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RESUMO

MOLLER, Priscilla Aguiar, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2014. Analise
funcional de genes de Phakopsora pachyrhizi candidatos a efetores utilizando o sistema
EDV. Orientador: Sérgio Herminio Brommonschenkel.

Os fungos causadores de ferrugens sdo parasitas obrigatérios que secretam diversas proteinas
durante sua interacdo com plantas hospedeiras. Essas proteinas promovem o parasitismo por
meio da manipulacdo do metabolismo do hospedeiro e interferéncia em suas respostas de
defesa. As proteinas efetoras podem ser reconhecidas pelas proteinas codificadas pelos genes
de resisténcia da planta, sendo, neste caso, denominadas proteinas de aviruléncia. Seis locos
contendo genes que proporcionam diferentes graus de resisténcia a P. pachyrhizi (Rpp) ja
foram relatados e varios genes que codificam proteinas secretadas por esse fungo ja foram
identificados. No entanto, ainda ndo foram identificadas as proteinas efetoras (proteinas Avr)
reconhecidas pelas proteinas Rpp de soja. Desse modo o objetivo deste trabalho foi identificar
proteinas secretadas por P. pachyrhizi (PPUFV02), capazes de ativar ou suprimir respostas de
defesa em soja, através de uma andlise funcional de 10 genes candidatos a efetores, utilizando
o SST3 de P. savastanoi pv. glycinea 1462 (sistema EDV). Dos dez efetores testados nos 11
genoétipos de soja resistentes ao isolado monopostular de P. pachyrhizi PPUFVO02, fonte dos
genes candidatos, PHPA_RSP_71 se destacou por contribuir para uma maior severidade da
doencga no gendtipo PI 594538-A e menor no gendtipo P1 594754. O efetor PHPA_RSP_23
também se mostrou interessante para novos estudos funcionais em soja e tabaco, uma vez que
os resultados indicaram possivel ativacdo de resposta de defesa em soja de forma geral (em
todos os genétipos) e possivel supressdo de morte celular em tabaco. A atividade efetora
desses genes candidatos ndo foi confirmada pela andlise de crescimento bacteriano em soja e
em tabaco (planta ndo hospedeira). Por outro lado, hd uma possibilidade de esses efeitos
serem devido a uma interferéncia do efetor com a funcionalidade do SST3, necessitando-se de
estudos de secrecao da proteina para confirmar ou refutar estas hipéteses. De forma geral o
genotipo Williams 82 se mostrou resistente a Psg 1462, podendo ser utilizado como controle
negativo para doenga nas andlises funcionais. Nao foi possivel confirmar N. benthamiana
como uma planta adequada para estudos funcionais de indugdo/supressdao de HR ao se utilizar
Psg 1462, uma vez que é possivel que este isolado bacteriano seja patogénico a esta espécie.
O vetor pEDV6 de forma geral apresentou estabilidade nos clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP) e ndo alterou a capacidade de multiplicacdo da bactéria in

planta, confirmando o EDV como um bom sistema para analise funcional de genes de P.
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pachyrhizi candidatos a efetores em soja, utilizando o SST3 de Psg 1462. O método de
inoculacdo por mergulho ndo se mostrou adequado para as andlises funcionais em soja, uma
vez que apresentou de forma geral alta variabilidade nos resultados, sendo o método de

inoculagcdo a vacuo mais indicado para este fim por ter apresentado maior uniformidade na

severidade dos sintomas observados.
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ABSTRACT

MOLLER, Priscilla Aguiar, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2014. Functional
analysis of Phakopsora pachyrhizi effector candidates using the EDV system. Advisor:
Sérgio Herminio Brommonschenkel.

Rust fungi are obligate parasites that secrete diverse proteins during their interaction with host
plants. These proteins promote parasitism by manipulating the host metabolism and
interfering with its defense responses. Effector proteins can be recognized by proteins coded
by plant resistance genes, in which case they are called avirulence proteins. Six loci
containing genes that confer varying degrees of resistance to P. pachyrhizi (Rpp) have been
reported, and several genes encoding proteins secreted by the fungus have been identified.
However, effector proteins (Avr proteins) recognized by soybean Rpp proteins have not yet
been identified. Thus, the objective of this study was to identify proteins secreted by P.
pachyrhizi (PPUFV02) able to activate or suppress defense responses in soybean, through the
functional analysis of ten candidate effector genes using the TTSS of P. savastanoi pv.
glycinea 1462 (EDV system). Among the ten effectors tested in 11 soybean genotypes
resistant to the mono-pustule isolate PPUFVO02 of P. pachyrhizi, source of candidate genes,
PHPA_RSP_71 stood out for contributing to greater disease severity in genotype PI 594538-
A and lower in genotype PI 594754. The PHPA_RSP_23 effector was also interesting for
additional functional studies on soybean and tobacco, since the results indicated a possible
activation of defense response in soybean, in general (all genotypes), and a possible
suppression of cell death in tobacco. The effector activity of these candidate genes was not
confirmed by analysis of bacterial growth in soybean and tobacco (non-host plant). On the
other hand, it is possible that these effects are due to an interference of the effector with the
function of the TTSS, making it necessary to conduct protein secretion assays to confirm or
reject these hypotheses. Overall, the genotype Williams 82 showed resistance to Psg 1462 and
can be used as negative control for disease in functional analysis in soybean. It was not
possible to confirm N. benthamiana as an appropriate plant for functional studies of
induction/suppression of HR when using Psg 1462, since it is possible that the bacterial
isolate is pathogenic to this species. The pEDV6 vector in general was stable in the
Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP) clones and did not alter the ability of the bacteria to multiply
in planta, confirming the EDV as a good system for functional analysis of P. pachyrhizi
candidate effector genes in soybean using TTSS of Psg 1462. The inoculation method by

dipping was not suitable for functional analysis in soybean because, in general, showed highly
ix



variable results. The inoculation method by vacuum was the best suited for this purpose, since

it introduced greater uniformity in the severity of symptoms observed.



1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma leguminosa nativa do leste da Asia, conhecida
e explorada no Oriente hd mais de cinco mil anos, e atualmente cultivada no mundo inteiro,
sendo reconhecida como uma das mais antigas plantas cultivadas do planeta. Os produtos e
subprodutos do cultivo da soja sdo bastante utilizados pela agroindstria, indudstria quimica e
de alimentos, e também na producdo de biocombustiveis e alimentacdo animal (EMBRAPA
SOJA, 2014).

Segundo o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA), asoja € a
cultura agricola brasileira que mais cresceu nas ultimas trés décadas, sendo que o Brasil é
autossuficiente na producdo, abastecendo o mercado interno e exportando o excedente. O
consumo interno estd em constante ascensao e a previsao € de que em 2019, 45% do aumento
da producao sejam destinados ao mercado interno (MAPA, 2014). Segundo estimativa do més
de junho de 2014 do levantamento da safra brasileira de grios realizado pela Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), a soja novamente se destaca na safra 2013/14 em
relacdo a drea plantada com graos no pais, apresentando um crescimento de 8,5% em relagcdo
a safra passada e incremento de 5,6% na producdo, o que representa 86.052,2 mil toneladas a
mais do grao (CONAB, 2014). O Brasil € o lider nas vendas externas do complexo soja (grao,
farelo e 6leo), que € o principal gerador de divisas cambiais para o pais, com valores anuais
que ultrapassam 20 bilhdes de ddlares. Em 2019, a producdo nacional deve representar 40%
do comércio mundial do grao e 73% do 6leo de soja (MAPA, 2014). A revolugdo sécio-
econdmico-tecnologica protagonizada pela soja no Brasil moderno € comparada ao que
ocorreu com a cana de acucar no Brasil colonial e com o café no Império/Republica
(EMBRAPA SOIJA, 2014).

Além das restricdes climaticas, a producdo de soja € limitada por diversos problemas
fitossanitdrios. Entre as doencas de maior impacto e importancia atuais se destaca a ferrugem
asidtica da soja (FAS) cujo agente etiolégico € Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P. Sydow),
um fungo biotréfico detectado pela primeira vez no Brasil na safra 2001/02 no Parana
(Yorinori & Lazzarotto, 2004). Hoje 13 anos apds a entrada do patdégeno no pais, a FAS
encontra-se disseminada em praticamente todas as regides produtoras de soja, o que acarreta
um grande aumento dos custos de producdo, uma vez que a aplicacdo de fungicidas €
atualmente o principal método de controle da doenca. O chamado ‘“‘custo da ferrugem asidtica

da soja” na safra 2012/13, que considera o custo médio dos fungicidas e da operacdo de
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aplicacdo somados a perda em graos e arrecadacdo, foi de 1,94 bilhdes de dolares. No total, a
ferrugem asiatica ja custou ao Brasil cerca de 25 bilhdes de doélares, com custo médio nos
ultimos anos ao redor de dois bilhdes de ddlares por safra (CNA, 2013).

Em virtude dos altos custos com o uso de fungicidas e aos casos de resisténcia do
patégeno aos fungicidas triazdis, observados a partir da safra 2007/08 em semeaduras tardias
na regido Centro-Oeste e a partir da safra 2008/09 nas demais regides (Godoy et al., 2012,
2013; FRAC, 2013; FRAC BRASIL, 2014), o desenvolvimento de cultivares de soja
comerciais com resisténcia a P. pachyrhizi desponta como uma importante medida de controle
para reduzir as perdas na cultura. Fontes de resisténcia ao patégeno ja sdo conhecidas. Seis
locos contendo genes que proporcionam diferentes graus de resisténcia a P. pachyrhizi ja
foram identificados e sdo referidos como genes Rpp (Resistance to Phakopsora pachyrhizi):
Rppl, Rpplb, Rpp2, Rpp3, Rpp4, Rpp5 e Rpp6 (Li et al., 2012). No Brasil ja foram liberadas
cultivares comerciais com resisténcia a FAS (lesdes tipo RB) (TMG, 2014; EMBRAPA
SOJA, 2014). Todavia a drea plantada com essas cultivares ainda € pequena, em fungdo do
menor potencial produtivo comparado com as cultivares convencionais existentes no
mercado.

Uma das estratégias de defesa das plantas contra fitopatogenos é a imunidade ativada
por efetores ou ETI (Effector Triggered Immunity). Esta se baseia no reconhecimento de
moléculas efetoras secretadas pelos patdégenos no apoplasto ou citoplasma da célula vegetal,
que, neste caso, s@o denominadas proteinas Avr. Esse reconhecimento ocorre através das
proteinas R que sdo codificadas pelos genes de resisténcia (genes R) do hospedeiro (Flor,
1942). Entretanto, o plantio em larga escala de variedades resistentes, leva a selecdo de ragas
virulentas do patégeno que conseguem suplantar a resisténcia conferida pelos genes R do
hospedeiro. Isto ocorre através de mutacdes nos genes AVR do patégeno, que resultam em
proteinas Avr ndo mais reconhecidas pelas proteinas R da planta (Jones & Dangl, 2006).
Desse modo existe o interesse no desenvolvimento de novas estratégias visando a obtencao de
variedades com resisténcia durdvel. Acredita-se que a compreensdao da fisiologia do
parasitismo do patdégeno e dos processos moleculares envolvidos na sua interacdo com o
hospedeiro, possam fornecer informacdes que subsidiem o desenvolvimento dessas
variedades e até mesmo de novas estratégias de controle da doenca (Webb & Fellers, 20006).
Como o reconhecimento das proteinas efetoras por proteinas de resisténcia do hospedeiro
(proteinas R), normalmente resulta na ativacdo da reacdo de hipersensibilidade (HR), elas

podem ser identificadas por meio de bioensaios capazes de determinar a ocorréncia de morte



celular (HR) ou outras respostas de defesa, quando expressas dentro ou direcionadas para
células de variedades que contem genes de resisténcia, como demonstrado por Vleeshouwers
et al. (2008).

Durante a interacdo com a soja, P. pachyrhizi secreta diversas proteinas efetoras
(Zaramela, 2011) com fun¢do desconhecida. Abe (2012) demonstrou a possibilidade de
identificar proteinas efetoras citoplasmaticas de P. pachyrhizi, por meio da expressdo destas
em Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Psg) e sua posterior transferéncia para o
citoplasma de cultivares de soja resistentes, pelo sistema de secrecdo tipo III de bactérias
(SST3), baseado no vetor pEDV (Effector Detector Vector). No entanto S0 necessarios novos
estudos de andlise funcional de genes promissores, visando identificar e comprovar aqueles
que codificam as proteinas Avr do patégeno.

Desse modo, este trabalho teve por objetivo identificar proteinas secretadas por P.
pachyrhizi (PPUFVO02) capazes de ativar ou suprimir respostas de defesa em soja, através da
andlise funcional em cultivares de soja resistentes, tabaco e N. benthamiana, seguida pela
quantificacdo da populagdo bacteriana nestas espécies, utilizando transformantes de P.
savastanoi pv. glycinea isolado 1462, contendo genes de P. pachyrhizi candidatos a efetores

clonados no vetor pEDV6 (sistema EDV).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da soja (Glycine max L.)

A soja [Glycine max (L.) Merrill] pertence a familia Fabaceae e é origindria da Asia,
onde consistia-se de plantas rasteiras que se desenvolviam ao longo de rios e lagos (soja
selvagem). O processo de domesticacdo da soja ocorreu no século XI a.C., a partir de
cruzamentos naturais feitos por cientistas chineses (APROSOJA BRASIL, 2014). No entanto
o Ocidente ignorou seu cultivo até a segunda década do século XX, quando os Estados
Unidos (EUA) iniciaram a exploracdo comercial primeiramente utilizando-a como forrageira
e em seguida como grao (EMBRAPA SOJA, 2014). Foi em 1919, ap6s o final da Primeira
Guerra Mundial, que a soja se tornou um importante item do comércio exterior, sendo que o
ano de 1921 € considerado como marco da consolidagdo da cadeia produtiva da soja
mundialmente, uma vez que neste ano foi fundada a American Soybean Association (ASA)
(APROSOJA BRASIL, 2014).

