
protedmica e transcritdmica foram analisados e oito genes (EC3318, EC23, CSEPO7,
CSEP09, RTPI, HESP-C49, PHPA 29 ¢ PHPA 43) foram selecionados, com base na
expressdao durante a infeccdo, presenga de sequéncia codificadora do peptideo sinal de
secrecdo e alta identidade com genes que codificam proteinas efetoras de outras espécies de
fungos causadores de ferrugens. Os genes selecionados apresentaram diferentes padrdes de
expressao, mas a maioria apresentou pico de expressao 24 horas apds a inoculacdo, momento
de inicio de formac¢do dos haustérios do patdégeno. As proteinas fusionadas a GFP foram
expressas em folhas de Nicotiana benthamiana juntamente com proteinas marcadoras de
compartimentos subcelulares e observadas em microscépio confocal de varredura a laser. A
proteina EC23 se localizou exclusivamente no citoplasma, enquanto as proteinas EC3318,
CSEP07, CSEP09, Hesp-C49, PHPA 29 e PHPA 43 se localizaram no citoplasma e no
nucleo. O padrao de expressdo dos genes e a localizac@o subcelular das proteinas codificadas

sdo condizentes com um provéavel papel efetor durante a patogénese em soja.



ABSTRACT

MELO, Bernardo do Vale Aratjo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2019.
Temporal expression of eight Phakopsora pachyrhizi effector candidate genes and
subcellular localization of the encoded proteins in Nicotiana benthamiana. Advisor:
Sérgio Herminio Brommonschenkel.

During its interaction with soybeans, the fungus Phakopsora pachyrhizi secretes and
translocates several effector proteins into the plant cell to suppress defense responses and/or
to facilitate its parasitism. Through transcriptome analysis of the interaction between
P.pachyrhizi and soybean, several candidate genes encoding putative effector proteins have
been identified, but the function of the majority of these proteins in pathogenesis is still
unknown. The objective of this study was to characterize P. pachyrhizi effector candidate
genes, analyzing their temporal expression during infection and investigating the possible
subcellular targets of the encoded proteins. Effector candidates sequences obtained from
transcriptomics studies were analyzed and eight genes (EC3318, EC23, CSEP07, CSEP09,
RTPI1, HESP-C49, PHPA_29 and PHPA_43) were selected based on their expression during
infection, presence of sequence encoding signal peptide for secretion and high identity with
genes that encode effector proteins in others rust fungi. Different expression patterns were
observed but most of the genes showed expression peaks 24 hours after the inoculation, stage
in which the haustoria formation begins. GFP-fused proteins were expressed in Nicotiana
benthamiana leaves together with fluorescence-tagged proteins that are markers of
subcellular compartments. The EC23 protein was located exclusively in the cytoplasm, while
EC3318, CSEP07, CSEP09, HEPEP-C49, PHPA _29 and PHPA_43 located in the cytoplasm
and also in the cell nucleus, The gene expression pattern and the subcellular localization of

the encoded proteins strongly indicate that the selected genes encode P. pachyrhizi effectors.



1 INTRODUCAO

A soja € um grdo com multiplas possibilidades de usos, desde a alimentagdo
humana e animal até a producdo de dleos lubrificantes, biodiesel e desinfetantes. O seu
principal uso é na produgao de racdo animal, em funcdo do seu alto teor de proteina e
baixo custo de producdo, sendo o principal insumo utilizado para suprir a necessidade
proteica dos animais. Em decorréncia da importancia dessa leguminosa nas atividades
humanas, a drea plantada de soja no mundo ocupa cerca de 124 milhdes de hectares,
destes, 35 milhdes estdo no Brasil, segundo maior produtor mundial dessa leguminosa
(CONAB, 2018; USDA, 2018).

A produtividade média brasileira € de 3299 kg/ha, representando uma producdo
de quase 117 milhdes de toneladas do grao, porém a ocorréncia de pragas e doencas € um
fator que afeta o teto produtivo. A ferrugem asidtica da soja, causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi, € uma das doengas de maior impacto na producao de soja no pais,
gerando um custo estimado de U$ 2 bilhdes por ano, somado os custos de controle e
perdas de produgdo (Godoy et al., 2016; USDA, 2018).

P. pachyrhizi é um fungo biotréfico pertencente ao filo Basiodiomycota, que
infecta mais de 30 espécies de leguminosas. Em soja, a infec¢do pode ocorrer em hastes,
peciolos, vagens ou folhas; a reducdo da area fotossintética devido as lesdes e a desfolha
precoce levam a reducdo da produtividade. O ciclo completo de vida de P. pachyrhizi
ainda ndo foi totalmente esclarecido. Telidsporos ja foram descritos e sua germinagdo foi
obtida em condi¢des de laboratdrio (Saksirirat e Hoppe, 1991). Todavia, até o momento
nao se demonstrou a infectividade de basididsporos na soja. Até o momento, sdo
desconhecidos os estagios de picnio e écio (Bromfield, 1984; Goellner et al., 2010).

Com o desenvolvimento da doenca, as urédias presentes na face abaxial das folhas
infectadas se rompem e liberam os ureddsporos que sdo dispersos a longas distancias pelo
vento possibilitando a reinfec¢do da planta ou infeccdo de outras plantas em campo
(Andrade e Andrade, 2002).

Durante a infeccdo da soja, P. pachyrhizi secreta varias proteinas, denominadas
proteinas efetoras, com a funcao de suprimir as respostas de defesa da planta e promover
o parasitismo (Link et al., 2014). Com a reducdo dos custos de sequenciamento de DNA,
a caracterizagao dos genomas de fitopatdégenos e a caracterizagdo de seu repertorio génico
tém se tornado mais acessivel, facilitando a identificagdo e caracterizacdo de genes

candidatos a efetores para patégenos causadores de ferrugens. Com isso, houve um
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aumento significativo no nimero de estudos com efetores, assim como do ndmero de
sequéncias caracterizadas e depositadas nos bancos de dados, o que facilita a predicdo e
andlise comparativa de sequéncias génicas (Lorrain et al., 2018). Por exemplo, De
Carvalho et al. (2017) fez a predicdo de 851 genes de P. pachyrhizi que codificam
proteinas secretadas expressas in planta. Algumas destas proteinas podem estar
relacionadas a supressao das respostas de defesa vegetal, atuando como efetores. Todavia,
com excecao do efetor PpEC23 (Qi et al, 2016) nenhum outro efetor de P. pachyrhizi foi
caracterizado funcionalmente.

A impossibilidade de usar ferramentas tradicionais de transformacio e estudos
genéticos de associacdo, empregados em fungos de modo geral, dificultam o estudo
funcional de efetores em P. pachyrhizi. O método mais comum para estudo de efetores
de fungos parasitas obrigatorios sdo sistemas de expressao heteréloga, como aqueles que
utilizam o Sistema de Secrecdo do Tipo 3 (SST3) de bactérias, vetores virais ou a
agroinfiltracdo. A expressao transiente de proteinas candidatas a efetores fusionadas com
proteinas fluorescentes mediada por Agrobacterium tumefaciens em Nicotiana
benthamiana tem sido empregada em diversos estudos que visam a determinac¢do do alvo
subcelular da proteina efetora dentro da célula vegetal (Pecrix ef al., 2018; Wang et al.,
2018).

A identificacdo e caracterizacdo de efetores ¢ de grande importancia em estudos
de interagdes planta-patdgeno, ja que os efetores atuam como determinantes do fenotipo
da interacdo, por suprimir a defesa vegetal e, ou, favorecer o desenvolvimento do
patogeno, ou como fatores de incompatibilidade, no caso de seu reconhecimento pelas
proteinas codificadas pelos genes de resisténcia. Efetores de grande importancia para a
patogénese e conservados entre isolados de um patogeno sdo de grande valia na busca de
resisténcia duravel e de amplo espectro. A identificagdo e caracterizagdo destas proteinas
efetoras também auxilia a identificagdo e monitoramentos de genes de resisténcia em
programas de melhoramento (Vleeshouwers e Oliver, 2014).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar genes candidatos
a efetores de Phakopsora pachyrhizi do isolado PPUFVO02, por meio da analise da
expressao durante a infecgao e estudo da localizagdo subcelular das proteinas codificadas

em Nicotiana benthamiana.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A soja [Glycine Max (L.) Merrill]

A soja é uma planta herbdcea pertence a familia Fabaceae, género Glycine e
espécie Glycine max (L.) Merrill. Acredita-se que esta leguminosa tenha origem no
continente asidtico, mais especificamente na China, pois livros, artefatos e fitofésseis
comprovam o uso do grdo pelos chineses hd mais de cinco mil anos, indicando que neste
pais ocorreu a domesticagdo da espécie G. soja, espécie que deu origem a G. max (Qiu e

Chang, 2010).

A soja ficou restrita ao oriente por pelo menos dois milénios, sendo plantada na
Europa pela primeira vez em 1739 no jardim botanico de Paris, com a finalidade de
ornamentacdo. O primeiro registro de cultivo de soja no continente americano foi em
1765 nos Estados Unidos. No século XIX a cultura j4 era conhecida na Argentina, Egito,
Cuba, Filipinas e Canad4, onde era cultivada como forrageira (Sediyama et al., 1985;

Hartman et al., 2011)

O primeiro relato de plantio de soja no Brasil foi feito por D’Utra em 1882, na
Bahia. A variedade cultivada era oriunda dos Estados Unidos, ndo estava adaptada a
regides de baixa latitude como as do estado da Bahia, o que levou ao insucesso do seu
plantio extensivo. Em 1908, a soja foi levada ao Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC), local onde apresentou melhor desenvolvimento do que na Bahia. No TAC, as
sementes das variedades introduzidas foram multiplicadas e distribuidas a produtores

paulistas (Sediyama et al., 1985; Sediyama, 2009).

Em 1914, a soja foi introduzida no estado do Rio Grande do Sul. Devido a
semelhanga das condi¢des climéticas do estado com o clima dos Estados Unidos, pais de
origem das variedades introduzidas, a cultura apresentou melhor desempenho do que em

Sédo Paulo e Bahia (Santos, 1988)

Em 1935, a soja comegou a ser plantada em escala comercial no Rio Grande do
Sul, chegando a marca de 702 hectares plantados no ano de 1941. Nesse mesmo ano foi
instalada no pais a primeira industria de extracdo de 6leo de soja no Brasil, em Santa Rosa
(RS), estimulando a expansao do plantio da cultura no pais. A partir de 1950, o cultivo

da leguminosa também se expandiu para o sudeste, norte e nordeste do Brasil e forcou



melhoristas a selecionarem cultivares adaptadas ao fotoperiodo de regides de baixa

latitude (Sediyama, 2009).

O progresso e consolidacao da soja como uma cultura de larga escala e de grande
importancia econdmica no pais se deve ao desenvolvimento de cultivares adaptadas as
regides de baixa latitude. Entretanto, uma série de outros fatores tornaram a atividade
produtiva e vidvel economicamente, como a valoriza¢do da soja no mercado mundial e
interno na década de 1970, novas técnicas e tecnologias de insumos, corretivos,
fertilizantes e mdquinas para producio e para processamento da soja, relevo plano e apto
a mecanizagao, investimentos em pesquisas para melhoramento e politicas publicas para
expansdo da producdo agricola (Medina et al., 1982). Com a expansao do cultivo de soja
para areas de cerrado, o Brasil aumentou consideravelmente a 4drea de producdo de soja
passando a ser o segundo maior produtor mundial do grdo, atrds apenas dos Estados

Unidos (Sediyama, 2009).

