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RESUMO

BUENO, Thays Vieira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 202I.
Caracterizacio de efetores de Phakopsora pachyrhizi e de seus alvos de interacao na soja.
Orientador: Aluizio Borém de Oliveira. Coorientadora: Francismar Corréa Marcelino-
Guimaraes.

A ferrugem asidtica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, € uma das principais
doencas que acometem esta cultura, sendo um fator limitante para a producdo de soja no Brasil
e no mundo. As principais estratégias de controle dessa doenca baseiam-se na utilizacdo de
fungicidas, no estabelecimento de vazio sanitdrio, uso de cultivares precoces e uso de
resisténcia genética. A resisténcia genética da soja a partir de técnicas de melhoramento tem
sido explorada, utilizando genes de resisténcia a P. pachyrhizi (Rpp). Embora tenha sido
mapeado sete genes de resisténcia, ainda nio existem cultivares de soja com resisténcia a todos
os isolados da populacdo do patégeno. Nesse sentido, a utilizagdo de técnicas biotecnoldgicas
associadas ao melhoramento de plantas pode auxiliar na produgdo de cultivares com resisténcia
durével. Para tanto, a compreensdo sobre interacdo soja - P. pachyrhizi é de suma importancia
para o sucesso no controle da doenga. O objetivo do trabalho foi caracterizar os candidatos a
efetores de P. pachyrhizi por meio da validacdo da func¢ao efetora e identificacdo de parceiros
de interacdo das proteinas dos efetores candidatos, de forma a compreender o papel das
interacOes na resposta de defesa da planta. Foi realizado os ensaios de duplo hibrido de levedura
e pull down para identificar proteinas da soja que interagem com o efetor Phapa-7431740. A
proteina glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (GmBGLU) interagiu com o efetor
Phapa- 7431740 pelo sistema duplo hibrido de levedura. Para caracterizagdo da
beta-1,3-glucanase da soja foi realizado andlise filogenética da familia PR-2 e perfil de
expressdo génica no gendtipo de soja suscetivel e resistente de P. pachyrhizi. Para
caracterizacdo in silico do candidato a efetor Phapa-6417246 foi utilizado os bancos de dados
dos trés genomas de Phakopsora disponiveis no Joint Genome Institute (JGI). Para o efetor
Phapa-6417246 foi realizado os ensaios de supressdo de PTI e ETI, e a anélise de RT-qPCR ao
longo do ciclo infeccioso em folhas de soja (cultivar BRS 184). Além disso, foi realizado o
ensaio de pull down. Os resultados permitiram demonstrar que o candidato a efetor
Phapa- 6417246 suprimiu as respostas de defesa da planta mediadas por PTI e ETI, e sua
expressdo foi induzida na presenca do hospedeiro nos tempos 6, 12, 24 e 48 horas apds a

inoculacdo do fungo. Assim, concluiu-se que a proteina da soja GmBGLU ¢ possivelmente alvo



do candidato a efetor de P. pachyrhizi Phapa-7431740. Esse efetor pode interferir na atividade
dessa enzima, que € uma proteina relacionada a patogénese induzida pela presenca do patégeno.
Além disso, foi validada a fungdo efetora do candidato a efetor Phapa-6417246, sendo esse
efetor induzido na presenca do hospedeiro. Porém, ainda sao necessarios realizar mais estudos

para aprofundar o entendimento da atuacio dos efetores nos mecanismos de defesa da planta.

Palavras-chave: Beta-1,3-glucanases. Interacdo planta-patégeno. Proteinas efetoras. Sistema

duplo hibrido de levedura. Soja.



ABSTRACT

BUENO, Thays Vieira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2021.
Characterization of Phakopsora pachyrhizi effectors and their interaction targets in
soybean. Adviser: Aluizio Borém de Oliveira. Co-adviser: Francismar Corréa Marcelino
Guimaraes.

Asian soybean rust, caused by the fungus Phakopsora pachyrhizi, is one of the major diseases
that affect soybean, being a limiting factor for this crop production in Brazil and worldwide.
The main strategies for controlling Asian soybean rust comprise fungicides action, the
establishment of a sanitary void, the use of early cultivars, and genetic control. The promotion
of soybeans' genetic resistance using breeding techniques has been explored using P. pachyrhizi
(Rpp) resistance genes. Although seven resistance genes have been mapped, there are still no
soybean cultivars resistant to all pathogen population isolates. Thus, the use of biotechnological
techniques for plant breeding can contribute to the production of cultivars with lasting
resistance. Therefore, understanding the soybean - P. pachyrhizi interaction is very important
for the successful control of this disease. This work aimed to characterize candidate effectors
of P. pachyrhizi through the validation of the effectors' function and identification of the
effectors' interaction partners to understand the role of these interactions in the plant defense
response. Yeast two-hybrid and pull-down assays were performed to identify soybean proteins
that interact with the Phapa-7431740 effector. The glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase
(GmBGLU) protein interacted with the Phapa-7431740 effector by the yeast two-hybrid system.
Phylogenetic analysis of the PR-2 family and the gene expression profile of susceptible and
resistant soybean genotype to P. pachyrhizi were performed to characterize the soybean beta
1,3 glucanase. For the in silico characterization of the Phapa-6417246 candidate effector, the
three genomes of Phakopsora available at the Joint Genome Institute (JGI) were used.
Suppression tests of PTT and ETI and RT-qPCR analysis during the infectious cycle in soybean
leaves (cultivar BRS 184) were performed for the Phapa-6417246 effector. In addition to that,
the pull down test was performed. The Phapa-6417246 candidate effector suppressed the plant
defense responses mediated by PTI and ETI, and its expression was induced in the host presence
at 6, 12, 24, and 48 hours after the fungus inoculation. It was concluded that the GmBGLU
soybean protein is a possible target of the P. pachyrhizi Phapa-7431740 candidate effector. This
effector may interfere with the activity of this enzyme, which is a protein related to the

pathogenesis induced by the presence of P. pachyrhizi. Also, the function of the Phapa-6417246



candidate effector was validated, and its expression was induced in the presence of the host.
However, further studies are still needed to deepen the understanding of effectors' performance

in the plant's defense mechanisms.

Keywords: Beta-1,3-glucanases. Plant-pathogen interaction. Effector proteins. Yeast two-

hybrid. Soybean.
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INTRODUCAO GERAL

A ferrugem asidtica da soja € uma das principais doengas que afeta esta cultura, sendo
um fator limitante para a producdo de soja no Brasil e no mundo. Causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi, pertencente a ordem Pucciniales (Goellner et al., 2010), a ferrugem
asidtica pode ocasionar perdas de produtividade de até 90%, quando em condi¢des favordveis
ao desenvolvimento da doenca (Goellner et al., 2010; Tremblay et al., 2013).

Atualmente, as principais estratégias de controle da ferrugem asidtica da soja baseiam-
se na utilizacdo de fungicidas, no estabelecimento de vazio sanitério, uso de cultivares precoces
e na delimitacdo do periodo de semeadura em alguns estados do Brasil (Goellner et al., 2010;
Tremblay et al., 2013). O uso de fungicidas € um dos principais métodos, porém ndo €
totalmente eficaz, uma vez que o nivel de controle depende da quantidade inicial do indculo do
patégeno e do tempo de aplicacdo do produto (Goellner et al., 2010), além de ndo existir
nenhum fungicida utilizado para o controle da ferrugem, ao qual ndo tenha sido relatada a
resisténcia ou menor sensibilidade.

A resisténcia genética da soja a partir de técnicas de melhoramento tem sido explorada,
utilizando genes de resisténcia a P. pachyrhizi (Rpp). Ja foram mapeados sete genes de
resisténcia. Entretanto, cultivares de soja com resisténcia a todos os isolados da populagdo de
patégenos ainda ndo estdo disponiveis no mercado (Pham et al., 2009).

Como o controle da doenca € limitado, hd o interesse em investigar estratégias de
controle, como as baseadas em novas técnicas biotecnoldgicas. Para tanto, hd necessidade de
mais pesquisas sobre a interagcdo soja - P. pachyrhizi.

E sabido que as plantas possuem mecanismos de resisténcia basal devido a sua
capacidade de reconhecer os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e também
de reconhecer proteinas efetoras, secretadas pelo patdégeno, por meio de receptores
intracelulares (Dodds & Rathjen, 2010).

Para obter sucesso na infec¢do os fungos biotréficos, como P. pachyrhizi, produzem
proteinas efetoras que s@o direcionadas ao citoplasma do hospedeiro, tornando o ambiente
favoravel ao crescimento e a reproducdo do patégeno (Hall et al., 2009). Essas alteragdes
causadas pelo patégeno podem incluir a supressio do sistema imune do hospedeiro, juntamente
com a adaptacdo do metabolismo do hospedeiro para nutricio do fungo, uma vez que as
proteinas efetoras sdo capazes de alterar os processos celulares do hospedeiro (Hall et al., 2009;

Panstruga & Dodds, 2009).



15

Os estudos moleculares recentes sobre a resposta de defesa da planta e estratégias de
infec¢do do patégeno estdo desvendando uma nova perspectiva sobre essa interagdo planta-
patégeno (Dodds & Rathjen, 2010). Assim, com a identificacdo e a caracterizacio de efetores
de P. pachyrhizi espera-se encontrar informacgdes sobre os mecanismos de acdo que permitem
a penetracao e colonizacdo do fungo na planta de soja e, desta forma, promover a infec¢io e
suprimir a defesa da planta (Qi et al., 2016; Whitham et al., 2016). Esse entendimento é de suma
importancia para o desenvolvimento de estratégias que possibilitem uma resisténcia durdvel e
de amplo espectro para controle desse patdégeno.

Existem estudos a nivel do transcriptoma de P. pachyrhizi expresso durante a interacao
com a soja (Carvalho et al., 2017; Tremblay et al., 2013) e em estruturas especializadas como
o haustorio (Kunjeti et al., 2016; Link et al., 2014), contudo, pouco se sabe sobre o processo de
infeccdo a nivel molecular (Luster et al., 2010). Utilizando a predi¢do de efetores candidatos
pelo secretoma de P. pachyrhizi in planta por meio do sistema de secrecdo III de bactérias em
folhas de Nicotiana benthamiana, foi possivel identificar proteinas candidatas a efetor capazes
de suprimir a resposta de defesa da planta mediada pela imunidade ativada por efetores (ETI)
(Carvalho et al., 2017).

Visto isso, este trabalho teve como objetivo caracterizar os candidatos a efetores de
P. pachyrhizi por meio da validagcdo da func¢ao efetora e identificac@o de parceiros de interagdao
das proteinas dos efetores candidatos, de forma a compreender o papel das interacdes na
resposta de defesa da planta. A partir das interagcdes obtidas, inferir sobre as possiveis vias de

sinalizagdo em que os efetores candidatos possam atuar.
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CAPITULO I

Proteina glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (GmPGLU) da soja como alvo de interacao

de efetor de Phakopsora pachyrhizi
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RESUMO

A ferrugem asidtica da soja é uma das principais doengas que afetam o desenvolvimento da
cultura da soja. As limitagdes das estratégias de controle sdo relacionadas a interacdo
soja - P. pachyrhizi apresentar alta especificidade. A P. pachyrhizi é capaz de secretar efetores
envolvidos no parasitismo, através do haustério. Embora alguns estudos tenham validado a
funcdo efetora das proteinas secretadas pelo fungo, apenas um efetor teve seu alvo identificado
na soja. Tais estudos sdo essenciais para compreensdo dos mecanismos de patogénese e,
consequentemente, auxiliar no desenvolvimento de alternativas de controle da doenca. O
objetivo deste trabalho foi compreender os mecanismos de patogenicidade de P. pachyrhizi na
interacdo com a soja, a partir da identificacdo dos possiveis parceiros de interagdo do modelo
génico Phapa-7431740. Para identificar a proteina da soja que interage com o efetor, foi
utilizado técnicas moleculares como ensaios de duplo hibrido de levedura e pull down. Para
caracterizacdo da beta-1,3-glucanase da soja foi realizado andlise filogenética da familia PR-2
e perfil de expressdo gé€nica no genodtipo de soja suscetivel e resistente de P. pachyrhizi. A
proteina glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (GmBGLU) interagiu com o efetor Phapa-
7431740 pelo sistema duplo hibrido de levedura. A familia PR-2 de soja foi dividida em oito
subfamilias, e a GmPGLU foi classificada como tipo IV quanto a estrutura dos dominios na
proteina. Os resultados permitiram concluir que a proteina da soja GmBGLU ¢ possivelmente
alvo do candidato a efetor de P. pachyrhizi, Phapa-7431740. Esse efetor pode interferir na
atividade dessa enzima, que € uma proteina relacionada a patogénese induzida pela presenca do

patégeno.

Palavras-chave: Efetor de ferrugem. Interagdo planta-patégeno. Interacido proteina-proteina.

Glycine max.
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ABSTRACT

Asian soybean rust is one of the major diseases that affect the development of soybean culture.
The control strategies for this disease present as a limitation the high specificity of the
soybean - P. pachyrhizi interaction. P. pachyrhizi can secrete effectors involved in parasitism
through the haustoria. Although some studies have validated the effector function of proteins
secreted by this fungus, only one effector had its target identified in soybean. Such studies are
essential for understanding the mechanisms of pathogenesis and, consequently, assisting in the
development of alternatives to control this disease. The aim of this work was to understand the
pathogenic mechanisms of P. pachyrhizi in the interaction with soybean by identifying possible
interaction partners of the Phapa-7431740 gene model. Molecular techniques, such as yeast
two-hybrid and pull-down assays, were used to identify the soybean protein that interacts with
the effector. Phylogenetic analysis of the PR-2 family and the gene expression profile of
susceptible and resistant soybean genotype to P. pachyrhizi were performed to characterize the
soybean beta-1,3-glucanase. The glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (GmBGLU) protein
interacted with the Phapa-7431740 effector in the yeast two-hybrid system. The PR-2 soybean
family was divided into eight subfamilies, and GmBGLU was classified as type IV according
to the structure of the protein domains. It was concluded that the soybean protein GmBGLU is
a possible target of the P. pachyrhizi effector candidate Phapa-7431740. This effector may
interfere with the activity of this enzyme, which is a protein related to the pathogenesis induced

by the presence of P. pachyrhizi.

Keywords: Protein-protein interaction. Rust effector. host-pathogen interaction. Glycine max
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1 INTRODUCAO

A ferrugem  asidtica da  soja causada pelo fungo  biotréfico
Phakopsora pachyrhizi (Sydow & Sydow) € uma das principais doencas que afetam a cultura.
Desde o primeiro relato de sua ocorréncia no Brasil, em 2001, a ferrugem asiatica tem causado
danos significativos a soja levando a grandes perdas econdmicas (Godoy et al., 2016). Uma das
dificuldades de controle se deve ao fato da interacdo soja - P. pachyrhizi apresentar alta
especificidade, pois, uma vez que este fungo € um parasita obrigatério, hd uma coevolucio entre
o patdégeno e seu hospedeiro, o que torna esse patégeno altamente adaptativo (Aime et al.,
2017). Logo, o entendimento sobre os processos bioldgicos e moleculares do fungo torna-se
relevante para o maior conhecimento sobre essa doenga (Rinc@o et al., 2018), e a partir disso,
encontrar outras alternativas de controle.

Em funcdo disso, o estudo das interacdes moleculares do patossistema
soja - P. pachyrhizi ¢ de suma importancia para auxiliar no controle da doenca. Os estudos de
interacao soja - P. pachyrhizi disponiveis focam principalmente em andlises de transcriptoma,
visando identificar genes responsivos na soja durante a infeccao em interacdoes compativeis e
incompativeis (Morales et al., 2013; Panthee et al., 2007; Schneider et al., 2011; van de Mortel
et al., 2007). Alguns trabalhos utilizaram anélises de protedmica para identificar proteinas do
fungo presentes na germinacao dos uredinidsporos (Luster et al., 2010) e proteinas especificas
no processo de formagado do apressorio (Stone et al., 2012).

O secretoma da Phakopsora foi descrito pela primeira vez a partir da andlise de RNAseq
utilizando amostras oriundas do haustério do fungo (Link et al., 2014). Posteriormente, este
secretoma foi expandido para 851 proteinas candidatas quando combinou o sequenciamento de
alto desempenho com a microdisseccao a laser da lesdao (Carvalho et al., 2017) e os transcritos
obtidos desse secretoma foram caracterizados quanto aos processos moleculares (Rincao et al.,
2018).

Apesar destes trabalhos, poucos sdo os estudos disponiveis que visam validar a funcao
efetora das proteinas secretadas por P. pachyrhizi. Dois candidatos a efetores de P. pachyrhizi
(CSEP-07 e CSEP-09) foram capazes de aumentar a infeccdo de P. infestans em folhas de
tabaco, sugerindo um papel na viruléncia do fungo da ferrugem da soja (Kunjeti et al., 2016).
Com o objetivo de validar candidatos a efetores de P. pachyrhizi (PpECs) em larga escala, um
estudo demonstrou que 17 PpECs foram capazes de suprimir a imunidade ativada por padrdes

moleculares associados a patdgenos (PTI) (Qi et al., 2018). O efetor PpEC23 € o unico efetor



21

de P. pachyrhizi identificado, e teve seu alvo de interacdo caracterizado no hospedeiro (Qi et
al., 2016). Esse efetor interagiu com o fator de transcri¢do da soja, GmSPL12l, pelo ensaio de
duplo hibrido de levedura, e foi sugerido seu papel na patogenicidade por meio da interferéncia
direta na regulacdo pds-transcricional de GmSPL121.

O candidato a efetor de P. pachyrhizi, de_novo_3939, foi capaz de suprimir a ETI,
utilizando Pseudomonas syringae (Pst) DC3000 em folhas de tabaco, validando sua func¢do
efetora (Carvalho et al., 2017). Os autores realizaram o estudo das familias dessas proteinas
candidatas a efetor e identificaram que o de_novo_3939 € pertencente a familia 3, em que seus
membros possuem alta quantidade de cisteina; sdo proteinas secretadas de tamanho pequeno; e
apresentam os motivos conservados, [AFY]xC e [FY]xC. Estes motivos foram descritos como
possivelmente importantes entre candidatos a efetores do fungo causadores de ferrugem (Link
et al., 2014; Saunders et al., 2012).

Ap6s a publicacdo do primeiro genoma de referéncia de P. pachyrhizi (MT2006), o
candidato de_novo_3939 foi identificado como correspondente ao modelo génico Phapa-
7431740, confirmando a sequéncia de codificacdo da proteina (CDS) predita em trabalho
anterior (Carvalho et al., 2017). Este gene codifica uma proteina de 121 aminoécidos e contém
o dominio EGF_CA (PF07645.16). O candidato a efetor foi também identificado em outros
dois genomas de P. pachyrhizi (UFV02 e K8108), recentemente publicados.

Com base no exposto, objetivo deste trabalho foi compreender os mecanismos de
patogenicidade de P. pachyrhizi na interacdo com a soja, a partir da identificacao dos possiveis
parceiros de interagdo do modelo génico Phapa-7431740, utilizando ensaios de duplo hibrido

de levedura e pull down.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao in silico do candidato a efetor Phapa-7431740

A sequéncia do transcrito do candidato a efetor de P. pachyrhizi de_novo_3939
(Carvalho et al., 2017) foi analisada quanto a similaridade significativa (70% de identidade e
50% de cobertura) com as sequéncias de proteinas do banco de dados dos trés genomas de
Phakopsora pachyrhizi (MT2006, PPUFV02 e K8108) disponiveis no JGI (https://mycocosm.
jgi.doe.gov/mycocosm/home). Essa sequéncia foi avaliada para verificar a presenca da mesma
nos genomas disponiveis, a clonagem correta e para demonstrar a estrutura do gene.

Foram realizadas andlises do nimero e percentual de residuos de cisteina na proteina
madura e presenca de dominios conservados pelo PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/), que sdao
indicativos de sua provavel funcdo biolégica. Dominios com valores de Evalue maior que 107

foram ignorados (Saunders et al., 2012).

