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DA COSTA, Beatriz Lorena Comin. Caracterizacao de efetores da familia Egh16-like de
Phakopsora pachyrhizi. 2021. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A ferrugem-asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi constitui uma
das principais ameagas a cultura da soja em regides tropicais, tais como nos principais paises
produtores dessa cultura na América do Sul. Estratégias de controle a este patdgeno tem se
mostrado ineficientes devido a sua alta variabilidade e capacidade adaptativa, sendo recorrente
aperda da sensibilidade aos fungicidas e aos genes de resisténcia Rpp. Para ser capaz de infectar
e causar doenca, este fungo biotrofico necessita estabelecer um intimo contato com seu
hospedeiro, a fim de secretar moléculas capazes de favorecer o processo infeccioso. Tais
moléculas sao denominadas efetores e atuam suprimindo e/ou manipulando as respostas de
defesa da planta em favor da infeccdo. Até o momento, diferentes estudos de transcriptomas do
fungo tém fornecido listas de potenciais efetores, sendo que poucos trabalhos tem efetivamente
validado tais candidatos funcionalmente, principalmente devido a dificuldade de manipulacao
do fungo in vitro. Recentemente, com a disponibilidade de seu genoma de referéncia, o conjunto
completo de efetores pode ser predito favorecendo os estudos de diversidade e evolucdo de
familias de efetores. Neste trabalho, um conjunto de proteinas do fungo candidatas a efetores
apresentando alta similaridade entre si e compartilhando o0 mesmo dominio funcional Egh16-
like foi avaliado in silico com base nas proteinas preditas no genoma de referéncia do isolado
MT2006. Tal dominio ja foi descrito e caracterizado em outras espécies de fitopatdgenos, sendo
demonstrada sua importancia para a penetracdo na cuticula do hospedeiro. Um total de 22
modelos génicos compartilhando elevada similaridade e presenga do dominio Egh16-like foram
identificados e anotados manualmente no genoma de referéncia MT2006. A analise do perfil
de expressdo de pelo menos um membro de cada clado da arvore filogenética, demonstrou sete
clados contendo efetores potencialmente ativos nas fases iniciais da infec¢do, coincidindo com
a formacgao do haustorio. A andlise comparativa desses efetores com as proteinas dos genomas
de outras espécies de fungos revelou ainda efetores conservados entre as diferentes espécies,
bem como aqueles exclusivos de Pucciniales e ainda aqueles apenas identificados em P.
pachyrhizi. Finalmente, dois efetores desta familia, apresentando diferentes copias no genoma
do fungo e organizadas lado a lado num mesmo scaffold, apresentaram-se sinténicos entre dois
1solados (MT2006 e UFV02). Com base nestes resultados, acredita-se que esta familia de
efetores tenha um papel importante na viruléncia do fungo durante a intera¢do com a soja.

Palavras-chave: Biotecnologia. Ferrugem-asiatica da soja. Glycine max. Transcriptoma.



DA COSTA, B.L.C. Characterization of effectors of the Egh16-like family of Phakopsora
pachyrhizi. 2021. 84 p. Dissertation (Master in Agronomy) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

The asian soybean rust (ASR), caused by the fungus Phakopsora pachyrhizi is one of the main
threats to the soybean crop in tropical regions, such as in the main producing countries of this
crop in South America. Control strategies for this pathogen have been shown inefficient due to
their high variability and adaptive capacity, with recurrent loss of sensitivity to fungicides and
Rpp resistance genes. To be able to infect and cause disease, this biotrophic fungus needs to
establish close contact with its host, in order to secrete molecules capable of favoring the
infectious process. Such molecules are called effectors and act by suppressing and/or
manipulating the plant's defense responses in favor of infection. Until now, different studies
based on the analysis of the reference genomes and the fungus transcriptome have provided
lists of potential effectors, and few studies have effectively validated such candidates
functionally, mainly due to the difficulty of manipulating the fungus in vitro. Recently, with the
availability of its reference genome, the complete set of effectors can be predicted favoring
studies of diversity and evolution of effector families. In this work, a set of effector candidate
proteins from the fungus showing high similarity and sharing the same functional Egh16-like
domain was evaluated in silico based on the predicted proteins in the reference genome of the
MT2006 isolate. This domain has already been described and characterized in other species of
plant and insect pathogens, and its importance for the penetration of the host cuticle by
pathogens has been demonstrated. A total of 22 gene models sharing high similarity and the
Egh16-like domain were identified and manually annotated in the reference genome MT2006.
The analysis of the expression profile of at least one member of each clade of the phylogenetic
tree showed seven clades containing potentially active effectors in the initial stages of the
infection, coinciding with the formation of the haustorium. The comparative analysis of these
effectors with the proteins from the genomes of other fungal species also revealed effectors
conserved among the different species, as well as those unique to Pucciniales and those only
identified in P. pachyrhizi. Finally, two effectors from this family, presenting different copies
in the fungus genome organized side by side in the same scaffold, were syntenic between two
isolates (MT2006 and UFV02). Based on these results, it is believed that this family of effectors
plays an important role in the virulence of the fungus during interaction with soybean.

Keywords: Asian soybean rust. Biotechnology. Glycine max. Transcriptome.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

LISTA DE ILUSTRACOES
Estagios de desenvolvimento do fungo Phakopsora pachyrhizi durante interagao
com a superficie foliar do hospedeiro............ccceevieeiienieniiieiieeieeee e, 20
Imunidade inata e defesa das plantas durante o ataque de fitopatogenos........... 24

Arvore filogenética dos membros preditos no genoma de Phakopsora pachyrhizi
que possuem 0 dominio EGh16-11Ke...........ccoviieiiiiiiiiiiieeeeee e 44

Representagao da estrutura molecular dos candidatos a proteinas efetoras de
acordo com o modelo génico no genoma de referénciaMT2006...................... 48

Analise filogenética dos candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi
comparados com outras espécies de fungos fitopatogenicos..........cccceeevueeneen. 52

Analise da sintenia dos genomas de referéncia de Phakopsora pachyrhizi
contendo genes candidatos @ efetores..........covveecvieeiiierieiiieiieeie e 60

Analise da sintenia dos genomas de referéncia de Phakopsora pachyrhizi
contendo proteinas candidatas a €fetores..........ccveeerveeeviieeeiie e 61



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Cdodigos das sequéncias transcritas preditas, membros da familia 1, utilizados
para buscas contra o genoma “Phakopsora pachyrhizi MT2006 v1.0” e os
modelos gEnicos COTTESPONAENLES.........eeruireririreeiieeeiieeerireeeereeereeesreeeseaeeeenes 42

Candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi escolhidos para o estudo. Os
codigos referem-se a idéntidade das proteinas em cada um dos trés genomas de
referéncia, disponiveis no banco de dados do Joint Genome Institute.............. 46

Dados oriundos da busca pelo dominio conservado nas sequéncias preditas dos
candidatos de Phakopsora pachyrhizi selecionados para o estudo..................... 49

Agrupamento das proteinas preditas de Phakopsora pachyrhizi nos trés genomas
de referéncia disponiveis e proteinas preditas de 14 genomas de fungos
FIEOPALOZENICOS. .. veevvieeeiieeiie ettt ettt ettt et e e e et e e beestbeeteeensaessseenseensnas 50

Analise de expressdo dos oito candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi
durante a INteracao COM @ SOJA.....ueerurierueerieeriieeieesiieeteeseteeteesteeeteeseeesseenaeeenne 54

Expressao génica obtida por RNA-Seq dos modelos génicos correspondentes aos
candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi durante a interagdo com a soja
€N aAUSENCIA ALA.....cuiiiiiiiiiee e 56

Identificacdo dos candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi, sua proteina
correspondente e sua localizagdo nos genomas de referéncia..........ccccceeeneeene. 59



cDNA
CMES
Ct

DMI
DPM
DUF
EDV
ETI
ETS
FAS
Gbp
Hpi

HR

hrp

JGI
LGE
MAMPs
NLR
ORF
PAMPs
PpEC
PRRs
PTI
Qols
RB
RNA-Seq
ROS
Rpp
RT-qPCR
SDHIs
TAN
TEs

ABREVIATURAS E SIGLAS

DNA complementar

Colecao de Microrganismos da Embrapa Soja

Cycle Threshold

Demethylation Inhibitor

Durac¢ao do Periodo de Molhamento Foliar
Domain of Unknown Function

Effector Detector Vector
Effector-Triggered Immunity

Effector Triggered Susceptibility
Ferrugem Asidtica da Soja

Giga base pairs

Horas pods inoculagao

Hypersensitive Response

hypersensitive response and pathogenicity
Joint Genome Institute

Laboratdrio de Gendmica e Expressao
Microbe-Associated Molecular Patterns
Nucleotide-binding Leucine-Rich Repeat
Open Reading Frame
Pathogen-Associated Molecular Patterns
P. pachyrhizi Effector Candidate

Pattern Recognition Receptors
PAMP-triggered immunity

Quinone Outside Inhibitors

Reddish Brown

RNA Sequencing (Sequenciamento de alto rendimento de mRNAs)

Reactive Oxygen Species

Resistance to Phakopsora pachyrhizi

Real Time Quantitative Polimerase Chain Reaction

Succinate Dehydrogenase Inhibitors
Tannish

Transposable Elements



2.1
2.2

23

24

3.1
3.2
3.3
3.4

3.5

SUMARIO

INTRODUCAO GERAL.......ooomiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
REVISAO DE LITERATURA ........cocoiviiiiiiieeeeeeeeeeeee et 17
IMPORTANCIA DA CULTURA DA SOJA.....ciuiiiiiiiiiieniinieniteitetetententesie et saenaesne e 17
Ferrugem-Asiatica da SOJa.......ccocuiiiiiieiiiie ettt eaaeeen 18
2.2.1 O Fungo Phakopsora pAChYFRIZI.............cccveeeueeecueeeiieeeciieeeciieesieeesveeesveeenns 19
2.2.2 SiNtOMALOLOZIA.....uvieieiieiieriieeieeriieeteesite et e steeeteesteeebeesseesseesseessseesssesnsaensneans 21
2.2.3 CONLIOLL. ..ottt ettt sttt e e i e 21
Interacao planta-patO@eno.........c.eevuieiiiiiiieiiieeie e 22
2.3.1 Proteinas efetoras: caracterizagao e métodos de analise...........cccceeeeeeuvveeeennnen. 25
2.3.2 Proteinas efetoras de fungos causadores de ferrugem.............cccceeeuvervienieennnnn. 27
DOmINIios fUNCIONAIS. ....cuveeuiiriieiieieeiieit ettt sttt et sbe e snee e enee 29
2.4.1 Dominio EGh16-IKe.......coociiiiiiiiiee e 29

ARTIGO A: CARACTERIZACAO DE EFETORES DA FAMILIA EGH16 DE
Phakopsora pachyrhizi

RESUMO ...ttt ettt et sttt st be et sae e 31
INTRODUGAO. ... 35
MATERIAIS E METODOS........cotvimriimriirioeeseesssesssessessssesssesssessssssssesssesssssssesees 36

3.4.1 Analise e selecao dos candidatos a efetores..............coevveeeieiiiiecieiiieeeeeceee e, 36

3.4.2 Comparagao filogenética entre espécies de fungos fitopatogénicos e P.

DACHYFRIZI. ...ttt e et e et e et e e et e e et e e et e e enseeeenenes 37
3.4.3 Material DIOLOZICO. .....cccuuiiiieiiieiieiie ettt 38
3.4.4 Perfil de expressao de genes candidatos a efetores de P. pachyrhizi durante o ciclo
TIEECCIOS0. ¢ttt ettt et ettt st e bt e et e e bt e et e e sbeeeabeenbeesateens 39
3.4.4.1 Extragao de RNA total e sintese de CDNA.........cccoiiiiiiiiiiieiieeecee e, 39
3.4.4.2 Andlise RT-QPCR......ccciiiiiiiiiie e 40
3.4.4.3 Validagao dos niveis de expressao génica de RNA-Seq por RT- qPCR........... 41
3.4.5 ANALISE de SINTETIA. ....couuiiiiiiiiiiiieei ettt ettt e 41

RESULTADOS E DISCUSSAO........ooiiiieeieeeeeieeeeeeeee e 41



3.5.1 Predigdo de candidatos a efetores de P. pachyrhizi contendo o dominio Egh16-like com

base no genoma do iS0lado MT2000.............oeveurieerrrirrinnirinineensissssssssessessssssssssssssssssssssssssssssns 41
3.5.2 Andlise de diversidade genética entre os membros da familia Eghl6-like............................ 43
3.5.3 Caracterizagao molecular dos genes candidatos e efetores Eghl6-like............ccovoerirrrnenens 46

3.5.4 Andlises comparativas de proteinas candidatas a efetores de P. pachyrhizi em diferentes
TH1OS © ESPECIES......evvevrerrrrireieeereee ettt st s s st s bbb s st ss s bas st snssnsss s 49

3.5.5 Perfil de expressao de genes candidatos a efetores de P. pachyrhizi durante interagdo com a

SOJ@urururrurarssssessrsssssssssssssssssssasssssssssssssessessesse s sssssesse s s s ee s e s AR AR AR R e e A s A s A A s R s AR Rt e s e s A s s s s saesans 53
3.5.6 Validagao dos efetores via expressao génica a partir de dados de RNA-Seq...........ccvuunee.c. 54
3.5.7 ANALSE A€ SINLENIA...........cververerreereerieirieeeeesessessssssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssasssssses 59
3.6 CONCLUSAOQL.......comeeeereeeeeecessssesseesssessessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssesssssssssssmssssssssessssssssssssssssen 62
REFERENCIAS ......cooiiiiiiiiie ittt 64
APENDICES ....ccoooooiiiiiiiiei ettt 75

APENDICE A — Sequéncias dos primers dos candidatos a efetores utilizados para analise de exppressio
génica por RTqPCR, tamanho aproximado do fragmento amplificado (pb) e sua
respectiva temperatura de anelamento (TA)........ceccereeeceneeeeneeerereeinesineieesseessessecsseeseenns 76

APENDICE B — Modelos génicos do genoma de Phakopsora pachyrhizi MT2006 com similaridades
aos candidatos secretados descritos por De Carvalho et al. (2006), contendo o dominio
PEAMI1327/DUEF3120.....co ettt ess st ssssssssssssssassssssees 77

APENDICE C — Alinhamento da sequéncia do de novo 555 e o seu modelo génico correspondente
MT2006 4582009.......ccomreeeeeeeereisseeeeesssessssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssses 78

APENDICE D — Alinhamento da sequéncia do de novo 635 e o scaffold expandido do seu modelo
génico correspondente no genoma MT2006..............ourrrririrrrerinrirrinnisessessneissiesesassens 80

APENDICE E — Folhas de soja inoculadas com esporos de Phakopsora pachyrhizi e lesdes do tipo
“TAN?”, caracteristicas de genotipos suscetiveis a este fungo, utilizadas para o estudo da
expressao dos candidatos @ fELOTES...........ovvrurueirierrirrieieee et saseeees 82

APENDICE F— Analise de expressio dos oito candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi durante
A TNEETACAOD COM A SOJQu.vururverrsreerersessrersssssnsssssssssssssssssssssesssssssssssssessssesssssesssssssesssssessssssessessssans 83

APENDICE G — Expressio génica obtida por RNA-Seq dos modelos génicos correspondentes aos

candidatos a efetores de PhakopSora pachyrRizi..............eeeeovesenreesensesesssssseeseseenees 84



14

1 INTRODUCAO GERAL

O fungo biotréfico Phakopsora pachyrhizi (Syd. & P. Syd) € o agente causal
de uma das doengas mais importantes que acometem a cultura da soja, a ferrugem-asiatica da
soja (FAS). Trata-se de um patdgeno biotréfico obrigatério que necessita das células vivas do
hospedeiro para sobreviver e se reproduzir de forma assexuada, formando os ureddsporos
(HARTMAN et al., 2015). Em condi¢des climaticas favoraveis, esses ureddsporos originam
novas infec¢des e servem como fonte de indculo para outras lavouras de soja, podendo ainda
sobreviver em plantas voluntarias ou em hospedeiros alternativos (ZAMBOLIM, 2006).

Uma vez presente na lavoura, os sintomas da doenga sao visiveis em 7-9 dias
ap6s a infecgdo e sdo caracterizados por lesdes na superficie foliar, que podem variar de
coloracdo castanho clara (lesdes TAN) ou castanho avermelhada (lesdes RB) (MILES et al.,
2011). Na parte abaxial da folha, cada lesdo produz urédias que envolvem os ureddsporos
produzidos no interior da folha e que sdo dispersados quando ha o rompimento da cuticula
foliar. Conforme o progresso da doenga, ocorre o aumento do niumero de lesdes, promovendo
o amarelecimento das folhas e, posteriormente, a desfolha precoce. A perda da area
fotossintética ocasiona a redu¢do do numero de vagens por planta e também a capacidade de
enchimento dos graos, resultando em consequéncias na produtividade (REIS; BRESOLIN;
CARMONA, 2006).

Desde seu surgimento no Brasil, os custos com a doenga ultrapassam US$2
bilhdes por safra, relativos ao custo com fungicidas e as perdas na produ¢do (CAF, 2018). Sem
que haja a ado¢dao de medidas de controle, as perdas de rendimento podem chegar a 90%
(GODOY et al., 2016a; HARTMAN et al., 2015). As principais medidas de controle sdo
praticas culturais e o uso de cultivares com ciclo mais reduzido para escapar do periodo mais
propenso a doenca; além do uso de fungicidas e cultivares contendo genes de resisténcia. A
pratica cultural de maior eficiéncia tem sido o vazio sanitario, que consiste na erradicacdo de
plantas de soja durante 60-90 dias, na entressafra, visando a eliminagdo total do hospedeiro,
associado com o uso de cultivares resistentes e precoces (GODOY et al., 2016b). O uso de
fungicidas ¢ o método de controle mais utilizado para a doenga e estes atuam em sitios
especificos que desempenham uma funcao vital na célula do patdégeno, ocasionando sua morte.
Entretanto, a rapida perda de eficiéncia destes produtos devido a adaptacdo do patdogeno
impulsiona a pesquisa por novas formas de controle do fungo e evidencia que nenhuma
alternativa de controle ¢ eficaz se utilizada de maneira isolada (GODOY et al., 2016b).