Na safra 2017/2018, os Estados Unidos lideraram o ranking com uma producao
de 119,5 milhdes de toneladas, seguido pelo Brasil que produziu aproximadamente 117
milhdes de toneladas (USDA, 2018). O consumo interno de soja em grdos foi de 59
milhdes de toneladas (CONAB, 2018), enquanto a exportacdo de soja em graos foi de
68,1 milhOes. A soja € a cultura de maior relevancia econdmica no pais, com a soma dos
valores de exportagdo de soja em grao, 6leo e farelo totalizando 31,7 bilhdes de ddlares

(Agrostat, 2018).

Na safra 2018/2019 foram cultivados 35,8 milhdes de hectares de soja no Brasil
(CONAB, 2019). A Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (ABIOVE,
2018) estimou que a sojicultura gera 1,5 milhdo de empregos em dezessete estados do
pais, incrementando a qualidade de vida das pessoas nas principais cidades produtoras,
como comprovado pela melhoria do Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) destas

cidades apds a chegada da sojicultura.

Apesar de ser um alimento secunddrio na alimentagdo humana, a soja tem grande
importancia na producdo de proteina de origem animal. O grdo possui alto teor de
proteinas e lipidios que aliado ao seu baixo custo de producao tornam essa leguminosa
uma fonte proteica para complementacao da dieta animal (Bezerra et al., 2015). Também
¢ utilizada para producdo de biodiesel, extracao de compostos para industria farmacéutica

e cosmética (dcidos graxos, glicerol, esterdis e lecitina), agentes aerantes, emulsificantes
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antiespumantes, antiderrapantes, dispersantes, estabilizantes e umidificantes

(EMBRAPA, 2018).

A produgdo e retorno econdmico da sojicultura poderia ser maior se ndo fossem
as perdas de produgdo e gastos no controle de pragas e doengas. Segundo Henning et al.
(2014) quarenta e seis patégenos entre fungos, bactérias, virus e nematoides acometem a
cultura da soja no Brasil e esse nimero cresce a cada ano devido a abertura de novas areas
de cultivo. Na auséncia de controle, as perdas em decorréncia de algumas doencas podem
ser totais, como ja foi relatado em epidemias da Ferrugem Asiatica da Soja (EMBRAPA,

2013).

2.2 Phakopsora pachyrhizi, agente causal da Ferrugem Asiatica da Soja

Phakopsora pachyrhizi (Sydow & Sydow) ¢ um fungo biotréfico pertencente ao
filo Basidiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem Pucciniales e familia Phakopsoraceae
(MycoBank, 2018). Seu primeiro registro ocorreu no Japao, em 1902, por Henning, que
chamou o patdgeno de Uredo sojae Henn. (Henning, 1903). Em 1914, em Taiwan, o
mesmo fungo foi descrito por Hans e Paul Sydow, em Pachyrhizus erosus (L.) sendo
denominado Phakopsora pachyrhizi.

Em 1934, P. pachyrhizi foi relatado pela primeira vez na Australia, onde a soja €
cultivada desde 1920. Na América, ha relatos de ferrugem na soja a partir de 1976, no
entanto acredita-se que antes dessa data apenas a espécie P. meibomiae, agente causal da
Ferrugem Americana da Soja, estava presente no continente americano (Bonde et al.,
2006). De 1997 a 2001, P. pachyrhizi foi relatada em varios paises africanos (Levy, 2005),
e teve o primeiro relato na América do Sul em 2001, primeiramente no Paraguai e depois
no Brasil, Bolivia e Argentina (Yorinori et al., 2005), e nos Estados Unidos a partir de
2004 (Schneider et al., 2005).

O ciclo completo de vida de P. pachyrhizi ainda nao foi totalmente esclarecido.
Telidsporos ja foram descritos e sua germinagao foi obtida em condigdes de laboratdrio
(Saksirirat e Hoppe, 1991). Todavia, até o momento ndo se demonstrou a infectividade de
basididsporos na soja. Da mesma forma, até o momento, sdo desconhecidos os estagios
de picnio e écio (Bromfield, 1984; Goellner et al., 2010).

As infecgdes pelo fungo podem ocorrer em qualquer etapa do desenvolvimento

da soja. Os sintomas da doenga podem ser observados em hastes, peciolos e vagens, mas
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¢ mais comum na face abaxial das folhas, onde se observa lesdes angulares de coloragdo
acinzentada, castanha ou marrom (Bromfield, 1984). Com o desenvolvimento da doenga,
as urédias presentes na face abaxial das folhas infectadas se rompem e liberam os
uredosporos que sao dispersos a longas distancias pelo vento (Andrade e Andrade, 2002).

Em ambiente favoravel, com temperatura entre 18°C e 26°C e disponibilidade
molhamento foliar, ocorre a germinagdo do ureddsporo que emite um tubo germinativo
com um apressorio globoso na extremidade. A penetracdo ocorre diretamente pela
epiderme vegetal aproximadamente 12 horas apos a germinagao do esporo. A entrada do
fungo ocorre através de um cone apressorial que ¢ formado a partir do apressorio e da
origem a hifa de penetracdo, que transversa e mata a célula epidérmica (Bromfield, 1984;
Koch e Hoppe, 1983; Ono ef al., 1992). No mesofilo, essa hifa de penetragcao forma hifas
primarias que colonizam o espacgo intercelular e se ramificam em hifas secundarias que,
em contato com células do mesofilo, podem se diferenciar em células-mae de haustorio
(Koch et al, 1984). A formagao dos haustorios ocorre entre 24 e 48 horas apds a
inoculagdo. Observa-se, entdo, intensa colonizagdo do mesoéfilo foliar e o espago
intercelular da folha infectada fica preenchido por micélio fungico. De cinco a oito dias
apos a inoculagdo ocorre a formagao de urédias e liberagdo dos uredésporos, completando
o ciclo assexual de P. pachyrhizi. Apesar do ciclo se completar em uma semana, as urédias
podem produzir novos esporos por até 21 dias, o que incrementa sobremaneira o nimero
de ciclos secundarios da doenga durante o desenvolvimento da cultura (Bromfield, 1984;
Koch e Hoppe, 1983).

Na auséncia de cultivo de soja, P. pachyrhizi sobrevive em plantas voluntarias ou
em outros hospedeiros. Apesar da maioria dos patégenos do grupo das ferrugens
possuirem grande especificidade com os hospedeiros, P. pachyrhizi é capaz de infectar
varias espécies de leguminosas. Cerca de 152 espécies de leguminosas sdo consideradas

potenciais hospedeiras do patogeno (Ono ef al., 1992; Slaminko et al., 2008).

2.3 Controle da ferrugem asiatica da soja

Devido a dependéncia do patogeno por hospedeiros vivos para se multiplicar, uma
medida de controle legislativa denominada ‘“vazio sanitario” foi implementada para
interromper o ciclo de reprodugdo do patdgeno, e assim reduzir a populagdo inicial antes

do inicio da safra de soja. Durante a safra, o principal método de controle empregado ¢ o
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quimico, através da aplicacdo de fungicidas, que apesar de ser um método de controle
eficiente e importante, o seu uso intensivo pode levar a selecao de populagdes do patdgeno
resistentes a fungicidas, como ja relatado para os grupos quimicos dos triazdis,
estrobilurinas e carboxamidas (Dalla Lana et al., 2018; Godoy et al., 2016).

Dentre as estratégias de controle disponiveis para o controle da ferrugem asiatica
da soja, o controle genético ¢ considerado o método ideal de controle, uma vez que
permite a redugdo do uso de maquinario e insumos, tornando o manejo menos complexo,
com consequente reducao do impacto ambiental e economico do controle (Garcia et al.,
2008).

Algumas variedades de soja contendo genes de resisténcia Rpp (Resistance to
Phakopsora pachyrhizi) foram lancadas no mercado brasileiro. Esses genes
proporcionam resisténcia especifica a determinadas ragas de P. pachyrhizi ¢ foram
mapeados, até o0 momento, em sete diferentes loci denominados Rpp! a Rpp7 (Garcia et
al., 2008; Hyten et al., 2007, 2009; Silva et al., 2008; Li et al., 2012; Childs et al., 2017).
As plantas resistentes podem apresentar lesdes de cor castanha-avermelhadas
denominadas RB (Reddish-brown) com pouca ou nenhuma esporulagdo, ou nao
apresentar lesdes, que caracteriza o fenotipo de imunidade. Ja as plantas suscetiveis
apresentam lesdes claras de cor bronzeada com grande quantidade de urédias e
esporulacdo abundante, que sdo denominadas lesdes TAN (Bromfield, 1984).

A utilidade das variedades resistentes ¢ limitada pela especificidade dos genes de
resisténcia disponiveis (Paul et al, 2011). Devido a alta capacidade reprodutiva, facilidade
de dispersao e suposta ampla variabilidade genética, a resisténcia conferida por um tinico
gene pode ser rapidamente suplantada. Portanto, as variedades resistentes tem que ser
utilizadas em um sistema de manejo integrado associado com estratégias que visem
prolongar a vida 1til da resisténcia como a rotacdo de genes (cultivares), uso de mais de
um gene de resisténcia na mesma cultivar (piramidagdo de genes), mistura de cultivares
com genes de resisténcia diferentes (multilinhas) e integracdo com outras medidas de

controle, como a utilizacao de fungicidas (McDonald e Linde, 2002).

2.4 Sistema imune vegetal e proteinas efetoras

As plantas ndo possuem um sistema de defesa com células mdveis que buscam e
eliminam agentes patogénicos no organismo, como ocorre em mamiferos. No entanto,

elas possuem um sistema de defesa inato, denominado de sistema imune inato ou sistema
7



imune vegetal, em que cada célula tem potencial de reconhecer e conter o organismo
patogénico e evitar que a doenga se espalhe pelo tecido (Jones e Dangl, 2006; Wu ef al.,
2018).

O sistema imune vegetal possui duas linhas de defesa principais: a primeira utiliza
proteinas receptoras localizadas na membrana plasmatica denominados proteinas PRRs
(pattern recognition receptors) capazes de reconhecer padrdes moleculares associados a
patogenos, conhecidos como PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) e ativar
a resposta de defesa denominada PTI (PAMP-triggered immunity). Esses padroes
normalmente sdo proteinas estruturais conservadas, como flagelina, quitina e glucanos
que compde o flagelo de bactérias e a parede celular de fungos e oomicetos,
respectivamente. O reconhecimento desses padrdes ativa vias de sinalizagdo intracelular
que resultam em diversas respostas de defesa como a inducdo da transcri¢ao de genes de
defesa, a biossintese de acido salicilico, a deposi¢ao de calose e a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (Hammond-Kosack e Jones, 1996; Jones e Dangl, 2006; De Wit,
2007; Dangl et al., 2013; Couto e Zipfel, 2016). Por exemplo, o receptor de membrana
FLS2 de Arabidopsis thaliana reconhece um peptideo conservado da parte N-terminal da
flagelina (f1g22) e ativa uma cascata de MAP quinase que induz a expressao de genes de
resposta de defesa (Gomez-Goémez e Boller, 2000; Asai et al., 2002). De modo similar,
Kaku et al. (2006) caracterizou a proteina CeBip de arroz como um receptor que
reconhece a quitina de fungos. Em estudo também realizado com 4. thaliana, Ranf et al.
(2015) relatou que lipopolissacarideos de bactérias do género Pseudomonas e
Xanthomonas podem ser reconhecidos pelo receptor lectin S-domain-1 receptor—like
kinase.

