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Introdução
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Phakopsora pachyrhizi. Ela destaca-se como a principal ameaça para a pro-
dução da cultura da soja no Brasil, pois em casos severos da doença, a perda 
da produção pode atingir até 90%. Além disso, os esporos de P. pachyrhizi 
são disseminados pelo vento, podendo atingir todas as regiões produtoras 
rapidamente, causando enormes prejuízos para a cultura e economia do país 
(Reis et al., 2006; Pioneer Sementes, 2016).

Para evitar que a ferrugem-asiática da soja atinja elevados níveis de severi-
dade, vários métodos de controle podem ser utilizados pelo produtor, sendo 
o controle químico o mais utilizado. No entanto, a elevada variabilidade ge-
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cultando desta forma o manejo por parte dos agricultores. Por isso a associa-
ção de outras estratégias, como o vazio sanitário, a implantação de cultivares 
precoces, a semeadura no período indicado para cada região e o monitora-
mento frequente da lavoura são importantes para o controle. Adicionalmente, 
a utilização de cultivares de soja resistentes ou tolerantes à FAS, contendo 
os genes de resistência a P. pachyrhizi dominantes Rpp (Rpp1, Rpp2, Rpp3, 
Rpp4, Rpp5, Rpp6 e Rpp7 (��
�&�����7���8����:<=>��7���8����:<=?��J������
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 
redução nos custos de produção e no impacto ambiental devido ao uso indis-
criminado de fungicidas (Pioneer Sementes, 2016).
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Com o objetivo de encontrar soluções mais sustentáveis e duráveis para o 
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no e de defesa do hospedeiro a nível molecular. Dentre estes, destaca-se 
a predição do secretoma e proteínas efetoras de P. pachyrhizi (Carvalho et 
al., 2017). As plantas possuem um sistema de defesa baseado no sistema 
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(PAMPs), são moléculas carregadas pela maioria dos microrganismos e são 
reconhecidos pelos receptores de reconhecimento padrão (PRRs), localiza-
dos na parede celular da planta. Deste modo, é ativada a imunidade desen-
cadeada por PAMPs (PTI), também chamada de defesa basal. Dentre as 
respostas associadas a essa defesa estão a produção de espécies reativas 
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suplantar essa defesa basal (PTI) pela produção de moléculas efetoras que 
contribuem para sua virulência, resultando na suscetibilidade desencadeada 
por efetores (ETS) (Abe, 2012; Jones; Dangl, 2006). 

Os efetores podem atuar tanto nos mecanismos de virulência como de avi-
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por meio da bioinformática, por exemplo, a validação desses genes pode ser 
conduzida por meio de ensaios funcionais, como a expressão transiente em 
plantas e a consequente ativação ou supressão das respostas de defesa, 
como a produção de ROS e deposição de calose (Kamoun, 2006; Abe, 2012; 
Maia, 2013; Möller, 2014). O sistema EDV (“Effector Detector Vector”), ba-
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response and pathogenicity genes), sendo esses genes necessários para a 
patogenicidade em plantas hospedeiras e reações de hipersensibilidade em 
���������+
�^
���������_������
��
����
��
��
����k
�		~���
�����$�����
vegetal há a ativação da translocação das proteínas efetoras da bactéria para 
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Para o presente trabalho, as proteínas candidatas a efetores utilizadas fo-
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da combinação de métodos de microdissecção de captura a laser (LCM), 
sequenciamento de RNA e análises de bioinformática. Estas apresentaram 
características de candidato a efetor, como tamanho reduzido (<250 aminoá-
cidos), riqueza de resíduos de cisteína (>3%) e forte expressão in planta, 
sendo então suas sequências agrupadas em famílias por comparação e simi-
laridade (Carvalho et al., 2017).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar funcionalmente 
as proteínas candidatas a efetores de P. pachyrhizi, por meio da avaliação de 
sua capacidade de suprimirem as respostas de defesa basal quando expres-
sas transientemente em folhas de Nicotiana benthamiana pela medição dos 
níveis de ROS e deposição de calose. 

Material e Métodos

Nicotiana benthamiana é considerada uma planta modelo para estudos de 
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nicos, como bactérias, oomicetos, fungos, etc. Além disso, pode ser gene-
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metodologias simples para expressão transiente de proteínas. Por isso, a 
N. benthamiana foi a planta utilizada para a presente pesquisa. Elas foram 
cultivadas em vasos de plástico de 500 mL preenchidos com solo tratado e 
peneirado, e mantidas em câmara de crescimento de plantas sob condições 
ideais de 50-55% de umidade, 24ºC de temperatura e 12h/12h (luz/escuro) 
por, aproximadamente, cinco semanas.  

A bactéria EtHAn (Effector-to-Host Analyzer) utilizada consiste em 
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����	� Pf0-1, uma bactéria de solo, não patogênica, que 
contém uma mutação no gene hrp e um SST3, permitindo a translocação 
do efetor para a planta. Essas colônias são armazenadas em ultrafreezer à 
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de Petri com meio King-B (KB) e deixadas em estufa de crescimento em 
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bactérias foram lavadas com H2O milliQ e suas soluções foram submetidas à 
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foi descartado e o pellet de bactérias foi ressuspendido em 2,0 mL de solução 
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Tampão (MgCl2 10mM). A concentração das bactérias foi ajustada para uma 
OD600=0,5. 