Em 1882, a soja chegou ao Brasil via EUA, com registros de cultivos experimentais na
Bahia. No entanto o marco de introdu¢do da soja no Brasil foi em 1901, quando comecaram
os cultivos na Estacdo Agropecudria de Campinas e a distribuicio de sementes para
produtores paulistas. Em 1914 a soja foi oficialmente introduzida no Rio Grande do Sul
(APROSOIJA BRASIL, 2014). Em meados dos anos 50, com o estabelecimento do programa
oficial de incentivo a triticultura nacional, a cultura da soja foi igualmente incentivada e entdao
sua producdo tornou-se economicamente importante para o pais. A expansao da soja no Brasil
comegou nos anos 70, quando a industria de 6leo comecou a ser ampliada, sendo responsavel
pela ampliacdo da fronteira agricola principalmente nas regides Centro-Oeste e Norte nas
décadas de 80 e 90 (APROSOJA BRASIL, 2014; EMBRAPA SOJA, 2014). Esta expansao
foi possivel devido ao desenvolvimento de cultivares adaptadas as diversas regides do pais,
transformando milhdes de hectares improdutivos em dreas potenciais para o plantio
(Sediyama et al., 2009).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, ficando atrds apenas dos EUA.
Os principais importadores da soja brasileira sdo: China, Unido Europeia, Tailandia, Taiwan
(Formosa), Coréia do Sul e Vietna (CONAB, 2014). Um estudo realizado pela Federacao das
Industrias do Estado de Sao Paulo (FIESP) prevé que se o clima permitir, em 2023 a safra de
soja brasileira deverd representar quase 50% das exportagdes mundiais, e o Brasil se tornard o
maior fornecedor mundial de soja. Se isso se confirmar o Brasil somente ndo ultrapassard o
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atual maior produtor do grdo, caso haja uma quebra de safra ocasionada, por exemplo, por
uma intempérie climatica (Outlook FIESP, 2013).

A maior drea plantada com a cultura estd na regidao Centro-Oeste (13.883,4 mil
hectares), seguida pela regido Sul (10.501,3 mil hectares). O estado do Mato Grosso € o maior
produtor nacional do grao (27.001,6 mil toneladas, aumento de 14,7% em relacdo a safra
2012/13), seguido pelo Parand com 14.740,8 mil toneladas. As exportacdes de soja brasileiras
até maio de 2014, somaram 24,91 milh&es de toneladas e o consumo interno foi estimado em
40,08 milhdes de toneladas, sendo aproximadamente 28,10 milhdes de farelo de soja e 7,11
milhdes de litros de 6leo (CONAB, 2014). Segundo o MAPA (2014), a industria nacional
transforma por ano cerca de 30,7 milhdes de toneladas de soja, produzindo 5,8 milhdes de
toneladas de 6leo comestivel e 23,5 milhdes de toneladas de farelo proteico, o que contribui

para a competitividade brasileira na producao de carnes, ovos e leite.

2.2 A ferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizi)

Assim como ocorre as demais culturas, a soja enfrenta diversos problemas
fitossanitdrios durante seu ciclo, que podem comprometer a produtividade da cultura, bem
como a qualidade final do produto. Entre estes, a ferrugem asidtica da soja (FAS) é
atualmente a doenca de maior importancia na cultura, sendo considerada a doenga foliar mais
destrutiva (Yorinori et al., 2005). Nas dreas tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América
do Sul, perdas de rendimento de 10 a 80% tém sido relatadas (Miles et al., 2011). No Brasil,
nas diversas regioes onde a ferrugem asidtica foi relatada em niveis epidémicos, os danos
variam de 10% a 90% da producdo (Consércio Antiferrugem, 2014). O agente etioldgico é o
fungo Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P. Sydow), que pertence ao filo Basidiomycota,
classe Pucciniomycetes, ordem Pucciniales e familia Phakopsoraceae (MycoBank, 2014).

O patégeno pode infectar a soja em todos os estddios de desenvolvimento, sendo a
fase proxima a floracdo a mais critica. Os sintomas iniciais da doengca podem aparecer nos
peciolos, vagens e ramos, sendo mais abundantes na face abaxial das folhas, e consistem de
pequenas lesdes de aspecto encharcado que gradualmente aumentam de tamanho, tornando-se
cinzas, castanhas ou marrons. Na face abaxial das folhas € possivel ainda observar as urédias,
que se rompem liberando os ureddsporos (Andrade & Andrade, 2002). A medida que a
esporulagdo aumenta, o tecido da folha ao redor das primeiras urédias adquire coloragdo
castanho-clara (lesdo do tipo “TAN”, esporulacdo abundante, tipica de suscetibilidade) ou
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castanho-avermelhada (lesdo do tipo “RB”, reacdo de resisténcia, margens definidas e pouca
esporulacdo). Os sintomas resultam em perda da drea fotossintética e desfolha precoce,
afetando a formacgao de vagens e o enchimento de graos (vagens vazias, com menor peso de
graos, sementes verdes), o que também provoca perda da qualidade do produto final.

O ciclo da doenga inicia-se com a disseminagdo pelo vento dos esporos produzidos em
plantas hospedeiras na entressafra, e sua deposi¢cdo sobre as folhas. Em condi¢des favoraveis,
os esporos germinam formando tubo germinativo e apressorio. A penetragdo € direta na
epiderme, diferentemente da maioria dos fungos causadores de ferrugens que penetram pelos
estomatos. As condi¢des ambientais favordveis a germinacdo dos esporos sdo temperaturas
entre 18°C e 26°C e molhamento foliar de no minimo seis horas (ideal de 12 a 14 horas). A
colonizagdo dos tecidos foliares é intercelular com a formagao de haustérios. Em condi¢des
Otimas de temperatura, cinco dias apds a penetracdo ja € possivel a visualizacdo dos primeiros
sintomas. Passados mais quatro a seis dias, as urédias podem ser vistas € novos esporos
comecam a ser liberados, sendo que cada urédia permanece produzindo esporos por
aproximadamente 21 dias. Estes esporos vao iniciar novas infec¢des na mesma lavoura ou vao
servir como in6culo para outras. Na auséncia da cultura, o fungo sobrevive em plantas
voluntdrias (soja tiguera ou guaxa) ou em hospedeiros alternativos, como a soja perene € 0O
kudzu (Consércio Antiferrugem, 2014). Diferentemente do que ocorre para a maioria das
ferrugens, que comumente apresentam estreita gama de hospedeiros, P. pachyrhizi infecta
mais de 95 espécies de plantas de mais de 42 géneros (Bromfield, 1984; Rytter et al., 1984;
Ono et al., 1992).

A ferrugem asidtica da soja foi descrita primeiramente no Japdao em 1902, e em 1914
na Asia. Nos Estados Unidos, o patégeno foi relatado pela primeira vez em 1994 no Havaf,
sendo em seguida relatado em vérios paises da Africa e América do Sul (Hartman et al.,
2005). Na América do Sul a ferrugem foi constatada pela primeira vez no Paraguai em margo
de 2001, e ja no final de maio do mesmo ano, a doenca encontrava-se amplamente
disseminada por este pais sendo também constatada no Brasil, nas regides oeste e norte do
Parana (Yorinori & Lazzarotto, 2004). O fato de o patégeno ser disperso pelo vento, somado
ao despreparo dos produtores frente a doenga nas safras seguintes, culminou na epidemia que
se alastrou pelo pais acarretando grandes perdas. Hoje, segundo dados do Consércio
Antiferrugem (2014), a doenga esta atualmente amplamente disseminada por todo o territrio
nacional (Figura 1). Na safra 2013/2014 até o més de maio foram registrados 396 focos de

ferrugem, com maior registro de casos em janeiro (192 casos), principalmente em Goids



seguido por Rio Grande do Sul, Parand e Mato Grosso do Sul (Consércio Antiferrugem,
2014). A ferrugem asidtica ja causou prejuizo de US$ 25 bilhdes desde a safra 2003/04,
somente no Mato Grosso na safra 2012/13 a perda foi da ordem US$ 1 bilhdo (CNA, 2013).
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Figura 1 — Registro da ocorréncia de focos de ferrugem asiatica no Brasil na safra
2013/2014.
Fonte: Consércio Antiferrugem (2014).

Em 2007, o MAPA instituiu uma Instru¢do Normativa (Instru¢do Normativa n°. 02, de
29 de janeiro de 2007) instituindo o Programa Nacional de Controle da Ferrugem Asidtica da
Soja (PNCEFS). Este teve como objetivo fortalecer o sistema de produgdo agricola da soja,

congregando acdes estratégicas de defesa sanitdria vegetal com o suporte dado pela pesquisa
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agricola e assisténcia técnica, na prevengdo e controle da doenga. Uma das principais
consequéncias dessa normativa foi que os Estados deveriam criar seus Comités Estaduais de
Controle da Ferrugem Asidtica da Soja e que as instancias intermedidrias do Sistema
Unificado de Ateng¢do a Sanidade Agropecudria (SUASA) em cada Estado, deveriam
estabelecer um calendario de semeadura da soja, com um periodo de pelo menos 60 dias sem
a presenca de plantas cultivadas ou voluntdrias, excluindo-se as areas de pesquisa cientifica e
de producdo de semente genética, devidamente monitoradas e controladas. Este periodo é
chamado de ‘“vazio sanitdrio”, regulamentado atualmente em 12 Estados brasileiros e
estabelecido para cada estado, visando reduzir o indculo inicial para a safra seguinte, uma vez
que P. pachyrhizi € um fungo biotréfico e ndo sobrevive em restos culturais por mais de 60

dias, somente no hospedeiro vivo (Consércio Antiferrugem, 2014).

2.3 Resisténcia da soja a ferrugem asiatica

A estratégia mais econdmica e amplamente desejada para o controle da ferrugem
asidtica € a utilizacao de cultivares com resisténcia durdvel, em virtude da reducdo dos custos
de producdo, facilidade no manejo da cultura e ainda reducdo do impacto ambiental
provocado pelo uso de fungicidas (Garcia et al., 2008). No Brasil foram langadas cultivares
comerciais com resisténcia parcial a FAS, como as cultivares TMG 7188 RR, TMG 7062
IPRO, TMG 7060 IPRO, TMG 7161 RR, TMG 7262 RR, BRSMG 780 FRR e BRSMG 772,
disponiveis na safra 2013/14 (TMG, 2014; EMBRAPA SOJA, 2014). A utiliza¢do dessas
cultivares permite reduzir os custos de producdo, além de permitir uma maior janela de
aplicacdo de fungicidas, flexibilizando o manejo da ferrugem (TMG, 2014).

Seis locos contendo genes que proporcionam diferentes graus de resisténcia a P.
pachyrhizi ja foram identificados (Miles et al., 2011; Pandey et al., 2011) e sdo referidos pela
sigla Rpp (Resistance to Phakopsora pachyrhizi): Rppl (Cheng & Chan, 1968; Hidayat &
Somaatmadja, 1977; McLean & Byth, 1980; Hartwig & Bromfield, 1983;), Rpp1b (Ray et al.,
2009), Rpp2 (Hidayat & Somaatmadja, 1977), Rpp3 (Bromfield & Hartwig, 1980), Rpp4
(Hartwig, 1986), Rpp5 (Garcia et al., 2008), e Rpp6 (Li et al., 2012) . No entanto, esses genes
conferem resisténcia a somente alguns isolados do patégeno, sendo ineficazes quando
desafiados com outros isolados. At¢é o momento, nenhum gene de resisténcia que confira

resisténcia especifica a todos os isolados de P. pachyrhizi foi identificado (Paul & Hill, 2011).



Vale lembrar que a resisténcia conferida por um tnico gene ndo é durdvel no campo,
sendo facilmente suplantada. No Brasil, por exemplo, a resisténcia conferida pelos genes
Rppl e Rpp3 foi suplantada logo no segundo ano apds a ferrugem asidtica ter sido detectada
no pais, permanecendo efetiva apenas a resisténcia conferida pelos genes Rpp2 e Rpp4
(Hartman et al., 2005; Calvo et al., 2008; Garcia et al., 2008; Silva et al., 2008). Soares et al.
(2009) relataram também a suplantacdo da resisténcia conferida pelos genes Rpp2 e Rpp4 em
alguns cultivos no sul do pais.

Diferentes respostas a infeccao por P. pachyrhizi tem sido observadas em soja (Figura
2): imunidade, lesdo do tipo RB (lesdo marrom-avermelhada) e lesdes do tipo TAN (lesdes
castanho-claras e esporulantes), tipicas de suscetibilidade. O fendétipo de imunidade s6 tem
sido relatado para o gene Rppl, e apenas em caso de isolados especificos (Miles et al., 2011).
As lesdes RB sdo caracterizadas pelo crescimento restrito do fungo, menor nimero de urédias

e menor esporulacdo na area lesionada (Garcia ef al., 2008).

Figura 2 - Diferentes fendtipos observados em soja em resposta a inoculacdo com P.
pachyrhizi: TAN, lesdo com esporulacdo abundante, tipica de suscetibilidade; RB, reacdo de
resisténcia caracterizada por lesdes marrom-avermelhadas com margens definidas e pouca
esporulacao; IMUNIDADE, reacdo de resisténcia caracterizada pela auséncia de sintomas
visiveis (Adaptado de Milles et al., 2006).

2.4 O sistema imune vegetal e as proteinas efetoras de ferrugens

As plantas durante a evolucdo com os patégenos, desenvolveram duas estratégias
principais para resistirem e sobreviverem aos estresses bidticos (Chisholm et al., 2006; Jones

& Dangl, 2006). A primeira delas é a imunidade ativada por PAMPs (Pathogen Associated



Molecular Patterns), também conhecida como PTI (Pathogen Triggered Immunity), que
consiste no reconhecimento de moléculas conservadas entre categorias de microrganismos,
como por exemplo, quitina e flagelina (Jones & Dangl, 2006; de Wit, 2007). Esta primeira
estratégia € conhecida como defesa basal e consiste no reconhecimento dos PAMPs pelas
proteinas receptoras, denominadas PRRs (Pattern Recognition Receptors), localizadas na
membrana plasmatica.