A PTI, também conhecida como defesa basal, ¢ capaz de evitar a infec¢do pela
maioria dos organismos presentes no ambiente. No entanto, fitopatdgenos codificam
proteinas efetoras capazes de suprimir a PTI, permitindo-os causar doenga, o que ¢
descrito como susceptibilidade promovida por efetores (ETS — effector triggered
susceptibility) (Dangl et al., 2013).

Os efetores sdo pequenas moléculas produzidas e secretadas por patdogenos para
bloquear processos de defesa, permitindo que se desenvolvam no tecido do hospedeiro.
Os efetores podem ser transportadas para o interior de cé€lulas vegetais a partir de
estruturas especializadas dos patégenos, como haustorios de fungos e oomicetos (Koeck

et al., 2011), ou translocados para o seu interior por meio do sistema de secrecdo de



bactérias (Radics et al., 2014) e estiletes de fitonematoides (Mitchum et al., 2013) ou
podem ser secretadas no apoplasto, como ocorre na interagdo com alguns patdégenos que
tem um crescimento extracelular, como Cladosporium fulvum. No caso especifico de C.
fulvum, diferentes efetores foram identificados em fluidos do apoplasto extraidos de
folhas de tomate infectadas com o patogeno (De Wit e Spikman, 1982; Scholtens-Toma,
1989; Thomma et al., 2008; De Wit, 2016).

Durante a coevolugdo, as plantas desenvolveram uma segunda linha de defesa
chamada ETI, baseada no reconhecimento dos efetores, para reconhecer patogenos que
suplantaram a PTI (Figura 1). A ETI (effector-triggered immunity) ¢ desencadeada apds
a intera¢do direta ou indireta de efetores com proteinas de resisténcia da planta
codificadas pelos genes R. Essas proteinas de resisténcia sdo receptores intracelulares de
uma superfamilia de proteinas NLR (nucleotide-binding leucine-rich repeat) que apds o
reconhecimento de efetores ativam uma resposta de defesa mais rapida e ampla que as
respostas ativadas pela PTI que culminam na morte celular da células no sitio de infec¢ao,
conhecida como resposta de hipersensibilidade (Hypersensitive cell death response —
HR). Pelo fato do reconhecimento de efetores desencadearem uma resposta de
resisténcia, nesta situacao, esses genes sao também conhecidos como genes de aviruléncia
(Flor, 1942; Glazebrook et al., 1997; Jones et al., 2006; Dangl et al., 2013; Alhoraibi et
al., 2018).
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Figura 1: Modelo Zigzag representativo do processo de coevolugdo de plantas e fitopatdogenos:
1) O reconhecimento dos PAMPs leva a ativa¢ao da PTI que induz respostas de defesa na planta;
2) Fitopatogenos secretam efetores que bloqueiam a PTI. 3) As plantas desenvolveram uma
segunda linha de defesa, ETI, que ¢ ativada pelo reconhecimento de efetores elevando novamente
a defesa vegetal. Essa linha ¢ efetiva contra patdgenos que suplantam PTI; 4) O processo continuo
de coevolugao leva a evolugdo de novos efetores e novas proteinas R (Adaptado de Jones e Dangl,
2006).

A morte celular no sitio de infec¢do desencadeada pelo reconhecimento do
patdgeno, leva a uma sinalizagdo para os tecidos sadios da planta préximos ao sitio de
infeccdo e distantes que induz a ativagdo de uma resposta de defesa sistémica (SAR,
systemic acquired resistance). Dentre os genes ativados estdo os genes que codificam
proteinas relacionados a resposta de defesa conhecidas como proteinas PR (pathogenesis-
related proteins) que possuem diferentes atividades bioquimicas como quitinases (PR 3,
4, 8 e 11), peroxidases (PR 9), glucanases (PR 2) e inibidores de proteases (PR 6), dentre
outras (Van Loon e Van Strien, 1999; Van Loon et al., 2006; Breen et al., 2017).

2.5 Identificacao e caracterizacao funcional de efetores

Em uma interagdo planta-patégeno compativel, os efetores atuam suprimindo a
defesa vegetal e favorecendo o desenvolvimento do patégeno. Em interagdes
incompativeis os efetores particulares sao alvo do sistema imune. Assim, a caracterizagao

de efetores e do seu modo de ag¢do pode ajudar no controle de doengas, no
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desenvolvimento de ferramentas para manipular processos vegetais e na identificagdo e
caracterizagdo de genes de resisténcia (Vleeshouwers e Oliver, 2014).

Devido a redugdo do custo e avango nas técnicas de sequenciamento na ultima
década, foi possivel obter algumas sequéncias do genoma de P. pachyrhizi e de seus
transcritos durante a interagdo com a soja visando identificar genes que codificam
efetores. Dois trabalhos com foco no sequenciamento do transcritoma do haustorio de P.
pachyrhizi foram publicados com o objetivo de identificar proteinas expressas e
secretadas pelo haustorio. Link et al. (2014) fizeram uma selecdo de genes que codificam
proteinas Unicas, com mais de 50 aminoacidos ¢ que possuem peptideo sinal. Dessa
forma, identificaram 156 genes que foram nomeados com a sigla PpEC (P. pachyrhizi
Effector Candidates). Kunjeti et al. (2016) identificaram 35 genes, que codificam
proteinas que foram denominadas CSEPs (candidate secreted effector proteins) expressas
no haustdrio e com caracteristicas tipicas de efetores fungicos. Dentre as 35 CSEPs
identificados por Kunjeti ef al. (2016), 31 também foram relatadas por Link ez al. (2014).
A partir da técnica de microdissecgao por captura a laser combinada a RNAseq e analises
de bioinformatica, De Carvalho et al. (2017) identificaram 851 genes expressos in planta
que codificam proteinas secretadas e verificaram que 101 desses genes estavam presentes
também no conjunto de PpECs identificados por Link et al (2014).

Devido a grande quantidade de genes expressos pelos patdégenos durante a
infec¢do, ¢ comum, no estudo de efetores, estabelecer critérios de selecdo, para identificar
os genes candidatos mais promissores, facilitando os estudos funcionais (Figura 2). A
primeira etapa da sele¢do, chamada de effector-mining, envolve a selecao de sequéncias
expressas que codificam proteinas com caracteristicas comuns em efetores, como sinal
de secrecdo, predicao do alvo na célula vegetal e alto conteudo de cisteina. Por exemplo,
De Carvalho ef al. (2017) utilizaram como critérios de selecdo genes que codificam
proteinas com tamanho inferior a 250 aminoécidos, contetdo de cisteina superior a 3% e
com alta expressao in planta. Estudos adicionais de transcritdmica, protedmica e
gendmica comparativa também sdo utilizados para a selecao de genes com alta expressao
durante a infeccdo, relacionados a estruturas de secrecdo, especificos dentro de tdxon
(espécie, familia, etc.) ou polimorficos dentro de isolados virulentos e avirulentos

(Lorrain et al., 2018).
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Figura 2: Organograma para sele¢do de candidatos a efetores em patdgenos causadores de
ferrugens. (Adaptado de Sperschneider et al., 2017)

ApOs a primeira etapa, realiza-se a caracterizagdo funcional dos genes candidatos
selecionados, visando identificar genes que tenham importancia na viruléncia. De acordo
com Lorrain et al. (2018), os seguintes estudos s3o normalmente realizados para
caracterizar funcionalmente os genes candidatos a efetores: a) Validagdo de secrecdo, a
partir do sistema de armadilha de sinal de secrecao em leveduras (YST — yeast secretion
trap); b) Expressdo in planta, a partir de experimentos como localizagdo subcelular de
proteinas marcadas com fluorescéncia ou imunolocalizagdo; c) Propriedades de
viruléncia, a partir de experimentos como ensaio de morte celular vegetal
(inducao/supressao de HR) ou ensaios de infecgdo; d) Silenciamento génico, induzido
pelo hospedeiro ou por vetor viral; e) Bioquimicos, como estudos de expressao; e f)
Identificacdo de proteinas alvo no hospedeiro, a partir de experimentos de co-

imunoprecipita¢do e do sistema duplo hibrido de leveduras.
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2.5.1 Estudo de localizacao subcelular de CSEPs marcados com
fluorescéncia

O estudo de localizacao subcelular das CSEPs visa determinar, dentro da célula
vegetal, qual o local de atuacdao da proteina candidata a efetor, permitindo estabelecer
inferéncias sobre o seu modo de acao (Dowen et al., 2009; Schornack et al., 2010; Lorrain
et al., 2018). Os efetores AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria € PopP2 de
Ralstonia solanacearum, por exemplo, atuam, respectivamente, no nucleo da célula
vegetal onde modulam a expressao génica e no citoplasma afetando realocagao subcelular
de proteinas (Gurlebeck et al., 2006; Poueymiro ¢ Genin, 2009), enquanto o efetor
Pi03192 de Phytophthora infestans atua impedindo a mudanga de localizagdo de dois
fatores de transcricdo, do reticulo endoplasmatico para o nucleo das células de batata
(McLellan et al., 2013).

As proteinas efetoras de patogenos apresentam grande diversidade de localizagao
subcelular, refletindo as suas diferentes fun¢des no processo de patogénese. Diversos
estudos relatam a localizagdo das proteinas efetoras no ntcleo, citoplasma e na membrana
plasmatica e, em alguns casos, associados ao citoesqueleto, mitocondria, peroxissomo e
cloroplastos (McLellan et al., 2013; Choi et al., 2017; Jelenska et al., 2017; Robin ef al.,
2018; Wang et al., 2018). Grande parte da regulagdo da expressao génica em eucariotos
ocorre no ambito de controle da transcricdo. Fatores de transcricdo e reguladores
transcricionais circulam entre o ndcleo e o citoplasma e o seu nivel de acumulagdo e
atividade nuclear determinam a amplitude da resposta de defesa (Deslandes e Rivas,
2011). Por essa razdo, ¢ de se esperar que o nucleo das células do hospedeiro seja um
importante alvo de atuacdo de efetores destinados a reprimir ou induzir a expressao génica
e, desta forma, alterar as respostas de defesa vegetal ou favorecer o parasitismo.