2.2 Ensaio de duplo hibrido de levedura

2.2.1 Clonagem do modelo génico Phapa-7431740

O modelo génico Phapa-7431740 foi amplificado com primers especificos (Tabela 1) e
clonado no vetor pCR8®/GW/TOPO (Invitrogen®) formando o vetor de entrada
GW/TOPQO_ Phapa-7431740. Apés confirmagdo da clonagem por sequenciamento, o vetor
GW/TOPQO_Phapa-7431740 foi utilizado para recombinar o modelo génico P-7431740 para o
vetor de destino pDEST32 (LEU2, CEN, Gentamicina®), formando o vetor BD-7431740,
utilizando a enzima LR clonase (Invitrogen®), pelo sistema Gateway. O vetor BD-7431740
resultou no clone em que a sequéncia do gene estd fusionada ao dominio de ligagdo ao DNA
(BD) do Gal4p. Em seguida, a clonagem foi confirmada por PCR e posterior sequenciamento

do plasmideo.
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Tabela 1 — Oligonucleotideos especificos para amplificacdo e clonagem do modelo génico
7431740, para amplificagdo dos vetores, e oligonucleotideos especificos para RT-qPCR do
gene Glyma.15G142400.1 (GmBGLU).

Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3°)

Fw-Phapa7431740 TCTACACTGGTGCCAATACCAC
Rv-Phapa7431740 TTCAGTTGCAGTGACGAAGG
Fw-pDEST22 AACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTG
Rv-pDEST22 AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC
Fw-pDEST32 TATAACGCGTTTGGAATCACT
Rv-pDEST32 AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC
Fw-pEXPAD-502 CGGTCCGAACCTCATAACAACTC
Rv-pEXPAD-502 GTAAATTTCTGGCAAGGTAGAC
Fw-T7 TAATACGACTCACTATAGGG
Rv-T7 terminal GCTAGTTATTGCTCAGCGG
Fw-GmBGLU.1-RT CCTTGCCACCAATCCTGACA
Rv-GmBGLU.1-RT CCTCCAACGGGACTCACTTC

2.2.2 Ensaio de transativacao

Um ensaio preliminar de transativacdo foi realizado para determinar a capacidade do
candidato a efetor Phapa-7431740 ativar sozinho o sistema reporter. A levedura Saccharomyces
cerevisiae AH109 (MATa, trpl-901, leu2-3,112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2::GAL1UAS-GALITATA-HIS3, GAL2UASGAL2TATA-ADE2, URA3::MELUAS-
MELI1TATAIlacZ) foi transformada pelo método do acetato de litio/polietilenoglicol, com o
vetor de BD- 7431740 (isca) e o vetor pDEST22 vazio, e o resultado da transformacao foi
plaqueado em meio de selecdo synthetic dropout (SD) na auséncia de leucina e triptofano (SD-
LEU-TRP).

As colonias AH109 transformadas foram crescidas em meio liquido e utilizadas no
ensaio de transativacdo do gene repérter HIS3, segundo o manual da Clontech®, variando-se a
concentracdo 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) no meio. O resultado deste ensaio foi utilizado para

determinar a concentrac¢ao do inibidor a ser utilizado na varredura.
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2.2.3 Varredura para identificacdo de interacao proteina-proteina pelo sistema de duplo

hibrido de leveduras

A varredura pelo duplo hibrido de leveduras foi realizada de acordo com o manual da
Clontech®. O rastreio foi realizado com a biblioteca de cDNA anteriormente preparada (Alves
etal., 2011).

As leveduras AHI109 transformadas com o vetor contendo o efetor
(AH109 BD- 7431740) foram inoculadas em meio SD-LEU e crescidas por 16 al8 horas a
28 °C e 180 rpm. O pré-indculo foi transferido para 80 mL de meio SD-LEU e mantido a 28 °C
e 180 rpm até atingir D.O.¢00 = 0,4 - 0,6. A cultura foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos,
e o pellet ressuspendido em dgua destilada autoclavada. O passo de lavagem foi repetido trés
vezes. Na ultima lavagem, o pellet foi ressuspendido no mix de transformagdo (7,2 mL de PEG
50 % (m/v), 1,08 mL de acetato de litio 1 M, 1,5 mL de DNA fita simples de esperma de salmao
(ssDNA) previamente fervido por 5 minutos e 1,02 mL de DNA (20 pL de biblioteca de cDNA
de soja + 1 mL de dgua) e mantido a 42 °C por 50 minutos. A transformacao foi centrifugada a
5000 x g a 20 °C por 10 minutos e o pellet lavado com &dgua destilada por trés vezes e
ressuspendido em meio seletivo SD na auséncia de leucina, triptofano e histidina
(SD-LEU-TRP-HIS). A transformacao foi plaqueada em meio SD-LEU-TRP-HIS.

As colonias crescidas foram transferidas para placas com meio de selecdo
SD-LEU-TRP-HIS nas concentracoes 0,0; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 mM de 3-AT. As coldnias
crescidas em maior concentragdo de 3-AT foram transferidas para meio de sele¢@o liquido e os
plasmideos foram extraidos com o kit Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep I (Zymo Research®).
Para amplificacdo dos vetores-presa e manutencdo em estoque, os plasmideos extraidos da

levedura foram utilizados para a transformagao de bactérias DH5a competentes.

2.2.4 Caracterizacao das interacoes pela ativacio de genes reporteres

As interacOes encontradas foram caracterizadas quanto a ativacdo de dois genes
repérteres, segundo orientagdes do manual da Clontech®. O primeiro desses genes repérteres,
HIS3, codifica a enzima His3p (imidazolglicerol-fosfato desidratase). A expressdo desse gene
confere capacidade de crescimento em meio deficiente em histidina a linhagens de leveduras

auxotroficas para esse aminoacido. Essa enzima possui um inibidor competitivo, o 3-AT. Desse
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modo, a intensidade das interacdes reflete-se na expressio dos niveis de His3p e,
consequentemente, na sobrevivéncia das leveduras em elevadas concentracdes de 3-AT.

Para este ensaio, as leveduras obtidas na varredura foram plaqueadas em meios seletivos
SD-LEU-TRP-HIS com diferentes concentragdes de 3-AT, variando de 0 a 10 mM, e crescidas
em estufa a 28 °C por sete dias.

O segundo gene reporter, LacZ, codifica a enzima B-galactosidase e a atividade desse
gene pode ser visualizada pela degradacao de X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-Dgalactopiranosideo), ensaio no qual as interagdes entre
proteinas sdo identificadas pelo aparecimento de coloragdo azul.

Nesse ensaio, as leveduras foram transferidas para membrana de nitrocelulose sobre
meio s6lido SD-LEU-TRP, e crescidas a 28 °C durante quatro dias. Apds o crescimento das
leveduras, a membrana foi submersa em nitrogénio liquido para garantir a ruptura da parede
celular das células e entdo foi colocada sobre papel filtro embebido em tampao Z (Na;HPO4
60 mM, NaH>POs 40 mM, KCI 10 mM, MgSO41 mM pH7,0) adicionado de X-gal
(0,5 mg mL™"). A membrana foi incubada a 28°C até o desenvolvimento de coloracio azul.

Para ambos os ensaios, foi utilizado como controle positivo a proteina GmbZIPE2
(BD- E2 + AD- E2) que j4 se tem a confirmacdo da interacao entre elas (Alves et al., 2015). Os
controles negativos foram os plasmideos vazios (BD- vazio + AD- vazio) e o plasmideo BD
contendo o efetor Phapa-7431740 juntamente com o plasmideo AD vazio

(BD- 7431740 + AD- vazio).

2.2.5 Anadlise das sequéncias obtidas no sequenciamento

As sequéncias das presas obtidas foram amplificadas com primers especificos do vetor
pEXP-ADS502 (Tabela 1) e os produtos de PCR foram submetidos ao sequenciamento. As
sequéncias obtidas foram analisadas por meio da retirada da regido correspondente ao vetor
pEXP-ADS502 e posteriormente analisadas no ORFINDER
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) para identificacdo do frame de leitura das
sequéncias. As sequéncias foram analisadas por busca de similaridade no Phytozome
(http://www.phytozome.net/) e National Center for Biotechnology Information - NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para identifica¢ao das proteinas correspondentes.
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2.3 Caracterizacao in silico da familia PR-2 em soja

A proteina glucan endo-1,3-beta-glucosidase (GmBGLU), que interagiu com o efetor
Phapal-7431740, é membro da familia de proteinas relacionadas a patogénese (PR-2). Foi
realizada mineracgdo in silico para obter as sequéncias de soja, visando identificar os membros
da familia PR-2 no genoma da soja. O conjunto de dados das proteinas de Glycine max do
genoma Wm82.a4 foi obtida no banco de dados Soybase (https://www.soybase.org/dlpages/).
O modelo HMM (Hidden Markov Model) do perfil PFO0332 (dominio do glicosideo hidrolase
da familia 17 — GH17) do banco de dados do PFAM (EI-Gebali et al., 2019) foi utilizado para
selecionar as sequéncias pertencentes a familia PR-2. Fez-se a busca por similaridade desse
modelo contra as proteinas de soja, empregando o programa HMMSEARCH
(HMMER package) (Eddy, 2011) com os parametros padroes. Para a validacdo das sequéncias
selecionadas, foi realizado um alinhamento por BLASTp das sequéncias contra o banco de
dados non-redundant (nr) do NCBI a fim de verificar se alguma sequéncia ndo relacionada foi
selecionada, utilizando o E-value de 107.

Com as sequéncias de soja selecionadas, as sequéncias de proteinas da familia PR-2 de
algodoeiro (Gossypium raimondii) (Xu et al., 2016) e as sequéncias de Arabidopsis thaliana
(Doxey et al., 2007) foi realizado o alinhamento multiplo das sequéncias pelo programa
MUSCLE (Edgar, 2004) utilizando os parametros padrdo. O alinhamento multiplo resultante
foi utilizado para a constru¢do da arvore filogenética com o programa IQ-TREE (Minh et al.,
2020), também utilizando os parametros padroes.

O conjunto de 91 sequéncias de soja selecionadas anteriormente foi utilizado para
classificar as sequéncias quanto a estrutura dos dominios na proteina e identificacdo dos
dominios especificos em cada sequéncia. A identificacdo do dominio NTS (sequéncia N-
terminal) foi realizada com o programa SignaP versdes 3 e 4 (Nielsen et al., 1997). Para a
definicdo das sequéncias que possuem o dominio X8 (CBM43), o modelo Pfam PF07983 foi
aplicado na busca de similaridade contra sequéncias selecionadas, utilizando HMMSEARCH.
Por fim, para verificar a presenca do dominio CTS (sequéncia C-terminal hidrofébica), foi
utilizado o programa PredGPI (Pierleoni et al., 2008) a fim de identificar a presenga da ancora
de glicosidil fosfatidil linositol (GPI); e o programa deepLoc (Almagro Armenteros et al.,

2017), para localizac¢do do peptideo de sinal vacuolar da sequéncia.
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2.4 Perfil de expressao de GmPGLU ao longo do ciclo infeccioso de P. pachyrhizi

O perfil de expressdo de GmBGLU foi analisado durante o ciclo infeccioso em gendtipos
de soja suscetivel (BRS184) e resistente (presenca do gene de resisténcia Rpp35). Para ambos os
gendtipos, foi utilizado o isolado LPF16.1M para inoculacdo. O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes. As plantas de soja foram cultivadas
em vasos plastico de 0,5 L e mantidas em cAmara climatica de crescimento (Fitotron®). Quando
as plantas atingiram o estddio V3 foi realizada a inoculag@o do isolado da ferrugem no primeiro
e segundo trifélio de cada planta. A suspensdo dos esporos foi preparada com a adi¢do 15 mg
de esporos do isolado LPF16.1M em 30 mL de 4gua destilada com 0,05 % de Tween® 20
obtendo uma concentragio final de 10* esporos mL™!. As folhas foram coletadas nos tempos 0,

6, 12, 24, 48 e 72 horas apds inoculacdo (hai).

2.4.1 Extracao de RNA total e sintese de cDNA

As folhas de soja inoculadas e ndo inoculadas (mock) foram maceradas com nitrogénio
liquido e realizada a extracio do RNA total pelo método do Trizol (Invitrogen®), de acordo
com o protocolo do fabricante. O RNA foi ressuspendido em 35 uL de 4gua ultrapura e
armazenado a - 80 °C. As concentracdes de RNA foram quantificadas em espectrofotdmetro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific®) e a integridade analisada em gel de agarose 1 %. Para
eliminar o DNA gendmico presente nas amostras, 5 ug de RNA foi tratado com a enzima
Desoxirribonuclease (DNase I - Invitrogen®) e visualizado em gel de agarose em 1 % para
confirmar a eficiéncia do tratamento. Posteriormente, o cDNA foi sintetizado utilizando o kit
SuperScript I1I First-Strand (Invitrogen®), seguindo as instrugdes do fabricante. A amplifica¢io
do cDNA foi realizada para confirmacio da sintese das amostras € o cDNA foi armazenado a

- 20 °C.

2.4.2 Analise RT-qPCR

Os primers especificos para o gene GmPGLU foram desenhados utilizando o
Primer3Plus software (Tabela 1). Anteriormente, foi calculado a eficiéncia de cada primer,
utilizando dilui¢Oes seriadas de cDNA e calculando a regressao linear obtida para cada gene. O

perfil de expressao foi monitorado por PCR quantitativo (QPCR) usando os genes enddgenos
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EF- 1B (fator de elongacao 1 B) (Hu et al., 2009) e TUA-4 (a.— tubulina) (Ma et al., 2013) como
genes normalizadores, enquanto as plantas ndo inoculados com a ferrugem foram empregadas
como calibrador. As condi¢des de amplificacdo foram: 95 °C por 10 minutos, e 40 ciclos de
94 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto, seguida pela determinacao da curva de dissociagdo
(melting) para determinar a especificidade das amplificagdes. As andlises foram conduzidas no
equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems®), utilizando o kit
Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®). As amostras foram analisadas
em duas corridas independentes e cada reagdo de PCR foi realizada em triplicata técnica. Os

niveis de expressao dos genes alvos foram determinados pela quantificacdo relativa, através do

software REST® (Pfaffl et al., 2002).

2.5 Expressao heterologa e purificacao de proteina

Para os ensaios os modelos génicos Phapa-7431740 e o Glyma.15G142400.1
(GmPBGLU) foram sintetizados pela Biomatik no vetor de expressio pET28a. Os genes foram
otimizados para expressdo em E. coli e foram retirados os peptideos sinal de ambos. Além disso,
para ambas as construgdes foram adicionadas uma cauda de 6x histidina na posi¢dao N-terminal

das proteinas a serem expressas.

2.5.1 Expressao da proteina candidata a efetor do modelo génico Phapa- 7431740 em
transformantes de E. coli BL21 (DE3)-pLysS

As células de E. coli DH5a transformadas com o plasmideo pET28a- Phapa- 7431740
foi submetida a extragdo de DNA plasmidial (Sambrook et al., 1989). Células de E. coli
BL21 (DE3)-pLysS foram inoculadas em meio seletivo contendo cloranfenicol (50 ug mL™), e
incubadas a 37 °C, a 180 rpm por 12 horas. Ap6s centrifugacao, as células foram ressuspendidas
em 1,0 mL de solugdo de CaCl, (0,1M) e concentradas para 150 uL. Este volume foi dividido
em duas aliquotas de 75 pL, em uma das aliquotas foram adicionados 3 uL de DNA plasmidial.
As células de E. coli BL21 (DE3)-pLysS foram transformadas com o vetor pET28a- Phapa-
7431740 e a transformacgao foi confirmada através de PCR de coldnia, utilizando primers
especificos para o vetor pET28a (Tabela 1).

As colOnias de E. coli BL21 (DE3)-pLysS transformadas com

pET28a- Phapa- 7431740 confirmadas como positivas foram inoculadas em meio LB contendo
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canamicina (50 ug mL™) e cloranfenicol (50 ug mL') em um volume de 100 mL. Uma coldnia
de E. coli BL21 (DE3)-pLysS ndo transformada foi inoculada em LB contendo cloranfenicol
(50 ug mL™") no mesmo volume, que é utilizada como controle da expressio da proteina. Ap6s
incuba¢do durante a noite a 37 °C sob agitacdo, os indculos foram transferidos para 1000 mL
de LB e incubados a 37°C. Depois de atingida D.O.600=0,6, foi adicionado
IPTG (Isopropil-B-Dgalactopiranosideo) na concentracdo final de 1 mM e incubado em

agitacdo por seis horas a 20 °C.

2.5.2 Expressao da proteina da soja GmBGLU em transformantes de ArcticExpress (D3)

As células de E. coli DH5a transformadas com o plasmideo pET28a-GmBGLU foram
submetidas a extracdo de DNA plasmidial. Células de ArcticExpress (D3) foram inoculadas em
meio seletivo contendo gentamicina (35 pg mL™1), e incubadas a 37 °C, a 180 rpm por 12 horas.
Ap6s centrifugagdo, as células foram ressuspendidas em 1,0 mL de solugdo de CaClz (0,1M) e
concentradas para 150 pL. Este volume foi dividido em duas aliquotas de 75 pL, em uma das
aliquotas foi adicionado 3 puL de DNA plasmidial. As células de ArcticExpress (D3) foram
transformadas com o vetor pET28a-GmBGLU. A transformacdo foi confirmada por PCR de
coldnia, utilizando primers especificos para o vetor pET28a (Tabela 1).

As colonias de ArcticExpress (D3) transformadas com pET28a- GmBGLU confirmadas
como positivas foram inoculadas em meio LB contendo canamicina (50 ug mL™!) e gentamicina
(35 ug mL™"), em um volume de 100 mL. Uma coldnia de ArcticExpress (D3) ndo transformada
foi inoculada em LB contendo gentamicina (35 ug mL') como controle. Apés incubacdo
durante a noite a 37 °C sob agitacdo, os indculos foram transferidos para meio LB com volume
de 1000 mL e incubados sob agitacido a 30 °C. Depois de atingida D.O.c00 = 0,6, foi adicionado

IPTG na concentracdo final de 0,4 mM e o indculo foi incubado por 24 horas a 12 °C.

2.5.3 Extracao e purificacao das proteinas

Ap6s a inducdo da expressao das proteinas as células bacterianas foram coletadas por
centrifugacdo a 5000 rpm e ressuspendidas em tampao de ligacdo (20 mM NaHPOu,
500 mM NaCl, 20 mM Imizadol pH 7,4) para extracdo das proteinas totais das bactérias. Os
extratos proteicos bacterianos totais foram submetidos a sonicacdo por cinco minutos, 30

segundos on e off, e 40 % de amplitude. Apds a sonicacdo, os extratos proteicos foram
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centrifugados a 12000 rpm, a 4 °C por 20 minutos, e posteriormente coletados os sobrenadantes,
que correspondem as fragdes soliveis dos extratos bacterianos. As fracdes soltiveis de ambas
as proteinas foram purificadas com coluna cromatogrifica HISTRAP de 1 mL utilizando o
equipamento de Cromatografia Liquida de Proteina Répida (FPLC). A qualidade da extracdo e
da purificacdo foram analisadas por SDS-PAGE e Western blot, utilizando o anticorpo
monoclonal da cauda 6x histidina (Invitrogen®) e revelado com 3,3'-Diaminobenzidina (DAB)

(Liao et al., 2008).

2.6 Ensaio de pull down

As proteinas purificadas codificadas pelos genes Phapa-7431740 e GmBGLU foram
quantificadas pelo Qubit® (Invitrogen®) e utilizadas para o ensaio de interacdo
proteina - proteina in vitro por pull down. Os ensaios de pull down foram feitos com a bead Ni-
NTA magnética (QUIAGEN®) de acordo com as instru¢des do manual do fabricante. O
experimento foi delineado com cinco tratamentos (A. Phapa-7431740 + GmPBGLU; B.
GmPGLU + Phapa-7431740; C. PBS 1X-Sem proteina + Phapa- 7431740; D. PBS 1X-Sem
proteina + GmPGLU; E. PBS 1X-Sem proteina + PBS 1X-Sem proteina). Para cada tratamento
foi utilizado 50 pL de bead, que tem capacidade de ligacdo de 15 pg de proteina. Foi adicionado
a0s 50 uLL bead Ni-NTA magnética aproximadamente 20 pg da proteina em solucdo de PBS 1X
para ligacdo na bead, os tratamentos C, D e E foram adicionados a bead apenas com a soluc¢ao
sem proteina. Em seguida, os tratamentos foram incubados sob agitacdo por uma hora a
temperatura ambiente.