Apesar de a PTT ser suficiente para prevenir a infec¢do por alguns patdégenos, outros
adquiriram a capacidade de suplanta-la. Isso ocorre através da producdo de moléculas efetoras
que suprimem a PTI resultando em ETS (Effector Triggered Susceptibility). Em resposta a
atividade das proteinas efetoras, as plantas evoluiram uma segunda linha de defesa
denominada ETI (Effector Triggered Immunity). Esta é baseada no reconhecimento de
moléculas efetoras, secretadas pelos patdégenos no apoplasto ou citoplasma vegetal. As
proteinas efetoras reconhecidas pelos genes R sdo codificadas pelos genes AVR do patégeno,
segundo a teoria de Flor (1942). A maioria das proteinas codificadas pelos genes R sdo
receptores intra-celulares com dominios NB (nucleotide-binding) e LRR (leucine-rich
repeats). Esse reconhecimento dos efetores resulta na ativacdo de rotas de sinaliza¢do no
hospedeiro, associadas com a producao de espécies reativas de oxigénio, fortalecimento da
parede celular, fosforilagdo de proteinas e ativacao transcricional de vérios genes envolvidos
nas respostas de defesa e na morte celular programada no sitio de infec¢do (HR), (Dixon et
al., 1994).

Segundo Hogenhout et al. (2009), efetores sdo “moléculas secretadas por organismos
associados as plantas, que modificam a estrutura e funcdo da célula hospedeira”. Nas
interacdes patdgeno-hospedeiro compativeis, os efetores promovem o parasitismo por meio da
supressdo e/ou inativacdo das respostas de defesa da planta e também alteracdo das fungdes
fisiolégicas do hospedeiro. Fungos e oomicetos colonizam os espacos intercelulares das
células vegetais, e secretam efetores por meio dos haustérios (Catanzariti et al., 2007; Dodds
et al., 2009; de Jonge et al., 2011; Win et al., 2012; Petre & Kamoun, 2014). Outros
microrganismos como as bactérias fitopatogénicas, por exemplo, desenvolveram o sistema de
secrecao tipo III (SST3) que permite a transferéncia de moléculas efetoras para o interior da
célula hospedeira (Figura 3), lancando-as diretamente no citoplasma (Alfano & Colmer, 2004;
Nomura et al., 2005; Skammoti & Ridout, 2005; Chisholm et al., 2006). A principal fungdo
destas moléculas € facilitar a liberacdo de nutrientes da célula vegetal para o espaco

intercelular onde a bactéria se encontra, ou suprimir as respostas de defesa do hospedeiro.
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Figura 3 - Representacao esquematica do transporte de proteinas efetoras para o
citoplasma da célula hospedeira através do Sistema de Secreciao tipo III de bactérias
(SST3). Bactérias fitopatog€nicas montam essa maquinaria de secre¢do com o formato de
agulha, para injetar proteinas efetoras diretamente no citoplasma da célula hospedeira e assim
iniciar a infeccdo. Caso essas proteinas sejam reconhecidas pelos genes de resisténcia da
planta (R), sao denominadas proteinas de aviruléncia (Avr). A capacidade de injetar efetores
em células hospedeiras € essencial para o estabelecimento da infec¢do e patogénese de muitas
bactérias Gram-negativas, incluindo Pseudomonas spp. O SST3 € formado por proteinas
estruturais e nao estruturais. As proteinas estruturais montam o pilus em forma de agulha, que
consiste de uma estrutura embutida na membrana basal (amarelo), uma agulha externa que se
projeta a partir da membrana externa bacteriana (verde), e um complexo que recobre a ponta
da agulha (marrom). Em contato com a célula hospedeira, um complexo de translocacdo
(rosa) € montado entre o complexo na ponta da agulha e a membrana da célula hospedeira,
este contém um poro que serve como porta de entrada para a translocacdo de proteinas
efetoras. Apos adentrarem o citoplasma do hospedeiro, os efetores (azul) iniciam e mantem a
infeccdo através da manipulacdo da biologia da célula hospedeira, alterando a sinalizacdo, o
trafico de secrecdo e as respostas de defesa. As chaperonas (vermelho) servem como
reguladores da secrecdo, sequestrando efetores e algumas proteinas estruturais dentro do
citoplasma bacteriano. (Adaptado de Chatterjee et al., 2013).

As hifas intercelulares dos fungos causadores de ferrugens formam haustérios,
estrutura especializada para a absorcdo de nutrientes. O haustério € uma hifa altamente
especializada e circundada por membrana plasmética e parede celular, ao redor do qual se
acomoda a membrana plasmética da célula do hospedeiro formando uma membrana extra-
haustorial. Na interface entre a parede celular do haustério e a membrana extra-haustorial
existe uma camada rica em carboidratos, denominada matriz extra-haustorial.

Os haustérios sao também responsaveis pela liberacdo de proteinas efetoras na matriz

extra-haustorial (Figura 4). Estas sdo translocadas para o interior da célula do hospedeiro,
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induzindo alteragdes estruturais, celulares e bioquimicas (Catanzariti et al., 2007; Petre &
Kamoun, 2014). Essa transloca¢do envolve secre¢do na matriz extra-haustorial e penetragdao
da membrana plasmatica do hospedeiro, por um mecanismo ainda desconhecido (Catanzariti
et al., 2007; Petre & Kamoun, 2014).

O primeiro gene Avr de fungos causadores de ferrugens clonado e caracterizado, foi o
gene AvrL567 de Melampsora lini (Dodds et al., 2004). Estudos funcionais da proteina
AvrL567 demonstraram que esta € sintetizada no haustério e secretada na matriz extra-
haustorial. A expressdo dessa proteina no citoplasma vegetal induz uma reacdo de
hipersensibilidade dependente das proteinas NBS-LRR L5, L6 ou L7 do linho (Linum
usitatissimum), sugerindo a existéncia de um mecanismo de translocacdo especifico que opera

durante o processo de infec¢ao.
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Figura 4 — Estrutura de Fungos e Oomicetos utilizada para secrecao de efetores, e
pressupostos mecanismos de secrecao e translocacdo. Fungos fitoparasitas e oomicetos
produzem estruturas especializadas durante o processo infeccioso: hifas extracelulares, hifas
invasoras e haustorios. Os haustérios penetram na cavidade da célula hospedeira e invaginam
a membrana plasmatica (1), formando a membrana extra-haustorial (EHM - linha verde) e a
matrix extra-haustorial (EHMx — cinza). Haustérios (a) e hifas (b) secretam efetores que sao
translocados no citoplasma da célula hospedeira por meio de mecanismos desconhecidos (2),
sendo que a interface bioldgica enfrentada pelos efetores secretados pelo haustério (a) €
diferente da dos efetores secretados pelas hifas (b). Os efetores secretados pelos haustérios
(azuis) seguem rotas de secrecdo (setas) no interior do patégeno, sendo entdo secretados na
interface patdgeno-hospedeiro (EHMx — cinza). Atravessam a membrana extra-haustorial
(EHM - linha verde), e finalmente entram no citoplasma da célula hospedeira. (Adaptado de
Petre & Kamoun, 2014).
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Catanzariti et al. (2006) efetuaram a caracterizacdo do transcriptoma do haustério de
Melampsora lini, e identificaram 21 novas proteinas secretadas que foram denominadas
HESPs - haustorium-specific proteins). Esses autores caracterizaram duas proteinas de
aviruléncia, AvrP4 e AvrM, que sdo capazes de induzir morte celular programada quando
expressas dentro de células vegetais que possuem os genes de resisténcia P4 e M,
respectivamente. Como esses genes de resisténcia codificam proteinas citoplasmaéticas, esses
resultados também corroboram um modelo de transferéncia de proteinas efetoras produzidas
no haustério para o interior da célula vegetal, por um mecanismo ainda desconhecido. A
expressao e secre¢ao dessas proteinas no haustério, concomitantemente com a indugdo de HR,
fortalecem o papel do haustério na producdo de proteinas efetoras (Cantanzariti et al., 2007).
Esses resultados também ilustram o potencial de se identificar proteinas efetoras reconhecidas
por proteinas de resisténcia do hospedeiro (proteinas R), por meio de bioensaios capazes de
determinar a sua capacidade de desencadear morte celular (reacao de hipersensibilidade - HR)
ou outras respostas de defesa, quando expressas dentro ou direcionadas para o interior das
células hospedeiras resistentes, como também demonstrado por Vleeshouwers et al. (2008) no

estudo de efetores de Phytophthora infestans.

2.5 Translocacao de proteinas efetoras utilizando o vetor pEDV

Durante a interacdo com a soja, P. pachyrhizi secreta diversas proteinas de funcio
desconhecida (Zaramela, 2011). A andlise dos genes que codificam essas proteinas €
dificultada pela inexisténcia de um sistema de transformacdo estavel de P. pachyrhizi. Isso
impede, por exemplo, o desenvolvimento de sistemas para a geracdo de mutantes nulos por
meio de inativacdo génica, mediada por recombina¢dao homdloga. Assim, outra estratégia que
pode ser utilizada para a identificacdo de proteinas efetoras a partir dessas proteinas
caracterizadas, € a expressdo transiente ou a translocacdo das proteinas candidatas no
citoplasma de variedades resistentes e observacdo da ativacdo de respostas de defesa como,
por exemplo, a morte celular (Shan et al., 2004; Vleeshouwers et al., 2008). Diversos
métodos podem ser utilizados, sendo a translocacdo de proteinas efetoras utilizando o sistema
EDV baseado no SST3, uma técnica bastante promissora para fungos biotréficos (Sohn et al.,
2007) (Figura 5).

O sistema EDV foi desenvolvido por Sonh et al. (2007) para a translocacdao das
proteinas efetoras ATR1 e ATRI13 de Hyaloperonospora arabidopsidis (anteriormente
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Hyaloperonospora parasitica), oomiceto que provoca o mildio em Arabidopsis thaliana,
visando verificar o papel destas proteinas durante a interagdo entre H. arabidopsidis e
Arabidopsis. Os autores desenvolveram um vetor de expressao, denominado pEDV (Effector-
Detector Vector), que permite a clonagem de genes candidatos in frame com a sequéncia
codificadora do peptideo de 136 aminodcidos localizado na regido N-terminal da proteina
efetora AvrRPS4, que sinaliza a secrecao pelo SST3 de Pseudomonas. No citoplasma vegetal,
a porcdo AvrRPS4 € clivada por uma protease presente na planta, entre o segundo e terceiro G
da sequéncia GGGKRVY, liberando o efetor. Este estudo revelou que a translocacdo das
proteinas ATR1 e ATR13 através do SST3 de P. syringae pv. tomato DC3000 (Pst), € capaz
de desencadear HR nos gendétipos de Arabidopsis que contém os genes R correspondentes,
respectivamente RPP1-Nd/WsB e RPP13-Nd. Sonh er al. (2007) verificaram que os
multiplos alelos dos genes ATR1 e ATR13 contribuiram para um maior crescimento de Pst

DC3000 em gendtipos suscetiveis de Arabidopsis.
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célula vegetal

ETI ETS

{Imunidade desancadeada por afatoras) {Suscetibilidade desencadeada por efetores)

i restie am db yrescmento bagirrano aumento no cresciments bacterdanos /doanca

Figura 5 - Representacdo esquematica do sistema EVD (Effector Detector Vector),
desenvolvido por Sohn et al. (2007) para a translocacio de proteinas efetoras para o
citoplasma vegetal mediada pelo SST3 de Pseudomonas. O gene que codifica a proteina
candidata a efetora é clonado in frame com a sequéncia codificadora da extremidade amino
terminal da proteina efetora AvrRPS4 de Pseudomonas, que direciona a secrecao pelo SST3
(A). Ao final da sequéncia codificadora, estd presente uma sequéncia (GGGKRVY) que é
reconhecida por uma protease da planta. Apds translocada no citoplasma vegetal, a proteina
quimérica AvrRPS4_efetor é reconhecida pela protease, ocorrendo uma clivagem entre o
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segundo e terceiro G da sequéncia, liberando a proteina efetora (B). A proteina efetora (Avr)
no citoplasma vegetal poderd ser reconhecida pelas proteinas de resisténcia do hospedeiro (R),
desencadeando resposta de defesa na planta (como HR) e restringindo o crescimento
bacteriano (1). No entanto, caso a planta ndo tenha uma proteina R capaz de reconhecer a
proteina efetora (2), esta podera serd capaz de interferir em algum alvo celular, contribuindo
para o crescimento da bactéria e desenvolvimento dos sintomas da doenca. (Adaptado de Abe,
2012; Maia, 2013).

Fabro et al. (2011) também utilizaram o sistema EDV para andlise funcional de
efetores putativos de H. arabidopsidis por meio do SST3 de Pst DC3000-LUX, em
Arabidopsis e em nabo (planta ndo hospedeira). Neste estudo, 70% dos efetores candidatos
contribuiram positivamente para o crescimento bacteriano de Pst DC3000-LUX em mais de
um acesso de Arabidopsis avaliado, o que indica que esses efetores contribuem para uma
maior agressividade de H. arabidopsidis. De forma geral, grande parte desses mesmos
efetores suprimiu a deposi¢do de calose, evidéncia citoldgica da ativacdo da PTI como
resultado do reconhecimento de PAMPs. No entanto, nenhum efetor foi capaz de induzir
morte celular macroscopica tipica de HR nos diferentes acessos inoculados, ou seja, Fabro et
al. (2011) nao conseguiram identificar nenhum gene de aviruléncia.

Com o objetivo de desenvolver métodos para detectar e quantificar rapidamente a
contribuicdo de efetores candidatos de H. arabidopsidis, Badel et al. (2013) também
utilizaram o sistema EDV para translocar efetores via SST3 de Pst DC3000. Esses autores
inocularam misturas de clones bacterianos expressando diferentes efetores e estimaram a
contribuicdo de efetores individuais, através do cdlculo da abundancia de cada efetor
candidato na populagdo bacteriana recuperada a partir de folhas 3 dias apds a inoculagdo, em
relacdo a abundincia no inéculo misto inicial, sendo identificados efetores que contribuem
positivamente para o crescimento de Pst DC3000 em alguns acessos de Arabidopsis. Os
efetores HaRxLL464, HaRxL75, HaRxL22, HaRxLL441 e HaRxL89 suprimiram PTI,
fornecendo evidéncias da supressdo de vdrias etapas de PTI por oomicetos.

Sharma et al. (2013) também utilizaram o sistema EDV para translocar as proteinas
efetoras AVR-Pik e AVR-Pii de Magnaporthe oryzae, para o citoplasma de arroz, utilizando
o SST3 de Burkholderia glumae, um patégeno emergente nesta cultura. Diferentemente dos
trabalhos anteriores, neste o hospedeiro foi uma espécie monocotiledonea. A translocagdo de
AVR-Pik e AVR-Pii para o citoplasma de cultivares de arroz contendo os genes R cognatos
revelou atividade de aviruléncia. Além disso, o efetor AVR-Pik reduziu e atrasou a HR

desencadeada por B. glumae em Nicotiana benthamiana (planta nao hospedeira), indicando
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uma atividade supressora de morte celular. Esses resultados refor¢cam o potencial do sistema
EDV para elucidar o papel de efetores de fungos durante a interacdo com plantas hospedeiras
e ndo hospedeiras.