A inexisténcia de um protocolo universal para transformacdo estavel para fungos
causadores de ferrugens como P. Pachyrhizi impede a geragao de mutantes knock-outs ou
estudos de complementacao génica. Assim, o método mais utilizado para estudo funcional
de efetores desses fungos ¢ a expressao heterologa de proteinas codificadas por meio da
utilizagdo do SST3 de bactérias, agroinfiltracdo ou vetores virais. A expressdo transiente
de genes candidatos a efetores mediada por Agrobacterium tumefaciens em Nicotiana
benthamiana, por meio da producao de proteinas fusionadas com proteinas fluorescentes,
tem sido empregada em diversos estudos que visam a determinacdo do alvo da proteina

efetora dentro da célula vegetal (McLellan et al., 2013; Choi et al., 2017; Liu et al., 2018;
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Pecrix et al., 2018; Wang et al., 2018). Este método depende da clonagem do gene de
interesse em um vetor de expressdo de forma a gerar uma fusdo da sequéncia do gene em
estudo com a sequéncia que codifica uma proteina fluorescente. Dessa forma, sera
produzida uma proteina efetora quimérica contendo em sua extremidade N- ou C-terminal
a sequéncia de aminoacidos de uma proteina fluorescente, o que possibilita a sua
localizagao dentro da célula vegetal por meio de microscopia confocal (Petre et al., 2015;
Liu et al., 2016; Robin et al., 2018).

A proteina verde fluorescente GFP (Green fluorescent protein) de Aequorea
victoria, ¢ comumente utilizada para estudos in vivo de localizacdo de proteinas em
plantas (Chalfie et al., 1994). Diversos vetores de expressao foram criados para estudos
de localizagao subcelular de proteinas com a utilizagdo de microscopia confocal. Esses
vetores apresentam um sitio de clonagem associado a sequéncias codificadoras da
proteina GFP, de forma que a proteina quimérica sera uma proteina fusionada a proteina
florescente. Um dos vetores mais utilizados ¢ o pK7FWG2 que possui a sequéncia do
promotor 35S de Cauliflower mosaic virus (CaMV) e proporciona uma forte expressao
da proteina na célula vegetal, além de apresentar marcadores de sele¢do em bactéria
(espectinomicina) e em planta (canamicina) (Karimi et al., 2002; Tzfira et al., 2005).

ApOs a clonagem, os vetores contendo os genes em estudo sao transferidos em A.
tumefaciens, e as agrobactérias recombinantes sdo utilizadas para mediar a expressao
transiente das proteinas em N. benthamiana. A inoculagdo geralmente ¢ feita com uma
suspensao bacteriana que contém um clone com o gene de interesse e um segundo clone
contendo um gene que codifica uma proteina marcadora de compartimentos celulares
fusionada a uma segunda proteina fluorescente. Dessa forma pode-se determinar a
localiza¢do da proteina em estudo comparando-a com a localizagdo do marcador. Em
tratamentos em que as duas proteinas possuirem o mesmo alvo celular sera observada
uma terceira coloragdo, devido a sobreposi¢ao das fluorescéncias no mesmo local (Dowen
et al., 2009; Schornack et al., 2010; McLellan et al., 2013; Liu ef al., 2018).

A expressao transiente de proteinas mediada por Agrobacterium em plantas de N.
benthamiana tem facilitado o estudo de localiza¢do subcelular de proteinas efetoras de
diversos patogenos biotroficos (Choi et al., 2017; Liu et al., 2018; Pecrix et al., 2018).
Liu et al. (2016) observaram a localizacdo do efetor PEC6 de Puccinia striiformis,
causador da ferrugem amarela do trigo, no citoplasma e nicleo das células vegetais e por

meio da utilizagdo do ensaio duplo hibrido de leveduras esses autores observaram que o
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efetor interage com adenosina quinases de trigo e de Arabidopsis thaliana que também
estdo localizadas no citoplasma e nicleo das células. Petre et al. (2015) e Liu et al. (2018)
avaliaram a localizagdo subcelular de 24 proteinas candidatas a efetores do fungo
Melampsora larici-populina e outras 83 candidatas a efetores do oomiceto Plasmopara
viticola. Das vinte e quatro proteinas de M. larici-populina analisadas, apenas seis
apresentaram localizagdo considerada informativa, diferindo do controle GFP,
localizando-se em locais variados como nucleo, nucléolo, corpos de acumulagdo no
nucleo e no citosol, e cloroplasto. Dos genes de P. viticola analisados, 76 foram
informativos, sendo a maioria das proteinas codificadas localizadas no nucleo e citosol
ou apenas no nucleo, nove genes em membranas da célula vegetal e quatro no cloroplasto
€ uma na mitocondria.

Embora ndo permitam a comprovagdo direta da fungdo de uma determinada
proteina candidata a efetor, os estudos de localizagdo subcelular auxiliam a prioriza¢ao
dos efetores para um estudo mais detalhado de sua fungdo por meio de outras
metodologias (Lorrain et al., 2018). Por exemplo, essa informagao € parte integrante dos
pipelines utilizados em efetorOmica para priorizar os candidatos a efetores mais
informativos, com alvos limitados na célula vegetal (Figura 2) (Petre et al., 2015; Lorrain
etal.,2018).

Alguns estudos funcionais tém sido realizados com proteinas secretadas por
Phakopsora pachyrhizi com o objetivo de identificar candidatas a efetores e entender a
sua fungdo. De Carvalho ef al. (2017) analisaram a expressao de 22 genes candidatos a
efetores e selecionou seis candidatos com super expressdo em até 24 horas apds a
inoculagdo para analisar a capacidade de supressdo da ETI e a localizagao subcelular das
proteinas codificadas. As seis proteinas avaliadas foram capazes de suprimir ETI e
apresentaram localizagdo nuclear e citoplasmatica suportando a hipdtese dos autores
quanto a funcao efetora das proteinas analisadas. Qi ef al. (2018) avaliaram 82 proteinas
secretadas por P. pachyrhizi em estudos de supressdo da imunidade, localizagdo
subcelular e ativagdo da imunidade em plantas ndo hospedeiras e chegaram a 17
candidatas a efetores considerados como promissoras para realizar novos estudos de
localizagdo, silenciamento, caracterizacdo bioquimica e identificagdo das proteinas alvo
em soja. Utiyama et al. (2018) fizeram a avaliagdo funcional de seis proteinas candidatas
a efetoras por meio da andlise de acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e

deposi¢do de calose e observaram a funcdo destas proteinas na supressao da PTI baseado
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na reducdo dos niveis de ROS e calose, ambas respostas de PTI, quando foram expressas
transientemente em folhas de N. benthamiana utilizando o sistema de secrecao tipo I1I de
Pseudomonas fluorescens.

Zaramela (2011) identificou genes de P. pachyrhizi que codificam proteinas
secretadas no sistema armadilha de sinal de secre¢do em leveduras (YST) e obteve 29
ORFs completas que codificam proteinas secretadas sem similaridade com qualquer outra
proteina disponivel em bancos de dados. Leite (2016) avaliou a supressao da PTI por 15
proteinas secretadas descritas por Gava (2010) e Zaramela (2011) e identificou duas
proteinas (PHPA 29 e PHPA 43) capazes de suprimir PTI. No entanto, a andlise da
expressao génica e estudos de localizacao subcelular dessas proteinas genes e de outras
proteinas candidatas a efetores descritas por Gava (2010) e Zaramela (2011) ainda ndo
foram efetuados. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi analisar a expressao
de genes candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi, isolado PPUFV02, e investigar

a localizagdo dos alvos subcelulares das proteinas codificadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao e caracterizacao dos genes candidatos a efetores de P.
pachyrhizi para os estudos funcionais

Cerca de 211 sequéncias obtidas a partir do secretoma de P. pachyrhizi durante a
interacdo com a soja que codificam proteinas com caracteristicas de proteinas efetoras
foram previamente identificadas no Laboratério de Genética e Gendmica de Interagdes
Planta-Patogeno. Deste conjunto, foram selecionadas oito sequéncias génicas para
estudos funcionais, sendo algumas ja referenciadas em outros estudos (Tabela 1).

As sequéncias em estudo foram comparadas com outras sequéncias depositadas
no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) por meio
do algoritmo BlastX (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As proteinas candidatas

preditas foram posteriormente analisadas em diferentes programas de predi¢do para
avaliar caracteristicas que podem ser importantes para a selecao de candidatos a efetores.
O programa PredGPI (Pierleoni et al., 2008) foi utilizado para verificar a presenga de
ancoras de GPI (glicosilfosfatidilinositol) indicativas da associacdo da proteina a
membrana celular. Os programas Phobius prediction (Kall et al., 2007) e SignalP 3.0
(Bendtsen ef al., 2004) foram utilizados para predizer a presenca e provavel posi¢do de
clivagem de peptideo sinal. O programa TargetP 1.1 (Emanuelsson et al., 2000) foi
utilizado para a predi¢gdo da localizagdo subcelular e o programa TMHMM 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) para verificar a presenca de hélices

transmembranas nas proteinas.

3.2 Analise da expressio génica dos candidatos a efetores de P.
pachyrhizi isolado PPUFV02 durante a interacao com a soja

Plantas de soja da cultivar Conquista com 30 dias ap6s a emergéncia foram
inoculadas com uma solugdo na concentragdo 5,0 x 10° uredésporos/mL do isolado
monopostular PPUFVO02 de Phakopsora pachyrhizi e o RNA total das folhas inoculadas
foi extraido de amostras coletadas nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a
inoculacdo (hpi) utilizando o kit RNA isolation reagent (Thermo Fisher Scientific). As
amostras de RNA foram tratadas com DNAse e purificadas utilizando o kit RNeasy
MinElute Cleanup (Qiagen). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado de acordo
com o protocolo do kit SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Thermo
Fisher Scientific).
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A andlise da expressdo génica foi efetuada por RT-qPCR (Real Time quantitative
polymerase chain reaction). Os genes foram amplificados utilizando oligonucleotideos
especificos desenhados para a regido codificadora utilizando a plataforma online da
Integrated DNA Technologies IDT)
(https://www.idtdna.com/scitools/Applications/RealTimeP). Avaliou-se a eficiéncia da
amplificacdo utilizando os diferentes oligonucleotideos (Tabela 1), segundo as
recomendacdes do manual da Applied Biosystems.

As reacoes de RT-qPCR foram realizadas no equipamento 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems) utilizando o reagente SYBR Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific) em um volume final de 10 uL por reagao.

A quantificacao relativa foi realizada em placas individuais para cada gene usando
pares de oligonucleotideos especificos para cada sequéncia. Todas as amostras foram
submetidas a desnaturagdo térmica para determinar a curva de dissociagdo e verificar a
especificidade das amplificacdes. Empregou-se trés réplicas técnicas para cada repeticao
bioldgica e trés repeti¢des bioldgicas por tratamento. O gene o-tubulina foi utilizado
como gene de referéncia para normalizar os dados da RT-qPCR, empregando-se os
oligonucleotideos descritos por Kunjeti et al., (2016). Para a quantificacdo da expressao
génica foi utilizado o método comparativo de Ct: 22 e as comparacdes efetuadas

utilizando o teste estatistico t de Student.

3.3 Obtencao dos clones de Agrobacterium tumefaciens com vetor
pK7FWG2 contendo os genes candidatos a efetores do isolado
PPUFVO02 de P. pachyrhizi

Oligonucleotideos especificos para cada um dos oito genes em estudo foram
desenhados para a clonagem pelo sistema Gateway (Invitrogen) em Escherichia coli
DH5a, sendo excluida a sequéncia do peptideo sinal dos genes (Tabela 1).