Os tubos foram colocados na barra magnética por um minuto para coleta do
sobrenadante. As beads foram lavadas duas vezes com 300 uL de tampao de lavagem/interagao
(50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 0,005 % Tween® 20, pH 8,0).
Posteriormente, foi adicionado aproximadamente 20 ug da proteina em tampao de
lavagem/interacao para interacdo com a proteina ligada a bead, no tratamento E foi adicionado
apenas a solucdo sem proteina. Os tratamentos foram novamente incubados sob agitagdo por
uma hora para a interagdo das proteinas. Apos esse tempo, as beads foram lavadas duas vezes
com tampao de lavagem/interacdo. As proteinas foram eluidas da bead e analisadas por SDS-

PAGE (Liao et al., 2008).
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2.7 Técnicas de biotecnologia molecular

Todas as técnicas de Biologia Molecular ndo descritas foram conduzidas de acordo com

métodos ja convencionados descritos na literatura (Sambrook et al., 1989).
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao in silico do gene candidato a efetor

Inicialmente foi realizado um alinhamento via Blastx entre o transcrito de_novo_3939
e os trés genomas de referéncia de P. pachyrhizi disponiveis no JGI (Tabela 2). Para identificar
os modelos génicos mais similares ao de_novo_3939 foram selecionadas apenas proteinas com
mais de 50 % de cobertura e acima de 70% de identidade. A proteina predita pelo modelo génico
Phapa-7431740 foi identificada como idéntica a proteina codificada pelo transcrito
de_novo_3939 no genoma MT2006, uma vez que apresentou 100 % de cobertura e 100 % de
identidade. No genoma UFVO02, a proteina do modelo génico Phapa-866193 foi a mais similar
ao de_novo_3939, apresentando 100 % de cobertura e 99,18 % de identidade. No genoma
K8108, foi identificada a proteina do modelo génico Phapa-7389100 com 88 % de cobertura e
100 % de identidade. A estrutura dos trés modelos génicos € similar, porém apenas o Phapa-

7431740 € 1déntico ao de_novo_3939 (Figura 1).

1 2 3 4 5
7431740
PS
FxC FxC
1 2 3 4 5
866193
PS
FxC FxC
1 2 3
7389100
PS
FxC

Figura 1 — Esquema da estrutura dos modelos génicos com maior similaridade ao
de_novo_3939 nos genomas de referéncia de P. pachyrhizi, 7431740 (genoma MT2006),
866193 (genoma UFV02) e 7389100 (genoma K8108). PS: peptideo de sinal (1 — 25
aminoécidos). Os nimeros 1, 2, 3, 4 e 5 representam os éxons, a linha preta os introns, e FxC é
0 motivo da proteina.
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Tabela 2 — Candidatos a efetores de P. pachyrhizi com maior identidade em relacdo ao de_novo_3939 nos trés genomas de referéncia

disponiveis nos bancos de dados do Joint Genome Institute (JGI).

Candidato a Cédigoda  Tamanho , .
, . Peptideo Numero
efetor proteina com da Identidade Cobertura . . 2 . Cobertura
Genoma . , Dominio de sinal Exon/Intron de Motivo
(Carvalho et maior proteina (%) (%) (a) cisteina do RNA
al., 2017) identidade (aa)
FxC
EGF_CA (15- )
MT2006 7431740 121 100 100 (PF07645.16) 1-25 5/4 11 17:102- Sim
104)
d 3939 Fxc
€_NOvo_ EGF_CA (15- )
UFV02 866193 121 99,18 100 (PF07645.16) 1-25 5/4 11 17:102- Sim
104)
K8108 7389100 104 100 88 Ausénciado s 32 7 FxC -

dominio

(15-17)
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O modelo génico Phapa-7431740 apresenta uma sequéncia de 1415 pb, com cinco éxons
e quatro introns. A CDS possui 366 pb e codifica uma proteina com 121 aminoécidos, contendo
11 residuos de cisteina (9%) e massa aproximada de 12,66 kDa. Também apresenta um peptideo
sinal de 25 residuos de aminodcidos predito pelo SignalP, possuindo o motivo FxC e o dominio

conservado EGF_CA igualmente ao transcrito (Tabela 2).

3.2 Identificacio e caracterizacio de parceiros de interacio da proteina candidata a efetor

Phapa-7431740

Visto que o candidato a efetor foi validado funcionalmente, seguiu-se com a busca dos
seus potenciais alvos de interagcdo. Inicialmente, foi realizado o teste de transativacdo com a
proteina candidata a efetora codificada pelo gene Phapa-7431740, clonada no vetor pDEST32
transformado na levedura AH109. A levedura com o vetor BD-7431740 ndo cresceu em
nenhuma concentracio de 3- AT, ou seja, ela ndo foi capaz de ativar sozinha o gene reporter.
Assim, com o intuito de identificar alvos de interagdo para a proteina Phapa-7431740, foi
realizada uma triagem com a biblioteca de cDNA de soja (Alves et al., 2011), em que esse
candidato a efetor foi utilizado como isca, por meio do sistema de duplo hibrido em leveduras.

A triagem resultou no isolamento de 76 clones em meio SD-Leu-Trp-His. Desses 76
clones, dez cresceram em meio sélido SD-Leu-Trp-His com as concentragdes 0, 1, 2, 3, 4 e
5 mM de 3-AT. Os dez clones que cresceram na presenga de 3-AT foram transferidos para meio
liquido SD-Leu-Trp-His para extracdo de DNA plasmidial da levedura. Os plasmideos obtidos
foram utilizados para a amplificacao dos genes contidos no vetor com os primers pEXP-ADS502
(Tabela 1) para estimar o tamanho dos insertos de cDNA das presas. Os produtos do PCR
apresentaram tamanhos variados, de 700 a 1500 pb. Apenas um clone apresentou mais de uma
banda de amplifica¢do, o que pode indicar a presenca de mais de um vetor da biblioteca de
cDNA na levedura.

Os produtos dos PCR foram enviados para sequenciamento afim de identificar os
possiveis parceiros de interagdo. Os dez insertos foram sequenciados € as sequéncias utilizadas
para buscas via BLASTn e BLASTX nos bancos de dados NCBI (Benson et al., 2014) para
identificacdo das proteinas alvo da soja. Apenas um clone isolado da levedura AD-bbt 3,
apresentou 97,3 % de similaridade com a Glyma.15G142400.1 (GmBGLU) e a sequéncia
codificadora estava in frame com o dominio de ativacio do DNA (AD) do Gal4p, indicando

que a tradugdo da proteina final correspondia a identificada no alinhamento.
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Para confirmar a interagdo, o plasmideo AD-bbt 3 foi re-transformado na levedura
AHI109 e os ensaios dos genes reporteres HIS3 e LacZ foram realizados com os clones
BD-7431740 + AD-bbt 3, BD-7431740+ AD-vazio, BD-vazio + AD-vazio, BD- E2 + AD-E2
(positivo). No ensaio para gene reporter HIS3, os clones foram plaqueados em meio
SD-LEU-TRP-HIS variando-se a concentracdo de 3-AT (Figura 2A). Apenas os clones BD-E2
+ AD-E2 (positivo) e BD-7431740+ AD-bbt 3 cresceram em meios adicionados de 3-AT. No
ensaio do gene LacZ, os mesmos clones foram os que apresentaram coloracao azul das colonias
(Figura 2B). Estes ensaios indicam que hd uma interacdo entres as proteinas.

O gene GmPGLU identificado pelo sistema duplo hibrido de levedura apresenta uma
sequéncia de 1383 pb, possuindo dois éxons e um intron. A CDS (sequéncia de codificacdo)
possui 1113 pb e codifica uma proteina com 370 residuos de aminodcidos e uma massa de
aproximadamente 37 kDa. A proteina GmPBGLU apresenta peptideo sinal com 32 residuos de
aminodcidos, e é denominada glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase, possuindo o dominio
conservado glicosideo hidrolase da familia 17
(GH17), retirado do site do Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov).

A regido identificada na interagdo com o gene Phapa-7431740 corresponde a regido de
876-1317 pb do RNA mensageiro (mMRNA) de 1383 pb. A regido de 100 - 1036 pb da CDS
corresponde a regido do dominio GHI17, que caracteriza a funcionalidade dessa proteina

(Figura 2C).
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A BD-E2+AD-E2 BD-7431740+AD-Vazio = BD-Vazio+AD-Vazio BD-7431740+AD-bbt 3 B
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Figura 2 - Screening para identificacao de interacao proteina-proteina pelo sistema duplo hibrido de leveduras. A. Ensaio do gene reporter
HIS3 com os clones BD- 7431740+ AD-bbt 3, BD-7431740+ AD-vazio (controle negativo), BD-vazio + AD-vazio (controle negativo), BD-E2 +
AD-E2 (controle positivo) em meio s6lido SD-Leu-Trp e em SD—Leu-Trp —His nas concentragdes 0, 1, 2,5, 5 ¢ 10 mM de 3-AT. B. Ensaio do
gene LacZ em membrana de nitrocelulose. C. Esquema da regido identificada na interacdo com o efetor. GmBGLU: esquema da sequéncia de
cofidificac¢do da proteina. AD-bbt 3: esquema do gene clonado no vetor com dominio de ativagdo do DNA (AD) (“presa’) que interagiu com o

efetor (“isca”). Regido hachurada representa a regido identificada na interagdo. PS: peptideo de sinal (1 — 32 aminodcidos). GH17: dominio do
glicosideo hidrolase familia 17.
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3.3 Caracterizacao da familia PR-2 de soja

A proteina da soja que interagiu com o candidato a efetor pelo sistema duplo hibrido de
levedura € uma beta-1,3-glucanase. As beta-1,3-glucanases constituem familias complexas e
diversas em plantas, atuando em varios niveis dos processos fisiolégicos e de desenvolvimento
das plantas (Doxey et al., 2007). Devido essa complexidade e diversidade, foi realizada uma
andlise comparativa das proteinas beta-1,3-glucanases da soja com as proteinas encontradas em
Gossypium raimondii (Xu et al., 2016) e Arabidopsis thaliana (Doxey et al., 2007).

E sabido que as beta-1,3-glucanase sio membros da familia PR-2, e que apresentam
GH17 como principal dominio em sua estrutura (Henrissat, 1991; Sato, 1999; Yamaguchi et
al., 2002; Zavaliev et al., 2013). Desse modo, o genoma de referéncia da soja Glycine max
Wm82.a4 foi utilizado para eleger os potenciais membros da familia PR-2, empregando o
modelo HMM do perfil PF00332 (GH17). Com base nessa estratégia, foram obtidas
91 sequéncias de genes que codificam proteinas de soja com esse dominio. Posteriormente, foi
realizada a analise comparativa das proteinas da soja (Glycine max) com 67 proteinas do
algodoeiro (Gossypium raimondii) e 50 proteinas de Arabidopsis thaliana por meio da
constru¢do de uma arvore filogenética (Anexo 1).

De acordo com a estrutura dos dominios na proteina, os membros da familia PR-2 foram
classificados em tabaco em cinco classes (I — V) (Linthorst et al., 1990) (Figura 3A). Essas
classes sdo diferenciadas pela auséncia ou presenga do dominio X8 e da sequéncia C- terminal
hidrofébica (CTS). O dominio X8 foi definido como uma nova classe de modulo de ligacdo a
carboidratos da familia 43 (CBM43), responsavel pela ligacdo da beta-1,3-glucan (Barral et al.,
2005). A sequéncia CTS corresponde a presenca de peptideo com sinal vacuolar (Sticher et al.,
1992) e/ou presenca da ancora de GPI (glicosidil fosfatidil linositol) (Borner et al., 2002).

Baseado na classificacdo (I - V) proposta para tabaco, observou-se dez tipos de estrutura
dos dominios nas proteinas de soja. Foram identificadas proteinas pertencentes as classes I, II,
IV, e V, e também nas classes I, II, IIl e V com variagdes na estrutura dentro de cada classe
(Figura 3B). A variagdo nas classes I, II e V sdo a auséncia da sequéncia N-terminal (NTS),
enquanto que na classe III, foi observado duas variagdes: uma com adi¢do da sequéncia
C-terminal hidrofébica (CTS); e outra com adicdo da CTS e auséncia da NTS. Na classe III nao
foi encontrada nenhuma proteina de soja com essa estrutura dos dominios, mas foi encontrada

uma proteina de soja em cada variacao dentro da classe III (Tabela 3).
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Tabela 3 — Disposicao das beta-1,3-glucanases de G. max, G. raimondii, A. thaliana em
classes de acordo com a estrutura dos dominios na proteina.

Espécies Total 1 m 1m Iv Vv P I o I ve
Glycine max 91 27 15 0 13 14 5 1 1 1 14
Gossypium raimondii 67 23 15 1 19 9 - - - - -
Arabidopsis thaliana 50 19 9 1 10 12 - - - - -

a: auséncia da sequéncia N-terminal. ®: auséncia da sequéncia N-terminal e presenga da sequéncia C-terminal. ©:
presenca da sequéncia C-terminal.

A NTS |- GH-17 — CBW43 [ CTS
Il | NTS | GH-17 —  CBM43
Il | NTS |- GH-17 — CBW43 [ CBM43
IV | NTS |- GH-17 — CTS
V | NTS [ GH-17
B
P GH-17 — CBM43 | CTS
12 GH-17 —  CBM43
Ve GH-17
e GH-17 — CBwWM3 | CBW3 [ CTS
e | NTS | GH-17 —  CBM43 CBW43 [ CTS

Figura 3 — Estrutura dos dominios nas proteinas beta-1,3-glucanases em Glycine max,
G. raimondii e A. thaliana. A. As cinco classes baseadas na presenca/auséncia de CBM43 e
CTS na posi¢ao C-terminal. B. As variacdes das classes I, I, IIl e V observadas nas sequéncias
de soja. NTS: sequéncia N-terminal. GH-17 dominio do glicosideo hidrolase da familia 17.
CBM43: médulo de ligagdo a carboidratos da familia 43. CTS: sequéncia C- terminal.

A arvore filogenética foi dividida em oito subfamilias (A — H) baseado na estrutura dos
dominios da proteina e das classificacOes obtidas em A. thaliana e G.raimondii (Tabela 4). Os
membros Glyma.15G242125.1 e Gorai.008G159300 localizaram-se separados entre si € dos
demais membros na arvore. O Glyma.15G242125.1 apresenta parcialmente o dominio GH17,
além disso possui o dominio F-box. Proteinas com dominio conservado F-box sdo essenciais
para degradagdo controlada de outras proteinas (Jain et al., 2007). Essas duas diferencas na

estrutura de Glyma.15G242125.1 justifica sua localiza¢do distante dos demais na drvore. A
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sequéncia Gorai.008G159300 foi classificada na classe V, apresentando os dominios
completos, porém no alinhamento entres todas as sequéncias ela apresenta residuos de
aminoécidos muito distinto das demais sequéncias, o que possivelmente a colocou isolada na
arvore.

A familia de genes beta-1,3-glucanases de Arabidopsis foi também classificada em trés
grupos maiores (denominados o, 3 € y) baseada na evolucio dos genes da familia PR-2 (Doxey
et al., 2007). Os grupos B e y de Arabidopsis apresentaram-se nas subfamilias F e E,
respectivamente; € o grupo o incluiu as demais subfamilias. A familia de genes
beta-1,3-glucanases de G. raimondii foi classificada em oito subfamilias (A - H) de acordo com
a estrutura dos dominios da proteina e da organizagdo de éxon-intron (Xu et al., 2016). As oito
subfamilias de G. raimondii apresentaram a mesma configuracdo na darvore, exceto o
Gorai.008G159300 que ficou externo a todos os grupos. Visto isso, observa-se que existe
similaridade entre os genes da familia PR-2 nas diferentes espécies analisadas.

Apenas as subfamilias A e E possuem todos membros com auséncia do dominio X8
(PFO7983) (Tabela 4). Dos 91 membros da soja, 44 ndo possuem a sequéncia CTS, 21 ndo
possuem a sequéncia NTS. A perda do dominio CTS ocorre devido ao processo evolutivo,
formando as classes Il e V, o que justifica a diversidade funcional dos genes beta-1,3-glucanase
(Doxey et al., 2007).

A proteina GmBGLU, alvo de interacdo do efetor P. pachyrhizi, foi classificada na
subfamilia E, juntamente com outras 15 sequéncias de soja, 11 de algodoeiro e 11 de
Arabidopsis (Figura 4). Quanto a classificagdo baseada na estrutura do dominio da proteina, a

GmPGLU ¢ pertencente a classe 1V.
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Tabela 4 — Caracterizacdo de 91 sequéncias de proteinas dos genes beta-1,3-glucanases da soja quanto a estrutura, dominios e classificacdo.

Tamanho da sequéncia  Peptideo Dominio Dominio X8 Ancora  Sinal Classificacao

A . 1 Ve I3 3
Modelo génico de proteina (aa) de sinal GH17 (CBM43) de GPI vacuolar  do Tabaco? Subfamilias
15G242125.1 267 - 3-86 - - Auséncia Ve -
01G193100.1 396 19-20 23-182 307-379 - Auséncia I B
11G048700.1 399 19-20 23-178 310-382 - Auséncia Il B
02G294000.1 473 28-29 31-348 383-454 - Auséncia I B
14G020000.1 462 22-23 25-343 372-443 - Auséncia Il B
02G269000.1 473 18-19 21-338 383-454 - Auséncia I B
14G048400.1 478 18-19 21-338 382-453 - Auséncia Il B
05G156000.1 497 23-24 26-347 361-432 A-471  Auséncia I D
08G113900.1 497 23-24 26-347 361-432 A-471  Auséncia I D
14G130300.1 502 24-25 29-350 364-435 [-474  Auséncia I D
17G202900.1 499 21-22 26-347 361-432 V-471  Auséncia I D
02G070500.2 497 19-20 23-343 360-430 Y-476  Auséncia I D
16G151900.1 497 19-20 23-343 360-430 Q-474  Auséncia I D
05G235700.2 495 18-19 22-342 359-430 S-467  Auséncia I D
08G043100.1 500 21-22 27-347 364-435 Y-478  Auséncia I D
11G216000.1 499 16-17 23-342 360-431 S-470  Auséncia I D
18G040600.1 499 16-17 23-342 360-431 S-470  Auséncia I D
02G244700.1 506 - 31-350 368-439;455-478 N-474  Auséncia i D
14G214300.1 499 18-19 24-343 361-432;448-470  S-476  Auséncia I D
02G132600.2 195 - 85-178 - - Auséncia Ve D
01G049700.1 203 - 4-186 - - Auséncia Ve D
02G060666.1 203 - 4-186 - - Auséncia Ve D
15G108900.3 491 - 120-328 346-419 S-465  Auséncia I§ D
07G261600.1 524 24-25 43-362 380-451 N-496  Auséncia I D

Continua...
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Continuacio...
. Tamanho da sequéncia Peptideo .. Dominio X8 Ancora  Sinal Classificacao .
1 3
Modelo génico de proteina (aa) de sinal Dominio GH17 (CBM43) de GPI vacuolar  do Tabaco’ Subfamilias
17G012500.1 547 - 66-385 403-474 N-519  Auséncia I? D
05G225800.1 500 23-24 26-344 365-436 S-468  Auséncia I D
08G032700.1 499 23-24 26-344 365-436 S-467  Auséncia I D
20G022302.1 317 - 232-263;275-300 - - Auséncia \%G C
14G075500.1 485 28-29 32-350 395-466 - Auséncia II C
12G043800.2 345 1-35 2-228 254-326 - Auséncia I C
04G013000.4 460 26-27 30-347 371-441 - Auséncia II C
06G012900.2 460 27-28 31-348 371-441 - Auséncia I C
18G291500.1 457 24-25 25-336 370-440 - Auséncia II C
06G072800.3 383 29-30 32-349 - N-356  Auséncia v C
07G030400.1 391 24-25 33-351 - S-362  Auséncia v A
08G212400.1 390 24-25 33-351 - S-358  Auséncia v A
13G365601.1 184 27-28 36-183 - - Auséncia \% A
15G007600.1 387 22-23 31-349 - S-355  Auséncia v A
13G158000.1 389 23-24 29-347 - N-362  Auséncia v A
17G113200.1 419 - 59-377 - - Auséncia \'%A A
13G218300.2 400 1-25 33-347 - - Auséncia \Y A
15G093700.1 399 1-25 33-347 - - Auséncia \% A
07G220000.1 436 - 33-348 - - Auséncia \'%A A
20G018200.1 401 - 33-348 - - Auséncia \'%A A
12G185200.1 428 1-17 71-386 - S-403  Auséncia v A
13G316200.1 393 32-33 38-353 - S-368  Presenca v A
11G183200.1 394 1-35 38-354 - - Presenca v A