Abe (2012) realizou estudos preliminares visando estabelecer um protocolo de andlise
funcional de proteinas efetoras de P. pachyrhizi candidatas, fundamentado no SST3 de
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea e vetor pEDV6. A inoculacdo por infiltracdo a vacuo
utilizando a raca 4 de Psg, revelou dois genes promissores para estudos futuros mais
detalhados e comprovou exequibilidade dessa metodologia para a avaliacdo funcional de
genes candidatos a efetores de P. pachychizi em genétipos de soja resistentes a este fungo.
Entretanto, em fun¢do da variabilidade dos resultados da inoculacdo, Abe (2012) enfatizou a
necessidade de aprimorar o método de inoculagdo, para utilizd-lo na triagem de um grande

nimero de genes candidatos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao de clones de P. savastanoi pv. glycinea 1462, contendo genes de P.
pachyrhizi candidatos a efetores corretamente clonados no vetor pEDV6

Com base em estudos prévios realizados por Zaramela (2011), foram selecionados 29
genes que codificam proteinas secretadas pelo isolado monopostular de P. pachyrhizi
PPUFV02. Os genes candidatos foram previamente clonados no vetor de entrada
pENTRTM/D—TOPO® em Escherichia coli pelo sistema Gateway® (Invitrogen), sendo
posteriormente transferidos para o vetor de destino pEDV6 (Figura 6). Em seguida os clones
recombinantes foram transformados por eletroporacdo, em P. savastanoi pv. glycinea (Psg)
isolado 1462. O vetor pEDV6 foi gentilmente cedido pelo Dr. Jonathan D. G. Jones do The
Sainsbury Laboratory, Inglaterra, e o isolado 1462 de Psg, pelo Instituto Bioldgico.

As sequéncias clonadas no vetor pEDV6 em Psg 1462 foram amplificadas e
caracterizadas por sequenciamento pelo método de Sanger, no sequenciador automatico
MegaBACE™ 1000 de 96 capilares (GE Healthcare) do Laboratério de Gendmica e Genética
de Interacdes Planta-Patégeno, localizado no BIOAGRO/UFV. As sequéncias obtidas foram
montadas e analisadas com ferramentas de bioinformadtica. Os clones que apresentaram a
sequéncia do efetor clonada no vetor na orientacdo correta, com o cddon de parada e sem o
sinal de secrecdo e/ou substituicdes de aminodcidos na proteina codificada, foram utilizados

nos estudos funcionais.
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Figura 6 - Mapa do vetor pEDV6, utilizado na expressao e translocacdo das proteinas
codificadas pelos genes candidatos de P. pachyrhizi utilizando P. savastanoi pv. glycinea
1462. AvrRps4 promoter € o promotor do gene que codifica a proteina efetora AvrRPS4 e a
regido AvrRps4 (1-137 aa) € a sequéncia que codifica o peptideo sinal que direciona a
secrecdo pelo SST3. Esse peptideo € reconhecido e clivado por proteases vegetais na
sequéncia GGGKRVY.

3.2 Avaliacao da atividade supressora ou ativadora de resposta de defesa em soja,
a partir de um protocolo de analise funcional baseado no SST3 de Psg 1462

A andlise funcional dos genes de P. pachyrhizi candidatos a efetores, cuja clonagem
no vetor pEDV6 foi efetivamente confirmada por sequenciamento, foi realizada por meio da
inoculacio dos transformantes de Psg 1462 contendo os diversos efetores
(pEDV6::PHPA_RSP), em 11 gendtipos de soja resistentes ao isolado monopostular de P.
pachyrhizi PPUFV02 e suscetiveis a Psg (Costa, 2010; Abe, 2012). O gendtipo Williams 82
que é suscetivel a PPUFVO02 e resistente a Psg 1462, foi utilizado como controle negativo (ver

item 3.5).
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Os gendtipos inoculados foram: PI 200487 (Rpp5), P1 230970 (Rpp2), P1 471904
(Rpp5), P1 561356, P1 587880-A, PI 587886, PI 587905, PI 594538-A (Rpp1b), P1 594754, P1
594767-A, Shiranui (Rpp5) e Williams 82. Na andlise funcional em soja foram utilizados dez
clones de Psg 1462: Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_01), Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_17),

Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_23), Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_29),
Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_43), Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71),
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_72), Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_77),

Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_78) e Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_1276).

3.2.1 Preparo das plantas de soja

Cerca de trés dias antes do plantio, sementes de soja foram colocadas em placas de
Petri forradas com trés folhas de papel germitest, umedecidas diariamente com 4gua destilada
e deixadas no escuro para iniciar o processo de embebi¢ao das sementes e emissao da radicula
(pré-germinacdo). A seguir as sementes pré-germinadas foram plantadas em vasos de 0,5
litros contendo solo e substrato na propor¢ao 1:2. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo até que as folhas primdrias e o primeiro trifélio estivessem completamente
expandidos e os foliolos apresentassem de 0,5 a 3 cm de tamanho (17 a 21 dias), ou seja, no
estdgio fenoldgico V2 (adaptado de Ashfield et al., 1995; Zou et al., 2005 ).

No dia anterior a inoculac¢do, o substrato de cada vaso foi coberto com papel aluminio
(15 cm x 15 cm) e fita adesiva, deixando somente a parte drea exposta, para evitar que o
substrato caisse no inéculo durante a inoculagdo. Em seguida os vasos com as plantas foram
deixados em camara de nevoeiro no escuro por 24 horas antes da inoculacao, para promover a
abertura estomdtica (Zou et al., 2005). Cada clone foi inoculado em cinco plantas de cada

genotipo.

3.2.2 Preparo da suspensao bacteriana de Psg 1462

Os clones da bactéria Psg 1462 com os genes de interesse, estocados em glicerol a -
80°C, foram previamente semeados em placas contendo meio King B (Katagiri et al., 2002)
com 0s antibidticos seletivos rifampicina 100 pg/mL e gentamicina 25 pg/ mL, e incubados
em camaras de crescimento do tipo B.O.D. a 28°C por 72 horas. A bactéria Psg 1462 nao
transformada e resistente a rifampicina foi utilizada como controle positivo nas inoculacoes,

sendo semeada em meio King B com rifampicina (100 ug/ mL) e incubada nas mesmas
19



condi¢Oes. A partir do indculo dessas placas, 24 horas antes da inoculagdo, foram semeadas
quatro a cinco placas de cada tratamento e do controle nos respectivos meios seletivos.

No dia da inoculacdo, adicionou-se solucdo 10 mM MgCl, a cada placa, e apds 10
minutos, com auxilio de pipeta Pasteur ressuspendeu-se as células bacterianas. Em seguida
sedimentou-se as células por centrifugacdo durante 10 minutos a 5000 rpm, sendo o
sobrenadante descartado. As células bacterianas foram lavadas duas vezes com solucido 10
mM MgCl, para retirar resquicios do meio de cultura e dos antibidticos. Apds a ultima
centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em solucdo salina e determinou-se a
concentracdo da suspensdo bacteriana pela leitura da densidade otica (OD) no
espectrofotdometro Bio-Rad Smartspec’™ Plus (Bio-Rad). A concentracio da suspensio
bacteriana foi ajustada para uma ODgy = 0,5. Um experimento prévio revelou que para a
bactéria Psg 1462 a ODgpo= 0,1 corresponde a 1 x 10® ufc/mL.

Uma aliquota de 10 mL de cada tratamento e do controle foi retirada da suspensdo
bacteriana preparada na ODgpo = 0,5 e utilizada posteriormente na infiltracdo de folhas de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) e N. benthamiana. A suspensao bacteriana restante, foi
adicionado o surfactante Silwet L-77 (0,025% do volume a ser inoculado) para quebrar a
tensdo superficial da folha na inoculagdo por mergulho, facilitando a penetracio da suspensao
nos espacos intercelulares. Psg 1462 ndo transformada foi utilizada como controle positivo
para inducdo de sintomas em soja e a solucao 10 mM MgCl, com Silwet L-77 (0,025%) como
controle negativo. O gendtipo Williams 82 também foi utilizado como controle negativo para

a doenga.

3.2.3 Inoculacio de Psg 1462 em soja por mergulho e método de avaliacao

Devido ao quantitativo de plantas a serem inoculadas, em funcdo do nimero de
genotipos, clones e repeticoes utilizados, as inoculagdes foram divididas em sete
experimentos independentes (épocas distintas), padronizando-se o estdgio de inocula¢do do
genotipo e as demais condi¢des de cada experimento. Foram inoculadas cinco plantas de cada
genotipo para cada tratamento e trés para o gendtipo utilizado como controle (Williams 82).
As plantas foram retiradas da cdmara umida no escuro somente no exato momento da
inoculacdo. A inoculacdo foi realizada por tratamento, e consistiu em mergulhar todas as
folhas na suspensao de indculo de forma que o trifélio ficasse totalmente submerso, deixando-

as mergulhadas por cerca de trés segundos, repetindo o processo trés vezes. Imediatamente
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apos a inoculagdo, as plantas foram transferidas novamente para a camara imida no escuro
por 24 horas, para que os estomatos permanecessem abertos facilitando a entrada da bactéria
(adaptado de Katagiri et al., 2002; Wei et al., 2007).

Posteriormente, as plantas foram transferidas para cimara de crescimento a 22°C e 12
horas de fotoperiodo, onde permaneceram por seis dias, sendo em seguida transferidas para a
casa de vegetacdo (adaptado de Ashfield et al., 1995; Budde & Ullrich, 2000; Zou et al.,
2005). As avaliagdes foram realizadas aos 7 e 14 dai (dias ap6s inoculagdo), nos foliolos do 1°
e 2° trif6lio completamente expandidos, atribuindo-se notas de 0 a 5 segundo uma

representacdo grafica de severidade (Figura 7).

Figura 7 — Escala diagramatica para determinacao da severidade dos sintomas no foliolo
central do primeiro trifélio expandido, dos diferentes genétipos de soja inoculados com
P. savastanoi pv. glycinea 1462, aos 7 dai (dias ap6s inocula¢do). Os nimeros de 0 a 5
correspondem respectivamente a: 0%, 2,45%, 5,67%, 10,26%, 33,07% e 71% de area foliar
afetada. Para desenvolver a escala, foliolos centrais do primeiro trifélio expandido de plantas
do gendtipo PI 594538-A com diferentes niveis de severidade foram coletados aos sete dias
apos a inoculacdo com P. savastonoi pv. glycinea 1462 e processados no software Gimp®. A
reducdo do ndmero de cores e quantificacao das dreas lesionadas foram realizadas utilizando o
software QUANT (Vale et al., 2001).

3.3 Avaliacio da capacidade de inducdo ou supressio da Reacdo de
Hipersensibilidade (HR) em tabaco (Nicotiana tabacum 1.) e Nicotiana
benthamiana a partir de um protocolo de anailise funcional baseado no SST3 de
Psg 1462

Para comprovar a patogenicidade dos candidatos a efetores inoculados em soja (ver
item 3.2), e verificar se a expressdo das proteinas candidatas em Psg 1462 poderia interferir
na funcionalidade do SST3, ou atuar como supressoras de morte celular; efetuou-se

concomitantemente a inoculacdo em soja teste de reacdo de hipersensibilidade (HR) em

tabaco cultivar Havana e N. benthamiana.
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3.3.1 Preparo das plantas, inoculacao e avaliacao da HR

Sementes de tabaco cultivar Havana e N. benthamiana foram semeadas em vasos de 2
litros contendo substrato. Trinta dias apds a semeadura, as mudas foram transplantadas para
vasos de 1 litro. As plantas foram mantidas em camara de crescimento a 25°C e
aproximadamente 12 horas de fotoperiodo antes e apds a inoculagdo.

As mesmas suspensdes bacterianas originadas no subitem 3.2.2, foram diluidas para
preparar suspensdes de cada tratamento e do controle, nas ODgpp = 1,0; 0,1 e 0,01 conforme
descrito no respectivo subitem. Juntamente com as suspensdes na ODggo = 0,5 anteriormente
separadas (sem adi¢do de surfactante), estas suspensdes foram inoculadas em folhas de tabaco
e N. benthamiana. Efetuou-se no minimo duas repeticdes biolégicas por tratamento. A
inoculagcdo foi realizada por meio da infiltracdo das suspensdes bacterianas nos espagos
intercelulares da face abaxial da folha, com auxilio de uma seringa descartavel de 1 mL sem
agulha, de forma a infiltrar toda a area foliar delimitada pela nervura (Thomas et al., 2009;
Sharma et al., 2013; Du et al., 2014).

Cerca de 48 horas ap6s a inoculagao, foi verificada a ocorréncia de HR (constatagio
de necrose no tecido infiltrado) ou de supressdo de morte celular (auséncia de necrose). Psg
1462 nao transformada foi utilizada como controle positivo de indu¢do de HR em planta ndo

hospedeira e solugao 10 mM MgCl, como controle negativo.

3.4 Dinamica populacional dos clones de P. savastanoi pv. glycinea 1462 contendo
diferentes efetores, em soja, tabaco e N. benthamiana

Nestes experimentos foram utilizados Psg 1462 (ndo transformada) como controle
positivo de indu¢cdo de HR em tabaco e de sintomas em soja, e os clones
Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71); pois estes
comparativamente ao controle positivo, inicialmente apresentaram HR atenuada em tabaco e
menor severidade de sintomas em soja (Psgl462 + pEDV6::PHPA_RSP_23) ou maior
severidade  na  interacdio com o  gendtipo PI  594538-A  de soja
(Psgl1462+pEDV6::PHPA_RSP_71). A solucio 10 mM MgCl, com Silwet L-77 na

proporcao de 0,025% foi utilizada como controle negativo.
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3.4.1 Preparo das plantas e do inéculo

O preparo das plantas e do indculo foram realizados conforme j4 descrito nos subitens
3.2.1 (soja), 3.3.1 (tabaco, N. benthamiana) e 3.2.2, com a diferenca de que neste caso a
concentracio da suspensdo foi ajustada para ODgy = 0,0005 (aproximadamente 5 x 10°
ufc/mL) para determinagdo da curva de crescimento em soja (adptado de Ashfield et al., 1995;
Katagiri et al., 2002), e ODgpp = 0,000005 (aproximadamente 5 x 10° ufc/mL) para a curva de
crescimento em tabaco cultivar Havana e N. benthamiana (adaptado de Takeuchi et al., 2003;
Wei et al., 2007; Lee et al., 2013). A suspensdo inoculada nestes experimentos foi preparada a
partir de uma suspensdo bacteriana previamente ajustada para ODgoy = 0,4 para minimizar os
erros durante as dilui¢cdes.

