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RESUMO

BARROS, Vanessa de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2016.Vias de sinalizacdo mediadas por acido salicilico e metil-jasmonato e papel

de GmbzIP89 em resposta a infeccdo por Phakopsora pachyrhizi em genétipos
contrastantes de sojaOrientador: Luciano Gomes Fietto. Coorientadores: Maximiller
Dal-Bianco Lamas Costa e Murilo Siqueira Alves.

Uma resposta de defesa efetiva contra patdogenos depende de uma grande
reprogramacado génica, regulada principalmente por fatores de transcricdo. Varias
familias de fatores de transcricdo estdo ligadas a resposta da planta ao ataque de
patdégenos e entre elas estd a familia bZIP (Basic Leucine Zipper). O transfator
GmbZIP89 é diferencialmente expresso durante a infeccdo de P. pachyrhizi em soja, o
fungo biotrofico causador da ferrugem asiatica. Esse fator possui alta similidaridade
com G/HBF-1 responsivo a estresse bidticos e GmbZIP105 responsivo a P. pachyrhizi.
Isso sugere que GmbZIP89 possa estar envolvido na resposta a ferrugem asiatica. O
objetivo deste trabalho foi investigar o papel de GmbZIP89 e da sinalizagdo hormonal
durante a infeccdo por P. pachythem soja. Mostramos que no inicio de infeccao
ocorre uma resposta via jasmonato (JA) e etileno (ET), seguida da sinalizac&o via acido
salicilico (SA) e em estagios tardios ocorre a inducdo de resposta via JA. Supomos que
TGA2 e ORA59 estejam envolvidos no crosstalk JA/SA durante a infeccdo. SA pode
induzir a expressdo de TGA2 e inibir a expressao de ORA59 comprometendo a inducéo
de genes responsivos a JA. Mostramos que nos estagios iniciais e tardios de infeccao, P.
pachyrhizi mimetiza o ataque de um patégeno necrotrofico, elicitando reposta mediada
por JA. Efetores secretados pelo fungo provavelmente levam a regulacaodi@arecri

de JAZ1le COI1, mediando a ativagdo da resposta via JA. Esses efetores também
parecem modular a expressdo de GmbZIP89 que pode atuar na ativacdo de genes
responsivos a JA ou na repressao traoscral de genes responsivos a SA, em ambos

0s casos inibindo a defesa mediada por SA. A inibicdo da resposta via SA garante uma
grande vantagem adaptativa para o fungo, pois impede a morte celular decorrente da
ativacdo da via. A manutencdo da integridade do tecido foliar € crucial para patégenos
biotroficos que necessitam de tecido vivo para obtencdo de nutrientes e, dessé forma,

crucial para a colonizacao e disseminacéo de P. pachyrhizi.



ABSTRACT

BARROS, Vanessa de Almeida, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, September,
2016.Signaling pathways mediated by salicylic acid and mbyl jasmonate and the

role of GmbZIP89 in response to Phakopsora pachyrhizi infection in contrasting
soybean genotypesAdviser: Luciano Gomes FiettdCo-advisers: Maximiller Dal-
Bianco Lamas Costa and Murilo Siqueira Alves.

An effective defense response against pathogens depends on a wide genetic
reprogramming, regulated mainly by transcriptfactors. Several transcription factors’

families are linked to the plant’s response to the attack of pathogens and among them

there is the bzIP family (Basic Leucine Zipper). The transfactor GmbZIP89 is
differentially expressed during a Phakopsora pachyrhthe biotrophic fungus
responsible for causing asian rust infection on soybean. This factor is highly similar to
G/HBF-1 responsive to biotic stress and GmbZIP105 responsive to P. pachyrhizi. This
suggests that GmbZIP89 could be involved in the response to asian rust. This project
aims to investigate the role of GmbZIP89 and hormone signaling during a P. pachyrhizi
infection on soybean. We showed that at the beginning of the infection there is a
response through jasmonate (JA) and ethylene (ET) followed by the signaling through
salicylic acid (SA) and during later stages of the infection there is and induction of
response through JA. We suppose that TGA2 and ORA59 are involved on JA/SA
crosstalk during the infection. SA might induce TGA2’s expression and inhibit
ORAS59’s expression compromising the induction of genes, which are responsive to JA.

We showed that during early and later infection stages, P. pachyrhizi mimics a
necrotrophic pathogen’s attack, eliciting JA mediated responses. Effectors secreted by

the fungus probably result in the transcriptional regulation of JAZ1 and COI1, mediating
the activation of a response through JA. These effectors also seem to modulate
GmbZIP89 expression, which might act in the activation of genes that are responsive to
JA or in the transcriptional repression &A-responsive genes, in both cases
compromising the induction of the SA-dependent defense. The inhibition of the SA
signaling guarantees a great adaptive advantage to the fungus because it ceases cell
death arising from SA pathway signaling. The maintenance of foliar tissue integrity is
crucial to biotrophic pathogens that require live tissue to obtain nutrients and thus allow

P. pachyrhizi colonization and spread.
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1- INTRODUCAO

Estresses bidticos (causados por patdgenos, tais como virus, bactérias, fungos,
oomicetos, pragas e herbivoria) causam grandes perdas de produtividade na agricultura
mundial (Sreestal, 2015). Um exemplo no Brasil € a ferrugem asiatica da soja, que tem
como agente causador o fungo biotrofico Phakopsora pachyrhizi. A primeira
constatacdo da ferrugem asiatica em lavouras de soja no Brasil ocorreu na safra 2001/02
e rapidamente espalhou-se pelas principais regides produtoras do pais. Desde sua
introduc&o no Brasil, a doencga custou para o pais mais de US$ 10 bilh6es (Langenbach
et al, 2016). Embora estresses bhidticos sejam uma grande ameaca a producao agricola,
as plantas, por sua vez, desenvolveram mecanismos sofisticados para perceber o ataque
de patdgenos e traduzir essa percepcdo em uma resposta adaptatieda(l 2@08).

Para que ocorra uma resposta efetiva contra determinado estresse, varios genes
devem ser ativados e varios outros devem ser reprimidos, consequéncia de uma grande
reprogramacéao génica (Sre et. al, 2016). Neste contexto, destaca-se a funcao dos fatores
de transcri¢do, proteinas regulatérias do processo de transcricdo que atuam ativando ou
inibindo a expressdo de varios genes ao mesmo tempo, mediando uma resposta
adaptativa da planta. Por esse motivo os fatores de transcricdo entre os principais alvos
para o aumento da toleréncia a estresses (Latchman, 2010; Singh et al, 2002).

A familia de fatores de transcricdo que apresentam o dominio ziper de leucina
basico (bZIP) é relacionada a diversos processos fisiolégicos nas plantas, inaluindo
resposta a estresses bibticos, que ainda € muito pouco estudada (Alves et al, 2013).
Dentre os genes diferencialmente expressos durante a infeccéo de P. pachyrhizi em soja
encontrase o fator de transcricdo bZIP89 pertenceatamilia bZIP (Soares, 2010).

Existe uma correlacdo posiva entre similaridade de sequéncia e fungcédo (Pinheiro et al
2009) e esse transfator possui alta similidaridade com G/HBF-1 responsivo a estresse
bioticos (Droge-Laseret al, 1997) e com GmbZIP105 responsivo a P. pachyrhizi
(Alves, etal, 2015).

A inoculagcéo de esporos de P. pachyrhizi em Arabidopsis thaliaonatra a
ativacédo de genes responsivos aos hormonios jasmonato e etileno, semelhante a resposta
a infeccado de um patégeno necrotrofico. Com o tratamento, ndo € observada a ativacao
de genes responsivos a acido salicilico, o que era esperado visto que P. pachyrhizi € um

patdgeno biotréfico (Campe et al, 2014).



Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi investigar a dinamica de
sinalizacdo hormonal durante a infeccao por P. pachychizi em soja, tendo em vista
hipétese de que o fungo possa induzir uma resposta mediada por JA nos iniciais de seu
desenvolvimento, favorecendo o processo de infec¢do. Além disso, o presente trabalho
propde investigar o papel funcional de GmbZIP89 em soja durante o ataque de P.
pachyrhizi, uma vez que, além da similaridade existente entre este fator de transcricdo e
outros transfatores responsivos ao ataque do fungo, estudos prévios mostram que este
gene é induzido por JA. Com isso, esse trabalho também objetiva investigar o papel do
fator de transcricdo GmbZIP89 em vias de defesa de soja sob a infeccdo com P.
pachyrhizi.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1- Phakopsora pachyrhizi e a ferrugem asiatica:

Phakopsora pachyrhizi € um fungo patogénico de plantas obrigatério, biotréfico,
que causa a doenca, em soja, comumente conhecida como ferrugem asiatica. P.
pachyrhizi primariamente coloniza o tecido foliar, causando danos e abscisdo prematura
das folhas. A infeccdo pode resultar em perdas com relacdo a massa fresca de 10%
durante a fase inicial da doenca até 80% durante epidemia severa (Miles et al, 2011;
Patil et al, 1997). A infeccdo com P. pachyrhizi € uma das principais limitacfes da
cultura da soja na América do Sul (Goelner et al, 2010) e no Brasil ja levou a perdas de
mais de US$ 10 bilhdes desde a deteccdo do patdogeno no pais (Silva et al, 2014;
Langenbach et al, 2016

A infeccdo de P. pachyrhyzi f@lha do hospedeiro ne inicia pela epiderme
de folhas intactas. Da germinacdo dos esporos denominados ureddsporosseforma-
tubo germinativo, que termina na formacdo de uma estrutura globosa denominada
apressorio (Goellner et al, 2010). A penetracdo do apressoério ocorre pela cuticula da
célula hospedeira através de forca mecanica e liberacdo de enzimas (Edwards, e Bond
2011) (Figura 1A). Do apressorio inicia-se a formacéo da hifa de penetracdo no espaco
intercelular que se expande ate alcancar a outra extremidade da célula hospedeira,
podendo formar hifas secundéarias (Edwards e Bonde, 2011; Oliveira, 2014) (Figura
1B). Por fim, ao atingir as células do mesofilo, a hifa diferencia-se em céluladonde
haustoério e da origem ao haustorio, iniciando a fase biotréfica do fungo (Figura 1C

O haustoério € uma hifa altamente especializada responsavel pela absorcdo de
nutrientes, além disso € a principal estrutura que atua na sintese e secre¢do de moléculas
efetoras para o citoplasma da célula hospedeira (Yoshida et. al, 2016). Segundo
Hogenhout et. al (2009), efetores sdo moléculas secretadas por organismos que se
associam as plantas e modificam a estrutura e a funcéo da célula hospedeira. Os efetores
secretados por fungos causadores de ferrugenseimduma série de alteragbes
bioquimicas e estruturais que levam a modulacdo de mecanismos de defesa do
hospedeiro, sendo determinantes para o sucesso do processo de infeccdo (Catanzariti et.
al, 2007; Stergiopoulos et. al, 2009).

Dentre as principais estratégias disponiveis para 0 manejo e controle da

ferrugem asiatica destaca-se a utilizacao de fungicidas quimicos, que apresentam altos
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custos. O uso continuo de fungicidas exerce uma pressdo seletiva que favorece o
aparecimento de racas resistentes (Godoy et al, 2015; Langenbach et al, 2016) e
comprometem a qualidade do solo e agua. Dessa forma, outras estratégias de controle
podem ser vantajosas para 0 manejo da doenca, sendo que uma excelente estratégia € o
uso de genotipos de soja resistentes a infeccdo por P. pachyrhizi (Langenbach et al,
2016).

Figura 1: Estruturas de infeccdo de P. pachyrhizi (Edwards e Bone, 2011). Apreéssdtita(
de penetracao (B); Formacédo do haustdrio a partir da célula mae (C). AC: assoaal C:
cuticula do hospedeiro; CP: citoplasma; D: local que iniciara a penetracdan&hbrana
extra-haustorial; G: granulos; GT: turbo germinativo; H: hausério; HE&ula mée do
haustorio; L: Lipideo; MC: célula do mesdfilo; N: nucleo; PH: hipa de pegéir V: Vacuolo.



Foram encontrados seis locos em soja (Glycine) ntgpe conferem ou
imunidade, Rppl, ou resisténcia com pouca ou nenhuma esporulagéo, Rpplb, Rpp2,
Rpp3, Rpp4, RppbRpp6 (Monteroset al, 2007; Garcia et al, 2008; Goellner et al,
2010; Miles et al, 2011; Li et al, 2012). No entanto, a resisténcia mediada por esses
genes R, herdada de forma dominante, tem sido sobreposta na natureza devido a grande
capacidade do fungo de desenvolver novas ragas, sendo que nenhum dos cultivares
disponiveis é resistente a todos os isolados de P. pachyrhizi (Goellner et al, 2010; Miles
et al, 2011 Embora hajam esforcos na tentativa de identificar e caracterizar as
proteinas secretadas pelo haustério do fungo, até o momento ainda nao foi isolada
nenhuma molécula efetora de P. pachyrhizi reconhecida por alguma proteina codificada
pelos genes Rpp.

O potencial destrutivo de P. pachyrhizi juntamente com sua recente introducao
nos principais paises produtores de soja do hemisfério ocidental gerou interesse no
entendimento das interacbes moleculares envolvendo o fungo, a soja e plantas nao
hospedeiras (Hoefle et al, 2Q08oellner et al, 2010). Dessa forma, a identificacdo e
caracterizacdo de genes relacionados a resposta de defesa da planta a infec¢do pelo
fungo sdo essenciais para o desenvolvimento de plantas com resisténcia duravel e de

amplo espectro contra a ferrugem asiatica (Goedital, 2010).

2.2— Sistemas de defesa em plantas:

Interacdes entre plantas e patdégenos geralmente se enquadram nas categorias de
compativeis ou incompativeis. Em interacfes compativeis, a planta hospedeira suporta o
desenvolvimento e a coloniza¢do do patdgeno, frequentemente resultando em doenca.
Em interacbes incompativeis, a planta é resistente ao crescimento de um patégeno
resultando em nenhuma doenca ou em doenca reduzida (Stael et al, 2015).

Respostas de defesa da planta sdo acionadas ou por reconhecimento inespecifico
ou especifico de patdgenos potenciais (Bent and Mackey, 2007; Wan et al, 2008). Um
tipo de defesa, mediada pelo reconhecimento inespecifico, € chamado de imunidade
molecular associada a patogeno (PTI) e é acionada por propriedades conservadas de
uma determinada classe de patégenos (Mackey e McFall, 2006; Jones e Dangl, 2006;
Bent e Mackey, 20Q7 Schineider et al, 2011). Por exemplo, células vegetais
reconhecem certas bactérias através da percepcdo de fragmentos da proteina flagelina
altamente conservada (Meindl et al, 2000), enquanto muitos fungos séo reconhecidos
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através de fragmentos da parede celular derivados de polimeros de quitina (Wan et al,
2008). Patogenos bem sucedidos sdo capazes de superar a PTI através da acdo de
proteinas efetoras que suprimem ativamente a defesa do hospedeiro (Jones e Dangl,
2006; Mackey e McFall, 2006; Bent e Mackey, 208¢hineider et al, 2011). Por outro

lado, plantas desenvolveram genes de resisténcia (R) que medeiam o reconhecimento
especifico de efetores produzidos pelos patégenos, causando respostas de defesa
macicas (Jones e Dangl, 2006; Mackey e McFall, 2006; Bent e Mackey, 2007). Esta
imunidade direcionada a proteinas efetoras (ETI) freqientemente resulta em uma
resposta hipersensivel que diminui a invasédo do patégeno.