Continua...
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Continuacio...
. Tamanho da sequéncia Peptideo .. Dominio X8 Ancora  Sinal Classificacao .
1 3
Modelo génico de proteina (aa) de sinal Dominio GH17 (CBM43) de GPI vacuolar  do Tabaco’ Subfamilias
12G089300.3 333 - 2-293 - - Auséncia \'%A A
10G172300.1 415 24-25 25-348 - S-384  Auséncia v A
02G253800.3 291 - 2-262 - - Auséncia \% H
03G085951.1 140 20-21 26-118 - - Auséncia \% G
08G346800.1 468 22-23 30-351 378-449 - Auséncia I G
18G158200.1 468 22-23 30-351 378-449 - Auséncia II G
13G173200.1 392 19-20 23-347 - - Auséncia \% G
05G012600.1 823 25-26 29-109 - - Auséncia \Y F
17G120767.1 488 25-26 29-349 371-441 - Presenga I F
04G152100.1 504 - 44-364 387-455 - Presenga I? F
06G210900.1 484 24-25 26-344 367-435 S-454  Presenca I F
06G147300.1 490 25-26 32-353 374-444 S-464  Auséncia I F
05G185100.1 482 20-21 27-346 367-436 P-450  Auséncia I F
08G143050.1 177 - 2-77 98-161 - Auséncia I? F
16G042500.1 479 22-23 23-342 365-433 S-454  Auséncia I F
02G071400.1 485 - 29-348 371-439 N-458  Auséncia I F
16G152600.1 418 - 28-347 370-404 - Auséncia I F
13G115700.1 496 24-25 31-346 365-434 S-464  Auséncia I F
17G044100.1 496 24-25 30-346 365-434 S-464  Auséncia I F
04G074000.1 490 30-31 31-349 370-440 - Auséncia I F
06G075100.1 483 23-24 24-342 363-431 - Auséncia I F
14G131300.1 484 28-29 29-346 366-435 S-458  Auséncia I F
17G202500.1 481 28-29 29-343 363-432 S-455  Auséncia I F

Continua...
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Continuacio...
A Tamanho da sequéncia Peptideo .. Dominio X8 Ancora Sinal Classificacao .
1 3
Modelo génico de proteina (aa) de sinal Dominio GH17 (CBM43) de GPI vacuolar do Tabaco? Subfamilias
07G269400.1 484 24-25 26-344 365-432 S-457  Presenca 1 F
09G016300.1 488 24-25 26-345 366-434 Q-462  Auséncia I F
15G122100.1 462 32-33 34-353 374-442 - Presenca 1 F
11G165100.1 487 23-24 29-351 371-439 S-460  Auséncia 1 F
18G058300.1 485 24-25 27-349 369-437 H-459  Auséncia 1 F
06G108700.1 341 26-27 29-338 - - Auséncia \" E
11G095100.1 341 24-25 33-339 - - Auséncia \" E
11G095200.2 237 - 17-220 - - Auséncia \'A E
11G095000.1 339 25-26 28-337 - - Auséncia \" E
12G021300.1 327 19-20 20-325 - - Auséncia \" E
16G114000.1 335 24-25 32-334 - - Auséncia \" E
16G114100.2 335 24-25 32-334 - - Auséncia \" E
16G113200.1 332 24-25 29-331 - - Auséncia \" E
16G113700.2 275 - 1-274 - - Auséncia V2 E
09G037100.2 332 - 1-306 - - Auséncia \'A E
15G142400.1 371 32-33 34-345 - - Presenca v E
03G132600.3 145 - 1-144 - - Auséncia \'& E
03G132900.1 345 31-32 34-342 - - Auséncia A" E
19G134800.2 347 32-33 35-344 - - Presenca v E
03G132700.1 348 32-33 35-346 - - Presenga v E
19G134700.1 349 33-34 36-346 - - Presenca v E

I: Identifica¢do dos modelos génicos selecionados no genoma da soja Wm82. gnmé4. annl. % Classificagfio quanto a estrutura dos dominios das proteinas baseada na realizada
para o tabaco. *: Subfamilias identificadas para a familia PR-2 de soja. * Auséncia do dominio NTS na estrutura da proteina das classes I, Il e V. °: Auséncia do domfnio NTS
e presen¢a do dominio CTS na estrutura da proteina da classe III. ¢: Presenca dos dominios NTS e CTS na estrutura da proteina da classe III de tabaco.
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Figura 4 — Subfamilia E com membros da familia PR-2 das espécies Glycine max, Gossypium
raimondii, Arabidopsis thaliana. Arvore filogenética dividida em oito subfamilias (A -H).
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3.3 Perfil de expressao de GmBGLU nos genotipos suscetivel e resistente de soja infectados

por P. pachyrhizi

A expressao do gene GmBGLU foi analisada por RT-qPCR nos gendtipos suscetivel,
BRS 184, e resistente de soja (gene de resisténcia Rpp5), infectados por P. pachyrhizi. Para
confirmar a ocorréncia da infeccdo foi verificada a presenca dos sintomas 14 dias apds a
inoculacdo e foram observadas lesdes do tipo TAN para o gendtipo suscetivel (interagdo
compativel) e lesdes do tipo reddish-brown (RB) para o genétipo resistente (interagdo
incompativel).

Na interacdo compativel, observou-se que o GmBGLU foi induzido nos tempos de 6,
12 e 24 hai, com maior nivel de expressdao no tempo de 12 hai, comparado as plantas ndo
inoculadas (Tabela 5). Na interacdo incompativel, a expressdo de GmBGLU foi induzida nos
tempos 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hai, com pico de expressdao no tempo de 12 hai. Este resultado
demonstra que o gene GmPGLU ¢ induzido no hospedeiro na presenca da P. pachyrhizi.
Contudo, na interagdo compativel observa-se a inducdo da expressdo apenas no inicio da

infec¢do e com niveis de expressdo menores que o observado na interacao incompativel.

Tabela 5 — Niveis de expressio de GmPGLU em diferentes tempos apds inoculagdo em
gendtipos suscetivel e resistente de soja. Os genes endégenos EF1 e TUA-4 foram utilizados
como normalizadores e como calibrador foram utilizadas as plantas nao inoculadas com o
isolado do fungo.

Tempos (horas apds a inoculac¢io)

Gene Genétipos
0 6 12 24 48 72

Suscetivel 1,34 11,787 22,957 4,406 1,52" 0,95"
GmBGLU
Resistente 2,26 22,60 156,96 146,30 7,457 18,247

*:significativo a 0,01 de significancia. ™: ndo significativo pelo teste de Randomizagio de Realocacéo Fixa de
Pares Inteligentes®.

3.4 Validacao da interacao proteina-proteina por pull-down

A proteina do candidato a efetor de P. pachyrhizi, Phapa-7431740, e a proteina
identificada pelo sistema de duplo hibrido de levedura, Glyma.15G142400.1 (GmBGLU) foram
expressos em E. coli BL21 (DE3)-pLysS e ArcticExpress (D3), respectivamente, contendo a

cauda N-terminal de 6x histidina (Figura 5al e 5bl). A proteina Phapa-7431740 e a proteina
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GmPGLU apresentam uma massa de aproximadamente 15 e 37 kDa, respectivamente. Devido
a presenca da cauda de histidina foi possivel confirmar expressdo das proteinas por meio do
western blot (Figura 5a2 e 5bl).

As duas proteinas foram expressas na fracdo soldvel das bactérias, e os extratos
utilizados para purificacdo das proteinas por cromatografia de afinidade, utilizando resina de
niquel em FPLC para a realiza¢do do ensaio de pull down (Figura 5c e 5d).

Ambas proteinas purificadas foram utilizadas para o ensaio de interagdo proteina-
proteina in vitro (Figura 5e). Nesse ensaio foi realizado cinco tratamentos: A. Phapa-7431740
+ GmPBGLU; B. GmPBGLU + Phapa-7431740; C. PBS 1X-Sem proteina + Phapa-7431740; D.
PBS 1X-Sem proteina + GmBGLU; E. PBS 1X-Sem proteina + PBS 1X-Sem proteina. Ou seja,
no tratamento A, a proteina candidata a efetor foi ligada na bead, enquanto que, no tratamento
B, a proteina da soja GmBGLU foi ligada na bead. Os tratamentos C, D e E nio foram ligados
a nenhuma proteina a bead. Apds a etapa de ligacdo da proteina, nos tratamentos A e D, foi
adicionado a proteina GmPBGLU; nos tratamentos B e C, foi adicionado a proteina candidata a
efetor para a interacdo, enquanto que, no tratamento E ndo foi adicionado nenhuma proteina
(controle negativo).

O resultado observado no gel de poliacrilamida corado com coomassie blue revela que
ambas as proteinas se ligaram na bead. No tratamento B, quando a GmBGLU foi ligada primeiro
na bead foi observado que as bandas de ambas as proteinas tiveram uma intensidade similar, o
que difere do observado no tratamento A, onde a banda da GmPBGLU teve intensidade maior
comparada a proteina efetora. Como nos tratamentos C e D as proteinas apareceram no gel, nao
podemos comprovar que as proteinas interagiram entre si nos tratamentos A e B, uma vez que
ambas sdo capazes de se ligar a bead. Porém, pelo fato do tratamento A ter diferido do B, pode-
se inferir que a interagdo das proteinas com a bead ocorre de maneira diferente. A proteina
candidata a efetor apresenta um tamanho reduzido, logo, a propor¢do para ocorrer a interacao

entre as proteinas pode ser diferente de 1:1, que foi a proporc¢ao utilizada.
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Figura 5 — A, B. Expressao heter6loga das proteinas codificadas pelos genes Phapa- 7431740
e GmPGLU em E. coli BL21 (DE3)-pLysS e ArcticExpress (D3), respectivamente. Al. Gel de
poliacrilamida 12,5% corado com coomassie blue, ordem esquerda para direita: Marcador de
proteina, Fracdo total extrato protéico de BL21 (DE3)-pLysS vazia, Fracdo soluvel de
BL21 (DE3)-pLysS + 7431740-pET28a, Fragdo insoluvel de BL21 (DE3)- pLysS + 7431740-
pET28a. A2. Western blot revelado com DAB, ordem direita para esquerda: Marcador de
proteina, Fracdo total extrato protéico de BL21 (DE3)-pLysS vazia, Fracdo soldvel de
BL21 (DE3)-pLysS + 7431740-pET28a, Fragao insoluvel de BL21 (DE3)- pLysS + 7431740-
pET28a. B1. Membrana de nitrocelulose marcado com ponceau, ordem direita para esquerda:
Marcador de proteina, Fracdo total extrato protéico de ArcticExpress (D3) vazia, Fracdo total
de ArcticExpress (D3) + GmBGLU-pET28a ndo induzida por IPTG (N. 1.), Fracdo soldvel de
ArcticExpress (D3) + GmBGLU-pET28a, Fragao insoluvel de ArcticExpress
(D3) + GmBGLU-pET28a. B2. Western blot revelado com DAB, ordem direita para esquerda:
Marcador de proteina, Fracdo total extrato protéico de ArcticExpress (D3) vazia, Fracdo total
de ArcticExpress (D3) + GmPBGLU-pET28a nao induzida por IPTG (N. 1.), Fracao solivel de
ArcticExpress  (D3) + GmBGLU-pET28a,  Fragdo  insolivel de  ArcticExpress
(D3) + GmPGLU-pET28a. C, D. Purificacdo das proteinas codificadas pelos genes 7431740 e
GmPGLU. C1. Gel de poliacrilamida 12,5% corado com coomassie blue da purificacdo da
fracdo solivel de BL21 (DE3)-pLysS + 7431740-pET28a. C2. Western blot da purificagao da
fracdo soluvel de BL21 (DE3)-pLysS + 7431740-pET28a. D1. Gel de poliacrilamida 12,5%
corado com coomassie blue da purificacdo da fracdo solivel de ArcticExpress
(D3) + GmBGLU-pET28a. D2. Western blot da purificacio da fragdo solivel de ArcticExpress
(D3) + GmBGLU-pET28a. E. Ensaio de pull down. Gel de poliacrilamida 12,5% corado com
coomassie blue com as proteinas codificadas pelos genes 7431740 e GmBGLU purificadas
eluidas da bead Ni-NTA. TA: tratamento A; TB: tratamento B; TC: tratamento C; TD:
tratamento D, TE: tratamento E; GmPGLU: amostra dessa proteina purificada; 7431740:
amostra dessa proteina purificada.
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4 DISCUSSAO

4.1 Interacao de GmBGLU com efetor de P. pachyrhizi

Os fungos biotréficos secretam indmeras proteinas efetoras no tecido do hospedeiro.
Essas proteinas, que sdo translocadas no citoplasma através do haustério, tem a capacidade de
manipular e suprimir o sistema de resposta de defesa da planta (Link et al., 2014; Tang et al.,
2018). Diversos efetores fingicos tém sido identificados e caracterizados visando a
compreensdo dos mecanismos utilizados pelos efetores na interagdo planta-patégeno.
Identificar e caracterizar os efetores de P. pachyrhizi é um passo fundamental para compreender
como esse patégeno infecta a cultura da soja e causa grandes prejuizos econdmicos (Kunjeti et
al., 2016). Estudos com o candidato a efetor de P. pachyrhizi Phapa-7431740 comprovam sua
funcdo como proteina efetora, por meio da validacao funcional, através de ensaios de supressao
da ETI e indugdo durante a interagdo com o hospedeiro (Carvalho et al., 2017), além da
supressdo de PTI (dados ndo publicados). Diversos outros candidatos a efetores de
P. pachyrhizi vém sendo validados em sistemas transientes como o descrito acima (Kunjeti et
al., 2016; Qi et al., 2018).

O efetor Phapa-7431740 € uma proteina secretada por P. pachyrhizi, que possui
tamanho reduzido, com 9 % de cisteina em sua estrutura (11 cisteinas), presenca de peptideo
de sinal, e funcdo desconhecida. Essas caracteristicas sdo consideradas comuns a outros efetores
ja conhecidos (Ellis et al., 2009; Petre et al., 2015). Além disso, o motivo FxC presente efetor
Phapa- 7431740 tem sido relatado como uma nova classe de motivos abundante em fungos
causadores de ferrugem (Saunders et al., 2012). O motivo Y/F/WxC foi descrito como essencial
para transferéncia de proteinas efetoras através da membrana extrahaustorial do fungo (Godfrey
et al., 2010).

O dominio conservado EGF (fator de crescimento da epiderme) é amplamente
encontrado na natureza e regula varias funcdes, incluindo a capacidade de aderir proteinas a
componentes da matriz celular, ligacdo a fons de Ca’*, e manutencdo da funcio e estrutura
tridimensional das proteinas (Stenflo et al., 2000). Existem poucas informacdes sobre a funcao
desse dominio na literatura. Em um estudo com patégenos de humanos, a presen¢a do dominio
EGF na proteina BAD1 de Blastomyces dermatitidis foi associado a patogenicidade desse fungo
(Brandhorst et al., 2003, 2005). E necessério investigar a funcdo do dominio EGF no candidato

a efetor, uma vez que ele pode estar associado a patogenicidade da P. pachyrhizi.
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Para maior compreensdo dos mecanismos de patogenicidade de P. pachyrhizi durante a
interacdo com a soja, além da validagcdo funcional, alguns trabalhos tém utilizado ensaios de
interacdo proteina-proteina, como sistema duplo hibrido de levedura, coimunoprecipitacdo e
pull down associados a espectrometria de massas para identificar possiveis parceiros de
interacdo dos efetores e assim obter informagdes sobre proteinas importantes no processo de
infeccdo (Liu et al., 2016; Petre et al., 2015; Qi et al., 2016). Visto isso, neste trabalho foi
identificado, pelo sistema duplo hibrido de levedura, que a proteina glucan endo beta-1,3-
glucanase da soja (GmBGLU) interagiu fisicamente com o candidato a efetor Phapa-7431740.

As beta-1,3-glucanases sdo proteinas abundantes em plantas e t€ém sido caracterizadas
em um grande ndmero de espécies. Essas proteinas possuem um papel fundamental na divisao
celular, no transporte de materiais através dos plasmodesmos, na resisténcia ao estresse abidtico
e estdo envolvidas desde a formacao da flor até a maturacdo da semente (Balasubramanian et
al., 2012). Além disso, as beta-1,3-glucanases tém sido descritas como enzimas ativadas durante
a infecgdo por patdgenos pela sua acdo, principalmente, como proteinas antifingicas, podendo
atuar isoladamente ou em associa¢do com quitinases (Bertoldo & Mazaro, 2018).

Estudos em outros patossistemas ja descreveram efetores interagindo com proteinas PR-
2. Por exemplo, o efetor GIP1 de Phytophthora infestans que interage com uma proteina PR-2
(EGaseA) de soja, inibindo sua atividade (Bishop et al. 2005). De modo similar, um smallRNA
(Pst-milR1) atua como efetor de Puccinia striiformis f. sp. tritici ao se ligar ao gene da beta-
1,3-glucanase (SM638) de trigo suprimindo sua ac¢do por meio da regulacdo da expressao dessa
PR-2 (Wang et al., 2017).

Assim como as beta-1,3-glucanases, outras proteinas envolvidas na patogénese, como
as proteinas PR-5 sdo alvos de efetores. O efetor BEC1054 de Blumeria graminis f.sp. hordei ,
por exemplo, pode atuar em diferentes niveis para comprometer os mecanismos de defesa da
planta por meio de interagdes com quatro proteinas de cevada: uma proteina PR-5 (proteina
relacionada a patogénese), uma proteina ribossomal e proteinas envolvidas no metabolismo
primério e producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e sinalizagdo (Pennington et al.,
2016).

Até o momento presente, o unico efetor de P. pachyrhizi identificado foi o PpEC23, que
interage com o fator de transcricdo da soja GmSPL12l, que é um regulador negativo de
imunidade da soja (Qi et al.,, 2016). Os exemplos de interacdo citados anteriormente
demonstram que os efetores de diferentes patégenos podem atuar em vdérios niveis nos

mecanismos de defesa da planta.
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A ligacao direta do candidato a efetor Phapa-7431740 a uma beta-1,3 glucanase de soja,
indica uma possivel acdo como inibidor de sua atividade, no intuito de impedir o
reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro. Existem na literatura proteinas inibidoras de
glucanases descritas e caracterizadas no oomiceto Phytophthora (Bishop et al., 2005;
Damasceno et al., 2008; Rose et al., 2002). Esses efetores possuem o dominio serino protease

e sdo capazes de inibir a atividade catalitica das enzimas beta-1,3-glucanases (Rose et al., 2002).

4.2 Caracteriza¢ao da proteina GmpGLU

As beta-1,3-glucanases apresentam o dominio GH17, que pertence a familia dos
glicosideos hidrolases (GH), e € um grupo difundido de enzimas que hidrolisam a ligacdo
glicosidica entre dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato e uma por¢do nao
carboidrato (Henrissat, 1991). Um sistema de classificacdo para hidrolases de glicosideo, com
base na similaridade de sequéncia, levou a definicdo de mais de 100 familias diferentes (Davies
& Henrissat, 1995; Henrissat et al., 1995). Nas plantas, estes membros da familia GH estao
envolvidos em diversos processos, incluindo metabolismo do amido, transporte, defesa ao
estresse e remodelacdo da parede celular (Sekhwal et al., 2013). Os membros do grupo GH
foram identificados como importantes na defesa contra estresses bidticos e abidticos em plantas
(Minic, 2008; Opassiri et al., 2006).