A amplificagdo das sequéncias foi feita por PCR utilizando a enzima de alta
fidelidade Platinum SuperFi DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific), seguindo as
recomendacdes do fabricante, e utilizando como molde o cDNA sintetizado a partir de
RNA total coletado as 24 e 72 hpi. Os amplicons foram analisados em gel de agarose

(1%) e purificados utilizando o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados nos estudos de expressdo génica e localizacio

subcelular de diferentes candidatos a efetores do isolado PPUFV02 de Phakopsora

pachyrhizi.
Gene Oligonucleotideos Localizagdo subcelular RT-qPCR
CSEP0O7 CSEPO7-Forward CACCATGCATAACTGITGTGAGCTGTCAAAG GATAGGCGTGATGICCTCGAA
CSEP(O7-Reverse AAATGAATGGTGGCGTGGAGCATTC CGATGCCGTGGATTGGAT
CSEP09 CSEP09-Forward CACCATGAACACCCCCACCAAAGITACTG GGAAACACCCCCACCAAAGT
CSEP09-Reverse ~ ATTTTTTGGAGACTTCTCTTTTAATTTTGCAAGIGC  CCGGAGCAGACGAGITGITTA
EC23 EC23-Forward CACCATGGCTTCTACTTCGGAGCCAAGC GAATTTGTCACGGAGGTTGC
EC23-Reverse GAGCACGGCGACACCAATCATTAGAG ATACGATCCCTTCTCATTGCG
EC3318 EC3318-Forward CACCATGGTAACTTTAAATAGAGATCGGCCTTC GAACTACCCAGICCTITTCGAAG
EC3318-Reverse AGCTTGA GGGGCTTCAGCAGC ACCCTCTTGCGTITGCTTG
HESP-C49 | HESP-C49-Forward CACCATGACTCCAAAGCTGCAGCC GAATACCATGCTTCCGATCC
HESP-C49-Reverse AAAGGATAAGACAGAATCAAAATTAC ACGGAGITGGCTTTTGATG
PHPA_29  PHPA_29-Forward CACCATGAGACTCTCAGCTCCTAAAGCAG CAATGGACCAGAAGGAACTACC
PHPA_29-Reverse ATTTTTGCAGGICTGGCATCCG GGCATCCGITGCAAGITG
PHPA_43  PHPA_43-Forward CACCATGGCCCCCGAGGAAATCAGCGC GICTTCACCATCTTTTCAGCTG
PHPA_43-Reverse CAAGATGCCGACGAAGGGAACCC GGCGCTGATTTCCTCGG
RTPI RTP1-Forward CACCATGGTTAGCTTTGGCAAGGGAATAAATC GAATACCATGCTTCCGATCC
RTP1-Reverse ATTTGCTTCACTTTGGATGITCTTAATGC ACGGAGITGGCTTTTGATG
a-Tubulina | a-Tubulina-Forward - CCAAGGCTTCTTCGTIGITTCAT
a-Tubulina-Reverse - AGAGCGCCAAACCCTGAAC

Os genes candidatos foram clonados no vetor de entrada pENTR TM /D-TOPO e
depois foram recombinados no vetor de destino pK7FWG2, utilizando os reagentes
Gateway LR Clonase Il Enzyme mix (Thermo Fisher Scientific), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os clones recombinantes foram transformados em E. coli
DHS5a pelo método do choque térmico.

As sequéncias clonadas no vetor pPK7FWG2 foram amplificadas com um par de
oligonucleotideos (Tabela 1) que se anelam em regides do vetor que flanqueiam a regido
de insercao dos genes, sendo a seguir caracterizadas por sequenciamento usando Bigdye
terminator v3.1 sequencing standard kit, no sequenciador SeqStudio Genetic Analyzer
(ThermoFischer Scientific). As sequéncias obtidas foram montadas e analisadas no
programa DNA Baser Sequence Assemble v. 3.5 (Heracle Biosoft).

Os clones que apresentaram a sequéncia do candidato a efetor clonada no vetor
na orientagdo correta, sem o peptideo sinal, sem alteracdes na sequéncia, e fusionadas in
frame com a sequéncia codificadora da proteina GFP foram transferidos para
Agrobacterium tumefaciens estirpe GV3101 por meio de transformacao pelo método do

choque térmico.
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3.4 Cultivo de plantas de N. benthamiana

Sementes de N. benthamiana foram semeadas em vasos de 0,5 L contendo
substrato e mantidas em camara de crescimento a 25°C até o transplantio, que ocorreu
aproximadamente quatro semanas apos a semeadura. Todas as plantas foram adubadas a
cada duas semanas com uma formulagao NPK 10-10-10.

As plantas destinadas ao experimento de localizagdo subcelular foram
transplantadas em copos de plastico de 30 mL (furados na base) e mantidas em camara
de crescimento, com fotoperiodo de 12 horas, a 22°C, por mais quatro semanas, até serem

inoculadas.

3.5 Expressao transiente em N. benthamiana das proteinas candidatas a
efetores do isolado PPUFVO02 de P. pachyrhizi fusionadas a GFP para
avaliacido da localizacao subcelular

Os clones de 4. tumefaciens GV3101 que continham as construgdes com os genes
candidatos obtidos conforme descrito no topico 3.3, os genes codificadores de proteinas
marcadoras de organelas celulares especificas fusionadas a proteina fluorescente mCherry
(Tabela 2), e o clone com o vetor vazio foram plaqueados em placas com meio LB (Luria
Bertani) contendo os antibioticos especificos para cada clone e incubados a 28°C por dois
dias. Coldnias isoladas foram utilizadas para inocular tubos contendo meio LB liquido e
o antibiotico especifico para selecdo dos clones com os vetores supracitados e estes foram
incubados por 14 horas a 28°C e 220 rpm.

As proteinas utilizadas como marcadores de compartimentos celulares (PM-
mCherry) tinham como alvo: a) nicleo; b) membrana plasmaética; c) vacuolo; d) reticulo
endoplasmatico, e e) plastideos (Tabela 2). A proteina AtWWP1, de Arabdopsis thaliana,
faz parte de um conjunto de proteinas, conservadas em plantas e animais, necessarias a
interacdo geminivirus-hospedeiro, com localizacdo nuclear capaz de formar corpos
subnucleares via dominio C-terminal conservado (Calil, 2013). O clone contendo o gene
que codifica a proteina AtWWP1 foi cedido pela professora Elizabeth Pacheco Batista
Fontes, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal
de Vigosa. Os demais clones foram cedidos pelo professor Jonathan Jones do “The

Sainsbury Laboratory” (Inglaterra).
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Tabela 2: Clones que codificam proteinas marcadoras de compartimentos celulares
fusionados a proteina fluorescente mCherry utilizados nos experimentos de localizacio

subcelular das proteinas candidatas a efetores do isolado PPUFV02.

Clone Localizagdo subcelular — Referéncia

Nucleo - Proteina AtWWP1 de A. thaliana

pMPOO::WWPI-mCherry (Calil, 2013)

Membrana plasmatica - Proteina AtPIP2A de A.

pMPOO::mp-mCherry thaliana (Cutler et al., 2000)

Vactolo - Proteina c-TIP de A. thaliana (Saito et

pMPO0::vac-mcherry al., 2002)

Plastideo - Proteina Rubisco de N. tabacum

pMPOO::pt-mCherry (incompleta) (Dabney-Smith et al., 1999)

Reticulo endoplasmatico - Proteinas AtWAK?2
de A. thaliana (He et al., 1999) combinada ao
sinal de retencdo do ER His-Asp-Glu-Leu
(Gomord et al., 1997)

pMPOO::ER-mCherry

Apos o crescimento, as células bacterianas foram sedimentadas por centrifugagao
(5000 rpm por cinco minutos) e ressuspendidas e lavadas em solu¢do tampao 10 mM
MES contendo 10 mM MgClz e 200 uM acetoseringona, para remover o meio de cultura
com os antibidticos. Apods a lavagem, as células foram sedimentadas e ressuspendidas
utilizando dois mL da mesma solucdo tampao. A concentracdo da suspensao bacteriana
foi quantificada analisando-se a densidade o6tica (OD) no espectrofotometro Smartspec
Plus (Bio-Rad).

A inoculagdo foi realizada usando uma mistura do clone de A. tumefaciens
contendo o gene em estudo (constru¢do pK7FWG2::CSEP), e o clone pMP90::PM-
mCherry que expressa a proteina marcadora da localizagao subcelular (PM) especifica
em analise. Em cada inoculacdo foi utilizado um clone CSEP e um PM-mCherry, com
excecdo do tratamento controle, pK7FWG2 vazio, que foi inoculado separadamente. A
suspensdo bacteriana de cada clone pK7FWG2::CSEP e pMP90::PM-mCherry foi

ajustada inicialmente para a ODgoo 0,2 € em seguida foram misturadas na proporgao 1:1
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(volume), resultando na ODeoo final de cada clone igual a 0,1. O clone controle foi diluido
e inoculado separadamente na ODsoo 0,1.

A inoculagdo foi realizada com seringa sem agulha, na parte abaxial das duas
folhas mais novas totalmente expandidas de cada planta. Para cada tratamento,
pK7FWG2::CSEP + pMP90::PM-mCherry, foram realizadas quatro infiltracdes, em
plantas diferentes. A area infiltrada foi marcada e as plantas foram mantidas em camara
de crescimento a 22°C, fotoperiodo de 12 horas, por trés dias

A visualizagdo da expressao das proteinas recombinantes fluorescentes foi
realizada 72 horas apds a inoculacdo em microscopio confocal de varredura a
laser modelo LSM510 META (Zeiss) do Nucleo de Microscopia e Microanalise da
Universidade Federal de Vigosa (NMM-UFV). A proteina GFP foi excitada a 488nm e a
fluorescéncia capturada a 550nm e a proteina mCherry foi excitada a 561nm e
fluorescéncia capturada entre 585 e 610nm. As imagens foram processadas com o

programa Zen 2.3 lite (Zeiss).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas estruturais dos genes candidatos a efetores de P.
pachyrhizi selecionados para estudos funcionais

Os genes candidatos a efetores variam entre 318 a 1826 nucleotideos (nt) com
nimero variavel de introns e éxons. As proteinas codificadas pelos genes EC3318,
PHPA 29, RTP1 e HESP-C49 apresentam identidade entre 37% e 52% com proteinas de
outros patogenos da ordem Pucciniales, que engloba os fungos causadores de ferrugens.
As proteinas codificadas pelos genes PHPA 43, CSEP07, CSEP09 e EC23 ndo
apresentaram identidade com outras proteinas do banco de dados do NCBI, sendo
exclusivas de P. pachyrhizi. A quantidade de cisteina nas proteinas foi variavel, de zero a
21 residuos, sendo que EC3318 e PHPA43 ndo apresentaram este aminodcido, enquanto
EC23 foi a proteina com maior quantidade desse aminoacido. Nenhuma das proteinas
possui dominio transmembrana ou ancora de GPI e todos os genes possuem uma
sequéncia que codifica um peptideo sinal indicando que as proteinas codificadas sdo
secretadas pela rota classica de secre¢ao (Tabela 3). A seguir ¢ apresentada a descricao

resumida de cada gene analisado:

EC3318:

O gene candidato £C3318 possui 1035 nt divididos em trés introns e quatro éxons.
A ORF (Open Reading Frame) ¢ composta por 765 nt que codifica uma proteina de 254
aminoacidos (aa) com similaridade com uma proteina hipotética (NCBI: PLW57911.1)
do fungo Puccinia coronata f. sp. avenae. Esta proteina ndo possui ancora de GPI, possui
sinal de secre¢ao, com possivel sitio de clivagem entre os aminodcidos 25 e 26, ndo possui
aminodcido cisteina, sendo classificada como uma proteina secretada pela rota classica

de secrecao.

