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Dentre as culturas agrondmicas de importancia no Brasil, a soja (Glycine
max (L.) Merrill) ocupa um lugar de grande destaque, sendo responsavel por
aproximadamente 49% da producdo nacional de graos (CONAB, 2015). A ferrugem
asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo biotroéfico Phakopsora pachyrhizi Sydow &
P. Sydow é umas das vérias doencas que acometem a cultura da soja, apresentando
grande potencial destrutivo para as lavouras. Em condicbes favoraveis ao
desenvolvimento do patégeno, os danos causados pela doenca podem alcancar 80%
da producéo, reflexos da desfolha precoce, incompleta formacdo de grdos e
consequente reducéo da produtividade (SOARES et al., 2004; YORINORI et al., 2005).

Assim como todos 0s organismos eucariotos, os fungos compartilham um
conjunto génico derivado de um ancestral comum, que pode manter-se conservado
dentro de linhagens existentes. Nesse conjunto conservado encontra-se a maioria dos
genes que sao essenciais para a sobrevivéncia de um organismo, tais como 0s
envolvidos no metabolismo primario, por exemplo, em vias de biossintese de
amino&cidos e vitaminas, e producdo de energia; e ao metabolismo secundario, por
meio de genes que codificam transportadores de membrana, sinalizacdo de vias
metabdlicas e outras atividades essenciais a sobrevivéncia do patdgeno.
Compreender a organizacdo e a funcionalidade destes genes, bem como as vias
metabdlicas nas quais atuam, é de grande importancia para o melhor entendimento da
interacdo molecular necessaria a patogenicidade e, consequentemente, vislumbrar
potenciais alternativas biotecnoldgicas para o controle da doenca. Assim, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar o perfil de expressdo de genes potencialmente
essenciais para a sobrevivéncia de P. pachyrhizi.

Os genes supostamente envolvidos em mecanismos basais de sobrevivéncia e
na patogenicidade de P. pachyrhizi foram selecionados com base em genes ortélogos
de outros fungos causadores de ferrugem, identificados a partir da literatura de acordo
com o seu papel na interacdo biotrofica, bem como em funcdo dos niveis de
expressdao em um banco local de transcriptoma do fungo, gerado com transcritos
expressos durante a interacdo com a soja. Foram selecionados 13 genes
potencialmente necessarios aos principais estadios de desenvolvimento da infeccao,
como germinagdo de esporos, formacdo de tubo germinativo, desenvolvimento de
apressorio, formacao de haustorio e esporulacao.

Para verificar o perfil de expressdo via qRT-PCR foram desenhados primers
especificos com base no sequenciamento prévio dos transcritos de P. pachyrhizi e em
pesquisas de homologia entre genes ortélogos de outros fungos da ferrugem, obtidos
a partir do banco de dados do NCBI. O perfil de expressao foi avaliado em duas
condicdes:

Crescimento in vitro: esporos e esporos germinados foram obtidos a partir do
cultivo de esporos frescos de P. pachyrhizi em placas de Petri contendo solucdo de
agua com adicdo de 0,04% de Tween. O cultivo in vitro destes esporos foi utilizado
para observar o perfil de expressdo dos genes de interesse antes do contato do
patdgeno com a planta hospedeira e antes que o processo de infeccdo se
estabelecesse na planta.

Crescimento in vivo: plantas de soja suscetiveis a P. pachyrhizi (cultivar
Williams82) foram mantidas em casa de vegetacdo para inoculagdo do patdégeno e
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posterior coleta das amostras. A inoculacdo foi realizada utilizando o isolado
monospodrico LUB112 de P. pachyrhizi, obtido no Laboratério de Biotecnologia e
Bioinformatica da Embrapa Soja. A inoculacao foi realizada por meio de solucdo de
agua com adicdo de 0,04% de Tween contendo 10* esporos.mL™. Folhas infectadas
dessas interacbes compativeis foram coletadas em diferentes periodos apés a
inoculacéo (0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 e 192 horas apds a inoculagao “hai”) a fim de
representar a progressao da infec¢cédo e colonizacdo do tecido hospedeiro pelo fungo.
Uma vez coletados, fungo e planta foram imediatamente congelados em nitrogénio
liguido e armazenados a -80°C. O delineamento experimental foi totalmente
casualizado, constituido por trés repetigdes bioldgicas contendo trés replicatas cada.