Finalmente, cultivares resistentes a ferrugem-asiatica estdo disponiveis contendo um ou uma
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combinagdo de genes Rpp (Resisténcia a Phakopsora pachyrhizi) em alguns paises da América
do Sul, como no Brasil.

Para causar a infecdo, o fungo secreta proteinas no interior da célula
hospedeira, denominadas de efetores. Estas proteinas sdo secretadas durante o contato mais
intimo entre o fungo e seu hospedeiro, por uma estrutura denominada haustorio, sendo langadas
no apoplasto ou no interior das células da planta. Ao serem reconhecidas, resultam na
imunidade desencadeada por efetores (ETI), que induz o sistema imune a ativar de forma rapida
e robusta os seus recursos de defesa, como o acumulo de calose, producdao de ROS e reacao de
hipersensibilidade, que limitam a progressao do patogeno (PASCHOLATI; DALIO, 2018).
Conhecer como atuam os efetores na ativagao das respostas de defesa ¢ de suma importancia,
porém, o isolamento e caracterizagdo de efetores de fungos de ferrugem ainda ¢ escasso, devido
a dificuldade de estudos in vifro com esses microrganismos ¢ a falta de genomas de referéncia
(BAKKEREN; SZABO, 2020; DUPLESSIS et al., 2021; PETRE et al., 2014).

Previamente, De Carvalho et al. (2016) identificaram um grupo de proteinas
preditas como secretadas obtidas através do transcriptoma de P. pachyrhizi expresso durante a
interagdo com a soja. Na época, o estudo comparativo entre esta familia de proteinas e as
preditas nos genomas de espécies de Puccinia graminis f. sp. tritici ¢ Melampsora larici-
populina, ambas espécies de ferrugens, revelou uma familia conservada presente nos fungos
causadores de ferrugem, contendo 39 membros, sendo 22 destes especificos de P. pachyrhizi.
A maioria dos membros descritos apresentaram sequéncias de tamanho reduzido (< 250
aminoacidos), residuos ricos em cisteinas (> 3%), além da presenca do dominio Eghl16-like
(DUF3129/PF11327) em todas as sequéncias, caracteristicas estas de proteinas amplamente
codificadas nos genomas de alguns fungos fitopatogénicos e que tem ac¢ao na viruléncia desses
microrganismos (HUANG et al., 2019).

O dominio Eghl6-like ¢ um fator de viruléncia que desempenha papel
importante durante a fase inicial de infec¢dio em patogenos fingicos (XUE et al., 2002). E
caracteristico de Blumeria graminis f. sp. hordei mas também ja foi observado em proteinas
oriundas de P. graminis f. sp tritici e M. larici-populina (DUPLESSIS et al., 2011; SAUNDERS
et al., 2012), entretanto sua func¢do ainda nao ¢ totalmente compreendida. No fungo patogénico
de insetos, Metarhizium robertsii, a fun¢do deste dominio estd associada a infeccao dos
hospedeiros, sendo que a delecdo desses genes interfere na capacidade desses fungos em
penetrar a cuticula do seu hospedeiro, afetando sua viruléncia (HUANG et al., 2019; XUE et

al., 2002). Por abranger o genoma de diversas espécies de fungos fitopatogénicos, compreender
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a coevolucao dos microrganismos que possuem este dominio e seus hospedeiros deve ser
ponderada.

Recentemente, trés genomas de referéncia de isolados Sul Americanos de P.
pachyrhizi estao disponiveis para a comunidade cientifica, fornecendo informagao sobre todo
o arsenal génico que caracteriza este parasita. A partir destes dados, todo o conjunto de efetores
pode ser caracterizado, inclusive familias ou membros relacionados, com diferentes copias e
como ¢ sua ordem ao longo dos genomas. Tais dados disponiveis associados, por exemplo,
dados de expressao em larga escala em estudos transcriptomicos e filogenéticos, podem revelar
candidatos com papéis importantes na (a)viruléncia e no parasitismo deste fitopatdgeno.

Assim, o objetivo dessa pesquisa foi caracterizar estruturalmente membros
geneticamente diversos da familia de proteinas candidatas a efetores de P. pachyrhizi contendo
o dominio Eghl6-like (DUF3129/PF11327), validar sua fun¢do efetora via caracterizacdo do
seu perfil de expressdo durante a infeccao, além de caracterizar filogeneticamente suas relagodes

com outros fungos.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ uma planta herbacea, da classe
Magnoliopsida, pertencente a ordem Fabales e a familia Fabaceae (Leguminosae)
(EMBRAPA-CNPSO, 2008). E uma das culturas mais produzidas no Brasil e no mundo, sendo
que a produgdo brasileira ¢ uma das mais expressivas entre os paises produtores (CONAB,
2019b). Grande parte da soja produzida no Brasil ¢ destinada a paises orientais, sendo a China
0 maior pais importador da soja brasileira, além de ser negociada por produtores de diversos
paises, apresentando forte liquidez na sua comercializagdo e alta demanda (CONAB, 2020;
LAZZAROTTO; HIRAKURI 2010). Além de a produgdo ser destinada para exportagdo, os
pregos da soja brasileira sdo definidos por cotacdes de outros paises por ser uma commodity, ou
seja, a produgdo no pais gira em torno da economia mundial, principalmente Estados Unidos e
China.

Desde os anos 1970, a soja figura como uma das grandes culturas produtoras
de graos, sendo que a oleaginosa foi a que teve o maior porcentual de crescimento
mundialmente. De 1970 a 2017, a produgao global de soja cresceu 7,73 vezes — de 44 para 340
milhdes de toneladas (GAZZONI; DALL’AGNOL, 2018). O grande aumento na producao
mundial de soja pode ser atribuido a diversos fatores, como o elevado teor de proteinas
(aproximadamente 40%) e 6leos (em torno de 20%) encontrados no grao, além do complexo de
vitaminas (A, E, B1, B2 e niacina); e, principalmente, ao desenvolvimento expressivo das
tecnologias de producao, que permitiram a exploragdo de novas fronteiras agricolas, ampliando
significativamente a darea cultivada e a produtividade da oleaginosa (LAZZAROTTO;
HIRAKURI, 2010).

Devido ao seu valor e sua importancia ao redor do mundo, os produtores
brasileiros investem cada vez mais na producao do grao de soja e em novos locais de cultivo,
abrangendo 19 dos 26 estados brasileiros, além do Distrito Federal (USDA, 2020). Na safra
brasileira de 2018/19 houve crescimento de 1,9% na area de plantio e reducdo de 3,7% na
producdo, atingindo 114,8 milhdes de toneladas. As regides Centro-Oeste e Sul representam
mais de 78% dessa produgdo, sendo o estado do Mato Grosso o principal produtor de soja, com
producao de 35.434,5 mil toneladas na safra 2019/20, incremento de 9,2% em relagdo a safra
anterior (CONAB, 2020). O estado do Parana retomou a posicdo de segundo maior produtor

nacional nessa safra, visto que na anterior, o estado do Rio Grande do Sul tornou-se o segundo
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maior produtor, produzindo quase 3.000 toneladas a mais que o Parand (CONAB, 2020;
CONAB, 2019b). A quebra de producao no estado do Parana na safra 2018/19 e no Rio Grande
do Sul na safra 2019/20 deveu-se as condi¢des climaticas adversas durante o ciclo da cultura,
principalmente a falta do regime de chuvas, diminuindo a eficiéncia produtiva da planta
(USDA, 2019).

Além das condig¢des climaticas desfavoraveis, fatores bidticos, como as
doencas e pragas, também contribuem com a diminui¢ao da eficiéncia produtiva das plantas.
Entre eles, as doengas causam grandes prejuizos aos produtores, sendo a ferrugem-asiatica da

soja a mais agressiva.

2.2 Ferrugem Asiatica da Soja

A cultura da soja pode ser acometida por duas espécies fungicas pertencentes
ao género Phakopsora, que sdo agentes causais da ferrugem: Phakopsora pachyrhizi (Sydow
& P. Sydow) e Phakopsora meibomiae (Arthur) Arthur. Até 1992, acreditava-se que apenas
uma espécie, P. pachyrhizi, era a causadora da doenca. Entretanto, através de estudos sobre a
morfologia de populagdes destas espécies, evidenciou-se que o fungo P. meibomiae
correspondia as populagdes que aconteciam naturalmente em diversas espécies de leguminosas
na América, além de ser menos agressivo; enquanto que, P. pachyrhizi era o agente causal que
ocorria em populagdes da Asia e Australia (GODOY et al., 2016; USDA, 2015).

Os primeiros relatos de ferrugem-asiatica foram no Japao, em 1902, enquanto
que, no continente americano, os primeiros relatos surgiram mais de 70 anos depois, sendo
relatada em Porto Rico em 1976. A espécie P. pachyrhizi, que até entdo, estava limitada aos
paises que cultivavam soja na Asia e Australia, foi detectada pela primeira vez fora desses
paises no Hawaii, em 5 de maio de 1994 (BONDE; PETERSON, 1996; KILLGORE, 1996;
USDA, 2015; YORINORI et al., 2004). Ja no Brasil, os primeiros esporos de ferrugem da soja
surgiram em 2001 (GODOY et al., 2016). Entretanto, o fungo ja foi encontrado em diversos
paises, como Australia, China, Coreia, India, Japao, Nepal, Taiwan, Tailandia, Filipinas,
Mocambique, Nigéria, Ruanda, Uganda, Zimbabwe, Africa do Sul, Estados Unidos, Brasil,
Argentina e Paraguai (USDA, 2015).

Soja e kudzu (Pueraria montana var. lobata) sdo os principais hospedeiros,
porém, existem mais de 90 hospedeiros alternativos conhecidos de P. pachyrhizi, como algumas
espécies de feijoes (Cajanus cajan, Vigna radiata, Phaseolus coccineus, entre outros) e

algumas espécies de trevos (Alysicarpus vaginalis, Trifolium repens, Trifolium aureum, entre
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outros) (RUPE; SCONYERS, 2008).

A doenga ¢ considerada, atualmente, como a mais severa da cultura da soja,
podendo acarretar mais de 80% de perda de produtividade (GODOY et al., 2016). Na safra
2001/2002, em seu primeiro ano de ocorréncia no Brasil, a perda em graos foi de 569,2 mil
toneladas, aproximadamente U$125,5 milhdes de dolares, abrangendo apenas os estados de
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Paran e Rio Grande do Sul. Tais perdas foram muito
expressivas devido ao despreparo dos produtores em diagnosticar a doenca e a inexisténcia de
produtos registrados para o controle. Além disso, os produtos disponiveis que eram utilizados
para controlar outras doengas eram do grupo dos benzimidazdis, que s3o ineficientes no

controle dessa doenga (CAF, 2019).

2.2.1 O fungo Phakopsora pachyrhizi

O agente causal da ferrugem-asiatica da soja, Phakopsora pachyrhizi,
pertence ao reino Fungi, filo Basidiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem Pucciniales,
familia Phakopsoraceae. E um parasita obrigatério necessitando sempre da presenga do tecido
hospedeiro para seu estabelecimento. O fungo coloniza intercelularmente os tecidos vegetais e
nutre-se pela absor¢do de nutrientes diretamente do interior do hospedeiro, por meio de
estruturas especializadas, os haustorios (BEDENDO, 2018).

O processo infeccioso inicia com a deposi¢do e germinagao do ureddsporo na
superficie foliar do hospedeiro, sendo esta fase denominada de fase de infec¢do. Assim, ocorre
a formacao do tubo germinativo e do apressorio, que € o responsavel pela penetragao direta
(cuticula e epiderme) do fungo na superficie do hospedeiro, provocando a desorganizacao e
necrose das células epidérmicas penetradas, iniciando a fase de colonizacdo (KOCH et al.,
1983). Apos sua penetragdo, a hifa forma o haustorio, que ¢ uma estrutura especializada na
retirada de nutrientes e que cresce intracelularmente, provocando a desorganizagao da parede
celular e posterior invaginacdo da membrana celular, porém causa o menor dano possivel ao
hospedeiro (AMORIM; PASCHOLATI, 2018). Além de provocar mudangas estruturais na
célula para a absor¢do de nutrientes, o haustério ¢ também responsavel pela produgdo e
liberacdo de proteinas efetoras no citoplasma vegetal (AMORIM; PASCHOLATI, 2018;
MENDGEN; HAHN, 2002). Desta forma, o patégeno estabelece relagdes parasitarias com o
hospedeiro, sendo esta fase denominada de fase biotrofica. A tltima fase do ciclo do processo
de infecgdo ¢ a fase reprodutiva ou de esporulagdo, que ¢ quando o patdégeno se reproduz no

tecido infectado, garantindo a perpetuagdo da espécie, € ¢ entdo dispersado para tecidos nao
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parasitados (BROMFIELD et al., 1980; KOCH et al., 1983). O fungo P. pachyrhizi coloniza
poucas por¢des do hospedeiro para rapidamente produzir suas estruturas reprodutivas e
dispersa-las para partes ainda sadias, visto que ¢ um parasita obrigatorio e necessita da célula
vegetal viva para sobreviver. Assim, a ferrugem-asiatica ¢ considerada uma doenga policiclica,

devido aos diversos ciclos de vida que o fungo possui em uma mesma safra da cultura (Figura

1) (AMORIM; PASCHOLATI, 2018).

Figura 1 — Estagios de desenvolvimento do fungo Phakopsora pachyrhizi durante interagao
com a superficie foliar do hospedeiro. Os ureddsporos germinam duas horas apds inoculacao
(hpi), emitindo o tubo germinativo que desenvolve o apressorio. Para penetrar na célula, uma
hifa de penetragao ¢ emitida percorrendo os espagos intercelulares da célula vegetal. Dentro da
célula do mesofilo forma-se o primeiro haustorio, onde se estabelece a relagao biotrofica entre
patogeno e hospedeiro.

Ureddsporo

Apressorio

Haustério

18-20 hai

Fonte: Adaptado de Catanzariti et al. (2007)

Os fungos sdo microrganismos que dependem de condi¢des climaticas
favoraveis para sobrevivéncia, como umidade e temperaturas amenas. Além disso, a duragdo
do periodo de molhamento foliar (DPM) também ¢ um fator que contribui com a ocorréncia de
doencgas fingicas em plantas. Assim, as condi¢des ideais para o agente causal da ferrugem
germinar € formar lesdes sdo temperaturas entre 18 e 26,5°C (temperatura 6tima) e DPM foliar
minimo de seis horas (HARTMAN et al., 2015; HENNING et al., 2014; SEIXAS et al., 2018).
Outro fator que influi sobre o fungo ¢ o estddio fenoldgico da planta, sendo que a maior
probabilidade de desenvolvimento da doenga em condi¢des de campo/lavoura € nos estadios
mais avangados da cultura, onde ocorre o fechamento do dossel das plantas, o que cria um
microclima favordvel para a manutengdo da umidade, além da protecdo dos esporos contra
efeitos da radiagdo ultravioleta e da radiagdo solar direta pelas folhas superiores do dossel
(GODOY et al., 2016a). Portanto, lesdes de ferrugem podem ser encontradas em qualquer
estadio fenologico das plantas, entretanto, altos indices da doenga nao sao encontrados até o

periodo de floracdo da soja, caso ndo haja grande quantidade de inoculo na fase vegetativa
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(IGARASHI et al., 2014; RUPE; SCONYERS, 2008).

2.2.2 Sintomatologia

Os sintomas da ferrugem-asiatica podem ser observados nas folhas,
cotilédones e hastes, sendo as folhas o local de maior ocorréncia. Os primeiros sintomas sao
caracterizados por minusculos pontos, de coloracao esverdeada, porém, mais escuros que o
tecido sadio da planta (YORINORI et al., 2003). A doenca ¢ confirmada com a visualizacao
das urédias, que sao as estruturas de reprodu¢do do fungo e sdo pequenas lesdes localizadas na
face abaxial das folhas. As urédias tém de 2 a 5 mm de diametro, sdo circulares ou elipticas e
de coloragdao amarelada, estando cobertas pela cuticula foliar. Entretanto, com o progresso da
doencga, as manchas adquirem uma coloragdo castanha, aumentam seu tamanho e a cuticula
foliar ¢ rompida, liberando os urediniésporos (BEDENDO, 2018). Assim, formam-se as
pustulas, que sdo urédias formadas nas lesdes e que produzem uma grande massa de
urediniosporos. Tais uredinidésporos possuem uma coloragdo diferente em relagao aos outros
patégenos causadores de ferrugem (vermelho-amarronzada), possuindo uma coloracao
amarelo-amarronzada e possuem uma superficie densamente equinulada e ornamentada
(RUPE; SCONYERS, 2008).

As lesdes sdo caracterizadas pela sua coloracdo e definem o grau de
suscetibilidade da planta. Plantas suscetiveis apresentam lesdes TAN (Tanish), que possuem
coloracdo castanho-claro, com esporulagdo abundante e sem necrose extensiva. As lesdes RB
(Reddish Brown) sao lesdes marrom-avermelhadas, possuem menor nimero de urédias por
lesdo e pouca esporulagdo, e apresentam diversos pontos de necrose foliar, indicando uma
reagdo de resisténcia. Plantas que ndo apresentam lesdes macroscopicas em suas folhas sdo
classificadas como imunes (GODOY et al., 2016a).