Os genes beta-1,3-glucanases da soja apresentaram maior numero de representantes
quando comparado a algodoeiro e A. thaliana. As estruturas dos dominios nas proteinas sao
semelhantes quanto a classificacdo estipulada para as beta-1,3-glucanases de tabaco, porém,
nas proteinas da soja, existem membros que variam quanto a essa estrutura dentro dessa
classificag@o, o que ndo ocorreu com as proteinas de A. thaliana e G. raimondii. Em um estudo
comparativo entre as proteinas beta-1,3-glucanases das espécies de algodoeiro, tabaco,
Arabidopsis, cacaueiro e videira, os resultados sugerirem que as beta-1,3-glucanases ancestrais
de plantas apresentam a estrutura da classe I, com presenca da sequéncia N-terminal seguida
do dominio GH17, CMB43 e a sequéncia C-terminal, e que durante o processo evolucionario
essas proteinas passaram a ter a estrutura da classe Il e V, onde houve perda do dominio CBM43
e da sequéncia C-terminal, que resultou na diversidade funcional das proteinas da familia PR- 2
(Xu et al., 2016).

A familia de PR-2 da soja foi dividida em oito subfamilias. A proteina GmBGLU foi

classificada na subfamilia E, juntamente com a proteina EGaseB que € alvo do efetor GIP de
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Phytophthora. As sequéncias de AT3G57270, AT3G57260, AT3G57240, AT4G16260 de
Arabidopsis pertencentes a subfamilia E apresentaram mais de 50 % de identidade com a
GmPGLU. Essas sequéncias sdao proteinas PR secretadas no meio extracelular, que foram
induzidas durante a infeccdo com patdgenos bacterianos e flngicos (Dong et al., 1991; Doxey
et al., 2007). As sequéncias AT3G57260 e AT3G57240 foram altamente expressas no tecido
das folhas (Doxey et al., 2007). A sequéncia de AT4G16260 de Arabidopsis codifica uma beta-
1,3-endoglucanase que interage com o efetor do nematoide de cisto (30C02).Quando
AT4G16260 tem sua expressido aumentada nas raizes das plantas, hd uma reducio significativa
na infeccdo (Hamamouch et al., 2012).

A GmBGLU ¢ classificada na classe IV quanto a estrutura dos dominios na proteina. Os
membros da classe IV, sp4la e sp41b, foram descritos como ndo induzidos por patdgenos e
com alto nivel de acumulo no estilete (Ori et al., 1990). Porém, o perfil de expressdao de
GmPBGLU em folhas de soja infectadas por Phakospsora demonstraram o contrario, pois houve
inducdo desse gene membro da classe IV na presenca do patégeno (Tabela 5). Além disso,
conforme citado anteriormente, existem membros da subfamilia E de soja e Arabidopsis
relacionados a defesa da planta contra patdgenos. Essa contradi¢do entre os membros da classe
IV pode ser justificada pela complexidade e diversidade da familia das beta-1,3-glucanases. A
subfamilia E agrupou proteinas de soja, algodoeiro e Arabidopsis das classes IV e V (Figura 4).

O alinhamento entre a regido identificada na interacdo pelo sistema duplo hibrido de
levedura e as 15 sequéncias de proteinas de soja da subfamilia E demonstrou que existe mais
de 59% de identidade entre as proteinas da mesma subfamilia e a regido da GmBGLU que
interagiu com o efetor Phapa-7431740 (Tabela 6). A proteina do gene Glyma.09G037100.4
apresentou 88 % de identidade em 100 % de cobertura da regido e, devido a grande similaridade
com a GmPBGLU, pode-se supor que a proteina do gene Glyma.09G037100.4 também interaja
com o efetor Phapa-7431740. Dentre as proteinas de soja da subfamilia E a
Glyma.19G134700.1, denominada SGN1, foi relatada como importante no desenvolvimento da

planta e na defesa da planta contra o ataque de patégenos (Cheong et al., 2000).
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Tabela 6 — Identidade (%), cobertura (%), tamanho da sequéncia de proteina, E-value dos
alinhamentos entre as proteinas de soja da subfamilia E em relacdo a regido identificada na
interagdo de proteina GmBGLU.

Tamanho da

Modelo génico Identidade (%) Cobertura (%) , E-value
proteina (aa)

Glyma.09G037100.4 88 100 371 1,0E-61
Glyma.19G134800.2 62 74 347 1,0E-35
Glyma.03G132700.1 61 74 348 7,0E-34
Glyma.06G108700.1 45 74 341 4,0E-19
Glyma.11G095100.1 64 72 345 3,0E-34
Glyma.12G021300.1 56 72 327 2,0E-31
Glyma.11G095000.1 55 72 339 1,0E-27
Glyma.19G134700.1 63 70 349 4,0E-33
Glyma.03G132900.1 64 69 341 7,0E-35
Glyma.16G113200.1 60 69 332 3,0E-31
Glyma.16G113700.2 59 69 275 1,0E-30
Glyma.16G114100.2 59 69 335 6,0E-30
Glyma.16G114000.1 59 69 335 6,0E-30
Glyma.11G095200.2 59 65 237 7,0E-27

4.3 Expressao de genes PR-2 na presenca de patogenos

O perfil de expressao de GmPGLU durante a interagdo compativel teve comportamento
semelhante ao perfil de expressdao génica do candidato a efetor 7431740 nesta interagdo. Em
trabalho anterior, foi observado que o candidato a efetor do fungo também apresenta a sua
expressao induzida nos tempos 6, 12 e 24 hai no genétipo suscetivel de soja (BRS 231)
inoculado com P. pachyrhizi (Carvalho et al., 2017). A expressdo dessas duas proteinas nos
mesmos periodos pode corroborar para a interacao identificada entre elas, e sugerir que o efetor
do fungo interaja com a proteina da soja no inicio da infec¢do, possivelmente impedindo a
atividade de GmPGLU sobre o patogeno. Neste tempo de 12 hai, a maioria dos urediniésporos
germinados ja formaram o apressorio (Schneider et al., 2011). Logo, a expressdo desse efetor
no inicio da infec¢c@o pode indicar o papel deste na supressdo das vias de defesa da planta.

O gene PR-2 de trigo, SM638, na interagdo incompativel, foi induzido nos tempos 24 e
120 hai, enquanto que na interacdo compativel, SM638 foi induzido nos tempos 48 e 72 hai,
em que os niveis de transcritos ao longo do tempo foi correlacionado negativamente com os
niveis de transcritos do efetor Psr-milR1 (Wang et al., 2017). O oposto foi observado na
interacdo compativel entre GmBGLU e Phapa-7431740, que se correlacionaram positivamente

quanto ao nivel de expressdo génica.
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O fato da expressao da GmBGLU ter sido induzida no inicio da infec¢do demonstra que
provavelmente, uma das atividades dessa enzima € a defesa contra fungos, uma vez que, as
beta-1,3-glucanases hidrolisam e liberam B-D-glucanas da parede celular fiingica, e por sua vez
podem atuar como indutores de defesa na planta, induzindo acumulacdo de fitoalexinas
(Edreva, 2004; Klarzynski et al., 2000; Okinaka et al., 1995; Simdes et al., 2005). Ou seja, as
beta-1,3-glucanases sdo provavelmente induzidas no inicio da infec¢do para auxiliar no
reconhecimento do patégeno e ativacdo do sistema de resposta de defesa da planta.

Na interacao incompativel, o perfil de expressao de GmBGLU foi diferente da interacao
compativel, pois a expressao do gene foi induzida em todos os tempos ao longo da infeccdo, e
com niveis de expressdo maiores. Nesse caso, supde-se que o mecanismo desencadeado pelo
gene de resisténcia evite a redugdo da expressao de GmPGLU ou garante a sua indugdo, de
forma que sua expressao continuou induzida ao longo do tempo da interacao soja-P. pachyrhizi.
Assim, essa proteina da soja deve apresentar papel importante na defesa do hospedeiro.

A validacdo da interacdo entre candidato a efetor Phapa-7431740 com a proteina
GmPBGLU ainda € necessaria, pois apenas um ensaio de interagdo proteina-proteina ¢é
insuficiente para comprovar. Contudo, os resultados indicam que essa interagdo ocorra, uma
vez que GmPGLU ¢ uma proteina PR que possui semelhan¢a em sua estrutura com outra
proteina de Arabidopsis, que comprovadamente interagem com um efetor do nematoide de
cisto. Além disso, pelo perfil de expressao génica dessa PR-2 da soja, € verificado que a mesma
tem sua expressdo reduzida a partir de 12 hai na interagdo compativel da soja com a
Phakopsora, enquanto que na interacao incompativel a mesma tem sua expressdao continuada

até 72 hai.
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5 CONCLUSOES

O efetor de P. pachyrhizi Phapa-7431740 é capaz de suprimir resposta de defesa
mediadas por PTI e ETI da planta. A proteina da soja GmBGLU ¢ possivelmente alvo do efetor
de P. pachyrhizi, Phapa-7431740. Esse efetor pode interferir na atividade dessa enzima, que é
uma proteina relacionada a patogénese induzida pela presenca do patdégeno na soja. Contudo,
s30 necessarios estudos sobre a atuacdo do efetor Phapa-7431740 na proteina GmBGLU para

maior compreensao da intera¢do soja-P. pachyrhizi.
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RESUMO

O patégeno Phakopsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem asidtica da soja, secreta
inimeras proteinas efetoras na célula hospedeira, que sdo capazes de manipular o sistema de
resposta de defesa da planta. Logo, entender a interacao planta-patégeno € de suma importancia
para o sucesso no controle de doencgas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a proteina
candidata a efetor, Phapa-6417246, de P. pachyrhizi com base na andlise de sua estrutura
proteica e comparativa com demais organismos, validar funcionalmente sua capacidade de
supressdo de respostas de defesa da planta e, identificar possiveis proteinas de soja parceiras de
interacdo desse efetor. Para tanto, foi utilizado os bancos de dados dos trés genomas de
Phakopsora disponiveis no Join Genome Institute (JGI) para caracterizagcdo in silico do
candidato a efetor Phapa-6417246. Foi realizado os ensaios de supressdo de PT1 e ETI, e a
andlise de RT-qPCR do modelo génico Phapa-6417246 ao longo do ciclo infeccioso em
gendtipo suscetivel de soja. A proteina Phapa-6417246 foi capaz de ativar sozinha o gene
reporter em altas concentragdes de 3-AT, o que indica que ela pode estar relacionada a fatores
de transcri¢do na planta. Devido a isso, foram realizadas a expressao e purifica¢do da proteina
Phapa-6417246; e o ensaio de pull down para identificacdo de possiveis parceiros de interagao
da proteina. Foi demonstrado que o efetor Phapa-6417246 suprimiu as respostas de defesa da
planta mediadas por PTI e ETI, e sua expressao foi induzida na presenca do hospedeiro nos
tempos 6, 12, 24 e 48 horas apos a inoculacdo do fungo. Conclui-se que o candidato a efetor
Phapa-6417246 tem papel importante na patogenicidade do fungo com a validacdo de sua
funcdo efetora. Porém, para identificar possiveis parceiros de interacdo desse efetor e
compreender a funcdo do efetor na patogenicidade ainda é necessdrio a realizacdo de outros
estudos para aprofundar no entendimento sobre atuacao do efetor nos mecanismos de defesa da

planta.

Palavras-chave: Efetor. Resisténcia a ferrugem. Soja. Supressao de resposta de defesa.
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ABSTRACT

Phakopsora pachyrhizi, the causal agent of Asian soybean rust, secretes numerous effector
proteins in the host tissue, which are able to disrupt the plant's defense response system.
Therefore, understanding plant-pathogen interaction is very important for successful disease
control. This work aimed to characterize the candidate effector protein, Phapa-6417246, from
P. pachyrhizi based on the analysis of its protein structure and by comparing it with other
organisms to functionally validate its ability to suppress defense responses and to identify
possible soybean interaction partners of this effector. The three genomes of Phakopsora
available at the Joint Genome Institute (JGI) were used for the in silico characterization of the
Phapa-6417246 candidate effector. The PTI and ETI suppression assays and the RT-qPCR
analysis of the Phapa-6417246 gene model were carried out throughout the infectious cycle in
a susceptible soybean genotype. In addition to that, the pull-down test was performed. The
Phapa-6417246 candidate effector suppressed the plant defense responses mediated by PTT and
ETI, and its expression was induced in the host presence at 6, 12, 24, and 48 hours after the
fungus inoculation. It is concluded that the Phapa-6417246 effector candidate has an important
role in the pathogenicity of the fungus due to its effector function validation. However, to
identify possible interaction partners for this effector and understand the effector's role in
pathogenicity, further studies are necessary to deepen the knowledge about the effector's role

in the plant's defense mechanisms.

Keywords: Defense response suppression. Effector. Rust resistance. Soybean.
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1 INTRODUCAO

A ferrugem asidtica é considerada uma das doencas mais severas que afetam a cultura
da soja. O agente causal da ferrugem asidtica é o fungo Phakopsora pachyrhizi, um fungo
biotréfico (parasita obrigatério) que possui uma ampla gama de hospedeiros e um ciclo de vida
complexo (Goellner et al., 2010). Cultivares com genes de resisténcia estdo disponiveis
comercialmente. Porém, essas cultivares ndo dispensam a aplicacdo de fungicidas, que devem
ser utilizadas como uma estratégia de manejo da doencga, a fim de evitar que a resisténcia seja
suplantada, em razdo da elevada variabilidade genética do patégeno (Godoy et al., 2016;
Henning, 2014; Zambolim, 2006). Nesse sentido, a utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas
associadas ao melhoramento de plantas pode auxiliar na produc¢do de cultivares com resisténcia
de amplo espectro e com maior durabilidade no campo.

Assim, entender a interacdo planta-patégeno € de suma importincia para o sucesso no
controle de doencas nos cultivos agricolas (Hammond-kosack & Jones, 2000). Os processos de
reconhecimento pelo sistema de defesa das plantas sdo constituidos por duas linhas. A primeira
linha sdo os processos associados a imunidade desencadeada por PAMPs (Padrdes Moleculares
Associados a Patdgenos) usualmente denominado imunidade ativada por PAMPs (PTI). A
segunda linha de defesa s@o aqueles associados a imunidade desencadeada por efetores.
usualmente denominado imunidade ativada por efetores (ETI) (Dodds & Rathjen, 2010; Jones
& Dangl, 2000).

Os PAMPs sdo padroes moleculares reconhecidos pelas células do sistema de defesa
basal, como sinal de invasdo por patdgenos, considerados essenciais na aptidio de
sobrevivéncia dos patégenos (Medzhitov & Janeway, 1997). Exemplos de PAMPs sdo as
quitinas fingicas, lipopolissacarideos, flagelinas bacterianas, entre outros (Medzhitov &
Janeway, 1997). Essa defesa permite que as plantas respondam de forma rapida e eficiente a
uma ampla gama de patégenos (Roux et al., 2014).

Os patégenos adaptados secretam um arsenal de proteinas efetoras que podem suprimir
PTI durante o processo de infeccdo, causando assim o desenvolvimento da doenca
(Stergiopoulos & de Wit, 2009), o que culmina na suscetibilidade desencadeada por efetores
(ETS) (Birch et al., 2008; Gohre & Robatzek, 2008). Os processos na resposta ETI incluem a
secrecao de efetores que suprimem a resposta imune. ETI € ativada por meio da interacao direta

ou indireta com as proteinas NB-LRR, que possuem dominio de ligacio a nucleotideos (NB -
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nucleotide binding) e repeti¢des de leucina (LRR - leucine rich repeat), que reconhecem esses
efetores (Jones & Dangl, 2006).

Os efetores podem ser definidos como proteinas secretadas pelo patégeno dentro de
células hospedeiras para auxiliar no processo de infec¢do (Dodds & Rathjen, 2010). Estas
proteinas podem, por exemplo, alterar a atividade dos alvos nos hospedeiros ou agir como
enzimas para suprimir PTI, facilitando a infec¢do (fatores de viruléncia ou toxinas) e/ou
ativando respostas de defesa (fatores de aviruléncia ou elicitores) (Kamoun, 2009; Liu et al.,
2016).

Virios estudos tém buscado identificar conjuntos de candidatos a efetores por meio de
andlises no proteoma (Duplessis et al., 2014; Garnica et al., 2013; Saunders et al., 2012),
genoma ou transcriptoma conhecidos de fungos patogénicos (Carvalho et al., 2017; Elmore et
al., 2020; Kunjeti et al., 2016; Link et al., 2014; Posada-Buitrago & Frederick, 2005; Rincdo et
al., 2018). Com o crescente nimero de efetores candidatos, que vem sendo disponibilizados e,
para maior entendimento de suas fungdes nas células das plantas, torna-se necessdrio o uso de
ferramentas para esse fim. Estudos apontam que por meio do uso de plantas modelo ndo
hospedeiras e do sistema de secre¢do do tipo III de bactérias, € possivel estudar a biologia da
célula, bioquimica das proteinas, resposta de hipersensibilidade e ensaios de infeccdo (Petre et
al., 2014).

Dentre as proteinas efetoras de ferrugens identificadas na literatura, t€m-se quatro
efetores (AvrM, AvrL567, AvrP123 e AvrP4) de Melampsora lini da ferrugem do linho, e o
efetor (PGTAUSPE10-1) de Puccinia graminis f. sp. tritici da ferrugem do trigo que foram
identificados devido sua aviruléncia (Ellis et al., 2007; Upadhyaya et al., 2014). A proteina
efetora RTP1 (Rust Transferred Protein) de Uromyces fabae da ferrugem do feijdo (Kemen et
al., 2005). Dentre os estudos sobre a interagdo soja- P. pachyrhizi, em 2014, foi descrito o
secretoma da P. pachyrhizi a partir da analise de RNAseq utilizando amostras do haustorio do
fungo (Link et al., 2014). Posteriormente, foi realizada a predi¢ao do secretoma de P. pachyrhizi
in planta e, a partir disso, foram preditas 851 proteinas secretadas pelo patégeno com possivel
acao no interior das células do hospedeiro (Carvalho et al., 2017).

Visto isso, 0 objetivo desse trabalho foi caracterizar a proteina candidata a efetor, Phapa-
6417246, de P. pachyrhizi com base na andlise de sua estrutura proteica e comparativa com
demais organismos, além de validar funcionalmente sua capacidade de supressdo de respostas

de defesa, e identificar possiveis proteinas de soja parceiras de interacdo desse efetor.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Analises in silico

A sequéncia de proteina do transcrito de_novo_1576 (Carvalho et al., 2017), candidata
a efetor de P. pachyrhizi, foi analisada quanto a similaridade significativa (70% de identidade
e 50% de cobertura) com as sequéncias de proteinas do banco de dados dos trés genomas de
Phakopsora pachyrhizi (MT2006, PPUFV02 e K8108)
presentes no Joint Genome Institute (JGI) (https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home).
Essa sequéncia foi avaliada para verificar a presenca da mesma nos genomas disponiveis, a
clonagem correta e para demonstrar a estrutura do gene.

Foram realizadas andlises do nimero e percentual de residuos de cisteina na proteina
madura e presenca de dominios conservados pelo PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/), que sdo
indicativos de sua provavel fungio biolégica. Dominios com valores de E-value maior que 1073
foram desconsiderados (Saunders et al., 2012). Além disso, foi realizada a busca de motivos
presentes nas sequéncias de residuos de aminoacidos dos modelos génicos encontrados nos trés
genomas que sao similares ao de_novo_1576.

Para identificacao da sequéncia de ligacao nuclear (NLS) no modelo génico foi utilizado
os programas NLStradamus (Nguyen Ba et al., 2009), predictNLS (Cokol et al., 2000), nucPred
(Brameier et al., 2007) e cNLS mapper (Kosugi et al., 2008, 2009). Para verificar a presenca de
sitio de ligacdo ao nucleotideo foi empregado o modelo PFO0931 (NBS) do PFAM.