PHPA_29:

O gene candidato a efetor PHPA 29 possui 789 nt, com quatro introns e cinco
éxons, sendo a ORF composta por 393nt que codifica uma proteina de 130 aminoacidos,

com similaridade com uma proteina hipotética (NCBI: KNE90547.1) de Puccinia
23



striiformis f. sp. tritici. Esta proteina ndo possui ancora de GPI, ndo possui dominio
transmembrana, apresenta sinal de secrecdo, com possivel sitio de clivagem entre os
aminoacidos 24 e 25, possui 12 cisteinas, sendo classificada como uma proteina secretada

pela rota classica de secrecao.

PHPA_43:

O gene candidato a efetor PHPA 43 possui 537 nt, com trés introns e quatro éxons
e uma ORF de 276 nt que codifica uma proteina de 91 aminoacidos que nao apresentou
similaridade com nenhuma outra proteina disponivel no NCBI. Esta proteina nao possui
ancora de GPI, possui sinal de secrecdo, com possivel sitio de clivagem entre os
aminoacidos 20 e 21, ndo possui cisteinas, sendo classificada como uma proteina

secretada pela rota classica de secregao.

RTPI:

O gene candidato a efetor RTPI possui uma sequéncia de 1510 nt, com sete introns
e oito éxons e uma ORF composta por 732 nt que codifica uma proteina de 243
aminoacidos, que apresenta similaridade com diversas proteinas hipotéticas de fungos
causadores de ferrugens (Melampsora larici-populina, Puccinia coronata f. sp. avenae,
etc) e com as proteinas RTP (rust transferred protein) de Melampsora occidentalis,
Uromyces striatus, Gymnosporangium sabinae, Melampsora medusae f. sp. tremuloides,
Hemileia vastatrix, etc., com identidade entre 44% e 51%. Esta proteina ndo possui ancora
de GPI, possui sinal de secre¢do, com possivel sitio de clivagem entre os aminoacidos 24

e 25, sendo classificada como uma proteina secretada pela rota classica de secrecao.

CSEPO0Y:

O gene candidato a efetor CSEP09 possui 871 nt, com quatro introns e cinco éxons,
e uma ORF composta por 549 nt que codifica uma proteina de 182 aminoacidos com
similaridade (99%) com a proteina CSEP09 de P. pachyrhizi depositada por Kunjeti et
al., (2016). Esta proteina também apresentou similaridade com a proteina CSEPOS
também de P. pachyrhizi ¢ com uma proteina secretada de Melampsora larici-populina

(NCBI: XP_007408015.1). Esta proteina nao possui ancora de GPI, possui sinal de
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secre¢do, com possivel sitio de clivagem entre os aminodcidos 18 e 19, possui 12

cisteinas, sendo classificada como uma proteina secretada pela rota cldssica de secre¢ao.

EC23:

O gene candidato a efetor EC23 possui 1826 nt, com dez introns e onze €xons, €
uma ORF composta por 876 nt que codifica uma proteina de 291 aminoacidos
similaridade com a proteina CSEP35 de P. pachyrhizi (Kunjeti et al., 2016). Foi
encontrada similaridade com proteinas hipotéticas e secretadas de outros patdgenos
causadores de ferrugem, como Puccinia graminis f. sp. tritici (NCBI: KNF04998.1), e
Puccinia coronata f. sp. avenae (NCBI: PLW42217.1) com identidade de 46% ¢ 45%.
Esta proteina ndo possui ancora de GPI, possui sinal de secrecdo, com possivel sitio de
clivagem entre os aminodcidos 18 e 19, possui 21 cisteinas, sendo classificada como uma

proteina secretada pela rota classica de secregao.

HESP-C49:

O gene candidato a efetor HESP-C49 possui 796 nt, com uma ORF de 492 nt que
¢ segmentada por quatro introns e que codifica uma proteina de 163 aminoacidos, com
similaridade e 37% de identidade com a proteina HESP-C49 (ABB96284.1) de
Melampsora lini. Esta proteina ndo possui ancora de GPI, possui sinal de secre¢do, com
possivel sitio de clivagem entre os aminoacidos 20 e 21, possui 12 cisteinas, sendo

classificada como uma proteina secretada pela rota classica de secregao.

CSEPO7:

O gene candidato a efetor CSEP(O7 possui 318 nt, ndo possui introns na sequéncia,
e codifica uma proteina de 105 aminoécidos, com identidade exclusiva (100%) com a
proteina CSEPO7 de P. pachyrhizi depositada por Kunjeti ef al. (2016) sendo, portanto,
considerada uma proteina especifica de P. pachyrhizi. Esta proteina ndo possui ancora de
GPI, possui sinal de secre¢dao, com possivel sitio de clivagem entre os aminoacidos 19 e
20, possui cinco cisteinas, sendo classificada como uma proteina secretada pela rota

classica de secrecao.
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Tabela 3: Caracterizacao dos genes candidatos a efetores do isolado PPUFV02 de P. pachyrhizi utilizados nesse estudo.

Nome publicado Tamal.]ho’dz.i ORF blastX E-value Identidade PredGPI  SignalP' TargetP TMHMM?® Phobius® N (’le Unico de P
(Aminoacidos) Cisteinas pachyrhizi
Proteina hipotética: hypothetical protein - .
EC3318 254 PCANC_01008 [Puccinia coronata f.sp. S00E-10 499 ~aopossui - g Rotade 0 0 0 Nio
ancora de GPI secre¢do
avenae]
PHPA_29 130 Proteina hlpo.t.etlca ?STG_] 6009 [Puccinia 1.00E-27 9% N3ao possui Sim Rota c{e 0 0 12 Niio
striiformis f. sp. tritici] ancora de GPI secre¢do
PHPA_43 91 Ndopossui g Rotade 0 0 0 Sim
ancora de GPI secrecao
RTP] 243 Proteina secretad.a: [Melampsora larici- 8.00E-46 520 Nao possui Sim Rota (ie 0 0 4 Niio
populina 98AG31] ancora de GPI secrecao
.. Nao possui . Rota de .
CSEP09 182 CSEP-09 [Phakopsora pachyrhizi | 7,00E-107 9% Sim _ 0 0 12 Sim
ancora de GPI secre¢ao
.. Nao possui . Rota de .
EC23 (CSEP35) 291 CSEP-35 [Phakopsora pachyrhizi ] 6,00E-167 9% Sim _ 0 0 21 Sim
ancora de GPI secre¢ao
HESP-C49 163 hesp-C49 [Melampsora lini | 6O00E-20 379 ~ Naopossi g o Rotade 0 0 12 Nio
ancora de GPI secre¢do
.. Nao possui . Rota de .
CSEPO7 105 CSEP 07 [Phakopsora pachyrhizi | 6,00E-71 100% . Sim _ 0 0 5 Sim
ancora de GPI secregdo

! SignalP: Presenca (sim) ou auséncia (ndo) de peptideo sinal para secrec@o da proteina; 2 TMHMM — Predicdo de hélice transmembrana: O - auséncia; 1 — presenca; 3 Phobius
— Predicdo de sinal de secrecdo: O — presenca; 1 - auséncia
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4.2 Analise da expressdo dos genes candidatos a efetores do isolado
PPUFVO02 de P. pachyrhizi durante a interacdo com a soja

O valor de eficiéncia de amplificagdo dos pares de oligonucleotideos variou de
90% a 110%. Esse valor foi considerado adequado para a sua utilizacdo nos estudos de
expressao.

Os genes, CSEP07, RTP1 e HESP-(C49 apresentaram valores de expressao relativa

(log) inferiores a 1 (Figuras 3, 4 e 5), indicando que estes genes sa0 pouco expressos nos

intervalos de tempo analisados.
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Figura 3: Expressdo relativa do gene candidato CSEP07 em diferentes tempos ap6s a inoculagdo

de plantas de soja da variedade Conquista com 10° ureddsporos/mL do isolado PPUFVO02 de
Phakopsora pachyrhizi.
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Figura 4: Expressao relativa do gene candidato RTP/ em diferentes tempos ap0s a inoculagdo de

plantas de soja da variedade Conquista com 10° ureddésporos/mL do isolado PPUFV02 de
Phakopsora pachyrhizi.
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Figura 5: Expressdo relativa do gene candidato HESP-C49 em diferentes tempos apos a
inoculagdo de plantas de soja da variedade Conquista com 10° uredosporos/mL do isolado
PPUFVO02 de Phakopsora pachyrhizi.

Os genes CSEP09 e EC3318 apresentaram um valor méximo de expressdo em 24

hpi, que diferiu significativamente dos demais tempos avaliados (Figuras 6 e 7). Apos
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esse periodo houve uma reducdo linear e significativa da expressdo durante todo o

intervalo de tempo analisado.
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Figura 6: Expressao relativa do gene candidato CSEP09 em diferentes tempos apos a inoculacio

de plantas de soja da variedade Conquista com 10° ureddsporos/mL do isolado PPUFV02 de

Phakopsora pachyrhizi.
2,5
b
_ 2
g
®
—
[12]
T 1,5
@
o
2 c
=
[1-]
© c
5 1
wo
2
o
=
% d
“ 0,5
2 L
0 | : | | : :
Oh 24h 4gh 72h 96h

Tempo (Hpi)

Figura 7: Expressdo relativa do gene candidato £C3318 em diferentes tempos apds a inoculacio
de plantas de soja da variedade Conquista com 10° ureddsporos/mL do isolado PPUFV02 de
Phakopsora pachyrhizi.

Os genes EC23 e PHPA 29 apresentaram padrdo de expressdo similar, sendo
expressos exclusivamente nas 24 hpi (Figuras 8 e 9).
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Figura 8: Expressdo relativa do gene candidato £C23 em diferentes tempos ap6s a inoculagao
de plantas de soja da variedade Conquista com 10° ureddsporos/mL do isolado PPUFV02 de
Phakopsora pachyrhizi.
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Figura 9: Expressao relativa do gene candidato PHPA_29 em diferentes tempos apds a inoculacio
de plantas de soja da variedade Conquista com 10° ureddsporos/mL do isolado PPUFV02 de
Phakopsora pachyrhizi.

O gene PHPA_43 apresentou um padrao de expressdo diferente dos demais genes.
Este gene também teve seu valor maximo de expressdo as 24hpi, diferindo
significativamente dos demais tempos. Todavia, este gene apresentou uma expressao
constante apos o tempo de 48 hpi. Esse gene apresentou os maiores valores de expressao

relativa dentre todos os genes candidatos avaliados. Comparando este gene com o gene
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que codifica a-tubulina, pode-se notar que as 24 hpi o valor de expressdo do PHPA 43
foi 40 vezes maior, ¢ mesmo depois apds 48 hpi manteve-se altamente induzido

(expressao 22-24 vezes superior ao gene da a-tubulina) (Figura 10).