As folhas da soja infectadas pelo fungo perdem sua area fotossintética,

diminuindo a eficiéncia no enchimento dos graos e, consequentemente, o peso dos graos.

2.2.3 Controle

As estratégias de manejo da ferrugem-asiatica sao fundamentalmente trés:
uso de praticas culturais, controle genético e controle quimico. Dentre as praticas culturais, o
vazio sanitario ¢ o mais importante, pois consiste na eliminac¢ao de plantas de soja e auséncia

de cultivo na entressafra, durante 60 a 90 dias, eliminando qualquer fonte de indculo do
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patégeno. Ademais, o monitoramento das areas para indicar com precisao o momento ideal para
iniciar o controle com fungicidas, o uso de cultivares precoces a fim de reduzir o tempo da
cultura no campo e a semeadura no inicio da época recomendada para diminuir a taxa de in6culo
primario, auxiliam na minimizacao da doenca (GODOY et al., 2016a).

Quanto ao controle genético, trata-se de uma medida eficiente e economica,
pois, comparado com os produtos fitossanitarios, possui baixo impacto ambiental
(CAMARGQO, 2018a), entretanto, para sua obtencdo ¢ necessario investimento financeiro em
pesquisas (BEDENDO, 2018). Além disso, sabe-se que os genes Rpp nao sdo efetivos para a
ampla variabilidade génica do fungo, ndo proporcionando resisténcia ampla e durdvel para
todos os isolados. Para a ferrugem-asidtica, sete diferentes /oci de resisténcia (Rpp! (HYTEN
et al., 2007), Rpp2 (SILVA et al., 2008), Rpp3 (HYTEN et al., 2009), Rpp4 (SILVA et al.,
2008), Rpp5 (GARCIA et al., 2008), Rpp6 (LI et al., 2012) e Rpp7 (CHILDS et al., 2018) —
Resistance to Phakopsora pachyrhizi) ja foram identificados e mapeados no genoma da soja.

O controle quimico, através do uso de moléculas organicas ou inorgénicas
para a protecdo das plantas (SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018), ¢ o mais utilizado e foi o mais
eficiente até a safra 2007/08 (GODQY et al., 2016a; RUPE; SCONYERS, 2008). Os principais
grupos de fungicidas utilizados no controle da FAS sdo os inibidores da quinona externa (Qol,
“estrobilurinas”), inibidores da desmetilacdo de esterdis (DMI, “triazois”) e os inibidores da
enzima succinato desidrogenase (SDHI, “carboxamidas”) (SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018).
Entretanto, desde o inicio do uso dos fungicidas no Brasil, ha evidéncias da diminui¢do da
eficacia dos produtos usados no controle dos fitopatogenos em cada safra. Tal fato deve-se a
pressao de selegdo exercida nesses microrganismos pelo uso excessivo dos produtos. Além
disso, o tempo de semeadura da soja no pais, propicia duas safras em algumas regides

brasileiras, aumentando, assim, o nimero de aplicacdes de fungicidas (GODQY et al., 2016b).

2.3 Interagao Planta-Patogeno

As plantas sdo organismos sésseis e, portanto, ndo possuem células de defesa
modveis e nem sistema imune adaptativo, sendo dependentes da troca de sinais entre si e 0s
microrganismos para ativar seu sistema imune inato (ABE, 2012; CHISHOLM et al., 2006;
DALIO et al., 2014; JONES; DANGL, 2006). Os mecanismos de defesa vegetal podem ser
constitutivos (passivos) ou pos-formados (ativos). Cuticula, tricomas, fenois e alcaloides sao
alguns dos fatores de resisténcia constitutivos e que estdo presentes na planta independente de

aspectos bioticos. Os fatores pos-formados sdo aqueles inexistentes ou que estdo presentes em
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baixas quantidades antes da infeccdo, sendo ativados ou produzidos apos a identificacdo do
ataque (PASCHOLATI; DALIO, 2018). A fim de interferir no avanco dos fitopatogenos pelos
tecidos, mudangas estruturais sdo acionadas, como a formag¢ao de papilas e halos. Compostos
bioquimicos também sao produzidos ou ativados, como a liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que podem atuar na inibi¢do do desenvolvimento fungico nos tecidos vegetais
ou entdo aumentando a integridade da membrana plasmatica (JONES; DANGL, 2006). Além
disso, as fitoalexinas também sdo compostos antimicrobianos e sao consideradas prejudiciais a
uma ampla gama de organismos, como fungos, bactérias, nematoides, animais e vegetais
superiores (AHUJA et al., 2012).

Qualquer microrganismo que entre em contato com a célula vegetal ¢
detectado inicialmente por meio de receptores de reconhecimento padrao (PRRs), localizados
na membrana plasmatica e que reconhecem caracteristicas microbianas conservadas,
denominadas de PAMPs ou MAMPs (Pathogen- ou Microbe-Associated Molecular Patterns)
e que ativam o sistema imune das plantas (BOLLER; FELIX, 2009). Os PAMPs sao moléculas
conservadas e ditas essenciais na sobrevivéncia dos patdgenos, mas nao existem no hospedeiro,
como a quitina para os fungos, que ¢ componente principal da parede celular, e a flagelina para
as bactérias, que ¢ uma proteina que compde os flagelos e ¢ essencial para a viruléncia
bacteriana (BOUTROT; ZIPFEL, 2017; DALIO et al., 2014; MEDZHITOV; JANEWAY,
1997; TAIZ et al., 2017). Esse reconhecimento confere a imunidade desencadeada por PAMPs
(PTI— PAMP-triggered immunity), que ativa rapidamente o sistema de defesa basal contra uma
ampla gama de patdgenos e restringe o processo de colonizagido no hospedeiro (CHISHOLM
et al., 2006; JONES; DANGL, 2006; ROUX et al., 2014).

Para suprimir as defesas primdarias do hospedeiro ou PTI, os patdgenos
secretam proteinas efetoras diretamente no interior da célula vegetal que sdo reconhecidas pelos
receptores intracelulares NLRs (Nucleotide-binding Leucine-rich Repeat). Quando ha a
interacdo dos efetores com os receptores NLRs ocorrem alteragdes conformacionais desses
receptores que, posteriormente, sdo ativados e resultam na imunidade desencadeada por
efetores (YUAN et al., 2021). Apesar de serem vias de sinalizacdo distintas e desencadeadas
por diferentes receptores, as respostas de PTI e ETI atuam sinergicamente no sistema
imunoldgico das plantas e estdo funcionalmente ligadas e com varias sobreposicdes nas rotas e
cascatas de transducdo de sinal. Ambas as respostas de defesa podem ocasionar a morte celular
nos sitios de infec¢do, conhecida como resposta de hipersensibilidade (HR — Hypersensitive
response), evitando o crescimento e desenvolvimento do patégeno nos tecidos vegetais, bem

como a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o acaimulo de calose nos tecidos



24

(BENTHAM et al., 2020; NGOU et al., 2020; YUAN et al., 2021). Evidéncias sugerem que a
ETI pode potencializar a PTI em resposta a multiplos PAMPs e ainda restaurar a PTI atenuada
pelos efetores. Em estudos com Pseudomonas syringae, foi observado que a ativagao de apenas
uma resposta imune isolada ¢ insuficiente para controlar o patogeno (NGOU et al., 2020). Além
disso, a ativa¢do da resposta ETI mediada por diferentes genes NLR mostrou-se dependente
dos receptores de membrana, sendo comprometida em linhas mutantes de diferentes PRRs

oriundas de Arabidopsis thaliana em resposta a infec¢do por P. syringae pv. tomato (Pst)

DC3000 (YUAN et al., 2021).

Figura 2 — Imunidade inata e defesa das plantas durante o ataque de fitopatogenos. As plantas
detectam padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) por meio de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) que induzem a imunidade desencadeada por padrdes (PTI).
Proteinas efetoras sdo secretadas pelos patogenos no interior da célula vegetal para suprimir a
resposta PTI. Essas proteinas sdo reconhecidas por receptores NLRs que resultam em
suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS) e ativam a imunidade desencadeada por
efetores (ETI), que potencializa e restaura a PTI suprimida pelo patégeno. PTI e ETI atuam
sinergicamente para fornecer uma imunidade robusta contra fitopatogenos.
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Fonte: Yuan et al., 2021.

Dois modelos exemplificam a interagdo entre as proteinas efetoras do
patogeno e as proteinas de resisténcia do hospedeiro. A teoria Gene-a-Gene, formulado por Flor

(1942) em estudos com o patossistema linho-Melampsora lini, propde que cada proteina de
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aviruléncia (Avr) do patégeno, possui um gene cognato de reconhecimento na planta,
denominado de gene R, ¢ a interacdo destes genes desencadeia a resposta de defesa da planta,
ou seja, ocorre uma interagcdo direta de receptor-ligante. Em Arabidopsis, a proteina efetora
ATRI ¢ reconhecida diretamente pelo receptor RPP1 da planta, sendo que este reconhecimento
ativa o sistema de defesa contra o oomiceto Peronospora parasitica (JONES; VANCE;
DANGL, 2016; SCHREIBER et al., 2016). Outro modelo ¢ o da “hipdtese guarda”, que sugere
o reconhecimento indireto por meio da interagdo entre um efetor e uma proteina hospedeira,
chamada guardee. As proteinas R supervisionam a presenga de efetores do patdgeno sendo
capazes de detectar modificagdes nas proteinas receptoras (STERGIOPOULOS; DE WIT,
2009). O receptor NBS-LRR ¢ ativado quando o efetor secretado no citoplasma pelo patégeno
interage com a proteina guardee. Essa interagdo modifica a conformacao do receptor, devido a
dissociagao da proteina e do receptor, desencadeando uma cascata de sinalizacdo que ativa o
sistema de defesa do hospedeiro (TAIZ et al., 2017). Um exemplo deste modelo ¢ o
reconhecimento indireto de proteinas do nematoide Globodera rostochiensis no tomateiro. Na
presenca da proteina Cf-2 no hospedeiro, o reconhecimento do eliciador Gr-VAP1 disparado
pelo nematoide ¢ mediado pela proteina Rer3P™, desencadeando a resposta de defesa.
Entretanto, na auséncia da Cf-2 ocorre um aumento da suscetibilidade da planta ao patogeno

(LOZANO-TORRES et al., 2012).

2.3.1 Proteinas efetoras: caracterizagao ¢ métodos de analise

Para a maioria dos microrganismos tornarem-se patogénicos, principalmente
bactérias, fungos e oomicetos, € necessaria sua penetragdo no interior das plantas, tanto por
penetragao direta, por ferimentos ou aberturas naturais, como os estomatos e hidatodios. Alguns
nematoides tornam-se patogénicos pela insercdo do estilete através da célula das plantas
(CHISHOLM etal., 2006; JONES; DANGL, 2006). Apesar das diferentes estratégias de ataque,
todos os patogenos secretam proteinas efetoras para dentro das células do respectivo hospedeiro
com a funcdo de suprimir as respostas de defesa da planta e permitir o estabelecimento das
relacdes parasiticas (ABE, 2012; DANGL et al., 2013). Proteinas efetoras sdo moléculas
patogénicas que podem modificar a estrutura e fungdes celulares do hospedeiro, facilitando a
infecc¢do e colonizagdo, bem como a supressao das respostas de defesa (DALIO et al., 2017;
GOHRE; ROBATZEK, 2008). Apesar de serem amplamente associados com a patogenicidade,
alguns efetores ao serem detectados pelo hospedeiro, ativam as respostas de defesa. Analisando

candidatos a efetores de Melampsora larici-populina de forma transiente em folhas de
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Arabidopsis thaliana, Germain et al. (2018) observaram que os candidatos MLP37347 e
MLP123227 promoveram a diminui¢do no crescimento de P. syringae inoculada nas folhas,
possivelmente pelo reconhecimento dos receptores imunoldgicos da planta e que resultou na
ativagdo da resposta de defesa. Além disso, em estudo similar com Nicotiana benthamiana e
20 candidatos a efetores de M. larici-populina, Petre et al. (2015) observaram a especificidade
entre o candidato MLP124017 e a proteina co-repressora TPL/TPR, oriunda da planta
hospedeira, e que estad intimamente ligada ao desencadeamento da resposta imune vegetal.
Também foram observadas respostas satisfatorias quanto a inducao da defesa em plantas de
pimentdo testadas com 17 candidatos a efetores de P. pachyrhizi. A maioria dos candidatos
observados induziu HR e também nao suprimiu PTI, indicando que existe uma especificidade
no reconhecimento dessas proteinas em plantas de pimentdo (QI et al., 2018). Sendo assim, ¢
correto definirmos efetores como “moléculas liberadas ou associadas a um organismo que
modificam a fisiologia de outro organismo” (DALIO et al., 2014).

Os efetores sdo divididos em efetores apoplasticos e citoplasmaticos, sendo
classificados de acordo com o local em que sdo secretados. Efetores apoplasticos ou
extracelulares sao secretados no espago extracelular do hospedeiro, enquanto que, os efetores
citoplasmaticos ou intracelulares sdo translocados para dentro da célula do hospedeiro
acumulando-se no citoplasma ou em compartimentos da célula (DALIO et al., 2014).

Cada classe de fitopatdgenos possui um mecanismo especifico para exportar
efetores do citoplasma do patdgeno para a célula do hospedeiro, sendo este transporte uma etapa
fundamental para a patogénese (ZARAMELA, 2011). Bactérias possuem diversos sistemas de
secrecao de efetores especializados (TSENG et al., 2009), sendo o Tipo III, IV e VI os sistemas
mais comuns (DALIO, et al., 2017; MA et al., 2014; MCCANN; GUTTMAN, 2008). O Tipo
IIT (TTSS) ¢ o mais estudado, visto que seus efetores secretados podem modificar diversas
funcdes moleculares, mesmo sem a presenca da célula do hospedeiro (DESLANDES; RIVAS,
2012). Fungos e oomicetos secretam proteinas através do sistema de secrecao Tipo II, que
envolve o reticulo endoplasmatico e a exocitose de vesiculas secretoras derivadas do complexo
de Golgi (GRIFFITHS; SIMONS, 1986). A maioria dos efetores fungicos e oriundos de
oomicetos apresentam caracteristicas conservadas, como a presenca de um peptideo sinal na
regido N-terminal, tamanho reduzido (<250 aminodcidos), natureza rica em cisteina (>3%),
auséncia de semelhanga com proteinas que possuem fungdes ja conhecidas e descritas nos
bancos de dados (DE CARVALHO et al., 2016; ELLIS et al., 2009; LINK et al., 2014).

Conhecer as caracteristicas dos efetores e utilizar ferramentas para predizé-

los € um passo fundamental na deteccao de novos candidatos a efetores, com o objetivo de obter
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maior entendimento sobre as interagdes patdgeno-hospedeiro para, posteriormente, alcangar
€xito na obtencdo de novas e sustentaveis formas de controle das doengas de plantas.

A identificagdo de genes que codificam proteinas efetoras ¢ conduzida
inicialmente por analises in silico, que sao as analises feitas com o uso da bioinformatica em
bancos de dados de genomas, transcriptomas e proteomas de microrganismos. A partir desses
dados, os candidatos sdo escolhidos de acordo com alguns critérios especificos para a selecao,
tais como a presenca de peptideo sinal indicando sua secrecdo, presenga de dominios
conservados, pontes de dissulfeto, entre outros (DE CARVALHO et al., 2016). Apds a
identificacdo dos genes, € necessario validar estes candidatos através de ensaios funcionais. Em
ferrugens, onde estratégias de transformacao génica sdo limitantes, tais ensaios baseiam-se por
exemplo em testar a capacidade de estes suprimirem ou induzirem as respostas de defesa do
hospedeiro, tanto PTI como ETI em sistemas modelo, através da expressdo transiente ¢ a
avaliagdo de atividades semelhantes a efetores (KAMOUN, 2006).

A expressdo transiente em plantas pode ser analisada de diversas formas,
sendo que a translocacdo de proteinas efetoras através do sistema EDV ¢ amplamente utilizada
(Effector Detector Vector) (ABE, 2012). Esse sistema baseia-se no Sistema de Secre¢ao Tipo
I (SST3) de bactérias e que sdao codificados por genes hrp (hypersensitive response and
pathogenicity) (SOHN et al., 2007). Esse sistema secreta proteinas efetoras através da
membrana bacteriana diretamente para o citoplasma da célula vegetal, desencadeando respostas
de hipersensibilidade em plantas ndo hospedeiras, e causando patogenicidade nas plantas
hospedeiras. A reagao HR em plantas ndo hospedeiras acontece devido a rea¢do de genes R do

hospedeiro interagindo com o gene Arp correspondente (AGRIOS, 2005).

2.3.2 Proteinas efetoras de fungos causadores de ferrugem

Candidatos a efetores sao amplamente estudados em secretomas de fungos
causadores de ferrugem, como Melampsora spp., Puccinia spp. e Uromyces spp.
(SPERSCHNEIDER et al., 2017). O efetor RTP1(Rust Transferred Protein) de U. fabae,
causador da ferrugem no feijdo e de U. striatus, agente causal da ferrugem em alfafa, foi
caracterizado e descrito como fator importante na manutengdo da interacdo biotrofica entre
patogeno e o hospedeiro, através da sua liberacdo do haustoério diretamente para o meio
intracelular da célula hospedeira durante a infeccdo (KEMEN et al., 2005; PRETSCHE et al.,
2013). Assim como os efetores AvrL567, AvtM, AvrP123 e AvrP4 secretados por M. lini, que

quando expressos transientemente demonstraram fungdes efetoras de patogenicidade e também
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a ativacao das respostas de resisténcia, como HR (ELLIS et al., 2007). Ademais, o efetor PEC6
secretado por P. striiformis f. sp. tritici, demonstrou-se eficiente na supressao das respostas de
defesa em plantas de trigo (hospedeira) e em plantas de Nicotiana benthamiana (nao-
hospedeira), além de ser classificado como sendo rico em cisteina (LIU et al., 2016).