Para identificar outros modelos génicos que se agrupam ao modelo génico similar ao
de_novo_1576, foi utilizada a anélise de agrupamento de familias de proteinas disponiveis no
JGI por meio do algoritmo MCL-Cluster
(https://mycocosm.jgi.doe.gov/clm/run/Phakopsoracomparativel.4168;BeMFOl ?organism=Ph
apal). Esses agrupamentos reuniram as proteinas preditas de P. pachyrhizi com proteinas de
outras espécies de ferrugem, como Cronartium quercuum f. sp. fusiforme, Melampsora lini,
Melampsora medusae {. sp. deltoidae, Puccinia graminis f. sp. tritici, Puccinia striiformis f. sp.
tritici, Melampsora americana, Melampsora larici-populina e Puccinia triticina.

Foi realizada a predicdo de proteinas de soja que sejam alvo do efetor Phapa-6417246

por meio do programa InterSPPI (Yang et al., 2019).
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2.2 Clonagem do modelo génico candidato a efetor Phapa-6417246

O modelo génico Phapa-6417246 foi amplificado com primers especificos (Tabela 1) e
clonado no vetor pCR8®/GW/TOPO (Invitrogen®) formando o vetor de entrada
GW/TOPQO_6417246. Apds confirmacdo da clonagem por sequenciamento, o vetor
GW/TOPQO_6417246 foi utilizado para recombinar o modelo génico Phapa-6417246 para o
vetor de destino pDEST32 (LEU2, CEN, Gentamicina®), formando o vetor BD-6417246,
utilizando a enzima LR clonase (Invitrogen®), pelo sistema Gateway. O vetor BD-417246
resultou no clone em que a sequéncia do gene esta fusionada ao dominio de ligacio do DNA
(BD) do Gal4p. A clonagem foi confirmada por PCR e posterior sequenciamento do plasmideo.

Para os ensaios de supressdao de PTI e ETI, o candidato a efetor Phapa-6417246 foi
recombinado para o vetor de destino pEDV6. Este vetor se baseia no Sistema de Secre¢ao Tipo
III de fitobactérias, permitindo a secre¢do da proteina de interesse e se mostrou promissor para

fungos biotréficos (Sohn et al., 2007).

Tabela 1 — Oligonucleotideos especificos para amplificacdo e clonagem do modelo génico
Phapa-6417246, para amplificacio dos vetores, e oligonucleotideos especificos para RT-qPCR
do gene.

Oligonucleotideos
Fw-Phapa6417246
Rv-Phapa6417246

Sequéncia (5°-3’)
ATGCAGAACATTACCAGTGACTTTCCAGCCA
TTATATAAACAAAGAGACAATGAACGTGATATATGCAGC

Fw-pDEST22 AACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTG
Rv-pDEST22 AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC
Fw-pDEST32 TATAACGCGTTTGGAATCACT
Rv-pDEST32 AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC
Fw-T7 TAATACGACTCACTATAGGG

Rv-T7 terminal
Fw-6417246-RT
Rv-6417246-RT

GCTAGTTATTGCTCAGCGG
CTGGTCACAGGCTTGGGTAG
AAAAAGTGGTGCGAGAAGCG

2.3 Ensaio de supressao de PTI

Plantas de Nicotiana benthamiana foram cultivadas em vasos plasticos de 500 mL e

mantidas em camara de crescimento com 50-55 % de umidade, a 24 °C e 12 h/12 h (luz/escuro)
por 5 semanas. Para a inoculagdo, coldnias da estirpe Effector-to-Host Analyze (EtHAn) da
bactéria de solo Pseudomonas fluorescens PfO-1 foram ressuspendidas em solucdo tampao,

MgClz 10 mM, tendo a concentracio ajustada para D.O.600=0,5.
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Os tratamentos, solucdo tampao de 10 mM de MgCl> (controle negativo), EtHAn
(controle positivo), e EtHAn transformada com o pEDV6- de_novo_1576, foram infiltrados na
face abaxial das folhas de N. benthamiana com auxilio de uma seringa sem agulha até formar
uma circunferéncia de 1,5 cm. Na face adaxial, a circunferéncia foi demarcada com a caneta
permanente para que no momento de coleta dos discos foliares fosse possivel identificar a drea
infiltrada. Os discos foram utilizados para a detec¢do de espécies reativas de oxigénio e

deteccdo de acumulo de calose.

2.3.1 Deteccao da formacao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) por meio do corante

DAB (3,3’-diaminobenzidina)

Para a detec¢do de ROS, os discos foliares foram coletados 24 horas apds a infiltracio
com auxilio de um perfurador de folha. Na capela de exaustdo, foi adicionado solucdo do
corante DAB, que reage com ROS e produz pigmentacdo caracteristica. Em seguida, a placa
foi coberta com papel aluminio, devido a fotossensibilidade do DAB, e mantida sob leve
agitacdo por 12 a 16 horas.

Posteriormente, os discos foliares foram lavados com dgua destilada e despigmentados
para permitir a visualizacdo da pigmentacdo de ROS. Discos foliares foram imersos em soluc¢io
de etanol:glicerol:acido acético (3:1:1) por 15 minutos. Todo o procedimento foi realizado em
capela de exaustdo. Por fim, foram preparadas 1aminas com os discos foliares em glicerol 50%
para observagdo em microscopio com a objetiva de 10x. A captura da imagem foi realizada por

meio do software Motic® Imagens Plus 2.0.

2.3.2 Deteccao do aciimulo de calose

Para a detec¢do do acimulo de calose foram coletados discos foliares 72 horas apds
infiltracdo. A despigmentagdo da clorofila foi realizada por meio da imersdo dos discos foliares
em 2 mL de etanol 95 %, sob leve agitacdo a 37 °C por no minimo seis horas. Em seguida,
foram feitas as etapas de reidratagdo dos discos foliares com solugdes menos concentradas de
etanol (70 %, 30 % e agua destilada) sob leve agitacdo. Ao final, foi adicionado aos discos
foliares a soluga@o corante azul de anilina (que cora estruturas de calose provenientes da infeccao
de patégenos no tecido foliar) + Tween® 20. A placa foi coberta com papel aluminio e mantida

sob agitacdo leve por duas horas. Posteriormente, as laminas foram preparadas com os discos
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foliares em glicerol 50 %, e estas foram analisadas por meio de microscopia de fluorescéncia,
utilizando o filtro DAPI, onde as partes pigmentadas com o azul de anilina sdo excitadas por
meio da luz UV do microscépio. As imagens foram documentadas por meio do software Zeiss

AxioVision 3.0, com visualiza¢do na objetiva de 5x.

2.4 Ensaio de supressao de ETI

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000) é uma bactéria fitopatogénica
que codifica um efetor secretado pelo sistema de secrecdo do tipo III (SST3) e induz a ETI
caracterizada pela resposta de hipersensibilidade (HR) em N. benthamiana (Mysore & Ryu,
2004). O modelo génico Phapa-6417246 clonado no vetor pEDV6 (Sohn et al., 2007) e o vetor
vazio foram conjugados em Pst DC3000 por acoplamento triparental usando Escherichia coli
HB101 (pRK2013) como uma linhagem auxiliar.

As bactérias foram cultivadas seletivamente em meio Luria-Bertani (LB) contendo
50 mg mL"! de rifampicina e 75 mg mL™! de gentamicina a 28 °C. As células bacterianas foram
cultivadas por 12 a 16 horas em meio liquido LB com os antibidticos apropriados a 28 °C em
agitador rotativo (250 rpm).

As bactérias foram coletadas por centrifugacdo, lavadas e ressuspendidas em MgCl»
10 mM a uma densidade 6ptica a 600 nm (D.O.600) de 0,2, 0,02 e 0,004 (D.O. de 0,15108
unidades formadoras de col6nias (ufc) mL™). Essa suspensao bacteriana foi introduzida na parte
abaxial das folhas de N. benthamiana com uma seringa de 1 mL sem agulha. As folhas foram
fotografadas ap6s 48 horas da inoculagdo. O candidato a efetor foi testado contra o controle

negativo (vetor vazio) em folhas de N. benthamiana.

2.5 Perfil de expressao génica do candidato a efetor Phapa-6417246 de P. pachyhrizi ao

longo do ciclo infeccioso

O pertil de expressdo génica do candidato a efetor Phapa-6417246 de P. pachyrhizi foi
analisado no gendtipo de soja suscetivel (BRS184) inoculado com o isolado LPF16.1M de
P. pachyrhizi durante o ciclo infeccioso. O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado com trés repeti¢des. As plantas de soja foram cultivadas em vasos de
0,5 L e mantidos em cAmara climética de crescimento (Fitotron®). Quando as plantas atingiram

o estddio V3, foi realizada a inoculag¢do do isolado da ferrugem por aspersdo no primeiro e
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segundo trifélio. A suspensdo dos esporos foi preparada com 15 mg de esporos do isolado em
30 mL de &4gua destilada e 0,05 % de Tween® 20, obtendo uma concentracdo final de
10* esporos mL™!. As folhas foram coletadas nos tempos 0, 6, 12, 24 e 48 horas apés inoculacdo
(hai). As plantas foram mantidas na cAmara e crescimento até o aparecimento dos sintomas e

sinais da infec¢do por P. pachyrhizi.

2.5.1 Extracao de RNA total e sintese de cDNA

As folhas de soja inoculadas foram maceradas com nitrogénio liquido e realizada a
extracdo do RNA total pelo método do Trizol (Invitrogen®), de acordo com o protocolo do
fabricante. As amostras foram analisadas quanto a integridade do RNA, em gel de agarose 1 %
e a concentra¢do foi estimada pelo espectrofotdmetro NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific®).
Para eliminar o DNA gendmico presente nas amostras, a enzima Desoxirribonuclease (DNase
I - Invitrogen®) foi utilizada no tratamento do RNA, que, posteriormente foi visualizado em gel
de agarose 1 % para confirmar a eficiéncia do tratamento. O cDNA foi sintetizado utilizando o
kit Super Script III First-Strand (Invitrogen®), seguindo as instru¢des do fabricante. A
amplificacdo do cDNA foi realizada para confirmagdo da sintese das amostras, e o cDNA foi

armazenado a - 20°C.

2.5.2 Analise RT-qPCR

Os primers para as reacdes de RT-qPCR foram desenhados utilizando o software
Primer3Plus® com base na sequéncia do modelo génico Phapa-6417246 obtida do genoma
MT2006 de P. pachyrhizi (Tabela 1). A eficiéncia de amplificacao de cada primer foi calculada
por dilui¢des seriadas de cDNA e calculando a regressao linear obtida para cada gene. O perfil
de expressdo foi monitorado por PCR quantitativo (qPCR), utilizando o gene enddgeno
citocromo B (CytB) de P. pachyrhizi como gene normalizador (Link et al., 2014) e o tempo 0
hai foi empregado como calibrador. As condi¢des de amplificacdo foram: 95°C por 10 minutos,
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, seguida pela determinacdo da curva
de dissociacao (melting) para determinar a especificidade das amplificagdes. As andlises foram
realizadas no equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems®),
utilizando o kit Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®). As amostras
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foram analisadas em triplicata. O nivel de expressdao do gene alvo foi determinado pela

quantificacdo relativa, por meio do software REST® (Pfaffl et al., 2002).

2.6 Ensaio de transativaciao

Ensaio preliminar de transativacdo foi realizado para determinar a capacidade da
proteina efetora, do modelo génico Phapa-6417246, ativar sozinha o sistema repérter. A
levedura Saccharomyces cerevisiae AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3,112, ura3-52, his3-200,
gal4A, gal80A, LYS2::GALIUAS-GALITATA-HIS3, GAL2UASGAL2TATA-ADE2,
URA3::MELUAS-MELI1TATAIlacZ) foi transformada pelo método do acetato de
litio/polietilenoglicol, com os vetores de interesse (iscas clonadas no vetor pDEST32, que sdo
utilizados no screening) e o vetor pDEST22 vazio. O resultado da transformacao foi plaqueado
em meio de selecao SD (synthetic dropout) na auséncia de leucina e triptofano (SD-LEU-TRP).

As colonias AH109 transformadas foram multiplicadas em meio liquido e utilizadas no
ensaio de transativacio do gene repérter HIS3, segundo o manual da Clontech®, variando-se a
concentracdo 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) no meio. O resultado deste ensaio foi utilizado para
determinar a concentracdo do inibidor a ser utilizado na varredura. Nesse caso houve a
transativacdo em altas concentracdes de 3-AT pelo modelo génico Phapa-6417246, o que
impede a utilizacdo do sistema de duplo hibrido para identificagdo dos parceiros de interagao.
Entdo, para este efetor foi realizado apenas o ensaio de pull down para identificar possiveis

parceiros de interacdo em soja.

2.7 Expressao heterologa e purificacao de proteina efetora

2.7.1 Expressao da proteina candidata a efetor Phapa-6417246 em transformantes de

ArcticExpress (D3)

As células de E. coli DHS5a transformadas com os plasmideos pET28a- 6417246
(plasmideo sintetizado com modelo génico Phapa-6417246 pela Biomatik®) foram submetidas
a extracdo de DNA plasmidial (Sambrook et al., 1989). Células de ArcticExpress (D3) foram
inoculadas em meio seletivo contendo gentamicina (35 pg mL™") e incubadas a 37 °C, a 180 rpm

por 12 horas. Apds centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em 1,0 mL de solucdo de
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CaClz (0,1 M) e concentradas para 150 pL. Este volume foi dividido em duas aliquotas de
75 L e em uma das aliquotas foi adicionado 3 uL. de DNA plasmidial.

As células foram incubadas em gelo por 20 minutos, e para a ocorréncia do choque
térmico, a amostra foi transferida rapidamente para um banho-maria a 42 °C por 45 segundos e
logo incubadas em gelo por cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 800 uL. de meio LB
e incubadas a 37 °C por uma hora. As células foram concentradas para 50 uL, plaqueadas em
meio LB contendo canamicina (50 ug mL') e incubadas a 37°C. A transformacdo foi
confirmada por meio de PCR de colonia, utilizando primers especificos para o vetor pET28a
(Tabela 1).

As coldnias de ArcticExpress (D3) transformadas com pET28a- 6417246 confirmadas
como positivas foram inoculadas em meio LB contendo canamicina (50 ug mL™!) e gentamicina
(35 ug mL!), e uma coldnia de ArcticExpress (D3) ndo transformada foi inoculada em LB
contendo gentamicina (35 pg mL™') em um volume de 100 mL. Essas coldnias foram incubadas
por 12 a 16 horas na temperatura de 37 °C sob agitacdo. Em seguida, esses indculos foram
transferidos para meio LB com volume de 1000 mL e incubados a 30 °C. Depois de atingida
D.0.600 = 0,6, foi adicionado Isopropil-B-Dgalactopiranosideo (IPTG) na concentragdo final de
0,4 mM, para indugcdo da expressdo de proteina, e o indculo incubado por 24 horas na
temperatura de 12 °C.

Ap6s a indugdo da expressdo das proteinas as células bacterianas foram coletadas por
centrifugacdo a 5000 rpm e ressuspendidas em tampao de ligagdo (20 mM NaxHPOu,
500 mM NaCl, 20 mM Imizadol pH 7,4) para extracao das proteinas totais das bactérias. Os
extratos proteicos bacterianos totais foram levados para o sonicador por cinco minutos, 30
segundos on e off, e 40 % de amplitude. Apds a sonicagdo, foram centrifugadas a 12000 rpm, a
4 °C por 20 minutos e entdo coletados os sobrenadantes (que sdo as fracoes soluveis dos extratos
bacterianos). O pellet (que corresponde a fracdo insoluvel do extrato bacteriano) foi
ressuspendido no tampao ligagdo. As fracdes soltveis e insoliveis do extrato bacteriano foram
analisadas por SDS-PAGE e Western Blot para teste de solubilidade da proteina e confirmacao

da expressao (Liao et al., 2008).

2.7.2 Solubilizacao da proteina da fracao insolivel

A proteina do candidato a efetor foi expressa na fragcdo insoluvel da estirpe bacteriana e

realizado o protocolo de solubilizacdo da proteina. As células bacterianas de Arctic-pET28a-
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6417246, ap6s indugcdo da expressdo da proteina, foram centrifugadas, ressuspendidas em
tampao de lise (100 mM Tris-HCI pH 6,9, 300 mM Nacl, 20 mM Imidazol, 1 mg mL! de
lisozima) e acondicionadas em gelo por 30 minutos. Em seguida, essa amostra foi levada para
o sonicador por cinco minutos, 30 segundos on e off, e 40 % de amplitude. Apds a sonicacao as
amostras foram centrifugadas a 12000 rpm, a 4 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 20 mL de tampao de lavagem (100 mM Tris- HC1 pH
6,9, 300 mM Nacl, 20 mM Imidazol) para a lavagem do pellet, e centrifugado novamente. Esse
processo de lavagem foi realizado duas vezes. Por fim, o pellet foi ressuspendido no tampao de
solubilizacdo (8 M Ureia, 50 mM Tris- HCI pH 6,9, 500 mM Nacl, 20 mM Imidazol). Essa
amostra foi mantida sob agitacdo por 12 a 16 horas a 4 °C. Posteriormente, armazenada a 60 °C
por dez minutos e centrifugada a 12000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e
purificado com coluna cromatogrdfica HISTRAP de 1 mL, utilizando o equipamento de
Cromatografia Liquida de Proteina Répida (FPLC). A qualidade da purificagdo foi analisada
por SDS-PAGE e Western Blot (Liao et al., 2008).

ApOs a purificacdo, a proteina em andlise foi renaturada realizando-se a dilui¢do do
eluato em 10 vezes em tampao de renaturacdo (100 mM Tris pH 6.9, 500 mM NaCl,
33% glicerol) e estocado a — 4 °C por 48 horas.

2.8 Ensaio de pull-down

O gendtipo de soja suscetivel (cultivar BRS184; lesdo tipo TAN), e os genodtipos
resistentes (fontes Rpp1b, Rpp4 e Rpp35; lesdo tipo RB) foram semeadas em vasos de 0,5 L e
mantidas em cAmara climatizada (Fitotron®) com temperatura controlada (28 °C durante o dia
e 25 °C durante a noite), fotoperiodo de 12 h de luz e aproximadamente 50 % de umidade
relativa do ar. As plantas em estddio vegetativo Vi (Fehr & Caviness, 1977) tiveram suas
segundas folhas trifoliadas inoculadas com urediniésporos de P. pachyrhizi (isolado
LPF2016.1M) e coletadas em 0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas apds a inoculacdo (hai). Foi obtido um
pool das folhas com todos os tempos ap0s a inoculacio para cada genétipo de soja. Os tecidos
vegetais foram triturados em nitrogénio liquido e as proteinas totais foram extraidas usando o
tampao de extragdo (Tris 50 mM, pH 7,5, Np 40 1 %, PMSF 2 mM). Os extratos foram
centrifugados por trés vezes a 16000 x g por dez minutos a 4 °C e o sobrenadante foi

armazenado a - 20 °C.
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Os ensaios de pull down foram realizados com a bead Ni-NTA magnética
(QUIAGEN?®), de acordo com as instru¢des do manual do fabricante. O ensaio com a proteina
candidata a efetor do modelo génico Phapa-6417246 purificada foi realizado com duas
repeti¢des para cada extrato proteico dos gendtipos de soja. O ensaio sem a proteina (apenas o
tampao de ligacdo da bead) foi realizado como controle negativo. Para cada repeticao foi
utilizado 25 pL de bead.

As proteinas eluidas foram tripsinizadas utilizando o protocolo de digestdao em solucdo
do Laboratério de Espectrometria de Massas (LNBio) e identificadas por espectrometria de

massas (Shevchenko et al., 2007).

2.9 Técnicas de biotecnologia molecular

Todas as técnicas de Biologia Molecular nao descritas foram conduzidas de acordo com

métodos ja convencionados descritos na literatura (Sambrook et al., 1989).
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao in silico do modelo génico Phapa-6417246

O transcrito de_novo_1576 foi identificado com candidato a efetor de P. pachyrhizi
(Carvalho et al., 2017). Recentemente foram publicados trés genomas de referéncia de
P. pachyrhizi, o que possibilitou confirmar a existéncia da proteina codificada pelo transcrito
de_novo_1576 no genoma do fungo e caracterizar o gene quanto a estrutura. Utilizando como
critério de selecdo 70% de identidade e 50% de cobertura, os modelos génicos Phapa-6417246
(genoma MT2006), Phapa-3002089 (genoma UFV02) e Phapa-8511288 (genoma K8108)
foram identificados como idénticos ao transcrito de_novo_1576, por serem do mesmo tamanho,
apresentarem 100 % de identidade e 100 % de cobertura (Tabela 2). Os modelos génicos
adicionais Phapa-6417485 (genoma MT2006) e Phapa-10409174 (genoma KS8108)
apresentaram 99,3 % de identidade e 100 % de cobertura em relacdo a proteina codificada pelo

transcrito de_novo_1576.