Foram utilizados os genétipos de soja PI 587905 e PI 594538-A, e o método de
inoculag@o por infiltracdo a vacuo (ver subitem 3.4.2), com trés repeticdes. Para a curva de
crescimento em tabaco e N. benthamiana o método de inoculacdo utilizado foi o mesmo
descrito no subitem 3.3.1, sendo que dentro da repeti¢do bioldgica, foi realizado um rodizio
da posicdo internervural inoculada, de forma que todos os tratamentos ocupassem todas as

posicdes de inoculacdo nas trés repeti¢des efetuadas.

3.4.2 Inoculacio de Psg 1462 para a curva de crescimento em soja

Foram inoculadas trés plantas para cada bindmio tratamento x tempo a excecao do
genotipo PI 587905, onde empregou-se quatro. Assim como descrito no subitem 3.2.2, ao
in6culo foi adicionado o surfactante Silwet L-77 na propor¢do de 0,025% do volume a ser
inoculado. As plantas foram inoculadas pelo método de infiltracdo a vicuo apds serem
embaladas e deixadas previamente em camara Umida conforme descrito no subitem 3.2.1.
(adaptado de Ashfield et al., 1995; Katagiri et al., 2002; Zou et al., 2005 e Wei et al., 2007)
Duas a duas, as plantas (parte drea) foram mergulhadas na suspensao bacteriana e submetidas
ao vacuo durante sessenta segundos. Em seguida o vicuo foi rapidamente liberado, forcando a
entrada da suspensdo bacteriana pelos estdmatos e pelo apoplasto. Apds a inoculagdo, as
plantas foram mantidas em camara de nevoeiro no escuro por 24 horas e em seguida
transferidas para camara de crescimento a 22°C e 12 horas de fotoperiodo, onde
permaneceram até o final da amostragem, quando entdo foram transferidas para a casa de

vegetacao.
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3.4.3 Amostragem e quantificacio da populacio bacteriana em tabaco, N.
benthamiana e soja

Apé6s a desinfec¢do superficial da folha com 4dlcool 70%, trés discos foliares
provenientes de trés plantas independentes inoculadas (quatro para PI 587905), foram
coletados com auxilio de um furador metalico de 1 cm de diametro (adaptado de Budde &
Ullrich, 2000; Katagiri et al., 2002). As coletas foram realizadas em intervalos de tempo pré-
determinados, com trés repeticdes (PI 587905, quatro). Os discos foram macerados em tubos
de microcentrigufa de 2 mL, contendo 750 upl de solucio 10 mM MgCl, e trés esferas
metélicas de cinco milimetros de didmetro cada (Qiagen). Os tubos foram devidamente
fechados e agitados em mesa agitadora orbital (Thermo Scientific) a 520 rpm por 20 a 30
minutos para maceracao do tecido (adaptado de Ashfield et al., 1995; Budde & Ullrich, 2000;
Takeuchi et al., 2003; Wei et al., 2007; Thomas et al., 2009; Sharma et al., 2013). O
macerado obtido foi diluido 1:10 em solu¢do 10 mM MgCl, e para cada bindbmio tratamento
x tempo, 20 pl de quatro diluicdes com as devidas repeticdes bioldgicas, foram plaqueadas
nos meios seletivos correspondentes (ver subitem 3.2.2) utilizando uma pipeta multicanal.
Foram feitas duas repeticdes técnicas para reduzir os erros devido a pipetagem e influéncias
do meio seletivo no crescimento bacteriano. As placas foram incubadas em B.O.D. a 28°C, e
48 horas ap6s efetuou-se a contagem das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC). Foram
geradas curvas de crescimento bacteriano nas plantas inoculadas transformando-se a
contagem do nimero de colonias obtidos em cada disco, para Log;o ufc/cm?® (populacio
bacteriana).

A estabilidade do plasmideo pEDV na bactéria 1462 durante o crescimento sem
selecdo in vitro, em N. benthamiana e no gen6tipo P1 587905 (soja) também foi avaliada. Para
tanto, os clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71)
além de crescidos em meio KB com rifampicina e gentamicina (ver subitem 3.2.2), também
foram crescidos em meio KB contendo somente rifampicina, pois a resisténcia a gentamicina
¢ conferida pelo gene que codifica a gentamicina-3-acetil-transferase, localizado no
plasmideo. Apds a contagem das UFCs, efetuou-se a detec¢do dos plasmideos por meio da
amplificacdo dos genes candidatos a efetores, utilizando oligonucleotideos especificos, a
partir das colonias recuperadas nas placas, tanto para as placas com rifampicina e
gentamicina, quanto para as placas somente com rifampicina.

Para quantificacdo da populacdo bacteriana em soja a coleta dos discos foliares foi
realizada aos 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dai (dias apds inoculagdo) para o gendtipo PI 587905 (adaptado
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de Ashfield et al., 1995) e aos 0, 2, 4, 6, 8 dai para o gendtipo PI 594538-A. Para a curva de
crescimento em N. benthamiana a coleta dos discos foliares foi realizada aos 0, 1, 2 e 3 dai
(Sharma et al., 2013) e em tabaco aos 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dai. O dia 0 corresponde a coleta

imediatamente apds a inoculagdo. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o

software SAS 9.0.

3.5 Inoculacio a vacuo de clones de P. savastanoi pv. glycinea 1462 no genétipo
Williams 82, para visualizacio de HR e estudo da dinamica populacional neste
genétipo, visando comprovar sua resisténcia a Psg 1462

Conforme mencionado no item 3.2, na andlise fenotipica da interacdo dos genes de P.
pachyrhizi candidatos a efetores com os gendtipos de soja resistentes, o genétipo Williams 82
foi utilizado como controle negativo (auséncia de doenca), uma vez que este € resistente a
bactéria Psg 1462. Visando provar essa resisténcia e qualifica-lo como gendtipo controle
nesses experimentos, € com o proposito de detectar um possivel efeito da expressdo dos genes
PHPA_RSP em Psg 1462, na capacidade da bactéria de causar HR neste gendtipo, suspensoes
bacterianas de Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71), Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) e Psg
1462 nao transformada, foram infiltradas a viacuo no genétipo Williams 82 na ODgg = 0,1
(aproximadamente 1 x 10® ufc/mL), (adaptado de Wei et al., 2007; Thomas et al., 2009) para
verificar a ocorréncia de HR 48 horas apds a inoculacdo (hai). Neste experimento, foi feito
também uma amostragem de cada tratamento imediatamente apds a inoculagdo, conforme
metodologia de coleta e quantificacdo descrita no subitem 3.4.3, para quantificar o nimero de
UFCs nas folhas inoculadas, visando correlacionar com os sintomas observados. Para
comprovar a resisténcia do genétipo Williamas 82 a Psg 1462, também foi realizada a curva
de crescimento bacteriano apds a inoculagdo por infiltracio a vacuo na ODgyy = 0,0005
(aproximadamente 5 x 10° ufc/mL).

O preparo das plantas para as duas inoculacdes, o preparo do indculo, as inoculagdes e
a amostragem e avaliacdo para a curva de crescimento foram realizados conforme descrito nos
subitens: 3.2.1; 3.2.2; 3.4.2 e 3.4.3, respectivamente, sendo que os tempos de coleta para a
curva de crescimento no gendtipo Williams 82 foram iguais ao do gendtipo de soja PI
594538-A. Os controles e os clones utilizados nestes dois experimentos foram 0os mesmos ja

descritos no item 3.4.
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade supressora ou ativadora de resposta de defesa em soja, a partir de
um protocolo de analise funcional baseado no SST3 de Psg 1462

Observou-se grande variabilidade na severidade dos sintomas observados nos
diferentes experimentos, apesar da padronizacdo das condi¢des de inoculagdo. Desta forma,
comparou-se ~a  severidade da  doenca  apresentada  pelos clones de
Psg1462(pEDV6::PHPA_RPS) aquela apresentada pelo controle positivo (Psg 1462 nao
transformada), nos 11 gendtipos de soja resistentes a P. pachyrhizi PPUFVO02 e suscetiveis a
Psg, e no gendétipo Williams 82 (controle), apds inoculacao por mergulho, em cada interagao
clone-gendtipo. Foram feitas médias das notas de severidade obtidas entre as repeticdes
bioldgicas para cada interacdo clone-gendtipo. Por meio dessa andlise, observou-se maior
severidade de sintomas do que o controle positivo (Psg ndo transformada) e demais clones
inoculados, no gendtipo PI 594538-A inoculado com Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71)
(Figura 8). Por outro lado, constatou-se uma menor severidade de sintomas no genétipo PI
594754, inoculado com o mesmo clone bacteriano. J4 Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_23)
causou menor severidade dos sintomas em todos os gendtipos de soja, dentre todos os clones
inoculados (Figura 9). Portanto, selecionou-se os clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) para estudos mais detalhados de crescimento populacional
in planta, para averiguar se a maior ou menor severidade da doenca estaria relacionado com

maior ou menor crescimento bacteriano.
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Figura 8 — Fenoétipos observados no genétipo PI 594538-A inoculado com os clones de P.
savastanoi pv. glycinea 1462: Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71),
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_72), Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_77) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_78), em comparacio a inoculacdo com a bactéria Psg
1462 nao transformada (controle), aos 14 dai. A inoculacdo foi pelo método de mergulho
(ODgpo = 0,5), as médias das notas (0 a 5) obtidas nesta andlise fenotipica foram
respectivamente: 3; 5; 2; 2 e 3. Rl a R4 indicam diferentes repeticdes. O clone
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) apresentou maior severidade neste genétipo, sendo
superior aos demais clones contendo efetores inoculados e ao controle, indicando possivel
supressdo de resposta de defesa em soja.
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Figura 9 — Fenétipos observados no genétipo PI 587880-A inoculado com os clones de P.
savastanoi pv. glycinea 1462: Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_01),
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_1276), Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_17) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23), em comparacio a inoculacdo com a bactéria Psg
1462 nao transformada (controle), aos 14 dai. A inoculacio foi pelo método de mergulho
(ODgpo = 0,5), as médias das notas (0 a 5) obtidas nesta andlise fenotipica foram
respectivamente: 3; 2; 1; 2 e 1. R1 a RS indicam diferentes repeticdes.

De forma geral os gendtipos PI 587886 e PI 587905 foram os mais suscetiveis a
inoculacdo com Psg 1462 pelo método de mergulho, e os genétipos PI 471904 (RppS), PI
594754, PI 594767-A e Shiranui, os mais resistentes. O gendtipo Williams 82 revelou-se
resistente a  bactéria Psg 1462, uma vez que nenhum dos clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP) inoculados € nem mesmo o controle positivo (Psg 1462 nao
transformada), foram capazes de causar doenca neste gendtipo (Figura 10). O clone
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) foi capaz de provocar pequenas manchas cloréticas em
Williams 82, no entanto ndo houve diferenca significativa na severidade da doenca em relagdo

ao controle (Figura 10).
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Figura 10 — Fenoétipos de resisténcia observados no genétipo Williams 82 inoculado com
os clones de P. savastanoi pv. glycinea 1462: Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_01),
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_1276), Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_17) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23), em comparacio a inoculacdo com a bactéria Psg
1462 nao transformada (controle), aos 14 dai. A inoculacdo foi pelo método de mergulho
(ODgpo = 0,5), as médias das notas (0 a 5) obtidas nesta andlise fenotipica foram
respectivamente: 0; 0; 0; 0 e 1. R1 a R3 indicam diferentes repeticdes. O gendtipo Williams
82 revelou-se resistente a Psg 1462. Pequenas manchas clordticas foram observadas na
interacdo do clone Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) com este gendétipo, no entanto ndo
houve diferenca significativa em relacio ao controle.

4.2 Avaliacdo da capacidade de inducao ou supressio da Reacio de Hipersensibilidade
(HR) em tabaco e N. benthamiana a partir de um protocolo de analise funcional baseado
no SST3 de Psg 1462

O controle positivo (Psg 1462 ndo transformada) induziu nas duas espécies avaliadas,
uma HR bem definida até nas menores concentracdes de indculo infiltradas (ODggy = 0,1 €
0,01 respectivamente para tabaco e N. benthamiana) (Tabela 1; Figuras 11B e C; Figura 12).
Os clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP) de forma geral, s6 foram capazes de induzir uma
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HR bem definida em tabaco nas ODgyp = 1,0 e 0,5 (Tabela 1; Figura 11B). Na menor
densidade 6tica infiltrada em tabaco (ODgyy = 0,01) nao foi observada HR bem definida com
o controle positivo, apenas fraco amarelecimento, enquanto que nao foi observado nenhum
sintoma para os clones Psg 1462(pEDV6::PHPA_RSP) (Figura 11A). Em N. benthamiana,
assim como o controle positivo, todos os clones inoculados foram capazes de induzir HR bem
definida em todas as densidades éticas infiltradas (Tabela 1; Figura 12).

O clone Psgl1462(pEDV6_PHPA_RSP_23) se destacou dos demais na avaliacdo da
capacidade de inducdo de HR em tabaco. Este, inicialmente e de forma geral,
comparativamente ao controle positivo e ao que foi observado com os demais clones
Psg1462(pEDV6_PHPA_RSP) infiltrados, apresentou auséncia de HR ou areas de HR ndo
contundente (pequenas areas necrdticas esparsas em meio a maior parte do tecido infiltrado
sem apresentar sintomas, ou apresentando amarelecimento). Isto foi observado nas densidades
Oticas mais elevadas, respectivamente 1,0 (principalmente) e 0,5 (Figura 11C), em seis das 10

infiltragdes realizadas com este clone em tabaco.
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Tabela 1 — Ocorréncia de Reacao de Hipersensibilidade (HR) em folhas de tabaco e .
benthamiana infiltradas com diferentes suspensoes bacterianas de
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP), comparativamente a inoculacdo com P. savastanoi pv.
glycinea 1462 nao transformada e a inoculacao com soluc¢ao salina.