Diversos estudos descrevem a predicdo in silico de candidatos de P.
pachyrhizi, que s3o posteriormente validados funcionalmente, por exemplo, através da
localizagao subcelular em plantas modelo, pelos niveis de expressdo génica na presenca do
hospedeiro, bem como supressao das respostas de defesa em diferentes nao hospedeiros, como
N. benthamiana, N. tabacum, Arabidopsis thaliana, Capsicum annuum € Solanum lycopersicum
(KUNJETT et al., 2016; Ql et al., 2016; QI et al., 2018; RINCAO et al., 2018).

Avaliando candidatos a efetores de P. pachyrhizi em N. benthamiana, Qi et
al. (2018) observaram que nenhum dos candidatos estudados induziu HR nos pontos em que
foram infiltrados, sugerindo que nenhum deles pode ser reconhecido por N. benthamiana.
Resultado semelhante também foi observado em plantas de tomate, sendo que apenas um
candidato induziu HR nas folhas infiltradas. Entre os 82 candidatos, 17 suprimiram as respostas
de defesa em N. benthamiana e A. thaliana.

Além de suprimir PTI e ETI, alguns candidatos também podem desempenhar
papéis fundamentais na viruléncia do seu hospedeiro. Os candidatos a efetores de P. pachyrhizi
CSEP-07 e CSEP-09 foram capazes de aumentar a viruléncia de Pseudomonas infestans em
folhas de N. benthamiana e em estudos de expressdo génica demonstraram padrdes de
viruléncia, através da supressao das respostas de defesa do hospedeiro (KUNJETT et al., 2016).

Apenas um efetor de P. pachyrhizi foi caracterizado funcionalmente de forma
ampla, demonstrando sua capacidade de supressao das respostas de defesa, bem como de seus
interactores na soja (QI et al., 2016). Interessantemente, foi demonstrado através de ensaios de
co-imunoprecipitagdo (Co-IP) que o efetor PpEC23 interage com o fator de transcri¢dao
GmSPL121, que ¢ membro da familia SPL de fatores de transcrigdo da soja e que desempenham
funcdes no crescimento e desenvolvimento da planta (WANG et al., 2014). No trabalho, quando
o gene foi silenciado transientemente via VIGS (Virus Induced Gene Silencing), as plantas de
soja demonstraram imunidade constitutivamente ativa, evidenciando que este fator ¢ um
regulador negativo do sistema de defesa da planta, ou seja, ndo permite a ativagdo da imunidade
pela planta (QI et al., 2016).

Em estudo de De Carvalho et al. (2016) foram preditas 851 proteinas
secretadas pelo fungo P. pachyrhizi que foram distribuidas em familias de efetores em base no

estudo do transcriptoma do fungo expresso durante a interagdo com a soja e analises
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comparativas com outras espécies. Dentre estas, a familia 1, contendo 22 membros oriundos
de P. pachyrhizi, foi a maior familia de candidatos a efetores de P. pachyrhizi identificada.
Anadlises de BLASTP mostraram similaridade entre os 35 membros desta familia com fungos
fitopatogénicos da ordem Pucciniales, ¢ do mesmo filo de P. pachyrhizi. Além disso, um
membro demonstrou similaridade com Magnaporthe grisea do filo Ascomycota. Entretanto,
esta familia ndo mostra igualdade com nenhum outro grupo de ferrugem ja citado por e Kunjeti
et al. (2016), Link et al. (2014) e Saunders et al. (2012) (DE CARVALHO et al., 2016).

Todos os membros da familia 1 descritos por De Carvalho et al. (2016)
possuem o dominio Egh16-like (DUF3129/PF11327), caracteristico de proteinas amplamente
codificadas nos genomas de fungos patogénicos dos filos Ascomycota ¢ Basidiomycota

(HUANG et al., 2019).

2.4 Dominios funcionais

Dominios funcionais sao responsaveis por uma fun¢ao ou interagao especifica
em uma proteina. Geralmente, sdo identificados como regides altamente conservadas da
sequéncia proteica e sdo responsaveis por uma fun¢do ou interacdo especifica, contribuindo
para o papel geral de uma proteina. Portanto, ¢ através dos dominios funcionais que as proteinas
adquirem novas fung¢des, resultando na sua evolucao. Entender como funcionam e a funcao das
proteinas ¢ um dos principais objetivos da bioinformatica (ROJANO et al., 2022; WANG et al.,
2021). Atualmente, € possivel a detec¢do com alta precisdo de dominios de proteinas através de
diversos bancos de dados, como Pfam (FINN et al., 2008) ¢ INTERPRO (MULDER et al.,
2007), que usam métodos baseados nas sequéncias ou estruturas proteicas que pertencem a

familias de dominio especificas (BASU et al., 2009).

2.4.1 Dominio Eghl16

O dominio Egh16-like é caracteristico de Erysiphe graminis f. sp. hordei mas
também foi observado em proteinas efetoras de Melampsora larici-populina e Puccinia
graminis f. sp. tritici, indicando ser conservado entre algumas espécies de ferrugem e mais
especificamente em sequéncias secretadas por esses fungos, atuando principalmente durante a
fase inicial de infecgdo (DUPLESIS et al., 2011; SAUNDERS et al., 2012; XUE et al., 2002).

Apesar disso, a fun¢ao que desempenha em alguns patdogenos ainda ndo é bem

compreendida. Em estudo com proteinas de M. grisea, a proteina GAS1 que contém o dominio
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Eghl6-like, atuou na penetracdo do apressorio e na formagdo de lesdes em plantas de arroz
(XUE et al., 2002). Além disso, o dominio Egh16-like foi observado em transcritos altamente
expressos nos fungos nematofagos Arthrobotrys dactyloides, A. oligospora e Monacrosporium
cionopagum (ANDERSSON et al., 2014). No fungo entomopatogénico Metarhizium robertsii,
as proteinas Eghl6-like atuam como TLDD (Targeting Lipid Droplets for Degradation),
gerando turgor do apressorio para romper as cuticulas, refor¢ando o papel dessas proteinas no
processo infeccioso, na etapa de penetragdo através da cuticula do hospedeiro (HUANG et al.,
2019). Sendo assim, proteinas desta classe constituem potenciais determinantes na patogénese
de P. pachyrhizi em plantas de soja, sendo este um fungo que infecta diretamente as plantas de

soja pela epiderme.
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3. ARTIGO A: CARACTERIZACAO DE EFETORES DA FAMILIA EGH16-LIKE
DE Phakopsora pachyrhizi

3.1 RESUMO

Atualmente, o fungo biotréfico Phakopsora pachyrhizi é uma das ameacas mais importantes na
agricultura brasileira por se tratar do agente causal da Ferrugem-Asiatica da soja, a principal
doenga da cultura. Para seu sucesso, o patogeno modula o metabolismo do hospedeiro através
da secrecao de pequenas proteinas na célula vegetal, que sdo chamadas de efetores. Através da
liberagao dos efetores e o reconhecimento pelo hospedeiro, ocorre a ativagao do sistema imune
da planta, chamado de ETI (Imunidade Desencadeada por Efetores). Os efetores sao
classificados de acordo com seus dominios conservados, que sdo responsaveis por uma fungao
ou interagdo especifica, contribuindo para o papel geral de uma proteina. Uma extensa familia
de efetores contendo o dominio Egh16-like foi previamente descrita em P. pachyrhizi com base
em dados de RNA-Seq. Pouco sabe-se sobre este dominio, mas estudos indicam que esté
relacionado, principalmente, com as etapas iniciais da infec¢do dos patégenos na célula do seu
hospedeiro. Neste estudo, os membros da familia de efetores contendo o dominio Eghl16-like
(DUF3129/PF11327) foram identificados com base no genoma de referéncia MT2006 do
fungo, com o objetivo de caracterizar estruturalmente membros geneticamente diversos desta
famiia, além de validar sua funcao efetora via caracterizagao do seu perfil de expressao durante
a infeccdo. A partir de um conjunto de sequéncias expressas (dados de transcriptoma)
inicialmente preditas por De Carvalho et al. (2016), seis de 22 membros preditos foram
identificados no genoma recentemente anotado do fungo. Novos membros foram identificados
via Blast contra o genoma do fungo, sendo possivel identificar um total de 22 modelos génicos
preditos contendo este dominio. Esses membros variam de 195 a 500 aminoacidos, além de
apresentarem elevado conteudo de cisteina e a presenca de peptideo sinal limitado aos 24
primeiros aminodcidos, sendo que trés destes modelos ndo apresentaram peptideo sinal, mas
foram preditos como secretados por vias ndo convencionais. Analises filogenéticas com base
na sequéncia de proteinas, agrupou tais membros em oito clusteres e ao menos um membro de
cada ramo foi selecionado para avaliar o perfil de expressdo. Assim, foram analisados os perfis
de expressdo génica destes candidatos por RT-qPCR em diferentes tempos de infeccdo em uma
cultivar suscetivel, através de dados oriundos dos modelos génicos correspondentes aos
candidatos preditos nos trés genomas de referéncia do fungo. Alguns candidatos tiveram picos

de expressdo nas fases inicias de infeccdo, que coincidem com a formagdo dos haustorio,
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enquanto outros foram expressos apenas nos momentos tardios da infeccdo. Analises
filogenéticas entre os candidatos selecionados e proteinas oriundas de diferentes espécies
fingicas indicaram que as proteinas selecionadas possuem um ancestral comum com diferentes
espécies, mas todas evoluiram singularmente de acordo com o seu hospedeiro. Quatro clados
da arvore filogenética agruparam apenas membros de ferrugens, sendo que em cada um deles
havia um membro oriundo de P. pachyrhizi e a0 menos um clado agrupou membros exclusivos
de P. pachyrhizi, indicando que, possivelmente, este ¢ um patdgeno restritivo a diversificagao,
evidenciando sua coevolu¢do com seu hospedeiro em comparacdo a outras espécies de
Pucciniales. Analises da regido génica de dois efetores com diversas copias no genoma
revelaram a ocorréncia de regides sinténicas entre as regides contendo os genes, indicando uma
certa conservacgdo. Portanto, através dos dados observados, acredita-se que esta familia de

efetores tenha um papel importante na viruléncia do fungo durante a intera¢do com a soja.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia. Ferrugem-asiatica da soja. Glycine max. Interagdo planta-
patdgeno. Transcriptoma.
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ARTICLE A: CHARACTERIZATION OF EFFECTORS OF THE EGH16 FAMILY
OF Phakopsora pachyrhizi

3.2 ABSTRACT

Currently, the biotrophic fungus Phakopsora pachyrhizi is one of the most important threats in
Brazilian agriculture because it is the causal agent of Asian soybean rust, the main disease of
the crop. For its success, the pathogen modulates the host's metabolism through the secretion
of small proteins in the plant cell, which are called effectors. Through the release of the effectors
and the recognition by the host, the activation of the plant's immune system occurs, called ETI
(Effector Triggered Immunity). Effectors are classified according to their conserved domains,
which are responsible for a specific function or interaction, contributing to the overall role of a
protein. An extensive family of effectors containing the Eghl6-like domain was previously
described in P. pachyrhizi based on RNA-Seq data. Little is known about this domain, but
studies indicate that it is mainly related to the initial stages of infection of pathogens in their
host cell. In this study, members of the effector family containing the Eghl6-like domain
(DUF3129/PF11327) were identified based on the MT2006 reference genome of the fungus,
with the aim of structurally characterizing genetically diverse members of this family, in
addition to validating their effector function via characterization of its expression profile during
infection. From a set of expressed sequences (transcriptome data) initially predicted by De
Carvalho et al. (2016), six of 22 predicted members were identified in the recently annotated
genome of the fungus. New members were identified via Blast against the fungus genome,
making it possible to identify a total of 22 predicted gene models containing this domain. These
members range from 195 to 500 amino acids, in addition to having high cysteine content and
the presence of a signal peptide limited to the first 24 amino acids, and three of these models
did not present a signal peptide, but were predicted to be secreted by unconventional pathways.
Phylogenetic analyzes based on protein sequence grouped such members into eight clusters and
at least one member from each branch was selected to assess the expression profile. Thus, the
gene expression profiles of these candidates were analyzed by RT-qPCR at different times of
infection in a susceptible cultivar, using data from the gene models corresponding to the
predicted candidates in the three reference genomes of the fungus. Some candidates had peaks
of expression in the early stages of infection, which coincide with the formation of haustoria,
while others were expressed only at late stages of infection. Phylogenetic analyzes between the

selected candidates and proteins from different fungal species indicated that the selected
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proteins have a common ancestor with different species, but all evolved uniquely according to
their host. Four clades of the phylogenetic tree grouped only members of rusts, and in each of
them there was a member from P. pachyrhizi and at least one clade grouped exclusive members
from P. pachyrhizi, indicating that, possibly, this is a diversification-restrictive pathogen,
evidencing its coevolution with its host compared to other Pucciniales species. Analysis of the
gene region of two effectors with several copies in the genome revealed the occurrence of
syntenic regions between the regions containing the genes, indicating a certain conservation.
Therefore, through the observed data, it is believed that this family of effectors plays an

important role in the virulence of the fungus during its interaction with soybean.

KEYWORDS: Asian soybean rust. Biotechnology. Glycine max. Plant-pathogen interaction.

Transcriptome.
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3.3 INTRODUCAO

Entender como os fungos modulam o sistema de defesa das plantas
hospedeiras para sobreviverem e dessa forma levarem ao desenvolvimento das doengas € parte
fundamental da Fitopatologia, pois ¢ através destes conceitos que € possivel mitigar e controlar
doengas fitopatogénicas que acarretam em prejuizos na produgdo agricola. Dentre as doencas
de grande importancia na agricultura nacional, a Ferrugem Asiatica da Soja (FAS) destaca-se
por ser causada por um patogeno altamente adaptavel, mesmo possuindo reprodugao assexuada,
e que desafia os métodos de controle convencionais.

O agente causal da FAS ¢ o fungo biotrofico Phakopsora pachyrhizi, que
depende exclusivamente do seu hospedeiro para sobreviver, possuindo mais de 90 espécies de
leguminosas como hospedeiras, sendo a soja a sua principal hospedeira (RYTTER, et al., 1984;
SLAMINKO et al., 2008). Trata-se de um fungo que possui um dos maiores genomas entre 0s
fitopatogenos, com cerca de 1,27 Gbp, sendo que grande parte enriquecido com elementos
transponiveis (TEs). Adicionalmente, o genoma deste fungo apresenta um secretoma potencial
com cerca de duas mil proteinas preditas (dados do Consoércio para o Genoma de P. pachyrhizi),
dentre estes candidatos a efetores. Tais proteinas desempenham fun¢des tanto na viruléncia,
sendo importantes por modularem o sistema imune inato do hospedeiro e, dessa forma,
favorecendo o processo infeccioso. Estas proteinas sdo alvos de pesquisas referentes as suas
fungdes e como atuam no favorecimento do patdégeno e consequente estabelecimento das
doencas. Sua identificagdo e caracterizagdo fornecem informagdes sobre a patogénese, gerando
insights para novas formas de controle de doengas (LINK et al., 2014; SPERSCHNEIDER et
al., 2015).

A predicao de proteinas candidatas a efetores de P. pachyrhizi através do seu
transcriptoma ja foram descritas (DE CARVALHO et al., 2017, ELMORE et al., 2020;
KUNJETI et al., 2016; LINK et al., 2014; RINCAO et al., 2018). Entre estes, alguns
demonstraram a supressao do sistema imune em plantas por estes candidatos. Um candidato a
efetor, PpEC23, suprimiu as respostas de defesa em plantas de Nicotiana benthamiana, N.
tabacum e de soja (QI et al., 2016). Em outro estudo, os candidatos CSEP-07 e CSEP-09
tornaram plantas de N. benthamiana mais suscetiveis a Phytophthora infestans (KUNJETI et
al., 2016). Além disso, 17 PpECs foram capazes de suprimir a imunidade em plantas de N.
benthamiana e Arabidopsis thaliana. Entretanto, trabalhos envolvendo a analise ampla de
potenciais membros de uma familia génica, de sua variabilidade genética, integrando dados de

transcriptomica e utilizando dados disponiveis a partir de um genoma de referéncia, sdo
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inéditos.

Neste trabalho, membros da familia de proteinas candidatas a efetores de P.
pachyrhizi contendo o dominio Egh16-like (DUF3129/PF11327) foram indetificados com base
no genoma de referencia do isolado MT2006, bem como seus correspondentes nos genomas
dos isolados K8108 ¢ UFV02. Tais membros foram caracterizados molecularmente além de
terem seu perfil de expressdo avaliado durante a infeccdo. Analises filogenéticas foram ainda
conduzidas para demonstrar as relacdes filogenéticas desses membros com outros fungos
causadores de ferrugem ou distantes geneticamente. Finalmente, familias de TE foram

identificados associados a membros destas familias.

3.4 MATERIAIS E METODOS

3.4.1 Analise e selecao dos candidatos a efetores

Para sele¢do dos genes candidatos a efetores de P. pachyrhizi utilizados neste
estudo, foram utilizados como referéncia os efetores preditos por De Carvalho et al. (2016), que
por meio de microdissecc¢ao a laser e do sequenciamento de RNA, predizeram o secretoma do
fungo, obtendo uma lista de 851 proteinas candidatas secretadas, que foram agrupadas em
familias por andlises comparativas de similaridade a nivel de proteina. Com base nas analises
in silico, tais proteinas demonstraram caracteristicas efetoras, como a presenca de peptideo
sinal, tamanho reduzido (< 250 aminoacidos) e residuos ricos em cisteina (> 3%) (De Carvalho
etal., 2016).

