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Introducao

Aferrugem-asiatica da soja (FAS) é uma doenga causada pelo fungo biotréfico
Phakopsora pachyrhizi. Ela destaca-se como a principal ameaga para a pro-
ducéo da cultura da soja no Brasil, pois em casos severos da doenca, a perda
da producgéo pode atingir até 90%. Além disso, os esporos de P. pachyrhizi
sdo disseminados pelo vento, podendo atingir todas as regides produtoras
rapidamente, causando enormes prejuizos para a cultura e economia do pais
(Reis et al., 2006; Pioneer Sementes, 2016).

Para evitar que a ferrugem-asiatica da soja atinja elevados niveis de severi-
dade, varios métodos de controle podem ser utilizados pelo produtor, sendo
o controle quimico o mais utilizado. No entanto, a elevada variabilidade ge-
nética do patdgeno, associada a forte pressao seletiva pelo elevado uso de
fungicidas, tem proporcionado a rapida selegéo de individuos resistentes, difi-
cultando desta forma o manejo por parte dos agricultores. Por isso a associa-
¢ao de outras estratégias, como o vazio sanitario, a implantacéo de cultivares
precoces, a semeadura no periodo indicado para cada regido e 0 monitora-
mento frequente da lavoura s&do importantes para o controle. Adicionalmente,
a utilizagdo de cultivares de soja resistentes ou tolerantes a FAS, contendo
0s genes de resisténcia a P. pachyrhizi dominantes Rpp (Rpp1, Rpp2, Rpp3,
Rpp4, Rppb5, Rpp6 e Rpp7 (Bromfield; Hartwig, 1980; Hartwig, 1986; Garcia
et al., 2008; Silva et al., 2008; Hyten et al., 2009; Li et al., 2012, Childs et
al., 2018), constitui importante alternativa, auxiliando no manejo da cultura e
reducao nos custos de produgao e no impacto ambiental devido ao uso indis-
criminado de fungicidas (Pioneer Sementes, 2016).
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Com o objetivo de encontrar solu¢gdes mais sustentaveis e duraveis para o
controle da FAS, pesquisas sobre a interagao planta-patégeno tém sido rea-
lizadas com o intuito de desvendar os mecanismos de ataque do patége-
no e de defesa do hospedeiro a nivel molecular. Dentre estes, destaca-se
a predicado do secretoma e proteinas efetoras de P. pachyrhizi (Carvalho et
al., 2017). As plantas possuem um sistema de defesa baseado no sistema
imune inato, ativado apds reconhecimento de sinais da presenga do patdge-
no. Esses sinais, denominados padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs), sdo moléculas carregadas pela maioria dos microrganismos e sao
reconhecidos pelos receptores de reconhecimento padrdao (PRRs), localiza-
dos na parede celular da planta. Deste modo, € ativada a imunidade desen-
cadeada por PAMPs (PTIl), também chamada de defesa basal. Dentre as
respostas associadas a essa defesa estdo a produgéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e o acumulo de calose. Alguns patégenos séo capazes de
suplantar essa defesa basal (PTI) pela produgdo de moléculas efetoras que
contribuem para sua viruléncia, resultando na suscetibilidade desencadeada
por efetores (ETS) (Abe, 2012; Jones; Dangl, 2006).

Os efetores podem atuar tanto nos mecanismos de viruléncia como de avi-
ruléncia. Neste ultimo caso, séo codificados por genes dominantes de aviru-
Iéncia (Avr) e, uma vez identificado o gene candidato em bancos de dados
por meio da bioinformatica, por exemplo, a validagéo desses genes pode ser
conduzida por meio de ensaios funcionais, como a expresséao transiente em
plantas e a consequente ativagdo ou supressédo das respostas de defesa,
como a producgéo de ROS e deposicao de calose (Kamoun, 2006; Abe, 2012;
Maia, 2013; Moller, 2014). O sistema EDV (“Effector Detector Vector”), ba-
seado no Sistema de Secrecao Tipo Il (SST3) de fitobactérias, € um método
de analise que se mostrou promissor para fungos biotréficos. Por meio do
SST3 sé&o translocadas proteinas codificadas por genes hrp (hypersensitive
response and pathogenicity genes), sendo esses genes necessarios para a
patogenicidade em plantas hospedeiras e reac¢des de hipersensibilidade em
plantas ndo hospedeiras. Ap6s o contato do complexo SST3 com a célula
vegetal ha a ativagéo da translocacao das proteinas efetoras da bactéria para
o citoplasma vegetal (Bittel; Robatzek, 2007).