O RNA total foi extraido a partir de amostras congeladas da planta e do fungo
usando o kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), enquanto o cDNA foi sintetizado
utilizando o kit Super Script Il First Strand (Invitrogen), seguindo as instru¢fes do
fabricante. As reacfes de RT-PCR foram realizadas utilizando o aparelho
StepOnePlus™ (Applied Biosystems). Trés controles negativos foram utilizados para
assegurar que somente o cDNA de P. pachyrhizi foi amplificado. A eficiéncia dos
primers foi calculada com base na equacdo [10/5°P¥]-1. Cada reac&o de qRT-PCR foi
realizada em triplicata e a especificidade dos produtos da amplificacdo foi validada
pela analise da curva de dissociagdo. A quantificacdo relativa dos genes de interesse
foi calculada segundo Pfaffl (2001) pela equacdo 2. O gene endégeno beta-tubulina
do patégeno foi utilizado como normalizador.

Os resultados obtidos revelaram que, dentre os 13 genes selecionados, apenas
trés apresentaram um perfil transcricional induzido durante o processo de infeccdo da
soja pelo fungo P. pachyrhizi: as sequéncias 595, 4692 e 4668, que codificam a
proteina tiamina sintase, a proteina G — subunidade alfa (pGa), e a enzima peptidil
prolil isomerase (PPI), respectivamente (Tabela 1).

A tiamina, também chamada de vitamina B1, € um componente essencial de
varias enzimas envolvidas no metabolismo primario de aminoacidos. E essencial ao
fungo para a germinacdo do esporo e, principalmente, para a maturagdo do haustorio
e até o final do processo de infecgéo, apresentando altos niveis de expressédo nestes
estadios de desenvolvimento da doenca (HAHN & MENDGEN, 1997). Na interacdo
soja x P. pachyrhizi, o gene que codifica a proteina tiamina sintase, sequéncia 595,
apresentou perfil de expressdo semelhante, com gradual aumento nos niveis de
expressao a partir de 6 hai (desenvolvimento de tubo germinativo e de apressorio) até
192 hai (esporulagéo).

O papel desempenhado pela proteina pGa ainda néo foi totalmente elucidado,
porém trabalhos anteriores sugerem que essa enzima desempenha papel fundamental
na regulacdo de vias de sinalizacdo cruciais para a formacdo de apressorio,
penetracdo de tecidos do hospedeiro e formacédo do haustério. A sequéncia 4692, que
codifica a proteina pGa, foi induzida nos tempos de 0 a 24 hai, que envolveu as fases
de germinacdo de esporo, formacdo de apressorio, penetracdo do tecido do
hospedeiro, e formacdo de haustorio, apresentando posteriormente uma gradual
diminuicdo dos niveis de expressdo. Resultados semelhantes foram observados para
ferrugem do café, nos quais foram observados dois picos de expressdo, durante a
germinacdo de esporos e em uma fase precoce do processo de infeccdo (VIEIRA et
al., 2012).

Por fim, a sequéncia 4668 apresentou maior inducéo apés o periodo de 12 hai,
com gradual aumento dos niveis de expressao até 192 hai. Esta sequéncia codifica a
enzima PPl que catalisa a isomerizacdo das ligagbes peptidicas, auxiliando no
dobramento de proteinas. O perfil transcricional deste gene foi similar em outros
estudos, apresentando acumulo em estruturas de infeccéo a partir de 12 hai a 18 hai,
com picos acentuados no haustério e em folha infectada (HAHN & MENDGEN, 1997).
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Assim, o perfil transcricional observado para esses trés genes corrobora os
resultados observados em trabalhos anteriores que utilizaram outros fungos de
ferrugem (VIEIRA et al., 2012; HAHN & MENDGEN, 1997).

As demais sequéncias ndo apresentaram inducdo em nenhum momento do
periodo de infeccdo da planta pelo patdgeno. Este resultado pode ser decorrente do
fato de que as sequéncias resultantes das pesquisas de homologia podem nao ser
necessariamente as sequéncias relacionadas aos genes de interesse, uma vez que 0
genoma de P. pachyrhizi ndo é conhecido por completo e as sequéncias utilizadas
podem ndo corresponder a sequéncia completa dos genes. Vieira et al. (2012)
observou diferencas no perfil transcricional de alguns genes quando comparados entre
isolados distintos da ferrugem do café. Assim, também seria possivel que alguns
genes utilizados neste trabalho se comportem de maneira diferente quando analisados
em relagéo a diferentes isolados.
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Tabela 1. Valores de expresséo relativa de genes potencialmente essenciais de P.
pachyrhizi durante a interacdo com a soja.

Codificagio das Periodos de infeccdo da planta pelo patégeno (hai)

Anotacao

sequéncias® ES EG" 0 6 12 24 48 72 96 192
de_novo_595 Tiamina sintase 0.04 0.03 010 004 033 0.13 061 094 111 236
de_novo_4692 pGa 026 0.23 767 107 303 115 0.73 058 040 0.46
de_novo_4668 PPI 055 124 019 019 258 271 213 281 338 330

“codificacio das sequéncias de P. pachyrhizi no banco de dados internos da Embrapa Soja.
® ES e EG= esporo e esporo germinado, respectivamente.