Os 22 membros da Familia 1 descrita por De Carvalho et al. (2016)
apresentando o dominio Eghl6-like (DUF3129/PF11327) foram utilizados para busca dos
genes correspondentes no genoma de referéncia do fungo “Phakopsora pachyrhizi MT2006
v1.0”, depositado no banco de dados do Joint Genome Institute (JGI)
(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Phapal/Phapal.info.html) (GRIGORIEV et al., 2011).

Para selecdo de cada gene correspondente, bem como novos possiveis genes
preditos correlacionados no genoma de referéncia, analises foram conduzidas com cada um dos
22 membros descritos. Inicialmente, cada um dos membros passou por uma verificacdo de
predicilo ORF (Open Reading Frames) utilizando o software ORF-Finder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). As sequéncias dos candidatos foram entdo
analisadas pelo software SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-5.0/) para confirmar

a presenca de peptideo sinal. Posteriormente, foi realizado o alinhamento contra o genoma de
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referéncia (BLASTX, e-value le®) e sendo os modelos génicos considerados como
correspondentes aos transcritos quando apresentassem identidade > 70% e cobertura > 90%
com o genoma. Para anotagdo manual dos candidatos a efetores, além dos critérios de identidade
e cobertura, também foram considerados os tamanhos das proteinas dos modelos génicos e dos
transcritos, sendo descartados aqueles que possuiam tamanho muito reduzido, visto que alguns
transcritos com sequéncias muito pequenas correspondiam a um mesmo gene predito no
genoma, o que pode ser indicio de uma montagem errada. Devido a isto, foram escolhidos os
transcritos que melhor representassem o modelo génico. Considerou-se também a identidade e
cobertura dos transcritos em relacdo aos modelos génicos dos outros dois genomas de
referéncia, para inferir qual sequéncia (modelo génico ou transcrito) poderia estar montada da
forma correta (Tabela 1).

Posteriormente, foi verificada a estrutura de cada gene com base na predicao
génica conduzida pelo JGI. O alinhamento entre as sequéncias dos transcritos dos candidatos a
efetores e a sequéncia nucleotidica dos genes correspondentes foi realizada através do software
ClustalW (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) visando observar a semelhanca
entre as sequéncias e também identificar regides de éxons e de introns. Além  disso, foi
realizada a busca por dominios conservados utilizando o dominio PFAMI11327, que
corresponde ao dominio proteico Egh16-like, caracteristico dos membros dessa familia. Todas
as proteinas que apresentaram este dominio, os transcritos correspondentes e os transcritos que
ndo tiveram modelo génico foram agrupados por um alinhamento multiplo e assim foi
construida a arvore filogenética utilizando o programa IQ-TREE (MINH et al., 2020).

Os genes identificados no isolado MT2006 como correspondentes aos
trancritos da familia contendo o dominio proteico Eghl6-like também foram analisados nos
outros dois genomas de referéncia de P. pachyrhizi (“Phakopsora pachyrhizi K8108 v2.0” e o
“Phakopsora pachyrhizi UFV02 v2.1”). O critério para identificacdo dos genes homologos foi
similar, selecionando aqueles com elevada identidade e cobertura. Os dois genomas adicionais
disponiveis no JGI sdo: o genoma UFV02, cujo o isolado ¢ oriundo da regido central do Brasil,
e foi sequenciado pela tecnologia PromethION; e o isolado K8108, também coletado de folhas
de soja no ano de 2015, mas proveniente da regido de Colonia, no Uruguai, sendo sequenciado
pela tecnologia Pacbio. Os genes identificados nos trés genomas foram entdo utilizados para

estudos comparativos e para inferir o nivel de expressao em cada isolado.

3.4.2 Comparagdo filogenética entre espécies de fungos fitopatogénicos e P. pachyrhizi
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O agrupamento comparativo entre as proteinas preditas no genoma de P.
pachyrhizi e de outras espécies de fungos foi conduzida pelo Consorcio do Genoma de P.
pachyrhizi visando determinar as relagdes evolutivas das familias de genes. A clusterizacgao foi
conduzida utilizando o programa ORTHO-MCL (LI et al., 2003) e as sequéncias proteicas
preditas nos genomas de 15 espécies de fungos fitopatogé€nicos, entre eles os pertencentes a
ordem Pucciniales, que sdo os causadores de ferrugens, como “Puccinia triticina 1-1 BBBD
Race 17, “Puccinia graminis f. sp. tritici v2.0”, “Melampsora allii-populina 12AY07 v1.0”,
“Melampsora larici-populina v2.0” e “Cronartium quercuum f. sp. fusiforme G11 v1.0”, além
dos trés genomas de P. pachyrhizi, ja citados anteriormente. “Sporobolomyces roseus v1.0”,
“Microbotryum lychnidis-dioicae plAl Lamole”, “Mixia osmundae 1AM 14324 v1.0”,
“Ustilago maydis 521 v2.0”, “Sporisorium reilianum SRZ2”,“Laccaria bicolor v2.0” e
“Heterobasidion annosum v2.0”, que ndo sao causadores de ferrugem mas também fazem parte
do filo Basidiomycota. Por ultimo, “Magnaporthe oryzae 70-15 v3.0” e “Blumeria graminis f.
sp. hordei DH14”, ambos pertencentes ao filo Ascomycota.

Os oito genes previamente identificados como contendo o dominio Egh16-
like foram utilizados para identificar novos genes que possam ter se agrupado nos clusters.
Apos a identificacdo dos clusters de interesse, as sequéncias preditas dos membros de cada um
deles foram agrupadas, alinhadas pelo software MUSCLE (EDGAR, 2007) e entdo utilizadas
para a construcdo da arvore filogenética, através do método Neighbor-Joining (Bootstrap

1000x), com o software MEGA11 (TAMURA; STECHER; KUMAR; 2021).

3.4.3. Material bioldgico

Para este trabalho foi utilizado o isolado monospoérico de P. pachyrhizi
PF2016.1M (CMES1962) pertencente a Colegdo de Microrganismos da Embrapa Soja. O
1solado foi coletado em Passo Fundo, RS na safra 2016 e apresenta perfil de viruléncia aos
genes Rppl (P1200492), Rpp2 (P1230970), Rpp3 (PI462312) e de aviruléncia aos genes Rpp4
(P1459025) e Rpp5 (P1200487) (DARBEN et al., 2019). Para manuten¢do de esporos foram
realizados rounds de multiplicacdo em folhas destacadas de soja do gendtipo suscetivel
COODETEC 219 RR (CD219 RR), seguindo a metodologia de Castanho (2017). As plantas
foram cultivadas em casa de vegetacdo de fluxo negativo para evitar a presenca de qualquer
tipo de esporo fungico. Quando as plantas atingiam o estddio V3 - segunda folha trifoliolada
completamente desenvolvida (RITCHIE et al., 1994), o segundo e terceiro trifélios eram

coletados. No laboratorio, as folhas foram lavadas em 4gua corrente e para hidrata-las foram
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mantidas com a face abaxial em contato com agua destilada por uma hora. Posteriormente, as
folhas foram transferidas para placas de petri contendo meio agar-agua 1%. Para inoculacao,
foi preparada uma suspensao de esporos do isolado, contendo 0,5 mL de agua destilada + Tween
20, gentilmente espalhada pela superficie foliar com auxilio de um pincel. As placas foram
acondicionadas em camara de crescimento com 14h de luz e 10h de escuro e temperatura de
23°C (£ 2°C). Apos 15 dias de incubagdo, foram realizadas coletas dos esporos para novas
multiplicagdes e para armazenamento em freezer a -80°C em tubos de 2 mL. As folhas eram
mantidas por, aproximadamente, 30 dias na camara de crescimento, sendo possivel até trés

coletas de esporos a partir de uma unica inoculagao.

3.4.4 Perfil de expressao de genes candidatos a efetores de P. pachyrhizi durante o ciclo infeccioso

Com base nas analises estruturais e de diversidade entre os genes preditos no
genoma do isolado MT2006, oito candidatos foram selecionados para caracterizagdo do perfil
de expressdao durante o inicio do ciclo infeccioso, utilizando o genotipo de soja suscetivel
(BRS184). Para andlise, foi utilizado o isolado PF16.1M (CMES1962), descrito anteriormente.

Para a analise durante o ciclo infeccioso, plantas de soja da cultivar BRS184,
suscetivel a P. pachyrhizi, foram cultivadas em vasos de plastico de 0,5 L preenchidos com solo
autoclavado e peneirado, e que foram mantidos em cAmara climética de crescimento (Fitotron®)
até as plantas atingirem o estadio V3. Assim, com o auxilio de um borrifador foi inoculada uma
suspensdo de esporos diretamente no primeiro e segundo trifolio de cada planta. A suspensao
foi preparada pela adi¢cdo de 15 mg de urediniosporos do isolado PF16.1M em 30 mL de agua
destilada com adi¢io de Tween 20 (0,05%), obtendo uma concentragdo final de 1 x 10*
esporos.mL"!. As folhas infectadas foram coletadas nos diferentes tempos 0, 6, 12, 24 ¢ 48 horas
p6s inoculacdo (hpi) para representar o inicio da infeccdo até a colonizag¢do dos tecidos do
hospedeiro pelo fungo. Apos a coleta, as folhas foram acondicionadas em sacos de papel
aluminio, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e, posteriormente armazenadas em
ultra freezer a -80°C. O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado
constituido por trés repetigdes biologicas, sendo que cada uma das repetigdes era composta por

trés plantas.

3.44.1 Extragdo de RNA total e sintese de cDNA

As amostras de folhas de soja inoculadas com a suspensao de esporos foram
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maceradas em cadinhos de porcelana e a extracdo do RNA total foi realizada através do uso do
reagente Trizol™ (I mL / 100 mg tecido), de acordo com o protocolo do fabricante
(Invitrogen™). O RNA foi ressuspendido em 35 uL de agua UltraPure DNase/RNase-Free
(Invitrogen™) e armazenado a -80°C. As concentragdes de RNA foram quantificadas em
Espectrofotometro NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) e a integridade das amostras
analisada em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Para eliminar todo e qualquer
DNA gendmico presente nas amostras, uma aliquota de 5 pg de RNA foi tratada com a enzima
Desoxirribonuclease (DNase I - Invitrogen™) e visualizada em gel de agarose em 1% para
confirmar a eficiéncia do tratamento. Posteriormente, o cDNA foi sintetizado utilizando o kit
SuperScript III First-Strand (Invitrogenm™), seguindo as instrugdes do fabricante. A amplificagdo
do cDNA foi realizada para confirmagao da sintese das amostras € o cDNA foi armazenado a -

20°C.

3.4.4.2 Andlise RT-qPCR

Os primers para as reagdes de RT-qPCR foram desenhados pelo software
Primer3Plus com base nas sequéncias do transcriptoma de P. pachyrhizi (Apéndice A) e dos
dois modelos génicos selecionados. Para otimizar a concentracdo de cDNA e conhecer a
eficiéncia de cada um dos primers desenhados, foram feitas curvas padrdoes com cinco pontos
de diluigdo seriada de cDNA. As eficiéncias de amplificagdo de cada um deles foi calculada de
acordo com a equacio E = [21519P9]_1 descrita por Pfaffl (2001). As analises foram conduzidas
no equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems™), utilizando o kit
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). As condi¢des para a qPCR
foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos (desnaturagdo), seguido de 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos (anelamento) e a 60°C por 1 minuto (extensdo). Posteriormente, também foi
realizada a etapa de dissociag@o, que consistiu na elevacdo da temperatura para 95°C por 15
segundos, seguida da diminui¢ao até 60°C por 15 segundos e, por fim, a elevagdo até¢ 95°C por
15 segundos. Essa etapa foi realizada para a construcao da curva de dissociacdo com a intengao
de verificar a especificidade dos produtos da amplificacdo. As amostras foram analisadas em
duas corridas independentes e cada reacao de qPCR foi realizada em triplicata técnica para cada
uma das trés repeti¢des bioldgicas, a fim de minimizar erros experimentais.

Os niveis de expressdo dos genes alvos foram determinados pela

quantificacdo relativa, através do software REST® (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002).
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Os dados foram submetidos a transformacao por log e usados para gerar o heat map com o
software Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus/). O gene endégeno CytB foi
utilizado como gene normalizador para o fungo P. pachyrhizi (LINK et al., 2015), enquanto o
tempo O hpi foi empregado como calibrador. Os valores de Ct dos esporos germinados nos
tempos 6, 12, 24, 48 hpi foram comparados com os valores de Ct do tempo 0 hpi em cada um

dos genes alvos.

3.4.4.3 Validagao dos niveis de expressao génica de RNA-Seq por RT-qPCR

Os dados de expressao génica obtidos por RT-qPCR foram contrastados com
dados de RNA-Seq gerados pela equipe do Consorcio internacional de pesquisa do genoma do
fungo P. pachyrhizi, a fim de validarmos o perfil de expressdo dos candidatos obtidos neste
estudo em pelo menos outros trés estudos independentes. Os dados de RNA-Seq contém
informagdes da expressao diferencial dos trés isolados do fungo: MT200, UFV02 e o K8108
nas condicdes de interacdo com a soja e na auséncia dela, sendo: PPUFV: esporo, 12, 24, 36,
72 e 168 hpi; MT2006: esporo, apressorio, 192 e 288 hpi; K8108: esporo, apressorio, 10, 24,

72 e 196 hpi. As andlises estdo disponiveis a equipe do Consorcio.

3.4.5 Analise de sintenia

Devido ao elevado nlimero de copias, algumas proximas no mesmo scaffold,
a regido fisica contendo os modelos génicos correspondentes aos candidatos a efetores de P.
pachyrhizi de novo 1784 e de novo 2238 foi analisada manualmente nos trés genomas de
referéncia visando analisar sua organizacdo. Na regido, foi avaliada a organizagdo dos modelos
génicos utilizando a andlise de sintenia do portal JGI, comparando essas regides especificas ou

proximas (100 Kbp) de cada genoma com a regido correspondente nos outros dois genomas.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Predigao de candidatos a efetores de P. pachyrhizi contendo o dominio Egh16-like com base no
genoma do isolado MT2006

Para identificacdo de genes preditos no genoma de P. pachyrhizi similares aos

transcritos da Familia 1 descrita por De Carvalho et al. (2016), todas as sequéncias expressas
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foram utilizadas para buscas contra o genoma “Phakopsora pachyrhizi MT2006 v1.0”. Com
base na andlise, foram identificados um total de 22 modelos génicos, sendo que para 11
sequéncias expressas foi possivel identificar um modelo génico correspondente com identidade
de pelo menos 70% e cobertura de 90%. Estes transcritos estdo em destaque negrito na Tabela
1.

As andlises de BlastX utilizando as sequéncias dos transcritos retornaram 13
modelos génicos correspondentes. Os nove modelos génicos adicionais foram obtidos através
de buscas pelo dominio Egh16-like (PFAM11327) utilizando o genoma de referéncia do isolado
MT2006, totalizando os 22 modelos génicos preditos no genoma do fungo. O tamanho das
proteinas preditas no genoma variou de 195 a 500 aminoacidos. Os resultados de BlastX e as

caracteristicas de cada modelo génico encontram-se no Apéndice B.

Tabela 1 — Modelos génicos correspondentes e cddigos das sequéncias transcritas preditas,
membros da familia 1, utilizados para buscas contra o genoma “Phakopsora pachyrhizi
MT2006 v1.0”. Transcritos em negrito referem-se aqueles com identidade de pelo menos 70%
e cobertura de 90% em relagdo ao modelo génico correspondente.

Tamanho da

Modelo génico com maior similaridade ngfszl;l(:o proteil(lza[))redita Idel(l(f/l(gade COI;E;S“”
6413136/6427169 251 306 100,00 100,00
4635428/4578427 1784 202 100,00 100,00

2595 247 100,00 100,00
4578227
1303 247 100,00 100,00
635 289 100,00 85,00
6898838
8112 132 100,00 35,00
2238 203 100,00 100,00
8120199/7639239/4594856/4594859 1402 203 100,00 100,00
5381 102 100,00 91,18
5849 178 88,00 100,00
789 269 52,00 95,91
6435004 2037 281 74,00 92,53
2721 218 84,00 72,94
555 430 100,00 45,35
6062 160 94,00 99,38
7507 121 99,00 95,87
5333 97 98,00 89,69
2227 291 100,00 67,01
4582009/4597124 3672 >3 100,00 75,86
3838 66 100,00 84,85
6643 99 97,00 65,66
1770 372 100,00 52,42

Fonte: JGI MycoCosm, 2021.
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Foi observado que dentre os 11 transcritos em que foi encontrada
correspondéncia no genoma, quatro destes (em itdlico) embora apresentassem elevada
identidade e cobertura, correspondiam aos mesmos modelos génicos, sendo os transcritos 6062
e 7507 correspondendo aos genes 4582009/4597124, e 5381 e 5849 aos modelos
8120199/7639239/4594856/4594859. Considerando o tamanho das proteinas preditas, este fato
indica que tais transcritos possivelmente configuram erros de montagem e, nestes casos, 0 maior
transcrito, garantido uma maior cobertura do modelo génico com o transcrito, foi o validado.
Além disso, muitos desses transcritos estdo agrupados no mesmo ramo da arvore filogenética,
ratificando que sdo semelhantes (Figura 3). Para os casos acima, os transcritos 555 e 2238,
respectivamente, foram considerados os que melhor correspondiam aos modelos génicos
indicados. De modo similar, o transcrito 2037 nao foi considerado para avaliagdo, sendo o seu
modelo génico 0 6435004, que possui muita semelhanga com o gene 4582009 e, como descrito
anteriormente, foi selecionado o maior transcrito entre os transcritos semelhantes.