60

b

50
g
o
<, 40
<
(=™
=
[-§
£ 30 (o (o
=]
©
E [
[=]
'‘® 20
wy
g
o
>
i

10

a
0 t t T
Oh 24h 48h 72h 96h

Tempo (Hpi)

Figura 10: Expressdo relativa do gene candidato PHPA 43 em diferentes tempos apos a

inoculagdo de plantas de soja da variedade Conquista com 10° uredésporos/mL do isolado

PPUFVO02 de Phakopsora pachyrhizi.

4.3 Analise dalocalizacao subcelular das proteinas candidatas a efetoras
fusionadas a GFP em N. benthamiana

Das oito proteinas de P. pachyrhizi analisados, apenas nao foi possivel determinar
a localizagdo subcelular da proteina RTP1. Nos estudos com essa proteina fusionada a
GFP observou-se uma fluorescéncia em todas as células da area inoculada, semelhante a
proteina GFP nao-fusionada (Figuras 11 e 12). O sequenciamento da construgdo
pK7FWG2::RTP1 comprovou que a sequéncia génica foi clonada in frame com a proteina

codificadora da GFP, e que a mesma ndo apresenta nenhuma alteracdo na sequéncia

clonada.
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RTP1::GFP WWP1-mchery

Figura 11: Expressdo da proteina candidata a efetor RTP em folha de N. benthamiana. a)
pK7F::RTPI + pMP90::WWPI; A primeira imagem (em verde) destaca a localizagdo da proteina
RTP1 fusionada a GFP (RTP1::GFP); a segunda imagem (em vermelho) a localizagdo do
marcador nuclear WWP1 fusionado a mCherry; e a terceira imagem (Merged) € a sobreposicao
das duas imagens. Escala =20 um.

Figura 12: Expressdo da proteina GFP em folhas de N. benthamiana. A éarea foi infiltrada com A.
tumefaciens contendo o clone pK7FWG2 que expressa apenas a proteina fluorescente GFP, usado
como controle nos experimentos de localizac@o subcelular. Escala =20 pm.

As outras sete proteinas fusionadas a GFP apresentaram localizagdo subcelular
distinta do controle GFP (Figuras 13 a 19). Para a proteina EC23 também foi feita anélise
conjunta com a proteina marcadora de reticulo e para os as proteinas CSEP07 e CSEO09
foi feita também a andlise conjunta com a proteina marcadora de plastideo.

Os genes EC3318, PHPA 29, PHPA 43, CSEP09, EC23, HESP-C49 e CSEP07
codificam proteinas com localizagdo citoplasmatica, comprovada pela co-localizagao
com a proteina marcadora de vacuolo (Figuras 13-c a 19-c). J4 as proteinas EC3318,

PHPA 29, PHPA 43, CSEP09, HESP-C49 ¢ CSEPO7 co-localizaram com a proteina
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WWP1 no nucleo das células vegetais (Figuras 13-a até 19-a). A unica proteina estudada
que ndo apresentou localizacdo no nucleo foi EC23 (Figura 17).

Nas imagens de localizacao das proteinas candidatas CSEP07 e CSEP09 (Figuras
16 e 19) foram observadas estruturas arredondadas, algumas vezes achatadas, que
lembram o formato de cloroplastos. Por este motivo, as duas proteinas e a proteina
marcadora de plastideo foram co-expressadas em células de N. benthamiana. A co-
expressao demonstrou que as estruturas de acimulo das proteinas CSEP07 e CSEP(09 nao
colocalizam nos cloroplastos (Figura 16-d e 19-d), sugerindo que essas estruturas podem
ser inclusdes citoplasmaticas ou ainda artefatos decorrentes da super expressao de ambas
proteinas.

A proteina EC23 apresentou localizacdo citoplasmatica, sendo observados
pequenos granulos dessa proteina no citoplasma que pareciam estar associadas com o
reticulo endoplasmatico (Figura 17-b). Quando essa proteina foi co-expressa com a
proteina marcadora de reticulo endoplasmatico ndo foi observada sobreposicdo com o

reticulo endoplasmatico (Figura 17-d).
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WWP1-mchery

mp-mcherry

vac-mchery

Figura 13: Localizagdo subcelular da proteina candidata a efetor EC3318 em células de M.
benthamiana. a) pK7FWG2::EC3318 + pMP90::WWPI (marcador nuclear; b)
pK7FWG2::EC3318 + pMP90::mp (marcador de membrana plasmatica) e ¢) pK7FWG2::EC3318
+ pMP90::vac (marcador de vactolo). A primeira imagem de cada linha (em verde) destaca a
localizagdo da proteina EC3318 fusionada a GFP (EC3318::GFP); a segunda imagem (em
vermelho) a localizagdo das diferentes proteinas marcadores fusionados a mCherry; e a terceira
imagem (Merged) é a sobreposicdo de ambas onde a coloragdo amarela demonstra a co-
localizag@o da proteina efetora analisada e da proteina marcadora. Escala =20 pm.
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PHPA_29::GFP WWP1-mchery

mp-mcherry

PHPA_29::GFP vac-mchery

Figura 14: Localizagdo subcelular da proteina candidata a efetor PHPA 29 em células de M.
benthamiana. a) pKT7FWG2::PHPA 29 + pMP90::WWPI (marcador nuclear); b)
pK7FWG2::PHP4A 29 + pMP90:mp (marcador de membrana plasmatica) e c¢)
pK7FWG2::PHPA 29 + pMP90::vac (marcador de vactiolo). A primeira imagem de cada linha
(em verde) destaca a localizagdo da proteina PHPA 29 fusionada a GFP (PHPA 29::GFP); a
segunda imagem (em vermelho) a localiza¢do dos diferentes marcadores fusionados a mCherry;
e a terceira imagem (Merged) € a sobreposicdo de ambas imagens, onde a coloragdo amarela

demonstra a co-localizagdo da proteina efetora analisada e da proteina marcadora. Escala = 20
pm.
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WWP1-mchery

PHPA_43::GFP mp-mcherry

vac-mchery

Figura 15: Localizagdo subcelular da proteina candidata a efetor PHPA 43 em células de M.
benthamiana. a) pK7FWG2::PHPA 43 + pMP90::WWPI (marcador nuclear); b)
pK7FWG2::PHPA 43 + pMP90::mp (marcador de membrana plasmatica) e c¢)
pK7FWG2::PHPA 43 + pMP90::vac (marcador de vactiolo). A primeira imagem de cada linha
(em verde) destaca a localizacdo da proteina PHPA 43 fusionada a GFP (PHPA 43::GFP); a
segunda imagem (em vermelho) a localizagdo dos diferentes marcadores fusionado a mCherry; e
a terceira imagem (Merged) é a sobreposi¢do de ambas imagens, onde a coloracdo amarela

demonstra a co-localizagdo da proteina efetora analisada e da proteina marcadora. Escala = 20
pm.
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CSEP09::GFP WWP1-mchery

CSEP09::GFP mp-mcherry

CSEP09::GFP vac-mchery

CSEPOQ09::.GFP Pt-mchery

Figura 16: Localizagdo subcelular da proteina candidata a efetor CSEP09 em células de M.
benthamiana. a) pKTFWG2:CSEP0Y9 + pMP90::WWPI (marcador nuclear); b)
pK7FWG2::CSEP09 + pMP90::mp (marcador de membrana plasmatica); ¢) pPK7FWG2:: CSEP09
+ pMP90::vac (marcador de vacuolo) e d) pK7TFWG2::CSEP09 + pMP90::p¢t (marcador de
plastideo). A primeira imagem de cada linha (em verde) destaca a localizagao da proteina CSEP09
fusionada a GFP (CSEP09::GFP); a segunda imagem (em vermelho) a localizagdo dos diferentes
marcadores fusionados a mCherry; e a terceira imagem (Merged) € o resultado da sobreposicdo
de ambas imagens, onde a coloragdo amarela demonstra a co-localizagdo da proteina efetora
analisada e da proteina marcadora. Escala = 20 pm.
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EC23::GFP WWP1-mchery

EC23::GFP mp-mcherry

EC23::GFP vac-mchery

ER-mchery

EC23::GFP

Figura 17: Localizagcdo subcelular da proteina candidata a efetor EC23 em células de N
benthamiana. a) pKTFWG2::EC23 + pMP90:: WWPI (marcador nuclear); b) pK7FWG2::EC23
+ pMP90::mp (marcador de membrana plasmadtica); c) pK7FWG2:EC23 + pMP90::vac
(marcador de wvacuolo) e d) pK7FWG2:EC23 + pMP90::ER (marcador de reticulo
endoplasmatico). A primeira imagem de cada linha (em verde) destaca a localizagdo da proteina
ec23 fusionada a GFP (EC23::GFP); a segunda imagem (em vermelho) a localizagdo dos
diferentes marcadores fusionados a mCherry; ¢ a terceira imagem (Merged) é a sobreposicdo de
ambas as imagens. A coloracdo amarela, quando ocorre, indica a co-localizagdo da proteina
efetora analisada e da proteina marcadora. Escala =20 um.

38



HESP-C49::GFP

HESP-C49::GFP| mp-mcherry

HESP-C49::GFP vac-mchery

Figura 18: Localizagdo subcelular da proteina candidata a efetor HESP-C49 em células de M.
benthamiana. a) pK7FWG2:HESP-C49 + pMP90::WWPI (marcador nuclear); b)
pK7FWG2::HESP-C49 + pMP90:mp (marcador de membrana plasmatica) e c)
pK7FWG2::HESP-C49 + pMP90::vac (marcador de vactiolo). A primeira imagem de cada linha
(em verde) destaca a localizagdo da proteina HESP-C49 fusionada a GFP (HESP-C49::GFP); a
segunda imagem (em vermelho) a localizacdo dos diferentes marcadores fusionados a mCherry;
e a terceira imagem (Merged) ¢ o resultado da sobreposi¢cdo de ambas imagens, onde a coloragao
amarela resulta da co-localizagdo da proteina efetora analisada e da proteina marcadora. Escala =
20 pm.
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CSEPO07::GFP WWP1-mchery

CSEPO07::GFP mp-mcherry

o,

CSEPO07:.GFP Pt-mchery

Figura 19: Localizagdo subcelular da proteina candidata a efetor CSEPO7 em células de N.
benthamiana. a) pKTFWG2:CSEP0O7 + pMP90::WWPI (marcador nuclear); b)
pK7FWG2::CSEP0O7 + pMP90::mp (marcador de membrana plasmatica); ¢) pK7FWG2::CSEP07
+ pMP90::vac (marcador de vacuolo) e d) pK7FWG2::CSEP0O7 + pMP90::pt (marcador de
plastideo). A primeira imagem de cada linha (em verde) destaca a localiza¢ao da proteina CSEPO7
fusionada a GFP (CSEP07::GFP); a segunda imagem (em vermelho) a localizagdo dos diferentes
marcadores fusionados a mCherry; e a terceira imagem (Merged) ¢ o resultado da sobreposi¢do
de ambas imagens, onde a colora¢do amarela resulta da co-localizagdo da proteina candidata e da
proteina marcadora. Escala =20 pm.
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5 DISCUSSAO

Os genes EC3318, PHPA 29, PHPA 43, CSEP09, RTP1, EC23, HESP-C49 ¢
CSEP(7, selecionados para estudos funcionais, sdo exclusivos de P. pachyrhizi ou
possuem similaridade apenas com genes de outros fungos causadores de ferrugens, fato
que ¢ interpretado como uma indicacao de possiveis papéis dessas proteinas na viruléncia
e especificidade de hospedeiro exclusivas de P. pachyrhizi ou de espécies causadoras de
ferrugens, como os efetores da familia RTP. As proteinas codificadas por estes genes
também ndo apresentam ancora de GPI e dominio transmembrana, indicando que estas
proteinas nao estdo associadas a membranas, sendo, portanto, proteinas solaveis
secretadas.