Como outros patdgenos, ferrugens podem escapar ou evitar PTI através de
distintas fases de seus ciclos de vida, elicitando ETI através de secrecdo de efetores
(Ravensdale et al, 2011). Alguns genes R medeiam respostas rapidas e antecipadas que
impedem o0 crescimento sem sintomas macroscopicos. Outros genes R permitem o
crescimento por um curto periodo de tempo até o reconhecimento do patdgeno, no
momento em que a resposta hipersensivel macroscopica ocorre (Ravensdale et al,
2011).

De acordo com o modo de nutricdo, os patdogenos sao divididos em trés grandes
classes: biotroficos, necrotroficos e hemibiotroficos. Patégenos biotréficos, tais como
fungos de ferrugem, mantém a fisiologia e a viabilidade da célula hospedeira das quais
obtém seus nutrientes, uma vez que requerem tecidos vivos para completar seus ciclos
de vida (Ravensdale et al, 2011; Mengiste, 2012). Patdgenos necrotroficos obtém seus
nutrientes de células mortas previamente ou durante a colonizacdo. Geralmente,
produzem muitas substancias toxicas e enzimas de degradacdo de parede celular para
induzir necrose e a liberacdo de nutrientes. Patdgenos hemibiotréficos primeiramente
apresentam uma fase biotréfica e em determinado ponto do seu ciclo de vida passam a
exibir um estilo necrotréfico de nutricdo (Mengiste, 2012).

Fitohorménios constituem uma importante classe de moléculas sinalizadoras que
atuam downstream a ativacdo da PTI e ETI como reguladores centrais da rede de
sinalizacdo imune da planta. Acido Salicilido (SA), Jasmonato (JA) e Etileno (ET) séo
os principais horménios mediadores da defesa da planta a patégenos (Bigeard
2015). Classicamente, ocorre um aumento na sintese de SA e inducdo da via mediada
por esse horménio quando a planta é infectada por patégenos biotroficos e
hemibiotréficos, enquanto que sob ataque de patégenos necrotréficos e herbivoros, é

induzida a sintese e a resposta mediada por JA e ET (Pwdtats2012). Geralmente,
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essas duas vias de resposta sdo antagonicas, ou seja, a inducdo de uma elevada
resisténcia a patdgenos biotréficos esta relacionada ao aumento da suscetibilidade a
patdgenos necrotroéficos, e vice-vesa (Pieterse et. al, 2012).

Quando a sintese de SA é induzida, ocorre uma mudanca no estado redox no
citoplasma da célula, o que leva a monomerizacao das proteinas NPR1 pela atividade de
tiorredoxinas. Nessa forma, NPRL1 é translocado para o nucleo onde atuard, juntamente
a fatores de transcricdo TGAs, como coativador transcricional de genes de defesa
dentre eles alguns genes PR (Pathogenesis-Related) os quais apresentam atividade
antimicrobiana (Pieterseet al, 2012 Bigeard et al, 2015). Uma consequéncia
caracteristica desta via é a inducdo da Resposta Hipersensivel (HR) que induz a
producado de espécies reativas de oxigénio e leva a morte celular programada no local da
infeccdo, impedindo a disseminacéo do patégeno (Vlot et al, 2009; Yan e Dong, 2014).
Estudos mostram que sob inducéo da sinalizacdo via SA, NPR1, TGAs e fatores de
transcricdo WRKY séo capazes de suprimir a sinalizagao via JA (Pieterse et al, 2012).

Apos a sintese de JA na célula, este € metabolizado a metil jasmonato ou
conjugado a aminoacidos, como isoleucina (JA-lle). A proteina COI1 (Coronatine
insensitive 1) juntamente com o repressor transcricional JAZ (Jasmonate ZIM) atuam
como reguladores chave da reposta a JA, funcionando como receptor de JA no
complexo SCE°™. A ligacdo de JA-lle & COIl leva & ubiquitinacdo e subsequente
degracdo da proteina repressora JAZ pelo proteassomo. Essa proteina reprime a
sinalizacdo mediada por JA por ligacdo a reguladores transcrionais positivos da via,
como MYC2, MYC3 e WC4. Quando degradada pelo proteassomo, estes fatores
ativam a transcricdo de importantes genes de defesa, como VSP2 (Vegetative Storage
Protein2), que codifica uma proteina com atividade acido fosfatase e PDF1.2 (Plant
Defensinl.2), que codifica uma defensina com atividade anti fangica (Pietersg, et al
2012). Além de JA, a inducdo de PDF1.2 é dependente da via de sinalizagdo mediada
por Etileno (ET). Em células que recebem estimulo de JA e ET ocorre a ativacdo de
ERF1 e possivelmente ORAS9, ativadores trascricionais de PDF1.2 (Pieterse et al,
2012).

2.3 - Fatores de transcricao bZIP e GmbzIP89:

Uma resposta de defesa efetiva contra patdégenos é dependente de uma grande

reprogramacdo génica, consequéncia do reconhecimento de moléculas e efetores do
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organismo invasor (Sree et al, 2015). Nesse contexto, destaca-se a atividade dos fatores
de transcricdo. Fatores de transcricdo sdo proteinas regulatérias que interagem com a
maquinaria geral de transcricdo e modulam a expressdo de um grupo especifico de
genes através de ligacdo sequéncia-especifica com o DNA e interacdes proteina-
proteina. (Franco-Zorrilla et al, 2014). Eles atuam como ativadores ou repressores da
expressdo génica dependendo do estimulo recebido, sendo cruciais para a resposta de
defesa adaptativa (Latchman, 2010).

Vérios fatores de transcricdo de familias distintas estdo ligados a resposta da
planta ao ataque de patdégenos e entre estes esta a numerosa familia bZIP (Basic Leucine
Zipper) (Droge-Laser et. al, 1997; Zhang et. al, 2009; Zhang et. al, 2Gig &. al,

2015 Alves, et. al, 2015; Lim, et. al, 2015). O motivo bZIP se caracteriza por possuir
um dominio de ligacdo ao DNA formado por duas estruturas em forma de alfa hélice: a
primeira é constituida de uma regido basica de aproximadamente 16 residuos de
aminoé&cidos contendo um sinal de localizagdo nuclear seguida de um mot#o N-
R/K; a segunda regido € formada por alguns residuos de leucina espacados regularmente
em intervalos de seis aminoacidos, posicionados exatamente 9 aminoacidos antes do C-
terminal, criando uma hélice anfipatica. Em alguns representantes desta familia as
leucinas as vezes sao substituidas por isoleucinas, valinas, fenilalaninas ou metioninas.
(Jakoby et. al, 2002). Para se ligar ao DNA, duas subunidades se ligam via interacdes
hidrofobicas de suas hélices formando homo ou hetero-dimeros dando origem ao ziper
de leucina. (Schutze et al., 2008).