Dois transcritos, 555 e 635, embora ndo apresentassem valores de identidade
e cobertura que atendessem os critérios estabelecidos, na analise fina do seu alinhamento contra
os modelos génicos observou-se que, na verdade, ocorreram erros na predi¢do dos genes no
genoma do fungo. Para o transcrito 555, o modelo génico mais similar ndo apresentou cédon
de parada em nenhum dos trés genomas, sendo entdo escolhida a sequéncia do transcrito a mais
completa e, portanto, correta. De modo similar, o candidato 635, que possui em sua sequéncia
um T a mais e que possivelmente altera a fase de leitura, resultando em uma menor cobertura.
O alinhamento entre os transcritos e seus respectivos modelos génicos podem ser observados
nos Apéndices C e D.

Desse modo, para um total de oito transcritos de novo foram identificados
corretamente um modelo génico correspondente. Destaca-se que os transcritos 2238 e 1401 sdo

100% idénticos, assim como os transcritos 1303 ¢ 2595.

3.5.2 Analise de diversidade genética entre os membros da familia Egh16-like de P. pachyrhizi

Todas as sequéncias dos 22 modelos génicos preditos no genoma do fungo,

bem como as sequéncias dos transcritos (de_novo) foram utilizadas para a construgao da arvore

de diversidade genética (Figura 3).
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Figura 3 — Arvore filogenética dos membros preditos que possuem o dominio Eghl6-like no
genoma de Phakopsora pachyrhizi. Arvore gerada pela andlise Neighbour-Joining (Bootstrap
1000x).
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*Os retangulos referem-se aos candidatos selecionados nesse estudo.
Fonte: IQ-TREE, 2021.

Como esperado, a arvore revelou elevada similaridade entre as proteinas,
sendo possivel ainda assim observar oito clusters. Nos trés primeiros clusters sdo observadas as
proteinas secretadas preditas com base no estudo do transcriptoma e seus respectivos modelos

génicos, sendo estes, em sua maioria, idénticos entre si, como MT2006 4578227 e as
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sequéncias de novo 2595 e 1303 que estdo no primeiro cluster da arvore. Adiante, o
de novo 251 foi o mais similar ao MT2006 6413136 ¢ MT2006 6427169, com 100% de
identidade e cobertura. J& no terceiro cluster, agruparam-se um modelo génico e duas
sequéncias do transcriptoma, sendo a de novo 635 a mais similar € com maior porcentagem
de cobertura com MT2006 6898838.

Os clusters 4 e 5 s3o compostos por modelos génicos que possuem o dominio
Eghl6-like, mas nao tiveram correspondéncia com as sequéncias transcritas, sendo eles o
MT2006 6414149 ¢ MT2006 7713431. Além disso, os dois apresentaram menor similaridade
entre os outros membros e, em analises de alinhamento, ambas as sequéncias demonstraram
menor similaridade com as sequéncias de_novo, e por isso, foram selecionadas para o estudo.

O cluster 6 agrupou, principalmente, sequéncias dos modelos génicos
identificados no genoma, sendo que a maioria dos membros apresentou similaridade com a
proteina secretada previamente predita de novo 1784. Logo abaixo, encontram-se modelos
génicos pertencentes ao cluster 7, sendo MT2006 4594856, MT2006 4594859,
MT2006 7639239 e MT2006 8120199 idénticos entre si e com o de_novo_ 2238 e 1402.

Por ultimo, sdo agrupadas principalmente sequéncias secretadas preditas com
base no estudo do transcriptoma e apenas trés modelos génicos no genoma do fungo, sendo que
dois deles, MT2006 4582009 ¢ MT2006 4597124 sao idénticos entre si. Neste grupo, o
de novo 555 destaca-se por ter a maior proteina predita entre todos deste cluster, além de
possuir o dominio completo em sua sequéncia.

Com base nos resultados, considerando alta cobertura e alta identidade, bem
como a presenca do dominio Egh16, oito candidatos descritos por De Carvalho et al. (2016)
foram considerados validados com base neste estudo, utilizando o genoma de referéncia do
isolado MT2006. Destes oito, 2238 e 1402 foram idénticos entre sim, assim como 1303 ¢ 2595.
Desse modo, estes seis genes foram selecionados para os estudos in vivo, além de representarem
diferentes clusters na arvore filogenética.

Assim, foram selecionados seis candidatos (de novo 251, de novo 2595,
de novo 555,de novo 635,de novo 2238, de novo 1784 para estudos moleculares e in vivo
do perfil de expressdo. Adicionalmente, dois candidatos preditos no genoma,
MT2006 6414149 e MT2006 7713431, que possuem menor similaridade com as sequéncias
dos transcritos, estando em ramos distintos dos demais candidatos na arvore filogenética,

também foram selecionados.
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3.5.3 Caracterizagdo molecular dos genes candidatos e efetores Egh16-like

As sequéncias dos candidatos selecionados também foram analisadas contra
outros dois genomas de referéncia de P. pachyrhizi (UFV02 e K8108). Os genes no genoma de
MT2006 e sua correspondéncia nos outros dois genomas de referéncia, bem como detalhes

caracteristicos de proteinas efetores, podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2 — Candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi selecionados para o estudo. Os
codigos referem-se a idéntidade das proteinas em cada um dos trés genomas de referéncia,
disponiveis no banco de dados do Joint Genome Institute.

Candidatos Cédigo Idelzf’i/:)i)adel cistlj:nas PeSI;:f:leo T;l;lt:?:lao

MT2006 6413136/6427169 100.0 6 1-20 306

de_novo_251 K8108_3093100 96.0 6 1-20 301

UFV02_ 1582762 96.0 6 1-20 301

MT2006 4578227 100.0 6 1-24 247

de_novo_2595 K8108 10880951 100.0 6 1-24 247

UFV02_1579692 100.0 6 1-24 247

MT2006_4582009}4597124 100.0 7 1-20 195

de_novo_555 K8108 3117622/3092552 100.0 7 1-20 195

UFV02_1577018 100.0 7 1-20 195

MT2006_6898838 100.0 7 Néo 290

de_novo_635 K8108 3167062 100.0 9 1-24 313

UFV02 3375195 93.0 9 1-24 331

MT2006_4635428/4578427/4578411 100.0 7 1-24 202

de_novo_1784 K8108 3115284 100.0 7 1-24 202

UFV02_3267052 100.0 7 1-24 202

MT2006 8120199/7639239/ 100.0 ; 123 203

de _novo 2238 4994836/4394859 100.0 7 1-23 203
K8108 3140583/11437327/10878620

UFV02_3064936/3064159/3064092 100.0 7 1-23 203

MT2006_ 6414149 - 6 1-24 500

6414149 K8108 11701857 - 6 Nio 459

UFV02_ 1573666 - 6 1-24 258

MT2006 7713431 - 8 Naéo 220

7713431 K8108 3169489/9393185 - 8 Nio 239

UFV02_3030949/3093441 - 7 1-28 205

[dentidade obtida através do BlastN entre as sequéncias do transcriptoma de P. pachyrhizi e as sequéncias do genoma de
referéncia.
Fonte: JGI MycoCosm, 2021.
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Cada um dos transcritos selecionados neste estudo possui uma alta
similaridade com as sequéncias preditas nos trés genomas de referéncia. De modo similar, a
estrutura dos genes e o tamanho da proteina predita foi coincidente.

Outra caracteristica importante para caracterizacao de efetores ¢ a presenga
de peptideo sinal para secrecdo (PETRE et al., 2014; STERGIOPOULOS; DE WIT, 2009). Nas
proteinas analisadas, foi constatada a presenga de peptideo sinal ao menos em um genoma de
referéncia e, em sua maioria, entre os aminoacidos 1 e 24. Em estudo de identificacdo de
candidatos a efetores de P. pachyrhizi, Link et al. (2014) basearam-se na presenga de peptideo
sinal, entre outras caracteristicas, para identificar os melhores candidatos para sua pesquisa.
Entretanto, a presenca de peptideo sinal pode nao ser um fator limitante para a identificagdo de
novos candidatos a efetores, visto que estudos demonstraram que algumas proteinas preditas
secretadas podem nao apresentar peptideo sinal, € mesmo assim serem secretadas por vias nao
classicas. Collins et al. (2013), em um estudo sobre proteinas de Armillaria mellea, verificou
que apenas 50,2% das 293 proteinas secretadas identificadas possuiam peptideo sinal. Além
disso, 34% possuiam um sistema de secre¢do ndo convencional. Em outro estudo sobre duas
proteinas efetoras secretadas, a PsIscl e Vdlscl de Phytophthora sojae e Verticillium dahlie,
que estdo associadas a supressdo da resposta imune vegetal inata, foram preditas para serem
secretadas por um sistema ndo convencional por ndo possuirem peptideo sinal (LIU et al.,
2014).

Para os genes selecionados foi conduzida ainda uma analise estrutural dos
genes preditos (Figura 4). Os genes apresentam os tamanhos entre 585 a 1500 nucleotideos,
sendo que o numero de éxons variou de 3 a 12. Os tamanhos das proteinas preditas pelos oito
candidatos variaram de 195 a 500 aminoécidos, sendo que o tamanho reduzido das proteinas
efetoras ¢ coincidente na maioria dos candidatos a efetores ja estudados (SAUNDERS et al.,

2012; STERGIOPOULOS; DE WIT, 2009).
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Figura 4 — Representagdo da estrutura molecular dos candidatos a proteinas efetoras de acordo
com o modelo génico no genoma de referéncia MT2006. Estdo representadas as regides
codificantes de proteinas (CDS), bem como os éxons (amarelo), introns (preto) e regides
upstream ¢ downstream (azul). Além disso, também estdo representados o peptideo sinal
(vermelho) e o dominio conservado Eghl6-like (verde), juntamente com o tamanho e seu
alinhamento na CDS.
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Fonte: Adaptado de JGI MycoCosm, 2021.

Em todas as proteinas identificadas, o dominio Eghl6-like
(DUF3129/PF11327) foi localizado, em sua maioria, entre as posigdes 18 e 195, e abrangeu
167 aminoacidos em média. Nos candidatos em que o dominio estava completo, como o
de novo 555, de novo 2238 e o de novo 1784, o tamanho do dominio foi de 172
aminodcidos, enquanto que, nos demais candidatos, o tamanho variou de 151 a 166 (Tabela 3).

Um estudo recente demonstrou que este dominio ¢ requerido pelos fungos na penetracao da
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cuticula vegetal, através da dele¢do dos genes Mras1-Mras7, oriundos de M. oryzae, resultando
na incapacidade do fungo penetrar a cuticula do hospedeiro (HUANG et al., 2019), que ¢ a
principal barreira de defesa constitutiva das plantas (PASCHOLATI; DALIO, 2018). Ainda
nesse estudo, foram utilizadas proteinas que continham o dominio DUF3129 de diferentes
tamanhos, inferindo-se que os tamanhos podem variar entre as proteinas de uma mesma espécie

(HUANG et al., 2019).

Tabela 3 — Dados oriundos da busca pelo dominio conservado Eghl6-like nas sequéncias
preditas dos candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi selecionados para o estudo.

Candidato Alinhamento! Envelope?
Start Stop Start Stop

de novo 251 18 183 18 193
de novo 2595 26 187 23 194
de novo 555 19 191 18 191
de novo 635 16 151 7 154
de novo 2238 22 194 22 194
de novo 1784 21 193 21 193
MT2006 6414149 22 195 22 195
MT2006 7713431 41 207 41 211

'Valores de alinhamento referem-se a regidio sobre a qual o alinhamento da sequéncia ao perfil HMM est4 correto.
2Valores de envelope delineiam a regido na sequéncia onde a correspondéncia foi determinada probabilisticamente.
Fonte: Xfam, 2020

3.5.4 Andlises comparativas de proteinas candidatas a efetores de P. pachyrhizi em diferentes filos e

espécies

Sequéncias de proteinas preditas de 17 genomas fungicos, presentes nos filos
Basidiomycota e Ascomycota, foram agrupados de acordo com a sua similaridade e assim foi
possivel identificar os agrupamentos de proteinas correspondentes para cada candidato a efetor
selecionado. Foram utilizadas as proteinas dos modelos génicos correspondentes a cada um dos
candidatos e que pertencem ao genoma de referéncia MT2006.

A partir desta analise foram identificados oito clusters distintos, sendo que
cada um deles corresponde a um candidato selecionado; nenhum dos candidatos se agrupou no
mesmo cluster (Tabela 4). Dentre eles, quatro clusters possuem membros oriundos apenas de
fungos causadores de ferrugens (5375, 5918, 6583 e 5950) onde estdo localizados os efetores
251, 2595, 635 e 6414149, enquanto outros dois clusteres contém proteinas exclusivas de P.
pachyrhizi (12374 e 12811), onde estdo localizados os efetores 1784 e 7713431. Em

contrapartida, dois clusters (3677 e 5230) possuem membros de P. pachyrhizi como Unico
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patoégeno causador de ferrugem e espécies patogénicas causadoras de outras doengas, como
podriddo de raiz, e membros que oriundos do filo Ascomycota, consistindo em efetores mais

conservados entre as espécies.

Tabela 4 — Agrupamento das proteinas preditas de Phakopsora pachyrhizi nos trés genomas de
referéncia disponiveis e proteinas preditas de 14 genomas de fungos fitopatogénicos
pertencentes ao filo Ascomycota e Basidiomycota (Pucciniales). Cada cluster corresponde a um
candidato a efetor selecionado.

Genomas de Referéncia! Cluster ID
3677 5230 5375 5918 6583 5950 12374 12811

Phakopsora pachyrhizi MT2006 v1.0 2 4 2 1 1 1 3 1

Phakopsora pachyrhizi UFV02 v2.1 1 3 1 1 1 1 1
Phakopsora pachyrhizi K8108 v2.0 2 3 1 1 1 1 0 2
Puctrl - Puccinia triticina 1-1 BBBD Race 1 0 0 2 1 1 1 0 0
Pucgr2 - P. graminis f. sp. tritici v2.0 0 0 1 2 1 2 0 0
Mellp2_3 - Melampsora larici-populina v2.0 0 0 1 1 1 1 0 0
Melap1finSC_191 - M. allii-populina 12AY07 0 0 1 1 1 1 0 0
Croqul - Cronartium quercuum f. sp. fusiforme G11 0 0 1 1 1 1 0 0
Sporol - Sporobolomyces roseus v1.0 0 0 0 0 0 0 0 0
Micld1 - Microbotryum lychnidis-dioicae p1Al 0 0 0 0 0 0 0 0
Mixos] - Mixia osmundae IAM 14324 v1.0 1 0 0 0 0 0 0 0
Ustma2 2 - Ustilago maydis 521 v2.0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sporel - Sporisorium reilianum SRZ2 0 0 0 0 0 0 0 0
Lacbi2 - Laccaria bicolor v2.0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hetan2 - Heterobasidion annosum v2.0 1 0 0 0 0 0 0 0
Magorl - Magnaporthe oryzae 70-15 v3.0 1 1 0 0 0 0 0 0
Blugr2 - Blumeria graminis f. sp. hordei DH14 7 0 0 0 0 0 0 0
Total 15 11 10 9 8 9 4 4

Candidatos 555 2238 251 2595 6414149 635 1784 7713431

'Genomas disponiveis no portal MycoCosm.

Todas as sequéncias foram obtidas e utilizadas para construcao de uma arvore
filogenética (Figura 5). O candidato de novo 555 pertencente ao cluster 3677 ¢ o que tem
maior nimero de membros e de nimero de espécies, como P. pachyrhizi, M. osmundae, H.
annosum, M. oryzae € B. graminis f. sp. hordei. Pela analise filogenética, observou-se que M.
oryzae € B. graminis f. sp. hordei, ambos ascomicetos, estdo intimamente relacionados entre si
e igualmente relacionados com M. osmundae, e todos estes por sua vez tém um ancestral
comum com H. annosum e P. pachyrhizi.

Outro cluster com perfil semelhante ao 3677 ¢ o cluster 5230, do candidato
2238, pois possui apenas proteinas oriundas de P. pachyrhizi e de M. oryzae. Apesar de
apresentarem fungos relacionados filogeneticamente, os dois clusters apresentados possuem

membros muito diversos em relagdo ao filo e também ao seu modo de sobrevivéncia, como
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fungos biotréficos e necrotrofico (H. annosum). Essa diversidade genética deve-se a regulagao
e ao conteudo génico diferenciado entre espécies, visto que, todas elas possuem um ancestral
comum, mas adaptaram-se a plantas hospedeiras e estilos de vida completamente diferentes.
Dados semelhantes foram observados por de Wit et al. (2012), que através de analises
filogenéticas dos genomas de Cladosporium fulvum, fungo biotréfico que infecta o tomateiro,
e Dothistroma septosporum, patdogeno hemibiotréfico de pinheiros, constataram que dois os
patogenos estao intimamente relacionados, entretanto, possuem caracteristicas evolutivas muito
divergentes devido ao contetido génico de cada espécie.

Os clusters 5375, 5918, 6583 e 5950 sdo aqueles que apresentaram proteinas
preditas oriundas apenas de Pucciniales. Cada um destes grupos abrangeu um cluster da arvore
filogenética, e observou-se que todos possuem uma mesma conformag¢do, contendo proteinas
preditas oriundas dos trés genomas de P. pachyrhizi. Em um sub-cluster sdo encontradas
proteinas de P. triticina e P. graminis f. sp. tritici, agentes causais das ferrugens da folha e do
colmo de trigo, respectivamente. Enquanto que, as proteinas de M. allii-populina, M. larici-
populina — causadores de ferrugem em alamos, e C. quercuum f. sp. fusiforme — agente causal
da ferrugem fusiforme em pinheiros, também se encontram agrupadas. Assim, observou-se que
ocorre uma associagdo entre as espécies patogénicas e as plantas hospedeiras, indicando que
estes candidatos ndo sdo generalistas e possuem especificidade com o seu hospedeiro. A
similaridade entre candidatos a efetores de P. pachyrhizi e proteinas secretadas de fungos
fitopatogénicos dos géneros Puccinia e Melampsora também foi observada por Rincdo et al.
(2018). De modo similar, Utiyama (2020) constatou a similaridade entre proteinas secretadas
preditas nos genomas de C. quercuum f. sp. fusiforme, M. americana, M. lini, M. larici-
populina, M. medusae f. sp. deltoidae, P. graminis f. sp. tritici, P. striiformis f. sp. tritici, P.
triticina e P. pachyrhizi, evidenciando que estas espécies possuem um ancestral comum.