Clones Tabaco N. benthamiana
candidatos e ODggo ODg0

controles 1,0 0,5 0,1 0,01 1,0 0,5 0,1 0,01
MgCl, (10mM)° - - - - - - - -
Psg 1462” HR HR HR am HR HR HR HR
PHPA_RSP_01 HR HR - - ni ni ni ni
PHPA_RSP_17 HR HR at - ni ni ni ni
PHPA_RSP_23 NC/HR NC/HR - - HR HR HR HR
PHPA_RSP_29 ni ni ni ni HR HR HR HR
PHPA_RSP_43 ni ni ni ni HR HR HR HR
PHPA_RSP_71 HR HR at - HR HR HR HR
PHPA_RSP_72 HR HR at - ni ni ni ni
PHPA_RSP_77 HR HR at - ni ni ni ni
PHPA_RSP_78 HR HR - - ni ni ni ni
PHPA_RSP_1276 HR HR at - ni ni ni ni

HR, Reacdo de Hipersensibilidade; NC, ndo contundente; am, amarelecimento; at, HR atenuada; ni, ndo
inoculado; - , nenhum sintoma evidente;

§ Controle negativo para HR (solu¢do salina utilizada no preparo das suspensdes bacterianas — 10 mM MgCl,);
o Controle positivo para HR (Psg 1462 nao transformada).
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Figura 11 - Sintomas observados em folhas de tabaco apés infiltracio com 10 mM
MgCl,, P. savastanoi pv. glycinea 1462 nao transformada e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP), 48 hai. (A) Folha de tabaco infiltrada com suspensdes de
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) e Psgl462(pEDV::PHPA_RSP_71) (setas amarelas), Psg
1462 n3o transformada (controle positivo, seta preta) e 10 mM MgCl, (controle negativo, seta
vermelha). As suspensdes bacterianas foram infiltradas a ODgyp = 0,01. (B) Reacdo de uma
folha de tabaco a infiltracio com suspensdes de Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_01) e Psg
1462 ndo transformada, a diferentes densidades 6ticas. (C) Reacdo de uma folha de tabaco a
infiltracdo com suspensdes de Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) e Psg 1462 nao
transformada, a diferentes densidades éticas.

O controle positivo (Psg 1462 ndo transformada) ndo foi capaz de provocar uma HR
bem definida em tabaco somente na menor densidade 6tica infiltrada (ODgy = 0,01),
provocando apenas um fraco amarelecimento seguido ou ndo por pequenas necroses esparsas
(Figuras 11A, B e C - setas pretas), enquanto os clones contendo efetores,
Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) (setas amarelas -
Figura 11A), ndo causaram nenhum sintoma nesta densidade 6tica, ndo se diferenciando do
controle negativo (solucdo salina — seta vermelha). HR bem definida na inoculagdo com os
clones contendo efetores foi observada somente até ODgy = 0,5 (Figura 11B). HR nao
confluente foi observada nas folhas de tabaco infiltradas com
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) (Figura 11C).

Nao foi possivel detectar indugdo ou supressio de HR em N. benthamiana pelos
clones candidatos expressos em P. savastanoi pv. glycinea 1462, uma vez que todos os clones

Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP) infiltrados induziram HR bem definida em todas as
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densidades utilizadas (Figura 12), semelhantemente ao controle positivo. Este resultado

demonstra uma resposta de hipersensibilidade muito forte a Psg 1462 em N. benthamiana.

0,5-1,0 0,5-1,0 0,5-1,0 0,5-1,0

0,01 0,01 0,01 0,01
1462429 1462443

Figura 12 - Reacao de Hipersensibilidade em folhas de N. benthamiana apés infiltracao
com P. savastanoi pv. glycinea 1462 nao transformada e os clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_29) e Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_43), 48 hai. Sao
apresentados os sintomas observados em duas folhas infiltradas com cada clone e o controle
para as ODgy = 1,0; 0,5; 0,1 e 0,01. As folhas da parte superior foram infiltradas com
suspensoes nas densidades oticas: 1,0 (lado direito) e 0,5 (lado esquerdo). Nota-se que todos
os clones inoculados apresentaram HR bem definida em todas as suspensdes bacterianas
infiltradas (o que também ocorreu para os clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23), semelhantemente a Psg 1462 nao transformada.

4.3 Dinamica populacional dos clones de P. savastanoi pv. glycinea 1462 contendo
diferentes efetores, em soja, tabaco e N. benthamiana

Com o objetivo de detectar uma possivel contribui¢do (positiva ou negativa) dos genes

PHPA_RSP na interacdo de P. savastanoi pv. glycinea 1462 com seus hospedeiros
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suscetiveis e resistentes de soja, € também com plantas ndo hospedeiras (tabaco e N.
benthamiana), o crescimento populacional de Psg 1462 expressando os candidatos a efetores

foi comparado com crescimento de Psg 1462 nao transformada.

4.3.1 Quantificacao da populaciao bacteriana em soja

O crescimento populacional de P. savastanoi pv. glycinea 1462 expressando os
candidatos a efetores PHPA_RSP_23 e PHPA_RSP_71 em dois gendtipos de soja
susceptiveis a Psg 1462 (PI 587905 e PI 594538-A) e em um resistente (Williams 82), foi

comparado ao de Psg 1462 nao transformada.

4.3.1.1 Genétipo PI 587905

Na Figura 13A pode ser visualizado o grafico da curva de crescimento bacteriano no
genétipo PI 587905 com Psg 1462 nado transformada (controle) e os clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23). E na Figura 13B
podem ser observadas as populacdes bacterianas (Logo ufc/cm?) obtidas em cada tempo
amostrado, para 0s clones Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) crescidos em meio de cultura somente com rifampicina e
em meio com rifampicina e gentamicina. Este genoétipo foi um dos mais suscetiveis a Psg

1462 na inoculacdo por mergulho na suspensdo bacteriana.
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Figura 13 — Quantificacio da populacao bacteriana no genédtipo de soja PI 587905, a
partir da inoculacdo a viacuo com Psg 1462 nao transformada (controle) e os clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23). As plantas foram
inoculadas a vdcuo com uma suspensdo na ODgyp = 0,0005 (aproximadamente 5 x 10°
ufc/mL). Amostras do tecido inoculado foram coletadas aos 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dai. Cada ponto
representa a média de quatro amostras independentes. As barras correspondem ao erro padrao.
(A) Curva de crescimento bacteriano. (B) Populacdo bacteriana em cada tempo amostrado,
para os clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23)
crescidos em meio de cultura somente com rifampicina (100 ug/mL) e em meio de cultura
com rifampicina e gentamicina (25 pg/mL). O asterisco indica diferenca significativa entre os
dois meios de cultura para o mesmo clone bacteriano e dai, pelo teste t a 5%.
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Considerando individualmente a populacdo bacteriana obtida para cada um dos dias
avaliados, houve diferenca significativa pelo teste t a 5%, entre Psg 1462 ndo transformada e
os clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP), para todos os dias avaliados. Sendo a populagao
bacteriana de Psg 1462 > Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e a populacdo bacteriana de Psg
1462 > Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23). No entanto ndao houve essa diferenca significativa
entre os clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23). Essa
diferenca pontual na populagdo bacteriana que se manteve durante toda a curva de
crescimento entre o controle e os clones Psg1462(pEDV6_PHPA_RSP), é explicada pelo fato
de a propria populacdo bacteriana inicial ter sido estatisticamente diferente entre o controle e
os demais clones (Figura 13A).

Desse modo, para verificar se houve diferencas no crescimento bacteriano no genotipo
PI 587905 (Figura 13A), foi realizado um teste t a 5% utilizando o programa SAS 9.0,
considerando a curva de crescimento como um todo (populacdo bacteriana inicial — populagdo
bacteriana final) e o crescimento ao longo dos dias para cada intervalo. Nao houve diferenca
significativa no crescimento bacteriano in planta entre o controle (Psg 1462 ndo
transformada) e os clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP) avaliados, e nem entre
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23). Este resultado foi
observado tanto para a curva gerada para os clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) a partir de contagens realizadas em placas com meio de
cultura contendo somente rifampicina 100 pg/mL, quanto a partir de placas contendo
rifampicina e gentamicina 25 pg/ mL. Nota-se que a populacdo bacteriana de todos os clones
apresentou tendéncia de continuidade de crescimento no 5° dia avaliado.

De forma geral nao houve diferenca significativa pelo teste t a 5% na multiplicacao
bacteriana em soja inoculada com os clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) crescidos em meio de cultura somente com rifampicina e
em meio com rifampicina e gentamicina (Figura 13B). Houve a amplificacdo dos genes
efetores em todas as colonias selecionadas em meio de cultura contendo rifampicina ou
rifampicina + gentamicina, indicando estabilidade do plasmideo pEDV6, na auséncia de

selecao em meio de cultura e durante a multiplicagdo da bactéria na planta (Figura 14).
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Figura 14 — Amplificacao por PCR dos genes efetores clonados no vetor pEDV6 a partir
de colonias dos clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23). M, marcador 1kb plus; a e b, coldnias provenientes da
contagem respectivamente aos 1 e 2 dai na curva de crescimento em soja gendtipo PI 587905;
* placas contendo o antibidtico rifampicina; **, placas contendo o antibidtico rifampicina e
gentamicina; 71, Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71) (aproximadamente 489 pb); 23,
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) (aproximadamente 426 pb).

De forma geral, as plantas inoculadas no genétipo PI 587905 apresentaram sintomas, e
estes foram observados com maior severidade no controle (Psg 1462 nao transformada) em
relacdo as plantas inoculadas com os clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP). Os sintomas se
iniciaram por volta do 4° dia apds a inoculacdo, sendo que Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23)
causou menor severidade de sintomas. Houve melhor uniformidade dos sintomas entre as
repeticoes, em relacdo ao que foi observado nas inoculagdes por mergulho. Algumas plantas
inoculadas apresentaram lesdes necrdticas parecidas com HR, manchas castanho-
avermelhadas ou manchas brancas e amareladas no 2° e 3° dai (Figura 15), que ndo condizem
com os sintomas tipicos provocados por P. savastanoi pv. glycinea em folhas de soja (Figura
16). Isto foi  observado  principalmente  nas  plantas  inoculadas  com
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) (lesdes necrdticas e castanho-avermelhadas), no entanto
também foi observado em algumas plantas inoculadas com o controle positivo (Psg 1462 nao

transformada) e com Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71).
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Figura 15 - Lesoes nao condizentes com sintomas de P. savastanoi pv. glycinea 1462 em
folhas de soja, observadas na inocula¢do a vacuo com ODgy = 0,0005 para as curvas de
crescimento bacteriano nos genotipos PI 587905, PI 594538-A e Williams 82. (A) lesdes
necréticas e manchas brancas e amareladas; (B) manchas castanho-avermelhadas; (C) lesdes
de fitotoxidez pelo Silwet L-77. As lesOes foram observadas a partir do 2° e 3° dai, em
algumas plantas de todos os gendtipos e para todas as suspensdes inoculadas: controle
positivo (Psg 1462 ndo transformada), controle negativo (10 mM MgCl,+Silwet L-77) e os
clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23).

Figura 16 — Diferentes sintomas observados em foliolos de soja dos genédtipos PI 587905
e PI 594538-A, apos inoculacao a vacuo com P. savastanoi pv. glycinea 1462 na ODgyy =
0,0005. Os sintomas iniciaram por volta do 4° dai, e consistiram de pequenas manchas
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circulares amareladas (A) e (B) que posteriormente apresentaram manchas amarronzadas no
centro (C) e (D). Em seguida essas lesdes aumentaram de tamanho e quando numerosas,
coalesceram, formando grandes dreas irregulares de coloracdo marrom rodeadas por édreas
cloréticas (D), que em casos mais severos ocupavam toda a extensao do limbo foliar.

4.3.1.2 Genétipo PI 594538-A e Williams 82

Na Figura 17 podem ser visualizados os graficos das curvas de crescimento bacteriano
nos genotipos PI 594538-A (Figura 17A) e Williams 82 (Figura 17B), com o controle (Psg
1462 nd3o transformada) e os clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23). As figuras mostram resultados de dois experimentos

independentes.
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Figura 17 — Crescimento de Psg 1462 nao transformada (controle) e dos clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) nos genétipos de
soja PI 594538-A e Williams 82. As plantas foram inoculadas a vicuo com uma suspensao
na ODggp = 0,0005 (aproximadamente 5 x 10° ufc/mL). Amostras do tecido inoculado foram
coletadas aos 0, 2, 4, 6 e 8 dai. Cada ponto representa a média de trés amostras independentes.
As barras correspondem ao erro padrao. (A) Curva de crescimento bacteriano no genétipo PI
594538-A. (B) Curva de crescimento bacteriano no gendtipo Williams 82.

Nao houve diferenca significativa entre o crescimento de Psg 1462 ndo transformada e
o do clone Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) no gendtipo 594538-A (Figura 17A),
considerando a curva de crescimento como um todo (populagdo bacteriana inicial — populagdo
bacteriana final) e o crescimento ao longo dos dias para cada intervalo. No entanto
comparando-se o clone Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) com o controle, houve diferenca

significativa, sendo que Psg 1462 ndo transformada cresceu mais em cada intervalo ao longo
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dos dias, assim como apresentou maior crescimento geral. Comparando os clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP) entre si, s6 nao houve diferenca significativa no crescimento
bacteriano entre oS clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) €
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) no gendtipo 594538-A, até o 2° dia. A partir do 2° dia as
populacdes bacterianas de Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) foram maiores do que as
obtidas para Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71), observando-se menor crescimento de
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) neste genétipo.

Nao houve diferenca significativa entre o controle e o0s clones
Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP), e nem entre Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) quanto ao crescimento no gendtipo Williams 82 (Figura
17B), quando comparou-se o crescimento geral (populacdo bacteriana inicial — populacdo
bacteriana final). No entanto analisando os intervalos, observou-se diferenca entre o controle
e Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) considerando o crescimento até o 4° e até o 6° dia, sendo
observado maior crescimento do controle (Psg 1462 nao transformada). Isto também ocorreu
entre o controle e Psg1462 (pEDV6::PHPA_RSP_23), considerando o crescimento até o 2° e
até o 6° dia, sendo que a bactéria Psg 1462 nao transformada também cresceu mais.