1 2 3 4
6417246 (MT2006)
PS 8511288 (K8108)
S A 3002089 (UFV02)
1 2 3 4
6417485 (MT2006)
PS 10409174 (K8108)
N S

Figura 1 - Esquema da estrutura dos modelos génicos com maior similaridade ao
de_novo_1576 nos genomas de referéncia de P. pachyrhizi, 6417246 e 6417485 (genoma
MT?2006), 3002089 (genoma UFV02), 8511288 e 10409174 (genoma K8108). PS: peptideo de
sinal. Os nimeros 1, 2, 3 e 4 representam os €xons, a linha preta os introns. S: serina. A: alanina.
N: asparagina.
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Tabela 2 - Candidatos a efetores de P. pachyrhizi com maior identidade em relacdo ao de_novo_1576 nos trés genomas de referéncia disponiveis
nos bancos de dados do Joint Genome Institute (JGI).

Codigo da Tamanho

proteina com da Identidad Cobertura L. Pept.l deo Exon/Intro  Ntdmero . Cobertura
Genoma maior roteina e (%) (%) Dominio  de sinal n de cisteina Motivo do RNA
identidade b (aa) ’ ’ (aa)
6417246 307 100 100 (P;g§§§0) 1-25 473 13 Auséneia  Sim
MT2006
6417485 307 99.3 100 (P332§;0) 1-25 473 13 Auséneia  Sim
UFV02 3002089 307 100 100 TRIS 1-25 473 13 Auséncia  Sim
(PF06330)
8511288 307 100 100 (ng§§;0) 1-25 473 13 Auséneia  Sim
K8108
10409174 307 99.3 100 TRIS 1-25 473 13 Auséneia i

(PF06330)
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Os modelos génicos similares a de_novo_1576 tem estrutura semelhante, exceto pela
codificacdo de dois aminodcidos distintos nas sequéncias de proteina de Phapa- 6417485 e
Phapa-10409174 (Figura 1). As proteinas de Phapa-6417246, Phapa-3002089 e Phapa-8511288
apresentam serina (S) na posi¢ao 15 e alanina (A) na posicdo 268, enquanto as proteinas de
Phapa- 6417485 e Phapa- 10409174 possuem asparagina (N) na posicdo 15 e serina (S) na
posicdo 268 da sequéncia de proteina, sendo esses ultimos possivelmente variante alélicos.

Os modelos génicos Phapa-6417246, Phapa-3002089 e Phapa-8511288 apresentam
uma sequéncia com 1214 pb, contendo quatro éxons e trés introns. A CDS (sequéncia de
codificacdo) possui 924 pb e codifica uma proteina com 307 aminodcidos, com 12 residuos de
cisteina (4 %) e massa predita de aproximadamente 30 kDa. Apresentam também peptideo sinal
de 25 residuos de aminodcidos, predito pelo SignalP, e dominio conservado TRIS (PF06330)
(Tabela 2).

Utilizando os programas NLStradamus (Nguyen Ba et al., 2009), predictNLS (Cokol et
al., 2000), nucPred (Brameier et al., 2007) e cNLS mapper (Kosugi et al., 2008, 2009), ndo foi
identificado nenhum NLS na sequéncia do modelo génico Phapa- 6417246. Na busca por
similaridade com dominio NBS (PF00931) ndo foi observado a presenga de sitio de ligagcdo ao

nucleotideo.

3.2 Supressao de respostas de defesa pelo efetor Phapa-6417246

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a deposicdo de calose sao respostas
de defesa basal da planta associadas a PTI. A bactéria EtHAn, quando infiltrada no tecido
apoplastico de N. benthamiana, promove essas respostas de defesa. Contudo, efetores flingicos
podem desencadear a supressdo das respostas de defesa.

Os resultados de pigmentacdo de ROS por DAB e de deposicdo de calose por azul de
anilina indicaram que no controle negativo (solucdo tampao de 10 mM MgClz) ndo houve
inducdo de resposta de defesa pois nao houve bactérias (Figura 2A, 2B). No controle positivo
(bactéria com vetor vazio), devido ao reconhecimento da bactéria pela planta, foi possivel
observar a pigmentacdo de ROS por DAB e formacao de calose, o que indica que houve resposta

de defesa associada a PTI.
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Figura 2 — Supressao de respostas de defesa pelo candidato a efetor Phapa-6417246. Ensaio de supressdao de PTI: Folhas de N. benthamiana
infiltradas com o controle negativo (MgCl), controle positivo (P. fluorescens com vetor vazio) e o tratamento P. fluorescens contendo a proteina
candidata a efetora Phapa-6417246. A. Pigmentadas com corante DAB, para observagdo de espécies reativas de oxigénio. B. Pigmentadas com
azul de anilina para observacdo de estruturas de calose. C. Gréfico da coloragdo por DAB para pigmentacdo de ROS para os tratamentos P.
fluorescens com vetor vazio (VV) e P. fluorescens com efetor Phapa- 6417246 (e1576). **: significativo a 0,01 de significancia pelo teste z. D.
Graéfico da coloracdo por azul de anilina para deposicao de calose para os tratamentos P. fluorescens com vetor vazio (VV) e P. fluorescens com
efetor Phapa- 6417246 (e1576). **: significativo a 0,01 de significancia pelo teste z. E. Ensaio de supressao de ETI por meio do sistema de secrecao
do tipo III de Pseudomonas syringae (Pst) DC3000 em folhas de N. benthamiana. Pst DC3000 transformado o vetor vazio [DC3000 Vetor vazio
(ev)] foi infiltrado no lado esquerdo das folhas de tabaco, onde uma resposta de hipersensibilidade pdde ser detectada. Ao lado direito das folhas,
Pst DC3000 transformado com o vetor contendo o candidato a efetor Phapa-6417246 foi infiltrado usando a mesma concentracdo de suspensao
bacteriana.
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O tratamento de EtHAn contendo a proteina do gene Phapa- 6417246 clonada
apresentou minima pigmentacdo de ROS e de estruturas de calose. Observa-se que a coloragdo
das imagens do tratamento com a proteina candidata € similar as imagens do controle negativo.
Verificou-se por teste ¢+ que houve diferenga (p<0,01) da coloragdo entre o tratamento da
bactéria com o vetor vazio e do tratamento com vetor clonado com Phapa-6417246 nos ensaios
com pigmentacdo de ROS por DAB e de deposi¢do de calose por azul de anilina, demonstrando
que a proteina candidata a efetor de P. pachyrhizi foi capaz de suprimir a PTI, o que indica uma
atividade efetora (Figura 2C, 2 D).

Por meio do sistema de secrec@o do tipo III foi possivel infiltrar o candidato a efetor
Phapa-6417246 via Pst DC3000 em folhas de N. benthamiana para testar sua capacidade de
suprimir a ETI1. Foi possivel observar que nao houve inducao de resposta de hipersensibilidade
(HR) quando o efetor estava presente (Figura 2E). No controle negativo (Pst DC3000
carregando o vetor vazio pEDV6), foi observada a indu¢@ao de HR por meio de manchas foliares
na regido infiltrada. Desse modo, é demonstrado que o candidato a efetor Phapa-6417246
também € capaz de suprimir a ETI desencadeada por Pst DC3000. A fim de confirmar a
supressdo de ETI, as bactérias foram capturadas da regido infiltrada e colocadas para crescer
em meio de cultivo. O que permitiu validar que as bactérias estavam ativas pois apresentaram

crescimento satisfatorio.

3.3. Perfil de expressao do Phapa-6417246 ao longo do ciclo infeccioso de P. pachyrhizi

A expressao do gene Phapa-6417246 foi analisada por RT-qPCR no genétipo suscetivel,
BRS 184, infectado por P. pachyrhizi. Para confirmar a ocorréncia da infec¢do foi verificada a
presenca dos sintomas 14 dias apds a inoculagdo e foi observado lesdes do tipo TAN (interagdo
compativel) (Figura 3). Observou-se que o Phapa-6417246 teve expressao induzida nos tempos
6, 12, 24 e 48 hai, com nivel de expressao elevado no tempo de 48 hai, comparado as plantas

do tempo 0 hai (Tabela 3).
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Lesdes do tipo TAN

Figura 3 — Lesdo do tipo TAN observada 14 dias apds a inocula¢@o do isolado LPF2016.1M
de P. pachyrhizi no genétipo suscetivel de soja (BRS 184). Foto retirada por Castanho, F.M.
(2019).

Tabela 3 — Niveis de expressao do candidato a efetor Phapa-6417246 nos tempos (6, 12, 24,
48 e 72 horas apds inoculagdo) em genétipo suscetivel de soja. O gene enddgeno CytB foi
utilizado como normalizador e como calibrador foi utilizado o tempo O hai.

Tempos (horas apés a inoculacao)
6 12 24 48
Phapa-6417246 3,54™ 17,15 10,46 109,87

Gene

“:significativo a 0,01 de significincia pelo teste de Randomizagdo de Realocagio Fixa de Pares Inteligentes®.

3.4 Identificacao de proteinas de soja parceiras de interacio do efetor candidato Phapa-
6417246

O transformante AH109 com a constru¢do BD-6417246 foi capaz de crescer em meio
SD-LEU-HIS com 100 mM 3-AT (Figura4), o que tornou invidvel realizar a varredura de
proteinas de soja pelo sistema duplo hibrido de levedura. Nesse caso, foi realizado o ensaio de

interacdo in vitro por pull down.
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Figura 4 — Ensaio de transativacdo em levedura AH109: leveduras transformadas com as
construgdes BD-positivo (proteina conhecida), BD-vetor_vazio+AD_vetor_vazio, BD-
6417246 inoculadas em meio SD-LEU-HIS com 100 Mm 3-AT.

Para realizacao do ensaio de pull down, incialmente realizou-se a expressdo heteréloga
e purificagdo da proteina. O modelo génico Phapa-6417246 clonado no vetor pET28a foi
transformado em ArcticExpress (D3). Apés confirmag@o dessa transformacgdo por PCR, foi
realizado teste de solubilidade da proteina, em que a proteina foi altamente expressa na fracao
insolivel. A fracdo insolivel do extrato proteico foi solubilizada com 8 M de Ureia e
posteriormente purificada com coluna cromatogriafica HISTRAP de 1 mL utilizando o
equipamento FPLC. A qualidade da purifica¢do foi verificada por SDS PAGE e Western blot
(Figura 5).

Para o ensaio de interacao proteina-proteina in vitro, apos a renaturacdo da proteina, foi
realizado o pull down. O ensaio foi delineado com quatro tratamentos e duas repeti¢des. Os
tratamentos foram: (A) interacdo entre Phapa-6417246 e extrato proteico do gendtipo suscetivel
(BRS 184) de soja; (B) interacao entre Phapa-6417246 e extrato proteico do gendtipo resistente
(Rppl) de soja; (C) interacdo entre Phapa- 6417246 e extrato proteico do gendtipo resistente
(Rpp4) de soja; (D) interacdo entre Phapa-6417246 e extrato proteico do gendtipo resistente
(Rpp5) de soja; (E) interacao entre tampao de ligacdo e extrato proteico do gendtipo suscetivel
(BRS 184) de soja; (F) interacdo entre tampdo de ligacdo e extrato proteico do gendtipo
resistente (Rppl) de soja; (G) interagdo entre tampao de ligagcdo e extrato proteico do genétipo
resistente (Rpp4) de soja; (H) interacdo entre tampao de ligacdo e extrato proteico do genétipo

resistente (Rpp5) de soja.
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WM N.L. Purificagdo da proteina do gene Phapa-6417246

35 kDa — ~30 kDa

Figura S — Purificacido do candidato a efetor Phapa-6417246. Gel de poliacrilamida 12,5%
corado com  coomassie blue da  purificacio da fracdo insolivel de
ArcticExpress (D3) + 6417246-pET28a. N. L. = Fragcao ndo ligada da purificagao.

As proteinas recuperadas da bead ap06s a interacao in vitro foram digeridas com tripsina
e foram enviadas para leitura em espectrometro de massas. O tratamento A foi analisado em
SDS PAGE, e foi possivel observar duas bandas no gel (Figura 6). Possivelmente houve
interag@o da proteina Phapa-6417246 com uma proteina do extrato proteico de soja, pois foi
observado duas bandas na canaleta, uma banda de 30 kDa, que corresponde a massa da proteina
Phapa-6417246 e uma banda de aproximadamente 85 kDa, correspondendo alguma proteina de
soja.

Outra forma de identificar interagdo proteina-proteina é por meio da utilizacdo de
programas que realizacao predicdo dessas possiveis interagdes. Para tanto, foi empregado o
método de predicdo, denominado InterSPPI (Yang et al., 2019), que baseia-se nas interac¢des
dominio-dominio, dominio-motivo conhecidas da literatura. Esse programa prediz a interacao
do efetor com proteinas de A. thaliana, no caso do Phapa-6417246, foi predita interacdo com
160 proteinas de Arabidopsis.

Utilizando 0 banco de dados do Phytozome Biomart
(https://phytozome.jgi.doe.gov/biomart/martview/29f718472f73da86e9c97fed38d817a6) foi
identificado 255 genes de soja ortdlogos dos genes encontrados de Arabidopsis. Desses 255
genes foi observado a ocorréncia de 111 diferentes dominios conservados PFAM (Tabela 4).
Foi observado que 42 genes preditos codificam fatores de transcri¢do, que pode ser observado

na Tabela 4 do numero 85 ao 98.
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Eluatos interacao Extratos proteicos
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Figura 6 — Ensaio interacio proteina-proteina in vitro. Gel de poliacrilamida 12,5% corado
com coomassie blue. Eluatos interacdo: 1. Eluato da interacdo Phapa-6417246 e extrato proteico
do gendtipo BRS184, 2 e 3. Eluatos da interagdo tampao de ligacdo (sem adi¢@o de proteina,
controle negativo) e extrato proteico do gendtipo BRS184 e gendtipo com resisténcia Rppl.
Extratos proteicos de soja: 4. BRS184. 5. Rppl. 6. Rpp4. 7. Rpp5. Setas indicam posi¢ao das
bandas na canaleta Eluato interacdo 1.



84

Tabela 4 — Lista com informacdes sobre os genes preditos em soja como possiveis alvos de
interacdo do candidato a efetor Phapa-6417246.

ID Descricao Gene PFAM
i i Glyma.08G046600
| Prefoldin Beta Subunit y PF01920
(Pfdb, PFDN6) Glyma.12G006600
COP?9 Signalosome Glyma.04G075000
2 Complex Subunit 5 PF01398
[EC:3.4.-.-] (COPS5, CSN5S) Glyma.06G076000
- i Glyma.11G222900
3 Speckle-Type POZ Protein y PF00651
(SPOP) Glyma.18G034700
Glyma.01G188900
iquitin-Coni i Glyma.05G091100
4 Ubiquitin-Conjugating yma PF00179
Enzyme E2 Glyma.11G053300
Glyma.17G169700
Nucleosome Assembly Glyma.09G064400
5  Protein 1-Like 1 (NAPILI, PF00956
Glyma.07G069400
SWI/SNF-Related Matrix-
Associated Actin-Dependent  Glyma.09G257900
6 Regulator Of Chromatin PF04851  PF08880 PF00271
Subfamily A Member 2/4 Glyma.16G035100
[EC:3.6.4.-] (SMARCA2_4)
Glyma.18G234700
U11/U12 Small Nuclear Glyma.08G366200
7 Ribonucleoprotein 35 Kda PF00076
Protein (SNRNP35) Glyma.18G296100
. Glyma.04G116700
8 Peroxin-5 (PEXS, PXR1) PF07719 PF13414 PF00515
Glyma.06G320100
Glyma.03G084000
- i i Glyma.08G349500
9 RPMI-Interacting Protein 4 y PF05627
(RIN4) Glyma.16G090700
Glyma.18G166800
Jasmonate ZIM Domain-
10 Containing Protein (JAZ) Glyma.09G174200  PF09425  PF06200
Nuclear Pore Complex Glyma.13G355300
11 Protein Nup53 (NUP35, PF05172
Glyma.04G033800
i i i Glyma.06G034000
12 Brassinosteroid Resistant yma PF05687
172 (BZR1_2) Glyma.14G076900
Glyma.17G248900
Guanine Nucleotide- Glyma.05G243800
13 Binding Protein Subunit PF00400
Beta-2-Like 1 Protein Glyma.08G051600
Exocyst Complex Glyma.10G217200
14 Component 2 (EXOC2, PF08700

SECS)

Glyma.20G174900

Continua...
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Continuacgio...
ID Descricao Gene PFAM
Glyma.03G162100
- i Glyma.10G035800
15 Autophagy-Related Protein y PE04109
9 (ATGY) Glyma.13G122200
Glyma.19G163500
i Glyma.09G132800
16 Uncharacterlzeq Conserved y PF05903
Protein Glyma.16G179500
Predicted Muts-Related Glyma.11G175400
17 Protein Involved In PF01713 PF08590
Mismatch Repair Glyma.18G063000
i Glyma.08G290400
13 Uncharacterlzeq Conserved y PF09793
Protein Glyma.18G133800
Kinesin Motor Domain Glyma.04G009100
g ; i Glyma.06G009000
19 (Kinesin) // Zinc Flnger, y PF13920 PF00225
C3HC4 Type (RING Finger)  Glyma.11G112700
(2£-C3HC4_3) Glyma.12G038600
-Thioni i Glyma.08G268000
20 Gamma Thlonlp Fgmlly y PF00304
(Gamma-Thionin) Glyma.16G 100400
. Glyma.02G061400
21 NPH3 Family (NPH3) PF03000
Glyma.16G143800
Glyma.04G068800
ENT Domain (ENT) //
22 Agenet Domain (Agenet) Glyma.05G010000 PF03735 PF05641
Glyma.17G118000
Glyma.01G186300
in, C- i Glyma.05G095500
23 Remorm, C Ter.mmal y PF03763
Region (Remorin_C) Glyma.11G055600
Glyma.17G174300
Glyma.02G146100
inc-Fi - Glyma.03G155800
4 Zinc-Finger Of The FCS yma PE04570
Type, C2-C2 (Zf-FLZ) Glyma.10G027900
Glyma.19G158100
24 RNA Recognition Motif Glyma.02G019000 PF14259
Glyma.09G048200
Glyma.15G155500
. i Glyma.07G223100
26 Inhibitor Of Apoptosis PF13920
Glyma.09G019900
Glyma.15G126400
Glyma.20G022400
27 Glutaredoxin Glyma.04G141800 PF00462
L quitin- in Li Glyma.04G235700
28 E3 Ublq}lltln Protein Ligase yma PF03145
Sinat3-Related Glyma.06G129000
iquitin- Glyma.08G320500
29 Small Ubiquitin-Related y PE11976