Os dois clusters especificos de P. pachyrhizi, 12374 e 12811, s@o observados
em clusters distintos e especificos para estas proteinas. O candidato de novo 1784 pertence ao
cluster 12374, enquanto que, o candidato 7713431 ao 12811. Por estarem inseridos em clusters
que contém apenas proteinas oriundas de P. pachyrhizi, infere-se que estes dois candidatos a
efetores sdo pouco conservados entre espécies, o que pode ser devido a necessidade de driblar
o sistema de defesa da soja, sofreram modificacdes durante a evolucdo do patdgeno. Uma
familia génica tdo diversa como Eghl6-like, com membros conservados, mas também
especificos entre as ferrugens e mesmo na espécie P. pachyrhizi, pode indicar caminhos
evolutivos diferentes, sendo que embora tenham um dominio em comum, seu papel no

parasitismo e viruléncia também pode ser diverso.
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Figura 5 — Analise filogenética dos candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi
comparados com outras espécies de fungos fitopatogénicos. Os clusters foram obtidos de
acordo com a andlise MCL Cluster de proteinas preditas nos genomas de referéncia de P.
pachyrhizi e ortundas de 14 genomas de fungos. O método utilizado para montagem da arvore
foi o Neighbor-Joining (1000x), sendo que os nimeros apresentados préximos aos noés indicam
a porcentagem em que as sequéncias aparecem agrupadas. As sequéncias sao designadas pelo
nome da espécie e por seus respectivos nimeros de acesso na base de dados do JGI. As espécies
sao identificadas por cores diferentes, que estdo apresentadas na legenda.
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3.5.5 Perfil de expressao de genes candidatos a efetores de P. pachyrhizi durante interagdo com a soja

O perfil transcricional dos oito genes alvos selecionados de P. pachyrhizi
(251, 2595, 555, 635, 1784, 2238, 6414149 e 7713431) foi avaliado em diferentes tempos do
ciclo de infec¢do do patdogeno no gendtipo suscetivel (BRS184). Apds a coleta do material
bioldgico para as andlises de expressao, as folhas remanescentes das plantas inoculadas foram
mantidas e apresentaram lesdes TAN, tipicas de genotipos suscetiveis ao fungo (Figura 1 —
Apéndice C).

Os niveis de expressao variaram entre os candidatos nos diferentes tempos e,
de modo geral, foi observada uma elevada concordéancia entre os niveis de expressdo entre as
repeti¢des bioldgicas, bem como nas duas repeti¢des das corridas de RT-qPCR realizadas. De
uma forma geral, os maiores niveis de expressdo foram observados nos tempos 12 e 24 hpi,
enquanto que, os menores, no tempo de 48 hpi (Tabela 5).

O 1784 destacou-se entre os genes analisados por apresentar os maiores niveis
de expressdao em todos os tempos, demonstrando expressao significativa desde os tempos de 12
hpi até 48 hpi em relacdo ao tempo inicial de infec¢do. O pico de expressao foi atingido em 12
hpi, enquanto que, nos dois tempos posteriores, o nivel de expressdao apresentou um perfil
decrescente, mas ainda assim, induzida. Estes resultados indicam a importancia desse gene
desde as etapas iniciais do processo infeccioso, sendo possivelmente importante nas etapas de
germinagao e penetragao.

Um perfil semelhante foi observado no candidato 635, que apresentou
expressao crescente apos 12 hpi, sendo detectados os niveis mais elevados e significativos de
regulacdo nos tempos de 24 e 48 hpi, e também no 7713431, que teve a expressao induzida em
12 e 24 hpi. Tal como, o candidato 2238 também demonstrou ter uma alta indugdo em 12 hpi,
mas sofre uma dréstica queda nos dois ultimos tempos analisados, apresentando uma regulacao
negativa 48 hpi. Estes tempos coincidem com as fases de crescimento das hifas do fungo no
espaco intercelular e formacao do haustério e tais resultados ratificam a provavel fungdo
efetora, onde sua indugdo coincide com eventos importantes no parasitismo e biotrofia.

O candidato 555 apresentou os menores niveis de expressdo entre todos os
selecionados, sendo que a sua maior expressao foi observada no tempo de 12 hpi. Desse modo,
este gene candidato foi considerado pouco induzido na presenca do hospedeiro, pelo menos nos
tempos e isolado avaliados.

Niveis de expressdo e perfis semelhantes foram observados nos candidatos

251, 2595 e 6414149, que nao foram induzidos em nenhum dos tempos avaliados, indicando
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ou que s3o induzidos tardiamente na interacdo com a soja, em tempos ndo avaliados neste

ensaio, ou podem nao ocorrer no isolado utilizado neste estudo.

Tabela 5 — Analise de expressdo dos oito candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi
durante a interagdo com a soja. Sdo apresentados os niveis de expressdo génica dos candidatos
em folhas de soja infectadas e coletadas em 6, 12, 24 e 48 horas pds inoculagao (hpi). Os dados
obtidos por RT-qPCR sdo apresentados como expressao relativa ao gene endogeno CytB e o
tempo Oh utilizado como calibrador.

Diferentes tempos de infeccao

Genes 6 hpi 12 hpi 24 hpi 48 hpi
251 1,023 0,591 1,054 0,09
2595 1,147 1,01 1,064 0,152
555 0,709 1,001 0,772 0,037
635 0,991 1,113 1,235" 1,373"
1784 2,136 59,2" 34,846" 4,539
2238 1,252 2,369 0,696 0,41

6414149 1,108 1,426 1,018 0,173
7713431 1,602" 1,563" 2,885" 1,25

*Representa expressao diferencial estatisticamente significativa.

3.5.6 Validacao dos efetores via expressao génica a partir de dados de RNA-Seq

Dados de RNA-Seq disponiveis pelo Consorcio do Genoma de P. pachyrhizi
também foram utilizados para validagao dos efetores analisados neste trabalho, visto se tratar
de trés isolados distintos, e cobrindo coletas ao longo de todo o ciclo infeccioso.

Os dados ortundos do transcriptoma do isolado MT2006 foram gerados nos
tempos tardios de infecgdo, 192 e 288 hpi, além da expressao nas estruturas do fungo: esporo e
apressorio. A maioria dos modelos génicos correspondentes aos candidatos selecionados
apresentou uma inducdo negativa ou baixa expressdo em 192 e 288 hpi. Os modelos génicos
4578427, 6898838 ¢ 7713431 foram os tnicos que foram induzidos nos dois tempos, sendo que
o ultimo modelo génico citado apresentou a maior indu¢ao, demonstrando ser requerido nos
momentos tardios da infeccdo. Os modelos 4578427 ¢ 7713431 também foram induzidos no
esporo apressorio, respectivamente.

Quanto aos dados referentes ao transcriptoma do isolado UFV02, observou-

se uma concordancia com os dados obtidos por RT-qPCR gerados neste trabalho,



55

principalmente para os modelos génicos 3093441 e 3030949, que correspondem ao candidato
7713431. Os modelos apresentaram uma expressao crescente durante a interagao, inclusive nos
tempos 12 e 24 hpi, que também foram analisados por RT-q PCR. Neste transcriptoma também
foi possivel validar a expressao tardia do gene 1573666, correspondente ao gene 6414149 no
MT2006, o que pode explicar o fato deste candidato ndo ter sido detectado nos ensaios de RT-
qPCR devido a andlise apenas nos tempos iniciais de infec¢@o avaliados.

Por ultimo, o transcriptoma do K8108 revelou picos de expressao nos tempos
10 e 24 hpi para 4 modelos génicos, dois deles correspondentes aos genes 7713431, e aos
transcritos 1784 e 251. Neste transcriptoma entdo foi possivel novamente verificar a indugao
do 1784 e validar a expressdo do 251. De modo similar ao observado para o gene 6414149, o
modelo 10880951, que corresponde ao candidato 2595, também apresentou os maiores niveis
e indugao nos tempos tardios, apos as 72 h, indicando que estes candidatos podem ser acionados
em momentos mais tardios da infec¢do. Finalmente, os modelos génicos 3169489 e 9393185,
correspondentes ao candidato 7713431, apresentaram um perfil semelhante ao observado nos
outros dois genomas, com pico de expressao nos tempos 10 e 24 hpi. Este gene teve o perfil de
expressdo mais concordante entre todos os transcriptomas, € demonstra ser uma proteina
requerida ao longo do processo infeccioso.

As divergéncias entre os perfis de expressdo observadas sdo esperadas e
podem ser relacionadas a diferentes fatores, dentre estes o fato de ser experimentos diferentes,
utilizando isolados e diferentes acessos de soja em cada experimento, além de se tratar de
diferentes metodologias de andlise. No entanto, dos oito efetores selecionados, com excecao do
alvo 555, todos os demais foram induzidos em pelo menos uma fase do ciclo infeccioso, com

destaque para 1784, 635 e 7713431.
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Tabela 6 — Expressdo génica obtida por RNA-Seq dos modelos génicos correspondentes aos candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi durante a interagao
com a soja e na auséncia dela. Perfil de expressao dos genes do genoma MT2006 durante 192 e 288 hpi e na auséncia do hospedeiro (esporo e apressorio). Perfil de
expressao das proteinas oriundas do isolado UFV02 durante 12, 24, 36, 72 ¢ 168 hpi, além do esporo. Perfil de expressdo dos genes oriundos do isolado K8108
durante 10, 24, 72 ¢ 196 hpi, além do esporo e apressorio.

MT2006 UFV02 K8108

Transerito Bég:ieclg Esporo Apressorio 192hpi 288hpi D(/;[g:iilg Esporo 12hpi 24hpi 36hpi 72hpi 168 hpi l\é[g:ieclg Esporo Apresséorio 10hpi 24 hpi 72 hpi 196 hpi
2595 4578227  -0,29 -0,10 -4,12 -1,38 | 1579692  -0,34 -0,65 -0,64 -0,87 -1,12 3,70 10880951  -0,03 -0,33 -1,20 -4,36 -7,01 -4,49
1784 4578427 0,78 0,25 1,47 1,83 | 3267052  -0,48 0,56 -0,89 -3,13 -2,19 -0,02 3115284 0,95 11,34 7,70 7,29 513 1,28

555 4582009  -0,28 -0,10 -4,12 -1,38 | 1577018 0,04 0,26 0,05 0,16 -0,1 -0,06 3092552 0,06 -0,26 -2,38 -4,46 -9,73 -14,42
251 6413136  -0,47 -0,42 -8,61 -2,39 | 1582762  -0,26 -0,59 -0,51 -0,50 -1,54 -0,80 3093100 1,20 -1,10 7,70 7,29 513 1,28
635 6898838 0,28 -0,34 0,55 0,65 | 3375195 0,13 -1,80 -0,50 0,77 2,68 7,51 3167062 -0,08 -1,08 -1,55 -1,96 -1,47 -0,50
2238 4594856  -0,68 0,41 -2,71 -0,92 | 3064092 0,30 -1,19 -2,28 -0,49 -1,82 -0,5 3140583 -0,29 -0,77 -2,23 -2,64 -4,80 -8,65
6414149 | 6414149  -1,43 0,18 -2,04 -1,70 | 1573666  -1,14 0,37 3,73 2,73 3,52 4,01 11701857 0,17 -0,07 3,29 1,91 -0,24 -4,09
7713431 | 7713431 0,03 1,27 537 4,97 | 3030949  -2,45 3,81 5,33 5,05 6,81 11,25 | 3169489 -0,74 0,79 4,57 4,16 2,01 2,21

Os modelos génicos dos trés genomas agrupados na mesma linha correspondem a um mesmo candidato a efetor.
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Conforme previamente descrito, genes contendo o dominio Egh16-like atuam
especialmente nas etapas iniciais de infeccdo pelos patogenos, periodo em que ocorre a
formagao do tubo germinativo e apressorio (GRELL et al., 2003; JUSTESEN et al., 1996; XUE
et al., 2002). O apressorio possui grande importancia para os fungos patogénicos, pois através
desta estrutura é que ocorre a penetracdo direta no hospedeiro. Em anélises de expressdo dos
genes de B. graminis f. sp. hordei na infec¢do de plantas de cevada, Grell et al. (2003)
observaram uma regulacdo positiva ¢ um nivel alto de expressao nos estagios iniciais de
infeccao de genes contendo o Eghl16-like, enquanto no terceiro dia ap6s inoculagao, estes niveis
decresceram.

Através da delecdo dos genes GAS2 e GASI, ortdlogos ao Eghl6-like em
Magnaporthe grisea, Xue et al. (2002) constataram a redu¢do na penetragdo do apressorio bem
como no desenvolvimento de lesdes, evidenciando a alta expressao deste dominio na fase de
penetragdo do fungo e seus estagios iniciais de infec¢ao. Outro ortdlogo ao Egh16-like, Magasl|,
também foi requerido especificamente durante o periodo de penetragdo, no fungo
entomopatogénico Metarhizium acridum (CAO et al., 2012). Além disso, genes com dominio
Eghl6-like, também foram altamente expressos durante a formagdo do apressoério no fungo
patogénico M. robertsii em estudos de expressao génica (HUANG et al., 2019). Sendo assim,
os resultados de expressao génica observadas neste estudo demonstram a relacao dos candidatos
selecionados com o dominio conservado, que ¢ altamente expresso nos momentos iniciais de
infeccdo, tanto em fungos patogénicos biotroficos, hemibiotroficos e necrotréficos, mas que
necessitam penetrar direta ou indiretamente seu hospedeiro.

Viérios autores verificaram o perfil de expressdao génica ao validar candidatos
a efetores de P. pachyrhizi (DE CARVALHO et al., 2016; KUNJETI et al., 2016; QI et al.,
2016; RINCAO et al., 2018; STONE et al.; 2015). O candidato de novo 2238 foi um dos
transcritos mais expressos em analises de candidatos a efetores de P. pachyrhizi na interacao
com diferentes gendtipos de soja (RINCAO et al., 2018), evidenciando sua alta indugdo no
periodo de infec¢do. Nas analises de expressao dos transcriptomas da Familia 1 em diferentes
tempos de inoculagdo, De Carvalho et al. (2016) observaram uma baixa regulagcdo durante os
tempos associados a formagdo do haustorio de P. pachyrhizi. Entretanto, os genes podem
demonstrar sua atividade efetora ao longo de todo o ciclo de infeccao, como o candidato 5381
descrito no estudo, que apresentou um nivel de expressao em 192 hpi semelhante ao observado
em 48 hpi, enquanto que, seu menor nivel foi em 96 hpi. Assim, esta seria uma hipétese para a
baixa indugdo do candidato 555, que possui todos os atributos de uma proteina efetora, porém

teve uma indu¢ao negativa nos tempos avaliados por RT-qPCR e foi pouco expresso nas
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analises de RNA-Seq.

Além disso, alguns efetores podem ter sua expressdo influenciada pela
interacao ou presenga de outros efetores na célula ou entdo nao serem necessarios no inicio da
infecc¢do, sendo requeridos em outros momentos da infeccao (MA et al., 2017). O papel da
proteina no processo infeccioso também pode refletir os picos de expressdo; alguns efetores
podem ter fungdes distintas, como induzir a liberagdo de nutrientes para o patdgeno ou ainda
causar alteragdes nas células ou tecidos infectados, indicando que a expressao génica de efetores
pode ser altamente diversa em todo o periodo infeccioso (QI et al., 2019). Analises do perfil de
expressao génica do efetor de P. pachyrhizi PPEC23, demonstraram altos niveis de transcri¢ao
durante a formagdo do apressorio, mas esses niveis também continuaram a aumentar ao longo
do curso de infecgdo, indicando que este efetor ndo ¢ exclusivamente expresso em haustorios e
nos periodos iniciais de infecgdo (QI et al., 2016). Em outro estudo com candidatos a efetores
de P. pachyrhizi na interagdo com a soja, os candidatos CSEP-06, CSEP-08 ¢ CSEP-09 tiveram
altos niveis de inducdo apenas nas primeiras 24 hpi, ao contrario dos candidatos CSEP-03 e
CSEP-07, que tiveram niveis de transcri¢ao indetectaveis nos periodos iniciais da infec¢do, mas
foram induzidos ap6s 72 hpi(KUNJETI et al., 2016). Perfil semelhante ao observado para o
candidato, que foi induzido apenas em 168 hpi, ao contrario do candidato 1784 e 2238 que
foram requeridos nos periodos inicias da infec¢do e diminuem sua atividade nos mais tardios.

Desse modo, podemos especular que os candidatos 251, 2595 e 6414149,
embora ndo tenham sido induzidos nos tempos iniciais da intera¢do, podem ainda atuar como
efetores, sendo suas fungdes associadas as fases mais tardias do desenvolvimento do fungo.
Além disso, membros de uma mesma familia de proteinas podem ter funcdes em diferentes
estagios durante o ciclo infeccioso. O efetor de Uf~HSP44, de U. fabales, ¢ altamente regulado
durante os estagios iniciais de infec¢do, enquanto Uf~HSP39 ¢ fracamente expresso na emissao
do haustério (DUPLESSIS et al., 2011). Além disso, Qi et al. (2019), analisando candidatos a
efetores de U. appendiculatus, causador da ferrugem no feijdo, constataram que apesar de nao
possuir uma forte inducao durante a patogénese, o candidato Uaca 22 suprimiu HR em plantas
inoculadas com o patogeno, indicando que além de estudos sobre a expressdo génica dos
candidatos, outros ensaios funcionais sdo importantes para inferir a func¢ao efetora.