Os tratamentos, que consistem em controle negativo (solução Tampão 10mM 
MgCl2), controle positivo (EtHAn), e EtHAn contendo as diferentes proteí-
nas candidatas a efetoras clonadas (de_novo_5849, de_novo_2238, de_
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dos na face abaxial das folhas de N. benthamiana com auxílio de uma seringa 
sem agulha, até formar uma circunferência de, aproximadamente, 1,5 cm. Na 
face adaxial, a circunferência foi demarcada com caneta permanente para, 
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para crescimento de plantas sob as mesmas condições já descritas.

Detecção da formação de espécies reativas à 
oxigênio (ROS) por meio do corante DAB

���
�����
������^����������&����%+
��
������
���
��������
�����
�����
���
��
auxílio de um perfurador de folha, buscando sempre manter a região da “pi-
cada” no centro do disco, e alocados na placa. Na capela de exaustão, fora 
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coberta com alumínio, devido à foto sensibilidade do corante DAB, e deixada 
sob leve agitação por um período “overnight”.
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Esse processo consiste na submissão dos discos foliares em uma solução 
3:1:1 de Etanol:Glicerol:Ácido Acético à temperatura alta por 15 min, dentro 
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de 10x. A captura da imagem foi feita por meio do software Motic® Images 
Plus 2.0, de modo a demonstrar parte da região da “picada” em um dos qua-
tro cantos da imagem.
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Detecção do acúmulo de calose por meio do corante azul de anilina
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mesma maneira descrita anteriormente. Diferente do processo anterior, o pro-
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o corante azul de anilina. A despigmentação consiste na imersão dos discos 
foliares em 2,0 mL de Etanol 95% sob leve agitação à 37ºC por pelo menos 
6h. Posteriormente, foi realizado etapas de reidratação dos discos foliares 
com soluções menos concentradas de Etanol (70%, 30% e água destilada) 
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rante azul de anilina (que cora estruturas de calose provenientes da infecção 
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e deixou-a sob leve agitação por 2h. Posteriormente, foram preparadas as 
lâminas com os discos foliares em glicerol 50%, e estas foram analisadas 
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partes pigmentadas com o azul de anilina são excitadas por meio da luz U.V. 
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AxioVision 3.0, com visualização na objetiva de 5x. 

Resultados e Discussão

A produção de ROS e a deposição de calose são consideradas respostas de 
defesa basal associadas à PTI. A produção de ROS é proveniente de injúrias 
no tecido vegetal e elicitores fúngicos e bacterianos, resultando em sucessi-
va adição de elétrons ao oxigênio molecular (O2) e gerando moléculas como 
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(Bunchanan et al., 2015). A ��������	
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trada no tecido apoplástico de N. benthamiana, promove essas respostas 
de defesa. Já os efetores fúngicos possuem um importante efeito funcional, 
sendo a supressão dessas respostas associadas à PTI. 

Por meio das imagens de pigmentação de ROS por DAB (Figura 1A) e de de-
posição de calose por azul de anilina (Figura 1B), observou-se que o controle 
negativo (solução Tampão 10mM MgCl2#���
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há a indução de resposta de defesa. Consequentemente, não 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 pigmentação de ROS e 
estruturas de calose, evidenciando a resposta de defesa associada à PTI. 
Já os tratamentos de EtHAn contendo as diferentes proteínas candidatas a 
efetoras clonadas demonstraram mínima pigmentação de ROS e estruturas 
de calose. 

Observa-se que a coloração das imagens dos tratamentos com as proteínas 
candidatas assemelha-se com as imagens do controle negativo, demonstran-
do que as proteínas candidatas a efetoras foram capazes de suprimir a PTI 
em diferentes níveis, indicando uma atividade efetora.

              (A)                                                                (B)

              (B)

MgCl2 de_novo_5849EtHAn Vazio de_novo_2238

de_novo_7164 de_novo_5381 de_novo_1784 de_novo_3939

MgCl2 EtHAn Vazio de_novo_5849 de_novo_2238

de_novo_7164 de_novo_5381 de_novo_1784 de_novo_3939

Figura 1. Folhas de N. benthamiana� ��&�������� �
�� 
� �
���
��� ������/
� !����2), 
controle positivo (EtHAn Vazio) e os tratamentos de EtHAn contendo as proteínas 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-
vação de ROS e (B) azul de anilina para observação de estruturas de calose para 
avaliação de resposta de defesa associada à PTI.
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Conclusão

Com base nos resultados, foi possível validar funcionalmente pelo menos 
seis proteínas candidatas a efetores de P. pachyrhizi pela sua capacidade de 
suprimir as respostas basais de defesa (PTI), baseado na redução dos ní-
veis ROS e calose, ambas respostas de PTI, quando estas foram expressas 
transientemente em folhas de N. benthamiana utilizando o sistema de secre-
ção tipo III da bactéria ������
����	�. Tais dados contribuem para a melhor 
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candidatas a efetoras como proteínas efetoras de P. pachyrhizi.
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