O genoma da soja apresenta 176 provaveis genes que codificam fatores de
transcricdo bZIP (Wang et al, 2010). Destes, foi avaliada a expressao de 131 genes em
respostaa desidratacdoao frio, ao NaCl e ao horménio ABA em soja. Os autores
relataram que 49 genes foram responsivos a pelo menos 1 dos 4 tratamentos realizados
(Liao etal, 2008). Rcertemente, estudos relacionando estresses bioticos e os fatores de
transcricdo bZIP vem mostrando o grande envolvimento desta familia na defesa contra
patdgenos (Zhang et al, 2009; Zhang et al, 2014; Lim et al, 2015; Wang et al, 2015).
Alves et al, (2015) promoveram a identificacao e caracterizagcédo de quatro genes de soja
da familia bZIP (GmbzIP62, GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2) e os quatro foram
responsivos ao ataque do fungo Phakopsora pachyrhizi, causador de uma das mais
importantes doencas da soja.

As sequéncias de fatores de transcricdo sdo conservadas entre as espécies e um

fator conservado que responde a um determinado estimulo em uma espécie, por
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exemplo resposta a estresse, pode responder ao mesmo estimulo nas outras espécies
(Pinheiro et al., 2009). Visando identificar fatores de transcricdo cruciais para respostas
de defesa da planta contra a infec¢céo por ferrugem asiatica, Soares (2010) documentou a
existéncia de genes diferencialmente expressos durante a infeccdo por meio da analise
de uma biblioteca subtrativa. Essa biblioteca foi construida utilizando plantas de soja
suscetiveis e resistentes infectadas pelo fungo P. pachiryzi. Dentre o0os genes
diferencialmente expressos encontrados esta o fator de transcricdo da familia bZIP,
GmbzIP89. Esse fator apresenta 69% de similidaridade de sequéncia com G/HBF-1
responsivo a estresse bibticos (Droge-Laser et. al, 1997) e 87% com GmbZIP105
responsivo a P. pachyrhizi (Alves et. al, 2015) (dados n&o publicados).

Quando expressa em céulas de S. cerevisae linhagem AH109, a fuséo
traducional da proteina bZIP89 ao dominio de ligagdo ao DNA de GAL4 apresenta
propriedades de ativacdo transcricional. Isso mostra a capacidade da proteina
GmbZIP89 de agir como fator de transcricdo, sendo capaz de recrutar a maquinaria de
transcricdo da célula (dados n&o publicados).

Os fatores de transcricao bZIP em plantas, sdo importantes reguladores de genes
de resposta a estresses abidticos, maturacdo de sementes, desenvolvimergo floral
defesa contra patégenos (Alves et al, 2014). A analise da expressdo tecidual de
GmbZzIP89 mostra um resultado de expressédo predominantemente maior namaiz e
folhas, que sdo altamente expostos a estresses (dados ndo publicados).

A manipulacdo genética é uma ferramenta promissora para possibilitar o
desenvolvimento de plantas geneticamemedificadas com expressédo acentuada
de resisténcia a determinaddoenca. Dessa forma, estudos focados em proteinas que
fazem parte da resposta de defesa de soja sob infecgao de P. pachyrhizi podem fornecer

alvos potenciais para se obter genoétipos resistentes a ferrugem.



3- OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalhoi favaliara sinalizacdo hormonal e o papel
do fator de transcricdo GmbZIP89 em vias de defesa de soja durante a infeccdo por

Phakopsora pachyrhizi.

3.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1- Avaliar a expressao de GmbZIP89 e de genes marcadores das vias mediadas por
Acido Salicilico e Jasmonato em plantas tratadas com &cido salicilico e metil
jasmonato;

3.1.2— Avaliar a expressao de GmbZIP89 e de envolvidos nas vias de sinalizagéo

mediadas por acido salicilico e jasmonato em plantas resistentes e suscetiveis infectadas

com Phakopsora pachyrhizi.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Avaliacdo da concentracdo ideal de amplificacdo e teste de eficiéncia dos

oligonucleotideos:

As sequéncias codificadoras utilizadas para o desenho dos oligonucleotideos
utilizados neste trabalho foram obtidas no banco de dados Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). O programa Primer Express versédo 3.0
(Applied Biosystems) foi utilizado para desenhar os oligonucleotideos a partir das
sequéncias obtidas. Foi feita uma reacdo de PCR utilizando-se um cDNA previamente
obtido de plantas de soja sadias para verificar a amplificacdo especifica dos genes de
interesse. Os produtos da reacao foram analisados em gel de agarose (2%). Assim, no
presente trabalho foram utilizados os oligonucleotideos descritos na tabela 1.

Para se alcancar maior eficiéncia da reacdo, foram determinadas as
concentracdes ideias de amplificacdo de cada conjunto de oligonucleotideossatém di
a eficiéncia da amplificacéo foi calculada. Para determinacédo da concentracao ideal de
cada primer, como molde para reacdo utilizou-se 100 ng de cDNA de soja sadia
previamente obtido. Foram testadas as seguintes concentracdes dos oligonucleotideos:
05uM, I uM, 1,5 uM, 2 uM e 2,5 uM. Todas as amostras foram submetidas a
desnaturacado gradual para elaboracdo da curva de dissociacdo (melting) a fim de
detectar se h& amplificacdo inespecifica.