Para o presente trabalho, as proteinas candidatas a efetores utilizadas fo-
ram anteriormente identificadas previamente pela equipe do projeto por meio
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da combinacdo de métodos de microdisseccdo de captura a laser (LCM),
sequenciamento de RNA e andlises de bioinformatica. Estas apresentaram
caracteristicas de candidato a efetor, como tamanho reduzido (<250 aminoa-
cidos), riqgueza de residuos de cisteina (>3%) e forte expresséo in planta,
sendo entdo suas sequéncias agrupadas em familias por comparagao e simi-
laridade (Carvalho et al., 2017).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar funcionalmente
as proteinas candidatas a efetores de P. pachyrhizi, por meio da avaliagdo de
sua capacidade de suprimirem as respostas de defesa basal quando expres-
sas transientemente em folhas de Nicotiana benthamiana pela medi¢do dos
niveis de ROS e deposicao de calose.

Material e Métodos

Nicotiana benthamiana é considerada uma planta modelo para estudos de
sinalizagao de defesa proveniente da interagéo planta-patdgeno devido a sua
susceptibilidade a uma grande gama de variedades de agentes fitopatogé-
nicos, como bactérias, oomicetos, fungos, etc. Além disso, pode ser gene-
ticamente transformada e regenerada de modo eficiente, sendo passivel de
metodologias simples para expressao transiente de proteinas. Por isso, a
N. benthamiana foi a planta utilizada para a presente pesquisa. Elas foram
cultivadas em vasos de plastico de 500 mL preenchidos com solo tratado e
peneirado, e mantidas em camara de crescimento de plantas sob condigbes
ideais de 50-55% de umidade, 24°C de temperatura e 12h/12h (luz/escuro)
por, aproximadamente, cinco semanas.

A bactéria EtHAn (Effector-to-Host Analyzer) utilizada consiste em
Pseudomonas fluorescens Pf0-1, uma bactéria de solo, ndo patogénica, que
contém uma mutagédo no gene hrp e um SST3, permitindo a translocagao
do efetor para a planta. Essas colbnias sdo armazenadas em ultrafreezer a
-80°C e, cerca de 48h antes da infiltragéo, elas foram estriadas em placas
de Petri com meio King-B (KB) e deixadas em estufa de crescimento em
condigdes ideais de temperatura de 28°C. Apds 48h, as placas contendo as
bactérias foram lavadas com H,O milliQ e suas solugdes foram submetidas a
centrifugacdo a 5000 rpm por 15 min. Apds esse processo, o conteudo liquido
foi descartado e o pellet de bactérias foi ressuspendido em 2,0 mL de solugao
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Tampéo (MgCl, 10mM). A concentragéo das bactérias foi ajustada para uma
ODe600=0,5.

Os tratamentos, que consistem em controle negativo (solu¢do Tampéao 10mM
MgCl,), controle positivo (EtHANn), e EtHAn contendo as diferentes protei-
nas candidatas a efetoras clonadas (de_novo 5849, de novo 2238, de
novo 7164, de_novo 5381, de_novo_1784, e de_novo_3939), foram infiltra-
dos na face abaxial das folhas de N. benthamiana com auxilio de uma seringa
sem agulha, até formar uma circunferéncia de, aproximadamente, 1,5 cm. Na
face adaxial, a circunferéncia foi demarcada com caneta permanente para,
posteriormente, ter ciéncia da area infiltrada no momento de coleta dos dis-
cos foliares. Por fim, as plantas tratadas permaneceram na camara climatica
para crescimento de plantas sob as mesmas condi¢des ja descritas.

Deteccdo da formacgao de espécies reativas a
oxigénio (ROS) por meio do corante DAB

Decorrendo as 24h ap6s a infiltracao, os discos foliares foram coletados com
auxilio de um perfurador de folha, buscando sempre manter a regido da “pi-
cada” no centro do disco, e alocados na placa. Na capela de exaustéo, fora
adicionado a solugéo do corante DAB (seguindo as especificagdes do fabri-
cante Invitrogen™), que realiza a pigmentagdo de ROS. Por fim, a placa foi
coberta com aluminio, devido a foto sensibilidade do corante DAB, e deixada
sob leve agitacéo por um periodo “overnight”.