Modifier

Glyma.18G165200

Continua...
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Continuacio...
ID Descricao Gene PFAM
Glyma.07G137100
30 Complement Component 1 PF02330
Glyma.18G187800
i Glyma.05G007100
31 Carbonic Aghydrase 2, y PF00484
Chloroplastic-Related Glyma.19G007700
23.5 Kda Heat Shock Protein,
32 Mitochondrial-Related Glyma.12G013100 PF00011
i i Glyma.10G178900
33 Plastidial Pyruvate Klnase 1, y PF02887 PF00224
Chloroplastic Glyma.20G211200
Glyma.02G196500
-Li i Glyma.03G202300
34 Bell le? Homeodomain yma PF05920 PF07526
Protein 1-Related Glyma.10G081700
Glyma.19G199500
' Glyma.04G049500
35 Homeobox g‘f{f‘f Knotted-1- - Glyma.14G091200  PF03789 PF05920 PF03790  PF03791
Glyma.U039200
36 restis-Specific Y-Bncoded gy 19G0s3800  PR009S6
Protein
37 Nucleosome Assembly )0 ) 13G105600  PF00956
Protein 1,4
. Glyma.09G266200
38 Mads Box Protein PF00319 PF01486
Glyma.18G224500
39 Mads-Box Protein Socl Glyma.07G080900 PF01486 PF00319
i Glyma.04G162400
40 Exocyst Complex Protein y PF03081
Exo70 Glyma.06G203900
Glyma.04G247200
i i Glyma.06G115600
41 Brahma Associated Protein y PF00249 PF04433 PF16495
155 Kda Glyma.13G031300
Glyma.14G153000
. . . Glyma.05G047300
2 Camplex Component 2 PRI2022 PFOGIAS
p p Glyma.17G129100
.. Glyma.02G293200
43 (3)1;1{%1:% Fictfif’ f‘gpﬁslsor PF09750 PF01805
He-Apricot HomoIog  Glyma.14G021200
Glyma.04G186400
ilms' - iati Glyma.05G040200
44 Wilms' Tumor I-Associating yma PF17098
Protein Glyma.06G179400

Glyma.17G086600

Continua...
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Continuacgio...
ID Descricao Gene PFAM
Glyma.07G011000
. . Glyma.08G194200
45  Pral Family Protein C-Related PF03208
Glyma.13G351200
Glyma.15G023400
) Glyma.05G007800
15, o s Crmosone
' Glyma.19G008200
47 Conserved Oligomeric Golgi ~ Glyma.02G043400 PFO4124
Complex Component 8 Glyma.16G120600
48 Ntkl-Binding Protein 1 Glyma.03G192100 b 16,49
Glyma.19G192600
Glyma.10G225300
50 F16f4.11 Protein Glyma.16G167700 PF13837
Glyma.20G166500
Glyma.02G305700
. Glyma.13G025900
51 Protein Oberon 1-Related PF07227  PF16312
Glyma.14G007300
Glyma.20G059100
i Glyma.07G252500
52 Copper Transport Protein y PF00403
Atox1-Related Glyma.17G021900
Glyma.07G028000
. Glyma.08G214600
53 Protein Topless-Related PF00400
Glyma.13G367300
Glyma.15G006100
Glyma.05G241900
. Glyma.07G097700
54 F6al4.12 Protein-Related PF13639
Glyma.08G049400
Glyma.09G180300
iquitin- in Li Glyma.01G074000
55 E3 Ubiquitin P‘rotem Ligase yma PF13920
Brel-Like 1 Glyma.11G175700
- in- ini Glyma.10G208200
56 U-Box Domal.n Containing yma PFO4564  PF00514
Protein 14 Glyma.20G182600
Armadillo/Beta-Catenin-Like ~ O1yma.09G039600
57 Repeats-Containing Protein- Glyma.15G144800 PF16186 PF01749 PF00514
Related Glyma.17G031000
) ) Glyma.10G148800
58 Importin Subunit Alpha-2 PF16186 PF01749 PF00514
Glyma.20G239200
Glyma.07G249600
. . . Glyma.09G046300
59  Cw-Type Zinc-Finger Protein PF07496

Glyma.15G154200
Glyma.17G024800

Continua...



88

Continuacgio...
ID Descricao Gene PFAM
Mitogen-Activated Protein Glyma.12G073000
60 Kinase 3 Glyma,U021800 1106293
Glyma.05G166400
Homeobox-Leucine Zipper
61 Protein Athb-14-Related Glyma.08G124400  PF00046 PF08670  PF01852
Glyma.09G023600
Glyma.07G267400
i , i i Glyma.09G013100
62 Microtubule-Associated Protein y PFO7058
70-5 Glyma.15G118000
Glyma.17G006600
Glyma.01G219600
i -Bindi Glyma.05G207300
63 At Hook Motlf Dna' Binding yma PF03479
Family Protein Glyma.08G014000
Glyma.11G023900
) . Glyma.05G140400
64 Della Protein Gai-Related PF12041 PF03514
Glyma.08G095800
Glyma.03G167400
in- i i Glyma.10G040400
65 Auxin-Responsive Protein y PF02309
Taal0-Related Glyma.13G127000
Glyma.19G168500
¢ Plastid-Lipid-Associated Protein Glyma.09G008100 PF04755
3, Chloroplastic-Related Glyma.15G112500
inc-Fi i Glyma.07G271900
67 Zinc Fmg.er Homeodomain yma PRO4770
Protein 3-Related Glyma.17G002200
) Glyma.10G197500
68 F18k10.6 Protein-Related PF02365
Glyma.20G192500
Glyma.02G222300
Glyma.04G226700
69 F1104.3-Related PF02365
Glyma.06G138100
Glyma.14G189300
in- ini in-  Glyma.03G145300
70 C1 Domain-Containing Protein yma PFO3107 PRO7649
Related Glyma.19G148300
Glyma.04G071400
71 Protein Tify 8 Glyma.06G072700  PF06200
Glyma.17G205200
Emsy N Terminus And Plant Glyma.02G178800
72 Tudor-Like Domain-Containing PF03735
Protein Glyma.09G112500
Protein Accumulation And Glyma.14G216700
73 Replication Of Chloroplasts 6, PF13355

Chloroplastic

Glyma.17G255300

Continua...
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Continuacgio...
ID Descricao Gene PFAM
i in- i Glyma.03G129900
74 Angiotensin-Converting yma PF09713
Enzyme 2 Glyma.19G132200
Phosphoribosylformimino-
75 5-Aminoimidazole Glyma.02G054800 PF00977
Carboxamide Ribotide
Isomerase
Nicotinate Glyma.05G094000
76  Phosphoribosyltransferase yma. PF04095
5'-Methylthioadenosine Glyma.04G005900
77 .
Nucleosidase (MTN) Glyma.06G005600 PF(Q1048
Large Subunit Ribosomal Glyma.10G048600
78 Protein L4e (RP-Lde, Glyma.13G136400 PF14374 PF00573
RPL4) Glyma.19G178100
26S Proteasome Glyma.07G002200
79 Regulatory Subunit T6 PF07724
Glyma.01G163900
, i . i Glyma.02G045700
30 S Pha§e Kinase-Associated y PF03931 PFO01466
Protein 1 (SKP1, CBF3D)  Glyma.11G079600
Glyma.16G123700
Anaphase-Promoting Glyma.01G216500  PF13414 PF07719
81 Complex Subunit 8 (APC8, Glyma.11G026400 PF00515 PF04049
CDC23) PF13176 PF13414
Glyma.12G016100
Guanine Nucleotide- Glyma.04G013100
Binding Protein
82 G(1)/G(S)/G(T) Subunit Glyma.11G118500 PF00400
Beta-1 (GNB1) Glyma.12G043900
Copper Chaperone For
83 Superoxide Dismutase Glyma.05G055000
(CCS) PF00403  PF00080
Glyma.02G258200
i i Glyma.11G231100
g4 ~ Clathrin Heavy Chain Y PF09268 PFI3838 PF01394  PF00637
(CLTC) Glyma.14G058300
Glyma.18G026000
ipti Glyma.01G096600
85 Transcription Factor y PF00010  PF14215
MYC2 (MYC2) Glyma.08G271900
Transcription Factor GT-2 Glyma.04G135400
i Glyma.11G156700
86 And 'Relatejd P.rotelns, y PF13837
Contains Trihelix DNA- Glyma.13G195800
Binding/SANT Domain Glyma.15G234100
Glyma.02G105900
_ o Glyma.05G027400
g7 1CPFamily Transcription 5,0 196168300 PFO3634

Factor (TCP)

Glyma.16G004300
Glyma.17G099100

Continua...
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Continuacgio...
ID Descricao Gene PFAM
GATA Transcription
88 Factor 24-Related Glyma.08G221800 PF06200 PF00320 PF06203
ipti Glyma.01G018400
89 Transcription Factor y PF00010  PF14215
Myc3-Related Glyma.09G204500
90 Homeobox Protein Glyma.01G028300 PF03789 PF05920 PF03790 PF03791
Transcription Factors
. Glyma.02G036900
91 Homeobox Protein Glyma.08G284300 PF03789 PF05920 PF03790 PF03791
Transcription Factors
Glyma.18G141200
Glyma.05G234500
Glyma.07G092700
92  Transcription Factor Bee 3  Glyma.08G042000 PF00010
Glyma.09G183500
Glyma.17G223100
Glyma.03G158500
Transcription Factor
93 Unel2-Related Glyma.10G031600 PF00010
Glyma.19G160900
Glyma.03G018800
L Glyma.07G080300
94  Transcription Factor Tcp9 PF03634
Glyma.10G240200
Glyma.20G154400
L Glyma.04G170600
95 Transcription Factor Tcpl4 PF03634
Glyma.06G193000
Glyma.06G232300
inti Glyma.12G158900
96 Transcription Factor yma PF03634
Tcpl0-Related Glyma.16G053900
Glyma.19G095300
Glyma.08G247300
97 Transcription Factor Tcp13  Glyma.18G268700 PF03634
Glyma.19G030900
' o Glyma.08G163500
og ~ Myb Family Transcription o 1565015000 PF00249  PF14379

Factor Apl

Glyma.15G263700
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4 DISCUSSAO

O modelo génico Phapa-6417246 codifica uma proteina secretada por P. pachyrhizi de
tamanho pequeno, mais de 3 % de cisteina em sua estrutura, com peptideo de sinal e funcao
desconhecida, esta proteina € possivelmente um efetor de P. pachyrhizi ja que essas
caracteristicas sao consideradas comuns a outros efetores ja conhecidos (Ellis et al., 2009; Petre
et al., 2015). Além disso, por andlise de agrupamento entre diferentes espécies de fungos
causadores de ferrugem, disponibilizada no banco de dados do JGI, foi verificado que os
modelos génicos Phapa-6417246, Phapa-3002089 e Phapa-8511288 agrupam-se apenas entre
si, sugerindo que esse modelo génico pode ser especifico a P. pachyrhizi.

O dominio TRIS, identificado na proteina do modelo gé€nico Phapa-6417246, ¢
caracteristico da enzima tricodieno sintase, a responsavel por catalisar a primeira etapa das vias
do tricoteceno das espécies de Fusarium e Trichothecium (Rynkiewicz et al., 2001; Trapp et
al., 1998). Pressupde-se que tricoteceno esteja envolvido na patogenicidade do fungo em
plantas, porém ainda € desconhecida sua fun¢do na infec¢do (Desjardins et al., 1993; Kimura et
al., 2007). Foram identificados 11 candidatos a efetores fitotoxicos de Fusarium virguliforme,
que apresentam os dominios conservados que codificam a enzima tricodiene sintetase (Chang
et al., 2016). A presenca do dominio TRIS no candidato a efetor Phapa-6417246 pode estar
relacionado com a patogenicidade de P. pachyrhizi.

Assim como realizado para o efetor Phapa-6417246, diversos outros candidatos a
efetores de P. pachyrhizi vém sendo validados em sistemas transientes. Dois candidatos a
efetores de P. pachyrhizi (CSEP-07 e CSEP-09) foram capazes de aumentar a infec¢do de
P. infestans em folhas de tabaco, sugerindo um papel na viruléncia do fungo da ferrugem
asiatica da soja (Kunjeti et al., 2016). Com o objetivo de validar candidatos a efetores de
P. pachyrhizi (PpECs) em larga escala, um estudo demonstrou que 17 PpECs foram capazes de
suprimir PTI (Qi et al., 2018).

Outros trés candidatos a efetores de P. pachyrhizi apresentaram capacidade de supressao
a respostas de defesa mediadas por ETI utilizando o sistema de expressao transiente em folhas
de tabaco (Carvalho et al., 2017). O efetor PpEC23 de P. pachyrhizi suprimiu a resposta de
defesa mediada por ETI, quando expresso em folhas de tabaco e de soja, e a resposta mediada

por PTI (Qi et al., 2019), assim como o efetor Phapa-6417246.
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O efetor Phapa-6417246 teve sua expressdo génica induzida na presenca do hospedeiro
numa interagdo compativel. Outros 22 candidatos a efetores de P. pachyrhizi tiveram seu perfil
de expressdo génica analisados durante o ciclo infeccioso em gendtipo suscetivel de soja
(BRS 231), e foi observado que, em geral, os transcritos das familias 1 e 3 foram induzidos nos
tempo iniciais de infec¢do (6, 12 e 24 hai) (Carvalho et al., 2017). Nas primeiras horas de
infeccdo ocorre a germinagdo dos esporos e em 12 hai € comumente observado que grande parte
dos apressoérios estdo formados. Em 24 hai é observado a penetragao e desenvolvimento das
hifas de infeccdo (Schneider et al., 2011). Ou seja, nessas horas iniciais da infeccdo os efetores
podem atuar na supressdo da resposta de defesa da planta mediadas por PTI e ETIL.

Um estudo sobre perfil de expressdo génica de candidatos a efetores da ferrugem da soja
demonstrou que os efetores CSEP-06, CSEP-08 e CSEP-09 apresentaram altos niveis de
expressao relativa apenas nas primeiras 24 hai, enquanto o CSEP-03 e o CSEP-07 mantiveram
niveis de expressdo indetectdveis no inicio da infeccdo em folhas de soja, porém foram
induzidos ap6s o tempo de 72 hai (Kunjeti et al., 2016). Ja o efetor PpEC23 de P. pachyrhizi
foi induzido durante a formagdo do apressorio com alto nivel de expressdo, e indugdo de
expressao continuada nos tempos 72, 120, 168 e 336 hai (Qi et al., 2019).

A expressdo de seis transcritos de P. pachyrhizi, que possuem papel importante na
patogenicidade do fungo, foram analisadas por RT-qPCR nos gendétipos suscetivel (BRS 231)
e resistente (PIS61356) inoculados com P. pachyhrizi, e apresentaram indu¢do em diferentes
tempos ao longo do ciclo infeccioso (Rincao et al., 2018). A diversidade observada na expressao
génica de efetores durante o processo de infec¢do € justificada pelas diferentes fungdes que os
efetores possuem, tais como induzir a liberagcdo de nutrientes para o patégeno e causar
alteracodes nas células dos tecidos infectados (Qi et al., 2019).

Para identificar possiveis proteina de soja que sejam alvo do efetor Phapa-6417246 foi
realizado ensaio de pull down, porém os resultados da analise de proteGmica ndo constam neste
trabalho. Diversos trabalhos utilizaram ensaios de interacdo proteina-proteina in vitro
associadas a espectrometria de massas para identificacio de proteinas que interagem com
efetores fungicos. Proteinas do dlamo foram identificadas como parceiras de interacdo dos
candidatos a efetores de Melampsora larici-populina por meio da coimuprecipitagdo associada
ao espectrometro de massas (Petre et al., 2015).

Estudo utilizando a técnica de interacdo proteina-proteina demonstrou que quatro

proteinas de cevada interagiram com o efetor BEC1054 de Blumeria graminis f.sp. hordei
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(Pennington et al., 2016). Outro exemplo, € o efetor Pst-milR1 de Puccinia striiformis f. sp.
tritici que se liga ao gene PR-2 de trigo suprimindo sua a¢ao (Wang et al., 2017).

A capacidade de auto ativacdo do gene repdrter em 100 mM de 3-AT pelo Phapa-
6417246, indica que a proteina predita pode ser um fator de transcri¢do. Porém, esse efetor nao
apresentou em sua estrutura nenhum sitio de ligacdo ao nucleotideo e nenhum NLS, o que
invalida a hipétese da proteina efetora ser um fator de transcri¢do. Apesar disso, foi predito que
a proteina efetora de Phapa-6417246 pode interagir com fatores de transcri¢cdo, ou seja, essa
proteina pode atuar a nivel nuclear ao se ligar a fatores de transcricio manipulando a resposta
de defesa da planta. Como € caso do efetor PpEC23 de P. pachyrhizi interage com o fator de
transcricao da soja, GmSPL 121, que regula negativamente a imunidade da soja (Qi et al., 2016).

As proteinas preditas como alvo de interagdo do efetor Phapa-6417246 apresentam
diversas fungdes, como regulacio do splicing alternativo; sinalizacdo baseada em ubiquitina e
nas vias de renovacdo de proteinas; movimentacdo de histonas para interior do nicleo, e
montagem de nucleossomos; mediacdo das interacdes entre proteinas; regulacdo de genes
induzidos por brassinosterdides; entre outras (Tabela 4). Por meio dos dominios conservados
dessas proteinas foi verificado que a maioria apresenta alguma funcao no nucleo da célula, o
que corrobora para hipdtese que o efetor Phapa-641246 interage com proteinas da soja que
apresentem alguma fun¢do no nucleo.

Dentre essas proteinas preditas em soja como alvos de interacdo do efetor Phapa-
6417246, tem-se o fator de transcricdo da familia TCP. Esse fator de transcri¢do desempenha
papel importante no desenvolvimento da planta e sinalizagdo dos hormonios relacionados a
estresses abioticos e bidticos (Feng et al., 2018). Essa interacdo pode inferir sobre uma possivel
acdo do efetor na cascata de sinalizacdo de hormdnios da planta. Porém, € necessario investigar

sobre essa possivel interag@o entre o fator de transcricdo TCP e o efetor Phapa-6417246.
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5 CONCLUSOES

O efetor Phapa-6517246 de P. pachyrhizi suprime a resposta de defesa da planta
mediados por PTI e ETI, utilizando o sistema de expressao transiente em folhas de tabaco. Além
disso, a expressdo do efetor Phapa-6517246 € induzida em folhas de soja infectadas por

P. pachyrhizi. Este efetor pode ainda interagir com algum fator de transcri¢do da soja.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os candidatos a efetores Phapa-7431740 e Phapa-6417246 sdo capazes de suprimir as
respostas de defesa da planta mediados por PTI e ETI, o que valida a funcdo efetora dessas
proteinas secretadas por P. pachyrhizi. O candidato a efetor Phapa-7431740 interage
fisicamente com uma beta-1,3-glucanase da soja pelo sistema duplo hibrido de levedura. O
candidato a efetor Phapa-6417246 possivelmente interagiu com proteinas do gendtipo
suscetivel de soja por meio do ensaio de pull down, porém, ainda é necessdria a identificagdo
das proteinas pelo espectrometro de massas. Outros estudos sobre a fun¢do dos candidatos a
efetores de Phakopsora sao necessdrios para maior entendimento da atuacio desses efetores

nos mecanismos de defesa da soja.
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ANEXO 1

(A) Esquema da divisao da arvore filogenética
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Gorai.005G026800.1
AT4G14080.1
AT3G23770.1
glyma 13G173200.1

Subfamilia F

Subfamilia E
Gorai.008G159300.1

glyma 15G242125.1



(H) Subfamilia F

Subfamilia B
Subfamilia D
Subfamilia G |
|subfamilia A |
[subfamilia H |
[Subfamilia G |
glyma 05G012600.1

glyma 17G120767.1
glyma 04G152100.1
glyma 06G210900.1
AT3G24330.1
Gorai.010G068800.1
AT5G64790.1
Gorai.008G101400.1
Gorai.011G114400.1
Gorai.011G114500.1
Gorai.011G114600.1
glyma 06G147300.1
glyma 05G185100.1
glyma 08G143050.1
AT5G18220.1
AT3G04010.1
Gorai.007G287700.1
Gorai.013G202800.1
AT2G19440.1
AT1G64760.1
glyma 16G042500.1
glyma 02G071400.1
glyma 16G152600.1
AT5G20870.1
Gorai.013G221700.1
Gorai.010G094500.1
glyma 13G115700.1
glyma 17G044100.1
—— AT5G58090.1
_EGorai.012G-009200.1
Gorai.004G097500.1
AT4G31140.1
_[glyma 04G074000.1
glyma 06G075100.1
glyma 14G131300.1
glyma 17G202500.1
AT4G17180.1
Gorai.012G043800.1
glyma 07G269400.1
glyma 09G016300.1
glyma 15G122100.1
glyma 11G165100.1
glyma 18G058300.1
AT5G58480.1
Gorai.013G270800.1
Subfamilia E
Gorai.008G159300.1

glyma 15G242125.1

105