Utilizou-se a concentracdo a partir da qual obteve-se a maior amplificacdo para
realizar uma curva padrdo, a fim de verificar a eficiéncia de amplificacao ¢de ré€x
coeficiente angular da regressao linear obtida (slofm utilizado para calcular a
eficiéncia de amplificacdo da reagdo, conforme equacao: E L0 1). Desta
forma, para obter a curva de eficiéncia de amplificacdo da reacdo de qPCR foram
realizadas reacg0Oes utilizando-se cDNA de plantas de soja sadia previamente obtido em
diluicdes seriadas de 1:10 partindo de 100 ng.
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Gene Nome Proteina Sequéncia
20936750 Alvo Fw: bZIP89 Fator de transcrigéo da familia bZIP CCAAACTTCCTCCCAGATGA
Rv: bZIP89 GGAAGAAGACGGAGGAGAG
18903151 Alvo Fw: PDF1.2 Plant defensin 1.2 TTATGTGCTAAGCGCAGCAAGA
Rv: PDF1.2 TCCTTAGTCCTGCATTGCTTGTC
0701740 Alvo Fw: VSP2 Vacuole storage protein 2 CATGGCCACAGCTACCAAATT
Rv: VSP2 TTGCACGATACCTCCGGAAT
13917180 Alvo Fw: JAZ1 Jasmonate-zim-domain protein 1 CAAACGGTTCCCCTGAGACA
Rv: JAZ1 TGGGTTCCGTTGCGTGAT
11934940 Alvo Fw: COI1 Coronatine Insensitive 1 CTCAGTACTTCGATTGCCTCAAGAG
Rv: COI1 ACGAGCGAGATTCCGAAGATC
079057900 Alvo Fw: JAR1 Jsmonate Resistant 1 TACCGACTTGGTGATGTGGTTAAG
Rv: JAR1 AGATTGCTACGCCGAACGAA
15902590 Alvo Fw: JR1 Jasmonate Responsive 1 AGGCACCCCCGTCATTCT
Rv: JR1 GAGTCCCTTCTTCAACTCCATAGG
099204500 Alvo Fw: MYC2 Fator de transcricdo bHLH TCTTCCTCGTGTCGATGACTCA
Rv: MYC2 GACCGGGCTCGAGTTAAAAAA
11913880 Alvo Fw: LOX2 Lipoxigense 2 TGCAATGCACCCAATCTACAG
Rv: LOX2 GGGCCTCGCGAGCAA
05930490 Alvo Fw: LSD1 Lesion simulating disease 1 TGTTCCACCAGCATCTAATCAAGT
Rv: LSD1 GGAGCTCCATAAGGATACATGAGTGT
13918410 Alvo Fw: ORA59 Fator de transcricdo AP2/ERF GCAGCACTGGCTTATGACCAA
Rv: ORA59 CTCACCACTTCTTCTGGGAAATTC
15906780 Alvo Fw: PR1 Nao conhecida (atividade anti-fungica) AACTATGCTCCCCGGCAACTATATTG
Rv: PR1 TCTGAAGTGGCTTTACATCGAAACAA
039132700 Alvo Fw: PR2 B,1-3 glucanase TTCGGTTGATGCTGTTTATGCT
Rv: PR2 GCCATCCACTCTCAGACACAACT
169119200 Alvo FWPR3 Quiitinase CCCGGATACGGTGTGATCAC
Rv: PR3 CGACTTTGGACCCGAGAATC
199245400 Alvo Fw: PR4 Quitinase TGCGGGTGACAAATACAGGAA
Rv: PR4 TGCTGCACTGATCTACGATTCTC
149077300 Alvo Fw: PR5 Thaumatin-like protein CCGACGCGTTATTCGAAGAT
Rv: PR5 CAAATGCTTGAAGGGTCATCGT
099064700 Alvo Fw: NPR1 Nonexpresser of pr genes 1 AGCGGCTTCTTCAAGCATGT
Rv: NPR1 ACGTTGTAGTCCTTGGCCACTT
209246400 Alvo Fw: TGA2 Fator de transcri¢cdo da familia bZIP GCTAGGCAGCATGGGATTTTC
Rv: TGA2 TCAAATTGCATTGCCCCATT
129170000 Endégeno Fw: Helicase Helicase TAACCCTAGCCCCTTCGCCT
Rv: Helicase GCCTTGTCGTCTTCCTCCTCG
12905510 Enddégeno Fw: FBox F-box protein family AGATAGGGAAATTGTGCAGGT
Rv: FBox CTAATGGCAATTGCAGCTCTC
06904180.1 Enddégeno Fw: UKN2 Hypothetical protein GCCTCTGGATACCTGCTCAAG
Rv: UKN2 ACCTCCTCCTCAAACTCCTCTG
20g27950.1 Enddégeno Fw: UBI3 Ubiquitin ribossomal protein 3 GTGTAATGTTGGATGTGTTCCC
Rv: UBI3 ACACAATTGAGTTCAACACAAACCG
05924110.1 Endbégeno Fw: ELF1A Translation elongation factor 1-alpha GACCTTCTTCGTTTCTCGCA
Rv: ELF1A CGAACCTCTCAATCACACGC

Tabelal: Oligonucleotideos especificos para qPCR
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4.2 — Tratamento com fitohormonios.

Para avaliar o perfil de expressdo de GmbZIEB0O resposta a aplicacdo
exogena dos fitohorménios Metil Jasmonato (MeJA) e Acido Salicilico (SA), sementes
de soja da linhagem CD206 foram inicialmente germinadas em papel filtro umidecido.
O papel foi umidecido uma vez ao dia e ap0s quatro dias de germinacdo as sementes
foram transferidas para substrato. Ao atingir o estagio V2, as plantas foram
transplantadas para terra com adubo orgéanico e no estagio V3 foram tratadas com MeJA
100 uM e SA 3 mM. O primeiro trifolio, ja totalmente desenvolvido das plantas, foi
coletado em triplicada nos tempos Oh, 30 min, 1, 2, 6, 12 e 24 horas apds o
tratamento. O material vegetal apdés a coleta foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e em seguida armazenado em -80 °C até a extracdo de RNA.

4.3- Infeccdo com Phakopsora pachychizi

Para avaliar a expressao do gene GmbZIP89 e de genes marcadores das vias de
sinalizacdo mediadas por SA e JA, durante a infecgédo pelo fungo P. pachyrhizi, plantas
resistentes (P1561356) e suscetiveis (EMBRAPA48) foram infectadas com o fungo.
Amostras de soja foram plantadas e mantidas em casa de vegetacdo, sob condicGes de
temperatura (22+1°C) e umidade (>60%) controladas, e fotoperiodo de 12h, até o
estadio de desenvolvimento V3 (30 dias). O experimento seguiu-se em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes (cada repeticdo contendo trés
replicatas), e estrutura de tratamentos em fatorial com dois fatores: tempo de coleta (12,
24, 48, e 192 horas apos inoculacdo) e genotipos (P1561356 e Embrapa 48). A infeccao
foi induzida atraves da pulverizacdo de uma suspensao de esporos (3x105 esporos/mL)
em plantas nos estadios V2 para V3 de crescimento em triplicata. Como controle dos
tratamentos, plantas nos mesmos estadios citados foram submetidas a um tratamento de
falsa inoculacdo (MOCK) para cada respectivo tempo de infeccdo. Apés 12, 24, 48 e
192 horas de inoculacdo, o material foi coletado e imediatamente congelado em

nitrogénio liquido, armazenadas a -80 °C até o processamento para extracdo de RNA.

4.4 - Extracao de RNA e sintese de cDNA para qPCR.
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O RNA total de todas as amostras tratadas foi extraido utilizzdaoeagente
Trizol (Invitrogen), segundo recomendagfes do fabricante. Para eliminacdo do DNA
contaminante, o RNA total foi tratado com trés unidades de DNase livre de RNase
(Invitrogen). ApGs a extragao e purificacdo, a qualidade do RNA foi analisada em gel de
agarose 1,5% (p/viorado com brometo de etideo 0,1ug/mL. Em seguida, o RNA foi
quantificado em NanoDrop 2000C (Thermo Fisher). A sintese de cDNA foi realizada
utilizando 4 pg de RNA total, oligo-dT(18) e Trancriptase Reversa M-MLV (Promega),
segundo especificacbes do fabricante. O cDNA sintetizado foi entdo quantificado

também em NanoDrop 2000C (Thermo Fisher).

4.5 - PCR em Tempo Real (QRT-PCR) e andlises estatisticas.

O procedimento de PCR em Tempo Real foi realizado seguindo os manuais da
Applied Biosystems. As reagbes foram conduzidas no aparelho Step One Plus Real
Time PCR Systems (Applied Biosystems), sendo utilizados os oligonucleotideos
especificos descritos na Tabela 1, cDNAs dos tratamentos realizados e SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems). As condi¢cdes de amplificacéo foram: 95°C por
10 min, e 40 ciclos de 94°C por 15 segundos e 60°C por 1 min. Para a quantificacdo da
expressao génica foi utilizado o software Relative Expression Software Tool - REST
2009 fttp://www.gene-quantification.dese2009.htmj Pfaffl, 2001; Pfaffl et al,

2002).Como controle endogeno para normalizacdo dos dados do gPCR, foram

utilizados a expressdo dos genes Helicase e Fbox, que apresentaram menor variacao

entre os tratamentos, selecionados pelo programa GeN©®®M:{/genorm.cmagqg.be/
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5- RESULTADOS

5.1- Analise da eficiéncia e concentracéo ideal dos oligonucleotideos utilizados:

O método qPCR requer uma série de padroniza¢des para que 0s experimentos a
serem realizados ocorram com alta eficiéncia, por isso foi feita a analise da efc&ncia
concentracdo ideal de amplificacdo dos oligonucleotideos a serem utilizados. Os

resultados obtidos sdo mostrados na tabela 2.