De forma geral, observou-se menor crescimento bacteriano no genétipo Williams 82
(Figura 17B) em comparacdo aos genotipos PI 594538-A (Figura 17A) e PI 587905 (Figura
13A). Os maiores picos populacionais (Logjo ufc/cm?) atingidos no gendtipo Williams 82
foram 6,34 (controle), 5,26 Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e 4,82
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23), atingidos somente no 6° dia, culminando em uma queda
populacional em seguida. Populacdes bacterianas similares foram atingidas nos gendtipos PI
587905 (mais suscetivel) e PI 594538-A, entre o 2° e 4° dia apds inoculacdo, ou seja, bem
mais cedo. Nota-se ainda, que no genétipo PI 594538-A houve uma tendéncia de estabilizagdao
do crescimento bacteriano entre o 6° e o 8° dia, e que no gendtipo Williams 82 o crescimento
foi relativamente estavel durante o periodo avaliado, sendo o pico populacional atingido no 6°
dia, apresentando um decréscimo no 8° dia.

De modo similar ao gendtipo PI 587905, as plantas do gendtipo PI 594538-A
apresentaram sintomas que se iniciaram entre o 4° e 6° dia apds a inoculagdo, no entanto a
severidade em geral foi menor que a observada no gendtipo PI 587905. Isto foi observado
para o controle (Psg 1462 ndo transformada) e para os dois clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP) inoculados, sendo a maior severidade observada para o

controle. Lesdes ndo condizentes com sintomas de P. savastanoi pv. glycinea em folhas de
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soja (Figura 15) observadas anteriormente no genétipo PI 587905, também foram observadas
no genotipo PI 594538-A nas mesmas condi¢Oes, € em maior intensidade e em praticamente
todas as plantas inoculadas, no genétipo Williams 82. No entanto neste dltimo, ndao foram
observados sintomas tipicos provocados por P. savastanoi pv. glycinea em folhas de soja nas

plantas inoculadas (Figura 16).

4.3.2 Quantificacio da populaciao bacteriana em tabaco e N. benthamiana

Na Figura 18 podem ser visualizados os graficos das curvas de crescimento bacteriano
em N. benthamiana (Figura 18A) e tabaco (Figura 18B), bem como o grifico com as
populacdes bacterianas (Logjo ufc/cm?) obtidas em cada tempo amostrado em N.
benthamiana, para 0s clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) crescidos em meio de cultura somente com rifampicina e

em meio com rifampicina e gentamicina (Figura 18C) .
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Figura 18 - Crescimento bacteriano em N. benthamiana e tabaco, a partir da infiltracao
com Psg 1462 nao transformada (controle) e os clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71)
e Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23). As plantas foram infiltradas com uma suspensio
bacteriana a ODggo = 0,000005 (aproximadamente 5 x 10° ufc/mL). Amostras do tecido
inoculado foram coletadas aos 0; 1; 2 e 3 dai para N. benthamiana, e aos 0; 1; 2; 3; 4 e 5 dai
para tabaco. Cada ponto representa a média de trés amostras independentes. As barras
correspondem ao erro padrdo. O asterisco indica diferenca significativa pelo teste t a 5%. (A)
Curva de crescimento bacteriano em N. benthamiana. (B) Curva de crescimento bacteriano
em tabaco. (C) Populacdo bacteriana em cada tempo amostrado em N. benthamiana, para os
clones Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) crescidos em
meio de cultura somente com rifampicina e em meio com rifampicina e gentamicina.

Nao houve diferenca significativa entre o controle (Psg 1462 ndo transformada) e os
clones  Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP) infiltrados, e nem entre os clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) em N. benthamiana
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(Figura 18A), considerando a curva de crescimento como um todo (populagcdo bacteriana
inicial — populacdo bacteriana final) e o crescimento ao longo dos dias para cada intervalo.
Este resultado foi observado de forma geral, tanto para os clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) quantificados a
partir de contagens realizadas em placas com meio de cultura contendo somente rifampicina
100 pg/mL, quanto a partir de placas contendo rifampicina e gentamicina 25 pg/ mL. Nota-se
que todos os clones inoculados em N. benthamiana apresentaram tendéncia de aumento de
crescimento no 3° dia avaliado, sendo obtidas no 3° dia populacdes bacterianas aparentemente
elevadas para um crescimento em planta nao hospedeira: 5,89 (Psg 1462 ndo transformada);
5,01 Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e 5,00 Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23), no
entanto semelhante a populacdo bacteriana observada em planta suscetivel resistente a
bactéria (Williams 82, Figura 17B).

Na Figura 18C podem ser observadas as populagdes bacterianas obtidas em cada
tempo amostrado na curva em N.  benthamiana, para  os  clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) crescidos em meio
de cultura somente com rifampicina € em meio com rifampicina e gentamicina. Nao houve
diferenca significativa pelo teste t a 5% na quantificacdo do nimero de UFCs obtidas a partir
de N. benthamiana mnos dois meios seletivos avaliados para o clone
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23). No entanto para 0 clone
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) houve diferenga significativa a partir do segundo dia,
resultando em maior nimero de coldnias recuperadas no meio sem gentamicina (auséncia de
selecdo para o vetor), indicando possivel instabilidade do plasmideo. Entretanto, assim como
na curva de crescimento no gendtipo PI 587905, na PCR das coldnias recuperadas a partir de
placas com meio de cultura sé com rifampicina, e de placas com rifampicina e gentamicina,
realizada com primers especificos para os respectivos genes candidatos dos clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23), houve amplificacdo
das colonias de todos os clones inoculados e de todos os dias coletados.

Em relagcdo a curva de crescimento em tabaco (Figura 18B), considerando a curva de
crescimento como um todo (populac@o bacteriana inicial — populagdo bacteriana final) e o
crescimento ao longo dos dias para cada intervalo, ndo houve diferenca significativa entre o
controle (Psg 1462 ndo transformada) e os clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP) infiltrados,
e nem entre Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23). Nota-se

que o crescimento bacteriano foi praticamente estdvel em tabaco durante o periodo avaliado e
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. L. . 2 . .
que este foi minimo, variando em torno de 1 Logjo ufc/cm”, diferentemente do crescimento
ascendente observado em N. benthamiana. Enquanto em N. benthamiana foram observados
Logio ufc/cm? de 5 a 6 no 3° dia, em tabaco, neste mesmo dia de amostragem, os Logio

ufc/cm? variaram de 1 a 2.

4.4 Inoculaciao a vacuo de clones de P. savastanoi pv. glycinea 1462 no genétipo
Williams 82 para visualizacio de HR

Foram observados sintomas iniciais de HR nas plantas inoculadas com o controle
positivo (Psg 1462 niao transformada) a partir de 48 horas apds a inoculacdo, no entanto nas
plantas inoculadas com o clone Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71), sintomas parecidos sé
puderam ser visualizados a partir do 5* dai. Em plantas inoculadas com
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) nao foram observados sintomas nitidos. A HR foi mais
definida nas plantas inoculadas com Psg 1462 nao transformada (controle), apesar de ter sido
fraca e observada principalmente nas folhas cotiledonares e em alguns foliolos do 1° trifélio
expandido. Na Figura 19 podem ser observados os sintomas apds a inoculacdo na ODgpp = 0,1
com o controle postivo (Psg 1462 nao transformada) (Figuras 19B e 19F) e os clones
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) (Figuras 19C e 19G) e Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23)
(Figura 19D e 19H), comparativamente ao controle negativo (Figuras 19A e 19E) aos 5 dai.
Nas plantas inoculadas com o controle negativo (10 mM MgCl,+Silwet L-77), e também nas
demais plantas inoculadas, foram observadas lesdes idénticas as ja relatadas nas infiltracdes a
vdcuo anteriormente realizadas nos genétipos PI 587905, PI 594538-A e Williams 82 (Figura
15).

A contagem das UFCs apds a coleta dos discos foliares imediatamente apds a
inoculacdo revelou que para o controle positivo (Psg 1462 ndo transformada) haviam sido
efetivamente inoculadas 1,1 x 10° ufc/mL, enquanto para Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71)
foram inoculadas 5 x 10° ufc/mL e para Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) 4,8 x 10° ufc/mL.
Esta variabilidade pode explicar as diferencas na capacidade de indu¢do de HR e sintomas

observados.
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Figura 19 - Sintomas observados em Williams 82 apés inoculaciao a vacuo com Psg 1462
nao transformada, oS clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23), em comparacao a inoculacao com solucio salina. (A)
e (E) solucdo salina (controle negativo): 10 mM MgCl,+Silwet L-77; (B) e (F) controle
positivo: Psg 1462 nao transformada; (C) e (G) Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71); (D) e (H)
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23). As plantas foram infiltradas com suspensdes bacterianas
a ODgpp = 0,1. Fotos tiradas 5 dai.
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5. DISCUSSAO

A inoculagdo por mergulho ndo se mostrou um método consistente para andlise
funcional de genes candidatos de P. pachyrhizi baseado no SST3 de Psg 1462, uma vez que
de forma geral ndo houve uma boa uniformidade na severidade apresentada entre os
experimentos realizados durante a andlise funcional. Esta variabilidade pode ser explicada
tanto pela influéncia da época de realizacdo do experimento no crescimento das plantas, que
afetou o padrao de desenvolvimento dos tecidos e sua maturidade, consequentemente os
resultados (apesar de se buscar a utilizagdo de plantas no mesmo estigio fenoldgico), bem
como pela utilizagdo de uma suspensao bacteriana com numero de ufc/mL desigual entre os
experimentos (apesar de todas as suspensdes bacterianas terem sido previamente ajustadas
para a ODggp = 0,5), ja que ndo houve uma coleta de tecido foliar apds a inoculacdo dos clones
para aferir a populacdo bacteriana na folha logo apds a inoculacdo, e isto pode ter
influenciado na manifestacdo da severidade nos gendétipos entre os experimentos realizados.

A variabilidade na severidade observada entre as repeticdes bioldgicas (mesmo
genotipo, mesma época de inoculag¢io), para os clones contendo efetores e para o controle,
poderia ser explicada pela variabilidade no vigor das sementes de um mesmo genotipo, apesar
de as plantas terem sido conduzidas sob as mesmas condi¢cdes e inoculadas
concomitantemente. Essa variabilidade intrinseca ao proprio genétipo pode também explicar a
maior ou menor sensibilidade de plantas a combinacdo do método de inoculacdo (a vacuo)
com a presenga de Silwet L-77, uma vez que a inoculagdo a viacuo promove uma infiltragao
forcada da suspensdo bacteriana sendo, portanto, um método mais drastico, podendo causar
danos e fitotoxicidade (no caso do Silwet L-77) nos tecidos mais tenros. Apesar disso, nos
ensaios para determinacdo das curvas de crescimento, observou-se uma maior uniformidade
na severidade de sintomas entre as repeticoes bioldgicas, comparativamente ao método de
inoculacdo por mergulho usado na triagem inicial dos genes candidatos.

Apesar da variabilidade da severidade dos sintomas observada nos diferentes ensaios,
foi possivel selecionar dois genes candidatos para estudos funcionais mais detalhados. A
avaliagdo da severidade dos sintomas no gendtipo PI 594538-A causados pelo clone
Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) comparativamente a Psg 1462 ndo transformada, indicou
uma possivel atividade supressora de resposta de defesa do efetor PHPA_RSP_71 neste
genotipo. A supressdo de resposta de defesa, como inicialmente sugere o fendtipo desta

interacdo, poderia ser traduzida por um maior crescimento bacteriano neste gendtipo. No
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entanto, ao se analisar o crescimento bacteriano no gendtipo PI 594538-A, o clone
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) apresentou menor crescimento em comparagdo ao
controle (Psg 1462 ndo transformada) e ao clone Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23). No
entanto em tabaco, em N. benthamiana e nos gendtipos de soja PI 587905 e Williams 82,
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) ndo apresentou crescimento diferente dos demais clones
analisados. O fato de ndo ter ocorrido diferenca significativa nas demais quantificacdes
bacterianas in planta, sugere que pEDV6::PHPA_RSP_71 ndo trouxe efeitos deletérios para a
fisiologia de Psg 1462, pois a bactéria expressando o efetor apresentou 0 mesmo
comportamento da bactéria ndo transformada em planta ndo hospedeira (ex. tabaco) e em soja
resistente e suscetivel a bactéria, respectivamente (Williams 82 e PI 587905). Desta forma,
com base nesses resultados pode-se concluir que a maior severidade de sintomas observada no
gendtipo  PI  594538-A em  resposta a  inoculagio com o  clone
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71), pode ter sido causada pela utilizacio de uma suspensao
bacteriana com um maior nimero de ufc/mL (apesar de todas as suspensdes bacterianas terem
sido previamente ajustadas para a ODgy = 0,5), ja4 que ndo houve uma coleta de tecido foliar
ap6és a inoculacdo dos clones, para aferir a populacdo bacteriana na folha logo apds a
inoculagdo.

Abe (2012) ao também fazer uma andlise funcional nos mesmos gendtipos pelo
sistema EDV, no entanto utilizando pEDV6::PHPA_RSP_71 em Psg raca 4 e avaliando o
fendtipo apds inoculag@o a vacuo, observou menor evolugao dos sintomas com esse clone em
todos os genétipos avaliados, o que poderia indicar uma possivel ativacdo de respostas de
defesa ou até mesmo uma interferéncia deste efetor no SST3. Resultados opostos foram
observados no presente estudo, uma vez que por meio da inoculagdo por mergulho nos
mesmos genotipos, no entanto utilizando o isolado bacteriano Psg 1462, observou-se para
pEDV6::PHPA_RSP_71 maior severidade. Resultado similar ao observado por Abe (2012)
para este clone foi observado somente na interacdo com o genétipo PI 594754, em que houve
menor severidade em relagdo ao controle, sugerindo uma ativacdo de respostas de defesa
neste gendtipo. Todavia, essa interacdo tem que ser também confirmada futuramente pela
andlise de crescimento bacteriano.