Os experimentos de analise de expressao foram realizados nas primeiras 96 horas
de interac¢do entre P. pachyrhizi-soja com base em estudos prévios nesse patossistema.
Este intervalo de tempo compreende as etapas de germinagdo do esporo, penetragdo,
formagao dos haustdrios e colonizacdo do mesofilo e representam aproximadamente
metade do tempo de um ciclo de P. pachyrhizi (Bromfield, 1984; Koch e Hoppe, 1983).
Em concordancia que essa escolha de tempos de amostragem, todos os candidatos a
efetores, exceto CESP07 e HESP-C49, apresentaram um pico de expressdao com 24 hpi,
uma expressao condizente com o inicio de formagdo dos haustorios, principal local de
sintese e secrecao de efetores. Essas proteinas podem estar associadas com a supressao
de respostas de defesa que ocorrem no inicio da infec¢do, como o reconhecimento de
PAMPs e ativagao da PTI.

Os genes CSEP(07 e HESP-C49 apresentaram expressao menor que o gene
endogeno em todos os tempos analisados e ndo apresentaram diferenca estatistica na
expressao entre os tempos de 24 hpi e os tempos posteriores. O resultado de expressao
obtido com o gene CSEP(7 foi condizente com o resultado observado por Kunjeti et al.
(2016) que também avaliou a expressao deste gene do isolado GA-05 de P. pachyrhizi
(isolado na Georgia-EUA em 2005) em plantas inoculadas de soja. Neste mesmo trabalho
também foi avaliada a expressdo do gene CSEP0Y9 que também apresentou resultado
similar ao obtido na nossa andlise realizada com o isolado PPUFV02, em que ha
expressdo maxima desse gene ocorreu 24 hpi, seguida da reducdo constante da sua
expressao até 96 hpi.

Os genes PHPA 29 e EC23 foram induzidos apenas 24 hpi e neste mesmo tempo,

o gene PHPA 43 foi expresso 44 vezes mais do que o gene enddgeno, o que também
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indica um papel importante destes genes na etapa inicial da patogé€nese. A atividade das
proteinas codificadas pelos genes PHPA 29, PHPA 43 como supressoras do sistema
imune vegetal foi comprovada por Leite (2016) e de e EC23 por Qi et al. (2018). Esta
capacidade de supressao da PTI e sua especificidade de expressao temporal suportam uma
atividade efetora na infecc¢ao de soja por P. pachyrhizi. Todavia, considerando os picos de
expressdo observados na fase inicial da infeccdo, seria interessante uma maior
amostragem no intervalo de tempo entre 0 e 24 hpi pra determinar se a indugdo desses
genes ocorre em uma momento anterior a formacao dos haustorios como foi visto para
outros genes nas analises realizadas por Kunjeti ef al. (2016) e por De Carvalho et al.
(2017).

As proteinas EC3318, PHPA 29, PHPA 43, CSEP09, HESP-C49 e CSEPO7 se
localizaram tanto no nticleo quanto no citoplasma da célula vegetal, de forma condizente
com outros estudos de localizagdo subcelular de proteinas secretadas por patdégenos
biotroficos que demonstram que o nucleo e o citoplasma sdo os principais alvos das
proteinas candidatas a efetoras. Liu et al. (2018) observou que 64 das 76 proteinas
candidatas a efetores de Plasmopara viticola (PvRXLR) se localizaram no nucleo, no
citoplasma ou em ambos identificando esses compartimentos como 0s mais comuns para
o acumulo das proteinas efetoras. Petre et a/ (2016) trabalhando com 16 proteinas
candidatas a efetores de Puccinia striiformis f sp. tritici identificou apenas cinco
candidatas informativas, sendo que trés com localizagdo especifica no nucleo e outras
duas localizadas no nucleo e algum outro compartimento celular. O efetor PEC6, de
Puccinia striiformis, por exemplo, ao ser expresso em cé€lulas vegetais se localizou no
nucleo e no citoplasma. Esse efetor € capaz de interagir com uma adenosina quinase, cuja
localizagdo também ¢ nuclear e citoplasmatica, e tem fungdo de supressor da PTI (Liu et
al., 2016). A localizagdo de efetores no nucleo das células vegetais ndo € surpreendente,
pois acredita-se que uma de suas funcgdes seja afetar a transcrigdo de genes ao interagir
com fatores transcricionais que regulam respostas de defesa (McLellan et al., 2012).

A proteina RTP1 de P. pachyrhizi analisada ndo apresentou uma localiza¢do
subcelular especifica, contrastando com os resultados de Kemen et al. (2005). Esses
autores verificaram que a proteina RTP1 de Uromyces fabae com fusao da GFP na
extremidade N-terminal apresentou localizagao nuclear ou citoplasmatica dependendo do
estagio de desenvolvimento do haustdrio. A auséncia de localizagdo especifica pode ser

explicada por diferentes motivos. Primeiro, no nosso estudo RTP1 foi fusionada com GFP

42



na regido C-terminal enquanto no estudo de Kemen et al. (2005), a fusdo foi na regido N-
terminal. A fusdo com a proteina fluorescente pode afetar um dominio essencial para
interacao da proteina do patdogeno com o seu alvo na planta, como foi observado por Qi
et al. (2016) com EC23. A fusao C-terminal da proteina EC23 a proteina fluorescente
afetou a interacdo com a proteina-alvo (GmSPL12l), a qual foi reestabelecida quando a
proteina fluorescente foi fusionada na por¢do N-terminal. Outro motivo pode ser a falta
de interacdo da proteina efetora com uma proteina da planta. A interacao da proteina
efetora pode ser muito especifica, podendo ocorrer apenas com proteinas do hospedeiro
natural e ndo interagir com homologos de N. benthamiana (Dong et al., 2014). A
expressao de uma tUnica proteina, na auséncia de infecg¢do, também pode ser vista como
motivo para a proteina nio ser destinada a um compartimento alvo. E possivel que
diferentes proteinas efetoras do patdogeno e do hospedeiro interajam, ou que durante a
infec¢do a acdo de uma proteina na célula do hospedeiro afete a atividade de uma segunda
proteina. E também possivel que proteinas RTP1 de diferentes espécies de fungos
causadores de ferrugens tenham evoluido diferentes fungdes na interagdo. Por ultimo, a
auséncia de localizagdo pode ser devido a um erro de predigdo; assim € possivel que uma
proteina predita como secretada, ndo seja realmente secretada (Petre ef al., 2015). Essa
possibilidade poderia ser excluida por experimentos que comprovem a secrecao da
proteina predita, como sistema armadilha de secrecdo em leveduras utilizado por
Zaramela (2011).

Trabalhos de localizagdo subcelular por meio da expressao transiente em plantas
modelo tem sido usado com sucesso na identificacao de proteinas secretadas de fungos e
oomicetos associadas com organelas como os cloroplastos (Petre ef al., 2015; Liu et al.,
2018). Os cloroplastos tém formato arredondado a levemente achato que por vezes podem
ser confundidos com agregados citoplasmaticos. No estudo de localizag@o das proteinas
CSEP07 e CSEP09, evidenciou-se esses pequenos agregados. Porém, ndo se observou a
co-localizacao dessas proteinas com a proteina marcadora de plastideos, evidenciando a
importancia do uso conjunto de marcadores de organelas especificas para evitar a
interpretacdo equivocada da localizagdo subcelular.

A proteina EC23 apresentou uma localizagdo distinta das demais, sem acumulo
no nucleo e com a formagao de estruturas pequenas e pontuais. No estudo de localiza¢ao
subcelular realizado por Qi et al (2016), no qual essa proteina foi fusionada a GFP na

extremidade N-terminal, evidenciou-se também uma localizagdo citoplasmatica com
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forte agregacdo da proteina. Estudos de complementacdo bimolecular da fluorescéncia
(BiFC) realizados por Qi ef al (2018) demonstraram que a proteina EC23 interage com
o fator de transcricdo GmSPL121 e regula negativamente as respostas de defesa na soja e
que a proteina EC23 também ¢ capaz de interagir consigo mesma formando dimeros no
citoplasma, que puderam ser visualizados como pequenos agregados. A partir da co-
expressao do fator de transcricio GmSPL121 e da proteina EC23 em N. benthamiana, Qi
et al (2018) identificou que a interagdo entre EC23 e o fator de transcrigdo GmSPL121
ocorre no nucleo da célula vegetal para regular as respostas de defesa na soja. E possivel,
portanto, que a localizagdo citoplasmatica observada para a proteina EC23 seja devido a
formagao de dimeros no citoplasma devido a super expressdo da proteina EC23 que ¢é
necessaria para visualizagao da fluorescéncia no estudo de localizagao subcelular e que
esse resultado talvez ndo seja observado no sistema natural onde o nivel de expressdo da
proteina EC23 ¢ menor. A auséncia de localizacdo especifica de EC23 também fortalece
a necessidade de estudos adicionais empregando-se a fusdo da GFP na por¢ao N-terminal
das proteinas para avaliar se a auséncia de localizagdo especifica observada no nosso
trabalho esta relacionada com a fusdo da GFP no dominio C-terminal das proteinas.

Outros estudos funcionais sdo necessarios para agregar informagdes sobre os
efeitos da expressdo destes genes in planta e a sua funcao na patogénese. Por exemplo,
estudos citologicos de deposicdo de calose, e acumulagcdo de espécies reativas de
oxigénio, supressao da imunidade vegetal (PTI e ETI) e silenciamento génico com genes
candidatos a efetores podem dar contribuir para o entender se as proteinas codificadas
induzem ou suprimem respostas de defesa nas plantas, atuando como efetores. Estudos
de co-imunoprecipitagdo poderiam, por exemplo, identificar as proteinas-alvo do
hospedeiro que interagem com as proteinas candidatas a efetores.

A caracterizacdo e validagdo de efetores por meio de abordagem genéticas €, de
modo geral, dificil pois muitos efetores atuam de maneira redundante, de modo que a
delecao de um gene efetor pode ter impacto quantitativo na viruléncia do patogeno dificil
de ser detectado. No caso especifico dos fungos causadores de ferrugens, fatores
complicadores adicionais sd3o a sua natureza biotrdéfica e condi¢do nuclear dicariotica.
Assim uma alternativa seria a analise de mutantes virulentos naturais e induzidos por
meio de uma abordagem gendmica comparativa com foco na identificacdo de efetores
reconhecidos pelo sistema imune vegetal, ou seja, que sdo codificados pelos genes de

aviruléncia (Chen et al., 2018). Estudos de expressao e de localizagdo, como os efetuados
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no presente trabalho, podem contribuir para a identificagdo dos melhores candidatos em
uma regido genOmica associada com um ganho de viruléncia, facilitando estudos
posteriores de validagao de fungdo, como a co-expressao dos genes candidatos com genes

de resisténcia para observacao da reacao de hipersensibilidade (Lorrain et al., 2018).
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