Gene Eficiéncia | Concentragio (uM)
bZIP89 1 0,5
PDF1.2 1 15
VSP2 0,683 2,5
JAZ1 0,871 15
Col1 1 2,0
JAR1 1 15
JR1 1 2,0
MYC2 1 2,0
LOX2 1 0,5
LSD1 0,892 1,5
ORA59 0,827 2,5
PR1 1 15
PR2 1 15
PR3 1 2,0
PR4 1 2,0
PR5 1 2,5
NPR1 1 2,5
TGA2 1 2,5
Helicase 1 15
Fbox 1 15
UKN2 1 2,5
UBI3 0,937 2,0
ELF1A 1 2,0

Tabela 2: Eficiéncia e concentracdo de uso dos oligonucleotideos na qPCR.

15



Expressiao relativa

500+
450+
4004
350+
300-

5.2 - Avaliagdo da expressao do gene GmbZIP89 e de genes marcadores em

resposta a aplicacao exdgena de fitohorménios:

O perfil transcricional do gene GmbZIP89 foi avaliado em relacédo ao tratamento
com SA e MeJa, hormbnios associados a ativacdo de respostas de defesa contra
patdégenos em plantas. Em relagdo ao tratamento com SA (Figura 2), um importante
fitohormdnio envolvido na regulacdo da defesa principalmente contra patdgenos
biotroficos, ndo foi observada a inducdo do gene GmbZIP89. Isso mostra que o
horménio ndo induz a expressao de GmbZIP89. A superexpressdo de PR1, um gene
marcador da via de SA, durante o tratamento mostra que foi ativada a via de sinalizacéo
mediada por SA. Além disso o0 gene VSP2, marcador da via dependente de JA, foi
reprimido 1 h e 12 h de tratamento. Quanto ao tratamento com MeJA forma anéloga e
ativa de JA, que participa na regulacdo da defesa sob o atague de patégenos
necrotroficos e herbivoros, o gene GmbzIP89 foi fortemente induzido entre 6 e 12 horas
de tratamento, apresentando um pico de expressao em 6h. Isso evidencia que JA induz
fortemente expressdo de GmbZIP89. A superexpressao de VSP2 mostra que houve a

ativacdo da via de sinalizacdo mediada por JA e néo houve inducédo doRjene
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Figura 2 Expressédo do gene GmbZIR#R1e VSP2 em resposta ao tratamento com JA e SA.
O experimento foi conduzido em triplicatas e as médias indicadas com astefésem di
significamente do tratamento controle. A expressao dos genes ELBRIS foram utilizados

para normalizacdo dos dados no tratamento com SASN2 e UBI3 no tratalmento com JA.
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5.3— Analise da expressao de GmbzZIP89 e de genes envolvidos na via mediada por

SA e JA em resposta a infeccao por P. pachyrhizi.

Foi avaliadaa expressdo do gene GmbZIP89 e de genes envolvidos na
sinalizacdo mediada por SA e JA durante a infeccao pelo fungo P. pachyrhizi em
plantas de soja resistentes (PI56138&uscetiveis (EMBRAPA48a infeccdo. Nas
plantas resistentes (figura 3), quanto aos genes envolvidos na via mediada por JA temos
que PDF1.2 ndo sofreu alteracdo no numero de transcritos, mas varios genes foram
reprimidos: GmbZIP89 (24 hai), VSP2 (48 hai), JARIR1 (24 hai), COI1 e ORA59
(12 e 24 hai). Em contrapartida, JAZ1 foi induzido 12 hai, havendo também inducdo dos
genes envolvidos na sinalizagao via $R1(12 e 48 haip TGA2 (12, 48 e 192 hai).

Nas plantas suscetiveis (figura 4), observa-se inducdo na expressao de quase todos 0s
genes responsivos a JA no inicio e/ou no final do tratamento: b2l?8B2 (12 e 192

hai), PDF1.2 (12 hai), JAR1 (12hai) e JR1 (192 hai), COI1 (192 hai). ORA59 néo teve
alteracao de expressédo. J4 o gene que codifica a proteina JAZ1 foi reprimido 12 e 24 hai.
Quanto aos genes envolvidos na via de SA, nao foi observada alteragcdo no niumero de
transcritos de TGA2 durante todo o tratament® Rl foi induzido 24 e 48 hai.
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Figura 3: Andlise da expressao de GmbZIP89, VSP2, PDF1.2, ORA59, .
JR1, COI1, JAZ1, PR1 e TGA2 no gendtipo resistente (PI561356) dura
infeccdo por P. pachyrhizi. O experimento foi conduzido em triplicatas
médias indicadas com asterisco diferem significamente do tratamento co
A expressao dos genes Helicase e Fbox foram utilizados para normalizag

resultados.
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resultados.
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Nas plantas resistentes infetadas com P. pachyrhizi, a indugaelde2 h e 48
h indica que ocorre a sinalizagdo dependent®Ale a mesma prevalece em 192 h apos
a inoculacdo do patégeno. No gendtipo suscetivel ocorre a inducdo dos genesePDF 1.2
VSP2 nos momentos iniciais de infeccdo, indicando que ocorre a ativacdo da via
dependente de JA e ET. Em tempos intermediarios, observa-se a sinalizacdo da via de
SA indicada pela expresséo R1 Ja nos momentos tardios ocorre a ativagdo do gene

VSP2, mostrandaocorréncia da sinalizacdo dependente de JA (Figura 5
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Figura 5. Sinalizacdo hormonal ao longo da infec¢éo de P. pachyrhizi nos genétipogesu
(EMBRAPA48) e resistente (P1561356).
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6 — DISCUSSAO

Jasmonato (JA) e acido salicilico (SA) sdo importantes hormoénios mediadores
de respostas de defesa de plantas contra patégenos (Robert-Seiktnédnt2011).
Classicamente, ocorre um aumento na concentracéo de acido salicilico quando a planta
é infectada por patdégenos biotréficos e hemibiotroficos, enquanto que sob ataque de
patégenos necrotréficos e herbivoros ocorre a indugéo da sintese de jasmonato (Robert-
Seilaniantzet al, 2011). Estas duas vias sdo muitas vezes antagonicas, ou seja, a
inducdo de uma elevada resisténcia a patdogenos biotréficos esta relacionada ao aumento
da suscetibilidade a patdgenos necrotréficos, ce-wesa (Robert-Seilaniantet al,

2011).

Em resposta a aplicacdo exdgenaSde (Figura 2), os dados mostram que a
expressdo do gene GmbZIP89 nao € induzida em resposta ao tratamento com horménio,
indicando que GmbZIP89 ndo € um gene responsivo a SA. A forte expre€B&q, de
um gene marcador da via, mostra que a sinalizagdo mediada por esse horménio foi
ativada. O gene VSP2, marcador da via dependente de JA, foi reprimido 1h e 12h apés a
aplicacdo de SA, mostrando que houve supressao da via de JA. Esse resultado mostra
que sob a ativacdo da via de sinalizagcdo mediada por SA ocorre a inibicdo da via
mediada por JA, confirmando o efeito antagonico da via de SA sobre JA. Quando se
analisa o perfil de expressdo de GmbZIP89 em resposta a aplicacdo de MeJAJFigura
observa-se forte expressdo em 6h e a4pds o tratamento com o hormdnio, mostrando
a responsividade de GmzIP89 a JA. A superexpressdao de VSP2 6h, 12h e 24h de
tratamento, indica a ativacdo mediada por esse hormoénio. A express&illde
manteve baixa e ndo se observa a inducdo do gene ao longo de todo o tratamento,
indicando que o efeito antagdnico de JA sobre SA néo culmina com a repressao de PR1
mas parece impedir sua indugéo.