Sendo assim, a correlagdo da indugdo da expressao de um efetor com as etapas
de infec¢do do patdogeno ¢ uma importante estratégia para avaliar o envolvimento do gene no
parasitismo. Porém, além das andlises de expressdo, estudos referentes a supressdo das
respostas de defesa PTI e ETI sdo necessarios e capazes de validar a funcdo efetora de genes

preditos como secretados por fungos fitopatogénicos.
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Ao analisar os candidatos de novo 2238 e de novo 1784 observou-se que

ambos possuem identidade com diferentes modelos génicos, sendo que algumas destas copias

se encontram localizadas fisicamente proximas no genoma. Dos oito modelos génicos similares

ao efetor 1784, trés deles estao localizados na mesma regido gendmica, enquanto o mesmo foi

observado para o candidato 2238, onde dos cinco modelos gé€nicos similares, duas copias

idénticas estdo proximas, como pode ser observado na descri¢do da localizagao fisica de cada

gene (Tabela 7).

Tabela 7 — Identificagdo das regides contendo os modelos génicos correspondentes aos
candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi de novo 1784 e de novo 2238 no genoma

MT2006.
Modelo Génico Transcrito de_novo Localizacio Genoma de
correspondente referéncia

4635428 1784 scaffold 150: 229613-230883
4578411 1784 scaffold_150: 359681-360738
4578427 1784 scaffold_150: 632138-633201 MT2006
4594856 2238 scaffold_2101: 56247-57189
4594859 2238 scaffold 2101: 92746-93688
3266447 1784 Contig_155: 286068-287634
3267052 1784 Contig_155: 1104682-1106405
3001461 1784 Contig 155: 1226324-1227381 UFVO2
3064092 2238 Contig_17: 1234816-1236041
3064159 2238 Contig_17: 1274165-1275395
3064936 2238 Contig_17: 2353417-2354644
9544853 1784 tig00009039 3192: 147768-149317
3108701 1784 tig00009039 3192: 392842-393901 K8108
10878620 2238 tig00031356_5795: 281160-282203
11437327 2238 tig00031922 6194: 90232-91278

Fonte: JGI MycoCosm, 2021.

A andlise comparativa destas regides permitiu revelar uma sintenia entre os

diferentes genomas (Figura 6). Assim, constatou-se que o scaffold 150: 229.613 — 230.883,

correspondente ao candidato 1784 no genoma do isolado MT2006, ¢ sinténico ao contig_155:

1.104.682 — 1.106.405 no genoma UFV02. Além disso, quando analisadas regides na redondeza

deste scaffold (100 Kbp antes e apds o gene), foram identificadas outras regides sinténicas entre
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os genomas. De modo similar, o scaffold 150: 632.138 — 633.201 revelou sintenia com o
contig 155:1.226.324 — 1.227.381. O ultimo scaffold correspondente ao genoma MT2006 nao
apresentou sintenia com o genoma UFV02 e K8108, o qual ndo possui sintenia com nenhum

dos citados anteriormente.

Figura 6 — Andlise da sintenia dos genomas de referéncia de Phakopsora pachyrhizi contendo
genes candidatos a efetores. (a) Regides sinténicas entre o scaffold 150: 229.613 - 230.883 do
isolado MT2006 e o contig 155: 1.104.682 - 1.106.405 do UFV02. Além da regido em que o
candidato a efetor esta inserido, observa-se que regides proximas ao gene também possuem
sintenia entre os genomas. (b) Regides sinténicas entre o scaffold 150: 359.681 — 360.738 x
contig 155:1.226.324 — 1.227.381 entre os isolados MT2006 e UFVO02.

Phakopsora pachyrhizi MT2006

129613 229613 230883
[ I I I [ I I |
| [ |
] H | ]
1004682 1104682 1206405

Phakopsora pachyrhizi UFV02

Legenda: Retingulos pretos representam os scaffolds do genoma MT2006. Retangulos laranjas representam os scaffolds do
genoma UFV02. Retangulos azuis representam os genes e as réguas indicam as posi¢des nos respectivos genomas. As linhas
representam as sequéncias sinténicas.

Phakepsora pachyrhizi MT2006

259681 359681 460728
[ I I I I | I I I |
| |
] ] | ]
1126324 1176324 1227381

Phakopsora pachyrhizi UFV02

Legenda: Retangulos pretos representam os scaffolds do genoma MT2006. Retangulos laranjas representam os scaffolds do
genoma UFVO02. Retingulos azuis representam os genes e as réguas indicam as posi¢des nos respectivos genomas. As linhas
representam as sequéncias sinténicas.

Fonte: Adaptado de JGI MycoCosm, 2021.

Quanto aos scaffolds referentes ao candidato 2238, o scaffold 2101: 56.247
- 57.189 demonstrou ser sinténico apenas ao contig 17: 1.234.816 - 1.236.041. Entretanto, foi
encontrada uma regido sinténica proxima a este scaffold e ao contig_17: 1.274.165 - 1.275.395

(Figura 7 — a). O outro scaffold referente a este candidato também ¢é sinténico a uma unica
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posicao no contig 17, localizado no intervalo 1.274.165 - 1.275.395. Também observou-se a
presenca de outras quatro regides do genoma UFV02 sinténicas a uma regido do MT2006
(Figura 7 —b). As copias referentes ao genoma K8108 s6 foram sinténicas quando comparadas
ao genoma UFV02 e somente aquelas que correspondem ao candidato a efetor 2238. Apenas o
tig00031356 5795: 281.160 - 282.203 possui sintenia com o gene inserido no contig 17,
localizado na posi¢do 2.353.417 a 2.354.644.

Figura 7 — Andlise da sintenia dos genomas de referéncia de Phakopsora pachyrhizi contendo
proteinas candidatas a efetores. (a) Regides sinténicas entre o scaffold 2101:56247-57189 do
genoma MT2006 e o contig 17:1234816-1236041 referente ao UFV02. Nota-se que uma
regido proxima ao gene também possui sintenia entre os genomas. (b) Sintenia entre o
scaffold 2101:92746-93688 e o contig 17:1274165-1275395.

Phakopsora pachyrhizi MT2006

46247 56247 66247
| | | | | | | | | |
—
.
/ ———
] | ]
1134816 1234816 1334816

Phakopsora pachyrhizi UFV02
Legenda: Retangulos pretos representam os scaffolds do genoma MT2006. Retangulos laranjas representam os scaffolds do

genoma UFV02. Retangulos azuis representam os genes e as réguas indicam as posigdes nos respectivos genomas. As linhas
representam as sequéncias sinténicas.

Phakopsora pachyrhizi MT2006

52746 92746 132746
| | | | | | | | | | | | |
- -
I
| = | [ ]
1134816 1274165 1334816

Phakopsora pachyrhizi UFV02
Legenda: Retangulos pretos representam os scaffolds do genoma MT2006. Retangulos laranjas representam os scaffolds do
genoma UFV02. Retangulos azuis representam os genes e as réguas indicam as posi¢des nos respectivos genomas. As linhas
representam as sequéncias sinténicas.
Fonte: JGI MycoCosm, 2021.
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Apesar do sequenciamento com diferentes tecnologias, foram observadas
regides sinténicas entre os diferentes genomas, indicando que esses dois candidatos
desempenham papéis na patogenicidade, pois sdo genes ricos em repeticao e estao associados
a compartimentos gendmicos esparsos genes (RAFFAELE et al., 2010).

Com o avanco das técnicas de sequenciamento e a montagem de genomas
cada vez mais complexos, avanga-se também na busca e no entendimento dos eventos
evolutivos que abrangem as mais diversas espécies de patogenos de plantas, que possivelmente

determinardo formas de controle mais sustentaveis € menos nocivas ao homem e ao ambiente.

3.6 CONCLUSAO

A familia de proteinas contendo o dominio Eghl6 foi caracterizada no
genoma de P. pachyrhizi, sendo identificados pelo menos 22 modelos génicos preditos no
genoma do MT2006, todos com pelo menos um modelo correspondente nos genomas de K8108
e UFVO02. Estes membros variaram em termos do tamanho da proteina predita e com relagdo ao
tamanho do dominio Egh16, mas todos os membros apresentaram o dominio na por¢ao N-
terminal da proteina. Estes membros também revelaram um contetido médio de cisteina de 3%
e a presenca de peptideo sinal, caracteristicas comuns entre proteinas secretadas de
fitopatdgenos.

Com base nestes resultados, oito dos 22 transcritos previamente descritos por
De Carvalho et al, (2016) puderam ser validados com base nos genomas de referéncia
disponiveis, demonstrando que o estudo in vivo do transcriptoma do fungo foi capaz de revelar
transcritos que sdo também representativos no genoma, mas que o genoma de referéncia ¢
importante para dimensionar o nimero de membros e suas relacdes de similaridade e
conservacao.

Andlises de similaridade entre os membros identificados no genoma de
MT2006 revelaram pelo menos oito ramos distintos, demonstrando variabilidade nas proteinas
identificadas. A analise do perfil de expressao revelou um perfil variado, com efetores sendo
induzidos nos momentos iniciais da infec¢dao (12, 24 e 48 hpi), enquanto pelo menos dois
efetores, 2595 e 6414149, foram induzidos nos momentos tardios, em pelo menos um dos
estudos de expressao analisados.

A andlise comparativa entre oito membros da familia Egh16-like com as

proteinas de outras 15 espécies fungicas revelou membros possivelmente conservados entre as
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espécies, bem como comuns apenas nas espécies de ferrugens e ainda membros exclusivos de
P. pachyrhizi, que ¢ uma ferrugem autoécia, revelando a coevolu¢do do patdégeno com seu

hospedeiro e a complexidade do grupo Pucciniales.
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APENDICE A

Sequéncias dos primers (forwad e reverse) dos candidatos a efetores utilizados para analise de
aproximado do fragmento amplificado (pb) e sua respectiva temperatura de anelamento (TA).

76

exppressao génica por RTqPCR, tamanho

Efetor Objetivo Conjunto de primers (F e R) Tamanho (pb) TA (°C)
de_novo_251 RTGPCR b 5 ACCICCAGCATCACCACTICTAC - 3 100 60
S Ahasoncoee 0 o
6o
de_novo_555 RTGPCR R sy G 100 60
de_novo_2238 RTGPCR RS GGTGATAAAGAGATGITGCGC -3 100 60
R R
6o
Phapal 7713431 RTqPCR B3 CATTTACGGACTCOTOCAGATG .3 100 60




APENDICE B

77

Modelos génicos do genoma de Phakopsora pachyrhizi MT2006 com similaridades aos candidatos secretados descritos por De Carvalho et al.

(2016), contendo o dominio PFAM11327/DUF3129.

Tamanho

Pﬁfezigoﬁ) Prz);;;na ‘ﬁﬁlnﬂo:: Ider(lz/igade Cob(e‘:);:)u ra Localizaciio do Gene Dominio Cislj;ina Pesli)l:i;}eo Proteina idéntica
1588919 203 1784 99,5 100 scaffold_2459:59,146-60,611 DUF3129 7 la2l

2385034 248 2227 34,6 84 scaffold_355:230,094-231,733 DUF3129 6 la22

4578227 247 2595/1303 100 100 scaffold _141:80620-81747 DUF3129 6 1a24

4578411 204 1784 100 99 scaffold_150:359,681-360,738 DUF3129 7 la24

4578427 202 1784 100 100 scaffold_150:632,138-633,201 DUF3129 7 la24 4635428
4582009 195 2227 100 100 scaffold_338:448,496-449,426 DUF3129 7 1a20 4597124
4582668 203 1784 78,8 98 scaffold_380:330,853-331,971 DUF3129 6 la2l

4594856 203 1402/2238 100 100 scaffold_2101:56,247-57,189 DUF3129 7 l1a23 4594859/7639239/8120199
4594859 203 1402/2238 100 100 scaffold_2101:92,746-93,688 DUF3129 7 l1a23 4594859/7639239/8120199
4617494 278 2227 23,8 70 scaffold_618:59443-60574 DUF3129 6 1a29

4635428 202 1784 100 100 scaffold_150:229,613-230,883 DUF3129 7 la24 4578427
6412500 349 1402/2238 25 58 scaffold_212:302,681-304,242 DUF3129 7 lal9

6413136 306 251 100 100 scaffold_260:161337-162713 DUF3129 6 1a20 6427169
6414149 500 555 52 38,0 scaffold_355:275,535-278,264 DUF3129 6 la24 -

6416525 203 1784 98 100 scaffold_652:121,577-122,638 DUF3129 7 la2l

6435004 258 2227 82,2 99 scaffold_3579:6,950-8,108  DUF3129 8 1al9

6898838 246 635 100 100 scaffold 141:6701-8754 DUF3129 7 -

7530421 278 2227 23,8 70 scaffold 1149:39389-41086 DUF3129 6 1a29

7639239 203 1402/2238 100 100 scaffold 1491:13,188-14,715 DUF3129 7 l1a23 4594856/4594859/8120199
7680277 204 1402/2238 100 100 scaffold 1635:147,201-148,725 DUF3129 7 1a22 8120199/7639239/4594856/4594859/4592831
7713431 220 1784 38 88,2 scaffold 1763:100,271-101,667 DUF3129 8 -

8120199 203 1402/2238 100 100 scaffola 4195:30,509-32,034 DUF3129 7 1a23 4594856/4594859/7639239

*
Dados em negrito correspondem aos modelos génicos selecionados para o estudo.



APENDICE C
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Alinhamento da sequéncia do de novo 555 e o seu modelo génico correspondente
MT2006_4582009.
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—
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FEEEEEEEErr e e e e e e e e e e ey
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TAATGCGCATGGTGCAATTACAGCTGTCCAAGGCTCTAACGGCATGACTG

FEEEEEEEErr e e e e e e e e e e ey
TAATGCGCATGGTGCAATTACAGCTGTCCAAGGCTCTAACGGCATGACTG

GAGAGGCTTTTGGAGTAGATCAGAGCACTCCTCGTGATGGTACAAAACGA

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e
GAGAGGCTTTTGGAGTAGATCAGAGCACTCCTCGTGATGGTACAAAACGA
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FEEEErrrrrrrrr e e e et e e e e e e e
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FEEEEErr ettt e r e e ey
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FEEEEEEErr et e e e e e e e et e et
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FEEETEEEErr e e e e e e e b e e ey
TCCGATGGAAAGGTTCAGATGACTTTACATCAAGTTAACGGTGACGGTGG
GGGCCCTTACACCTGTGATGTTAATGCTTCCGGTGATGGAAAGACTTTCA
STEEEEEErr e e e e e e e e e e
TGGCCCTTACACCTGTGATGTTAATGCTTCCGGTGATGGAAAGACTTTCA
CACCTATGACAATTTCTACTAACATTCCGGGAAAGAACAGCAGATCTAAT
FEEETEEEErr e e e e e e e e e e e ey
CACCTATGACAATTTCTACTAACATTCCGGGAAAGAACAGCAGATCTAAT
GCCAAGGCTGAGGATATTCCTTTAATTGCGGAGATGCCCAAAGGAATGAC
FEEEErrr et br e e ey
GCCAAGGCTGAGGATATTCCTTTAATTGCTGAGATGCCCAAAGGAATGAC
TTGCACCGGTGGATCTGACGGACAGACCTGTATCGTAAGATGCAGAAACG
FEErrrrrrrr et e e e e e e e e
TTGCACCGGTGGATCTGACGGACAGACCTGTATCGTAAGATGCAGAAACG
CTGCCAACGCTGGTCCCTTTGGAGGATGTGTAGCTGTTACTCAGGCTACG
FEEErrrr et e
CTGCCAACGCTGGTCCCTTTGGAGGATGTGTAGCT--—-—-—————————
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APENDICE D
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Alinhamento da sequéncia do de novo 635 e o scaffold expandido do seu modelo génico
correspondente no genoma MT2006. Estdo destacadas as bases em que ocorre o possivel erro

de montagem.
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APENDICE E

Folhas de soja inoculadas com esporos de Phakopsora pachyrhizi e lesdes do tipo “TAN”,
caracteristicas de genotipos suscetiveis a este fungo, utilizadas para o estudo da expressdao dos
candidatos a efetores.

Fonte: Castanho, 2020. Embrapa Soja, Londrina/PR.
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APENDICE F

Andlise de expressdo dos oito candidatos a efetores de Phakopsora pachyrhizi durante a
interagdo com a soja. O heat map mostra os niveis de expressao génica dos candidatos em folhas
de soja infectadas e coletadas em 6, 12, 24 e 48 horas apods inoculagao (hpi). O mapa foi gerado
através da transformacgao log dos dados obtidos por RT-qPCR e que sdo apresentados como
expressao relativa ao gene endogeno CytB.
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APENDICE G

Expressdo génica obtida por RNA-Seq dos modelos génicos correspondentes aos candidatos a
efetores de Phakopsora pachyrhizi durante a interagao com a soja e na auséncia dela. (a) Perfil
de expressao dos genes do genoma MT2006 durante 192 e 288 hpi e na auséncia do hospedeiro
(esporo e apressorio). (b) Perfil de expressao dos genes oriundos do isolado UFV02 no esporo
e durante 12, 24, 36, 72 e 168 hpi. (¢) Perfil de expressdo dos genes oriundos do isolado K8108
no esporo e apressorio durante 10, 24, 72 e 196 hpi. Vermelho indica altos niveis de expressao,
enquanto verde indica uma baixa indugao génica.
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