Apbs esse periodo, os discos foliares foram lavados com agua destilada e
despigmentados, a fim de facilitar a visualizagdo da pigmentacéo de ROS.
Esse processo consiste na submissédo dos discos foliares em uma solugéo
3:1:1 de Etanol:Glicerol:Acido Acético & temperatura alta por 15 min, dentro
da capela de exaustdo. Por fim, foram preparadas laminas com os discos
foliares em glicerol 50%, e estas visualizadas em microscopio com a objetiva
de 10x. A captura da imagem foi feita por meio do software Motic® Images
Plus 2.0, de modo a demonstrar parte da regido da “picada” em um dos qua-
tro cantos da imagem.
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Detecgdo do acumulo de calose por meio do corante azul de anilina

Decorrendo as 72h apoés a infiltragcdo, os discos foliares foram coletados da
mesma maneira descrita anteriormente. Diferente do processo anterior, o pro-
cedimento de despigmentacgéo da clorofila ocorre antes da pigmentagdo com
o corante azul de anilina. A despigmentacédo consiste na imers&o dos discos
foliares em 2,0 mL de Etanol 95% sob leve agitacdo a 37°C por pelo menos
6h. Posteriormente, foi realizado etapas de reidratagdo dos discos foliares
com solu¢des menos concentradas de Etanol (70%, 30% e agua destilada)
sob leve agitacdo. Ao final, foi adicionado aos discos foliares a solugédo co-
rante azul de anilina (que cora estruturas de calose provenientes da infecgéo
de patogenos no tecido foliar) + Tween® 20, cobriu-se a placa com aluminio
e deixou-a sob leve agitacdo por 2h. Posteriormente, foram preparadas as
laminas com os discos foliares em glicerol 50%, e estas foram analisadas
por meio de microscopia de fluorescéncia, utilizando o filiro DAPI, onde as
partes pigmentadas com o azul de anilina sédo excitadas por meio da luz U.V.
do microscopio. As imagens foram documentadas por meio do software Zeiss
AxioVision 3.0, com visualiza¢do na objetiva de 5x.

Resultados e Discussao

A producgdo de ROS e a deposicao de calose sdo consideradas respostas de
defesa basal associadas a PTI. A produgéo de ROS é proveniente de injurias
no tecido vegetal e elicitores fungicos e bacterianos, resultando em sucessi-
va adigéo de elétrons ao oxigénio molecular (O,) e gerando moléculas como
peroxido de hidrogénio (H,0,), que esta associado a sinalizagéo de indugéo
de defesa na planta. Ja a calose (polimero 1,3-B-glucano), juntamente com a
lignina, fortificam a parede celular e atuam como uma matriz antimicrobiana
(Bunchanan et al., 2015). A Pseudomonas fluorescens Pf0-1, quando infil-
trada no tecido apoplastico de N. benthamiana, promove essas respostas
de defesa. Ja os efetores fungicos possuem um importante efeito funcional,
sendo a supressao dessas respostas associadas a PTI.

Por meio das imagens de pigmentagédo de ROS por DAB (Figura 1A) e de de-
posigao de calose por azul de anilina (Figura 1B), observou-se que o controle
negativo (solugéo Tamp&o 10mM MgCl,), por ter auséncia do patdogeno, ndo
ha a indugéo de resposta de defesa. Consequentemente, ndo foram obser-
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vados ROS e estruturas de calose corados. No controle positivo (EtHAN), por
ocorrer o reconhecimento da bactéria, observa-se a pigmentacéo de ROS e
estruturas de calose, evidenciando a resposta de defesa associada a PTI.
Ja os tratamentos de EtHANn contendo as diferentes proteinas candidatas a
efetoras clonadas demonstraram minima pigmentacao de ROS e estruturas
de calose.

Observa-se que a coloracéo das imagens dos tratamentos com as proteinas
candidatas assemelha-se com as imagens do controle negativo, demonstran-
do que as proteinas candidatas a efetoras foram capazes de suprimir a PTI
em diferentes niveis, indicando uma atividade efetora.
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Figura 1. Folhas de N. benthamiana infiltradas com o controle negativo (MgCl,),
controle positivo (EtHAN Vazio) e os tratamentos de EtHANn contendo as proteinas can-
didatas a efetoras (de_novo_5849, de _novo_2238, de_novo_7164, de_novo_5381,
de_novo_1784, e de_novo_3939); pigmentadas com corante (A) DAB para obser-
vacdo de ROS e (B) azul de anilina para observagdo de estruturas de calose para
avaliacdo de resposta de defesa associada a PTI.
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Conclusao

Com base nos resultados, foi possivel validar funcionalmente pelo menos
seis proteinas candidatas a efetores de P. pachyrhizi pela sua capacidade de
suprimir as respostas basais de defesa (PTI), baseado na redugédo dos ni-
veis ROS e calose, ambas respostas de PTI, quando estas foram expressas
transientemente em folhas de N. benthamiana utilizando o sistema de secre-
¢ao tipo Il da bactéria P. fluorescens. Tais dados contribuem para a melhor
compreensao do sistema de interagao planta-patdgeno e possibilita a conti-
nuidade de experimentos futuros para confirmacao e validagéo das proteinas
candidatas a efetoras como proteinas efetoras de P. pachyrhizi.
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