Para avaliar a expressao do gene GmbZIP89, de genes responsivos a 8A e JA
gue codificam proteinas chave na regulacéo dessas vias de defesa durante a infecgéo por
P. pachyrhizi, plantas resistentes (P156135®§ura 3 e suscetiveis (EMBRAPA 48
figura 4 foram infectadas com esporos do fungo causador da ferrugem asiatica. Durante
o tratamento, nas plantas resistentes ndo foi detectada alteracdo no numero de
transcritos de PDF1.2; VSP2 foi reprimido 48 h apos a infeccdo. O gene JAR1, que
codifica uma enzima responsavel pela conjugacdo de JA a aminoaciRls que

codifica uma enzima da via de biossintese de JA, foram reprimidos 24h apds a
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inoculagdo do fungo. Em contrapartid®R1 foi induzido 12h e 48le TGA2, um fator

de transcricdo que participa da ativacao traciecral de genes responsivos a SA, foi
fortemente expresso 12h, 48h e 192h apds a infeccéo. Esses resultados mostram que no
genotipo resistente, ocorre a ativacdo da via de sinalizacdo mediada por SA, que
provavelmente inibe a ativacao da resposta mediad&#digura 5).

TGA2 é um fator de transcricdo da familia bZIP que pode se ligar ao motivo
TGACG em promotores responsivos a SA atuando como ativador transcricional
(Pieterse et al, 2012)Triplos mutantes tga256 em Arabdopsis falham tanto na
expressao de genes responsivos a SA como ha supressao da via de JA mediada por SA
(Ndamukong et al, 2007). Estudos mostram que é provavel que TGAs atuem no cross-
talk JA/SA suprimindo a expressao de genes responsivos &pdél et al. 2003). No
presente trabalho, as plantas resistentes exibiram uma forte expressao de TGA2 ao longo
da infeccao e foi observada a represséo de VSP2. Nas plantas suscetiveis, TGA2 nao foi
induzido e VSP2 foi superexpresso. Interessantemente, analise do promotor de VSP2 de
soja apresenta o sitio de ligacdo de TGA2 (TGACG), isso sugere que TGA2 possa estar
atuando diretamente na inibicdo da atividade do promotor de VSP2, mediando uma
reposta antagonista de SA em relacéo a via de JA, uma hip6tese que precisa ser testada
experimentalmente.

ORA59 é um fator de transcricdo da familia AP2/ERF que atua na ativacéo
dependente de ET e JA do gene PDF1.2 (Huang et al, 2015). Estudos em Arabidopsis
mostram que SA pode afetar negativamente o acimulo de ORA59 e consequentemente
a inducdo de PDF1.2. Além disso, esse trabalho demonstra que promotores de genes
reponsivos a JA que séo reprimidos por SA séo enriquecidos de moG¥BbdAR, aos
quais se ligam ORA5S9, e que a presenca desse motivo é suficiente para que haja a
supressao (Van der Does et al, 2013). Nossos dados mostram que a expressdo do gene
ORAG9 foi reprimida nas plantas resistentes, onde se detecta a ativacdo da via mediada
por SA, além disso expressdo de PDF1.2 ndo sofreu indugdo apos a inoculacdo do
fungo. Esses dados apontam uma possivel consequéncia da ativacdo da via de SA e
prové um mecanismo de supressao da via de JA por SA durante a infeccdo no genotipo
resistente. Mazarei et al, (2012) demonstraram que duas unidades de GCC em tandem
sao suficientes para ligacéo in vitro de EREBP1, um fator de transcricdo que se liga ao
motivo GCC-box. A Unica regido do promotor de PDF1.2 em soja que apresenta
unidades GCC repetidas esta a 786 pb do ATG da traducdo. Essa regido contém duas
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unidades GCC espacadas por uma A (GCCAGCC) e € uma canditada a ser o motivo
GCC-box de ligacdo de ORA59. Mais estudos deverdo ser feitos a fim de se detectar a
funcionalidade dessa regido como motivo de ligacdo de ORA59 e sua ligacdo com a
supressao da via de JA por SA.

Schineider et al, (2011) demonstraram que durante a infeccdo do genotipo
P1462312 de soja, que contém o gene de resisténcia Rpp3, com P. pachychizi, ocorre
uma resposta de defesa bifasica. Nas primeiras 12 horas apés a inoculagcdo com o fungo
ocorre uma explosdo de expressao diferencial de genes, correlacionada com a formacao
e penetracdo do apressorio nas celulas epidérmicas. Um periodo silencioso ocorre
aproximadamente entre 24-48 horas apds o tratamento, onde P. pachyrhizi continua a se
desenvolver mas néo elicita resposta na planta. Aproximadamente 72 horas apds a
inoculacéo, ocorre uma segunda onda de intensa alteracdo na expressao génica que €
correlacionada com a formacgéo do haustério. A proliferacdo do haustoério coincide com
a inibicdo do crescimento do fungo em interagdes incompativeis e o inicio de um rpido
crescimento da hifa de infeccdo em interacées compativeis.

No presente trabalho, demonstramos que nas plantas suscetiveis acorre
inducdo de genes marcadores da via dependente de JA e Etileno (PDF1.2 ean 12h),
responsivos apenas a JA (VSP2 12h e 192 h; JAR1 em 12h e JR1 em 192h de infec¢éo).
PR1foi induzido nos momentos intermediarios apds o tratamento com o fungo, em 24h
e 48h, onde néo foi detectada inducédo de genes responsivos a JA. A inducdo dos genes
responsivos a JA/ET nas plantas suscetiveis em 12 horas de infec¢do, mostra que nos
estagios iniciais de seu desenvolvimento, P. pachyrhizi induz a ativacdo da via de
sinalizacdo mediada por esses hormdnios provavelmente em resposta a penetracdo das
células epidérmicas pelo apressorio do fungo. Em 24 horas, onde se detecta o maior
desenvolvimento da hifa de infec¢ao (Schineider et al, 2011), observa-se a inducéao de
genes marcadores da via dependente de SA, o sinal de SA persiste em 48 horas de
infeccdo e prevalece em 192 h (Figura 5). Isso sugere que elicitores biotréficos
secretados pela hifa de infeccéo do fungo estéo sendo, possivelmente, reconhecidos pelo
sistema de defesa da planta (Alves et al, 2015). Em momentos mais tardios de infeccéo,
em 192 horas, o marcador da sinalizacdo de SA volta a seu estado basal de expressao e a
via dependente de JA volta a ser ativada, indicado pela inducdo de VSP2. Isso sugere
gue efetores secretados pelo haustério do fungo operem de forma a induzir a via de
reposta mediada por JA. Dessa forma, a resposta que Phakopsora pachyrhizi elicita no
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gendtipo suscetivel apresenta trés fases distintas ao longo do o processo de afecgéo
primeira induzida por JA/ET, a segunda por SA e a terceira por JA (Figura 5).

A infeccdo de Arabdopsis thaliana com o fungo causador da ferrugem asiatica
mostra a ativacdo de genes responsivos aos hormoénigd,Jias ndo de genes
responsivos a SA. Esses resultados sdo também encontrados com o tratamendo com um
fluido de germinacgéo originado de esporos do patdégeno, indicando que a secrec¢do de
efetores do fungo leva a ativacéo da via de sinalizacdo mediada por JA (€ahpe
2014). A inducédo de resposta via JA/ET em estagios iniciais e por JA nos estagios
tardios da infeccdo encontrada no presente trabalho apontam evidéncias claras de que
em soja P. pachyrhizi mimetiza o ataque de um patdégeno necrotrofico durante seu
desenvolvimento ativando a sinalizacdo JAEE. Isso mostra um surpreendente
resultado, pois de acordo com o proprio conceito que diferencia patégenos biotroficos
de necrotroficos, a ativacdo de genes marcadores responsivos a SA seria esperada a
partir da infeccao por um patégeno biotrofico.