O clone Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_23) apresentou a menor severidade de
sintomas em todos os gendtipos de soja e entre todos os clones bacterianos inoculados. Esse
resultado sugeriu uma possivel interferéncia do efetor PHPA_RSP_23 na funcionalidade do

SST3 de Psg 1462, o que poderia resultar num menor crescimento dessa bactéria tanto em

47



plantas hospedeiras quanto em plantas ndo hospedeiras. Essa hipétese foi inicialmente
refor¢cada pela atenuacdo dos sintomas de HR observados em tabaco, uma vez que mutacdes
nos genes hrp (hypersensitive reaction and pathogenicity) juntamente com os genes hrc (hrp
conserved) que codificam o SST3, resultam na atenuagdo ou perda da capacidade de indugdo
de HR em plantas ndo hospedeiras e de patogenicidade em plantas hospedeiras, nao
permitindo ou reduzindo a manifestacido de sintomas em cultivares suscetiveis (Tampakaki et
al., 2010). Todavia, o crescimento desse clone nao foi diferente de Psg 1462 nao
transformada e dos outros clones inoculados nos genétipos de soja avaliados. Da mesma
forma, ndo se observou diferencas entre o  crescimento do  clone
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) e Psg1462 em tabaco ou em N. benthamiana.

Fabro ef al. (2011) em um estudo de analise funcional de candidatos a efetores de H.
arabidopsidis em diferentes genotipos de Arabidopsis também utilizando o sistema EDV,
observaram que a maioria dos efetores contribuiu para o crescimento bacteriano de maneira
geral nos gendtipos avaliados de Arabidopsis, o que sugere que os efetores analisados sdo
capazes de suprimir as respostas de defesa, evitando o reconhecimento pelo hospedeiro. No
entanto devido a falta de especificidade entre o fendtipo observado e os diversos efetores
avaliados, os autores postularam que os efetores de H. arabidopsidis poderiam estar
interferindo com a funcdo dos proprios efetores da espécie bacteriana utilizada. De modo
andlogo, € possivel que ao afetar o SST3, PHPA_RSP_23 pode afetar ndo s6 sua propria
translocacdo mas também a translocagcdo dos efetores de Psg 1462, restringindo a severidade
dos sintomas e também a secrecdo de efetores envolvidos na ativacdo da HR em plantas ndo
hospedeiras. Desse modo, para melhor elucidar os resultados encontrados (atividade
supressora de morte celular em tabaco, supressao de respostas de defesa em N. benthamiana e
no gendtipo Williams 82 e ativacdo de respostas de defesa nos demais gendtipos de soja), €
necessaria uma andlise de secre¢do in vitro e in planta da proteina codificada por
PHPA_RSP_23 para verificar a funcionalidade do SST3 e assim comprovar que os resultados
observados em soja e tabaco sdao devido a atividade da proteina efetora codificada por
PHPA_RSP_23.

De forma geral, as diferencas observadas entre os diferentes gendtipos de soja quanto
a inoculacdo dos clones bacterianos de Psgl1462(pEDV6::PHPA_RSP) por mergulho, podem
ser devido a propria variabilidade genética entre os gendtipos de soja. Em seus estudos Fabro
et al. (2011) sugerem que a agressividade de H. arabidopsidis aos diferentes gendtipos de

Arabidopsis testados pode ser o resultado da atuacdo de diversos efetores que apresentam
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efeitos gendtipo-especificos fracos. Desse modo alguns alvos dos efetores seriam conservados
entre os genodtipos, ja outros alvos seriam varidveis.

E clara a influéncia na obtencdo dos resultados, do método de inoculacio e da
estirpe/isolado de Psg utilizado, uma vez que estirpes/isolados diferentes da mesma espécie
bacteriana apresentam efetores diferentes, que podem interagir de forma diversa com os
efetores de P. pachyrhizi expressos, uma vez que no trabalho de Abe (2012) utilizando
Psg4(pEDV6::PHPA_RSP) e os mesmos gendtipos, os gendtipos mais suscetiveis de forma
geral, foram PI 594754, PI 587880-A e PI 594835-A, enquanto no presente estudo foram os
genotipos PI 587886 e PI 587905, sendo que o gendtipo PI 594754 anteriormente apontado
entre os mais suscetiveis, neste estudo figura no grupo dos mais resistentes. Portanto sugere-
se que se busque uma melhor padronizagdo para a obtencdo de novos resultados.

Ashfield et al. (1995) analisando o crescimento bacteriano de Psg raca 4 em cultivares
de soja contendo o gene RPG1 que reconhece tanto avrB quanto avrRpml1, obtiveram nas
interacdes compativeis (para ufc/mL semelhantes as utilizadas neste trabalho) populacdes
bacterianas (Log;o ufc/cm?®) entre 6 e 7 ja no 2° dai e para as interagdes incompativeis, entre 4
e 5. Katagiri et al. (2002), estudando a interacdo entre P. syringae e Arabidopsis também
observaram populagdes bacterianas de aproximadamente 7 j4 no 2° dai para interagcdo
compativel (para ufc/mL semelhantes), com queda populacional ja no 4° dai; e para interacdo
incompativel também observaram populagdes bacterianas entre 4 € 5 com crescimento estdvel
a partir do 2° dai. No entanto no presente estudo, populagdes bacterianas semelhantes foram
obtidas mais tardiamente nas interacdes compativeis (genétipos PI 587905 e PI 594538-A),
sendo que até o 8° dai ndo foi observada queda populacional, revelando que Psg 1462 cresce
mais lentamente e que, portanto, a queda populacional também ocorre mais tardiamente. Nos
gendtipos PI 587905 e PI 594538-A, o aparecimento dos sintomas a partir do 4° dia, estd de
acordo com o que foi relatado por Katagiri et al. (2002) na interacdo de P. syringae e
Arabidopsis, uma vez que os autores também correlacionaram o aparecimento dos sintomas
iniciais no 2° dai, ao pico populacional de crescimento bacteriano (Logio ufc/em?® = ~7), que
no presente estudo ocorreu justamente por volta do 4° dai.

Na curva de crescimento no gendtipo Williams 82 (interagdo incompativel), foram
obtidas populacdes bacterianas mais elevadas (cerca de 1 Log;o a mais) do que as observadas
por Ashfield et al. (1995) e Katagiri et al. (2002) para para ufc/mL semelhantes as inoculadas
neste trabalho. Porém, uma vez que houve uma tendéncia a estabiliza¢do do crescimento j4 a

partir do 2° dia (bem como observado nos referidos estudos) tendéncia esta que permaneceu
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até o 6° dia (e que difere do comportamento observado nos gendtipos suscetiveis a Psg 1462),
a curva obtida no gendétipo Williams 82 é condizente com uma curva de crescimento para uma
interacdo incompativel, o que comprova que de fato este genétipo tem resisténcia a Psg 1462.
Provavelmente o fato de a bactéria ter crescido um pouco mais do que o convencional, se
relaciona com o préprio resultado de HR fraca observado na inoculacdo a viacuo na ODggp =
0,1 48 horas ap6s a inoculagdo com o controle (Psg 1462 ndo transformada). Portanto estes
resultados a priori, confirmam que de fato o genétipo Williams 82 pode ser utilizado como
controle negativo para doenga (controle positivo para resisténcia), uma vez também que a
estirpe de Psg 1462 ndo transformada (controle positivo para doencga), ndo € capaz de
provocar sintomas neste genétipo. Abe (2012) ao inocular a véicuo este gendtipo com a
constru¢ao pVSP61-avrB em diferentes concentragdes, visualizou HR nitida 48 horas ap6s a
inoculagdo, uma vez que este genotipo tem o gene RPG1 que reconhece a proteina de
aviruléncia avrB produzida por Psg (Zou et al., 2005).

O crescimento bacteriano observado em tabaco foi consistente com crescimento
observado em espécies nao hospedeiras (para ufc/mL semelhantes), uma vez que nao houve
praticamente nenhum crescimento bacteriano, pois o quantitativo inoculado se manteve
constante ao longo do periodo amostrado, sendo que a populacdo bacteriana méxima obtida
(Logio ufc/cm?) foi de aproximadamente 3, que € consistente com a populacdo bacteriana
maxima obtida por exemplo por Sharma et al. (2013) para B. glumae em N. benthamiana
(espécie nao hospedeira) e por Katagiri et al. (2002) para P. syringae pv. tomato DC3000
hrpH (mutante no SST3, portanto ndo patogénica) em Arabidopsis.

Em N. benthamiana, foi observada uma tendéncia de elevado crescimento bacteriano
para uma espécie nao hospedeira (para ufc/mL semelhantes na literatura), uma vez que ao 3°
dai foi obtida populacio bacteriana préxima de 6 (Logo ufc/cm?®) com tendéncia de
continuidade do crescimento, o que contraria 0 comumente observado em plantas nado
hospedeiras, como o observado por Sharma et al. (2013) para B. glumae em N. benthamiana,
em que a populacdo bacteriana maxima obtida foi em torno de 3 havendo queda populacional
ja ao 3° dai. Wei et al. (2007) mutaram quatro grupos de genes que codificam 13 efetores de
Pst DC3000 que possuem capacidade para provocar HR em N. benthamiana, entre eles o
cluster IV (hopD1, hopQ1I-1, hopRI) que codifica o efetor HopQ1-1. Muta¢des no cluster IV
e apenas no efetor hopQ1-1, permitiram que os mutantes se multiplicassem a niveis elevados,
produzissem sintomas e extensa necrose em N. benthamiana semelhantemente ao que foi

observado na patogé€nese por P. syringae pv. tabaci (Pta). Esses resultados indicam que Pst
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DC3000 € capaz de causar doenca em N. benthamiana caso haja uma mutacdo no efetor
hopQ1I-1 ou no cluster IV e que o caréter dos sintomas observados € alterado pela presenca
dos efetores restantes, sugerindo que o efetor HopQ1-1 pode atuar como determinante de
viruléncia na interacdo entre Pta e N. benthamiana, € ja para a interacdo com Pst DC3000, ele
seria o unico determinante de aviruléncia, impedindo Pst DC3000 de causar doenga. Portanto
€ possivel que Psg 1462 seja capaz de causar doenga em N. benthamiana por ndo possuir
efetores reconhecidos pelo sistema de defesa dessa planta. Alternativamente, Psg 1462 pode
ter efetores que suprimem o sistema de defesa de N. benthamiana e que nao estao presentes
em outros isolados desta bactéria. Portanto a necrose observada nas infiltragdes para HR
poderia ndo se configurar como HR, e sim como parte dos sintomas da doenca,
semelhantemente a necrose provocada por Pta quando infiltrada na mesma concentracao (1 x
10® ufc/mL) em folhas de N. benthamiana, conforme observaram Wei et al. (2007). Para
confirmar esta hipdtese e comprovar que Psg 1462 apresenta auséncia de efetores que sdao
reconhecidos pelo sistema de defesa da planta ou presenca de efetores que suprimem
respostas de defesa, diferentemente a outros isolados/estirpes de Psg, estudos mais detalhados
na mesma linha dos realizados por Wei et al. (2007) sdo necessdrios, utilizando Psg 1462 e
outros isolados e estirpes, como por exemplo, Psg raca 4.

Por fim, em relacdio aos clones Psgl462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23) crescidos em meio de cultura somente com rifampicina e
em meio com rifampicina e gentamicina na curva de crescimento em soja (PI 587905) e em N.
benthamiana, o fato de nao ter sido observada de forma geral, diferenca significativa pelo
teste t a 5% na quantificacdo bacteriana/crescimento in planta entre os meios seletivos
avaliados, comprova a estabilidade do vetor pEDV6 na bactéria na auséncia de selecao in
vitro e durante a interacdo com a planta; com exce¢ao da quantificacdo bacteriana do clone
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) em N. benthamiana, em que a partir do segundo dia
avaliado hd uma tendéncia de instabilidade do plasmideo, uma vez que foi recuperada maior
populacdo bacteriana no meio seletivo sem selecdo in vitro. A amplificacio por PCR dos
genes candidatos dos clones Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_71) e
Psg1462(pEDV6::PHPA_RSP_23), recuperados a partir de colonias crescidas com os dois
meios seletivos, comprova que de fato, as colOnias recuperadas em ambos 0s meios
continham os clones de interesse inicialmente inoculados. No entanto para provar que os
efetores sao de fato translocados para o citoplasma das cultivares de soja resistentes, sao

necessarios estudos de secrecdo, in vitro (cultivar esses clones em meio minimo e extrair as
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proteinas) e também de transloca¢do in vivo extraindo as proteinas do tecido vegetal

inoculado.
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6. CONCLUSOES

il.

1il.

iv.

Vi.

A andlise funcional de 10 genes de Phakopsora pachyrhizi que codificam proteinas
secretadas utilizando o vetor EDV e o SST3 de P. savastonoi pv. glycinea 1462, pelo
método de mergulho, permitiu a selecao inicial de dois efetores para estudos funcionais
detalhados: 1) PHPA_RSP_71 pelo fato da sua expressdo em Psg 1462 resultar em maior
severidade de doenca no gendtipo PI 594538-A e menor severidade no gendtipo PI
594754; e 2) PHPA::RSP_23 cuja expressdao resultou em redugdo da severidade dos
sintomas nos diversos gendtipos avaliados e na atenuagcao da HR em tabaco.

A andlise temporal do crescimento bacteriano nos genétipos de soja ndo confirmou a
atividade efetora postulada para PHPA_RSP_71 e PHPA_RSP_23.

O método de inoculagdo por mergulho ndo se mostrou adequado para as andlises
funcionais em soja devido a alta variabilidade na severidade dos sintomas observados
entre as repeticdoes bioldgicas dos gendtipos inoculados, em contrapartida a maior
uniformidade na severidade observada nas inoculacbes a védcuo para as curvas de
crescimento, sendo possivelmente o método de inoculacdo a vdcuo mais indicado para
estas andlises.

O gendtipo Williams 82 se mostrou resistente a Psg 1462, podendo ser utilizado como
controle negativo para doenga nas andlises funcionais.

Psg 1462 foi capaz de se multiplicar em niveis elevados em N. benthamiana que é
comumente classificada como planta ndo hospedeira, ndo sendo possivel determinar essa
espécie como sendo adequada para estudos funcionais de indugao/supressao de HR, ao se
utilizar Psg 1462.

A expressao transiente de proteinas efetoras candidatas no citoplasma de variedades de
soja resistentes a PPUFV02, através do SST3 de P. savastanoi pv. glycinea 1462 é uma
técnica promissora, sendo que o vetor pEDV6 apresenta de forma geral estabilidade e nao

altera a capacidade de multiplicag¢do da bactéria in planta.
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