Entre P. pachyrhizi e a linhagem resistente P1561356 ocorre uma interacao
incompativel, pois esta apresemtdoco de resisténcia Rppl. Essas plantas podem
reconhecer moléculas elicitoras do patdégeno e desencadear Resposta Hipersensivel
(HR), ndo permitindo a continuidade do ciclo de vida do fungo (EMBRAPA SOJA). O
presente trabalho mostra a inducdo da via dependente de SA nas plantas resistentes.
Uma caracteristica da ativacédo da sinalizacdo mediada por SA € a ocoregdéla d
HR induz a producéo de espécies reativas de oxigénio que levam a lesbes necréticas e
morte celular no local da infeccédo, prejudicando a disseminacado do patdgeno (Vlot et al,
2009; Yan e Dong, 2014). Dessa forma, a ativacao da sinalizacdo via SA € crucial para
resisténcia da planta.

A proteina COI1 juntamente com a JAZ sao reguladores chave da via de
sinalizacdo mediada por JA. COI1 funciona como receptor de JA-lle (jasmonato
conjugado a isoleucina) na célula e a ligacdo de JA a COIl1 leva a ubiquitenacao
consequente degradacao via proteassomo de JAZ, a proteina que na auséncia de JA atua
como repressor transcricional de genes de defesa mediada por acido jasménico (Nagels
Durand et al, 2016). Em plantas resistentes, a expressao do gene que codifica a proteina
JAZ1 foi induzida em 12 horas de tratamento e a expressao de C@dfriimida em
12 e 24h de infec¢cdo com P. pachyrhizi. A inducéo de JAZ1 promove a inbicdo de genes

responsivos a JA e a repressado de COI1 impede que a célula se sensibilize na presenca
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desse hormonio. Esse processo impede que seja ativada a sinalizagcdo via JA. Em
contrapartida, nas plantas suscetiveis, a expressado de JAZ1 foi reprimida 12 e 24 apés a
inoculacéo do fungo e o gene COI1 foi fortemente induzido ao final do tratamento (192
horas). A repressao do gene que codifica a proteina JAZ1 leva a atividade transcricional
de genes responsivos a JA, por exemplo de WPRF1.2, j& que provavelmente o
acumulo da proteina repressora estd comprometido. Além disso, a inducdo de COI1
pode aumentar a sensibilidade da planta a JA, levando a maior degradacédo de JAZ1,
favorecendo a expressdo de genes de defesa que atuam em resposta a esse hormonio.
Esses resultados demonstram que a regulacao transcricional de CA41 seja um
possivel e interessante mecanismo de modulagdo da defesa da planta por P. pachychizi
durante a infeccdo. A repressdo de JAZ1 e inducdo de COI1 durante a infec¢cdo pode se
consequéncia da atividade direta ou indireta de efetores do fungo e culmina na ativacao
da sinalizagdo via JA que evita a defesa mediada por SA. Mecanismo semelhante
decorrente da infeccdo de patdgenos biotréficos em Arabidopsis ja foi descrito por
Gimenez-lbanez et al, (2014). O trabalho demonstra que Pseudomonas syringae pv.
tabaci (Pta) 11528, apresenta um efetor, HopX1, capaz de comprometer o acumulo de
JAZ, ativar a sinalizacdo via JA e promover a infec¢ao evitando HR.

Esse trabalho mostra que GmbZIP89 é induzido 12 e 192 horas ap0s a infeccao
por P. pachyrhizi em plantas suscetiveis, mas reprimido em 24 horas de infeccdo em
plantas resistentes. Além disso, temos que a via de sinalizagdo mediada por JA culmina
no aumento de transcritos de GmbZIP89. O aumento da expressdo desse gene nestas
condicOes sugere que GmbZIP89 pode estar atuando na ativagdo da expressdo de genes
responsivos a JA que inibem a defesa mediada por SA, ou mesmo como préprio
repressor transcricional desta via.

Nas plantas resistentes infectadas d®dnpachychizi ndo ocorre a indugao da
sinalizacdo mediada por JA, importante para a infeccdo. Sem o0 aumento da
concentracdo de JA o gene GmbZIP89 continua em estado de repressdo e ocorre a
inducéo da via de SA, dessa forma havera HR impedindo a continuidade da infeccéo.
Supomos que a liberacdo e acdo de efetores do fungo tenham como consequéncia
modulacao da expressao de GmbZzZIP89, JAZDI1 a ativacdo da via de JA e inibicdo
da defesa via SA. Com a repressao da defesa dependente de SAeeuiiapcesso de
morte celular no local da infec¢do, consequénci&l@alsso garante uma vantagem

adaptativa para o fungo pois aumenta a probabilidade de uma infeccdo bem sucedida,
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uma vez que mantém a integridade do tecido foliar necessaria para a infeccdo de um

patdégeno biotrofico.
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6— CONCLUSAO

Durante processo de infeccdo de P. pachyrhizi na linhagem resistente,
mostramos que nao acontece a ativacao de resposta mediada por JA, mas sim a inducao
da sinalizagdo via SA que € crucial para a resisténcia da planta. No gendtipo suscetivel
houve a inducédo da via de defesa mediada pelos horménios JA e ET no estagio inicial
de desenvolvimento do fungo, enquanto que em tempos intermediarios, ocorre a
ativacdo da resposta via SA. Ja em tempos tardios de infeccdo, ocorre a ativacdo da
sinalizacao via JA, importante para a patogenicidade do fungo.

TGA2 e ORA59 parecem estar envolvidos no crosstalk JA/SA durante a
infeccdo. TGA2 é superexpresso em plantas resistentes e nessa condicdo supomos que
atue na inibicdo transcrional de genes responsivos a JA, como VSP2. H&a ainda a
possibilidade de SA atuar na inibicdo de ORA59, o que compromete a indugcéo de seus
alvos, por exemplo PDF1.2.

A infeccdo de P. pachyrhizi elicita no hospedeiro a ativacdo de vias de defesa
responsivas a patdogenos necrotroficos. Mostramos que a infeccédo culmina na regulacéo
transcrional de JAZ1, que é reprimido, e COI1, que é induzido, o que leva a ativacdo da
sinalizacdo mediada por JA. Supomos que a infeccdo ainda leve a modulacdo da
expressdo de GmbzZIP89 que, uma vez induzido, pode estar envolvido na ativacéo
transcrional de genes importantes da sinalizacdo via JA ou atuar como repressor
transcricional da via de SA, em ambos o0s casos impedindo que a defesa dependente de
SA seja induzida.

A ocorréncia da sinalizacao ativada por JA e inibicdo da resposta via SA garante
uma grande vantagem adaptativa para o fungo, pois impede a morte celular no local da
infeccdo. A manutencdo da integridade do tecido foliar € importante para patdgenos
biotroficos que necessitam de tecido vivo para obtencdo de nutrientes e, dessa forma,

possibilita a colonizagdo e disseminagéo de P. pachyrhizi.
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Figura 6: Modelo esquematico da sinalizacdo mediada em reposta a infecgdo por P. pachyrhizi en
linhagens resistente e suscetivel
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