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RESUMO

ALVES, Francisco Henrique Nunes da Silva., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2019. Gendmica comparativa e potenciais mecanismos de patogenicidade de
Pseudomonas que infectam o cafeeiro em Minas Gerais, Brasil. Orientador: Jorge
Luis Badel Pacheco. Coorientador: Laércio Zambolim.

As manchas bacterianas causadas por Pseudomonas syringae pv. garcae (Psgc), P.
syringae pv. tabaci (Psta) e Pseudomonas cichorii (Pch) sdo umas das principais
doencas bacterianas que comprometem a producao de café no Brasil. Para entender
a diversidade genética e os mecanismos subjacentes a patogenicidade destas
espécies/patovares bacterianas, este estudo primeiro (Capitulo 1) demonstrou as
suas organizagbes gendmicas, encontrou regides de sintenia e diferengcas nas
sequencias, com marcada ocorréncia de transposi¢des, delegdes/insercbes e
inversbes. Comparacao entre os proteomas das espécies/patovares, revelou 581
proteinas exclusivas de Psgc, 834 exclusivas de Psta, 1486 exclusivas de Pch e 3424
comuns entre os trés patdgenos bacterianos. Analise do pangenoma e arvores
filogenéticas, baseadas no conteudo génico do pangenoma e SNP do genoma core,
determinou que as espécies/patovares bacterianas possuem plasticidade genémica.
Mediante analise filogenética baseada em identidade média de nucleotideos (ANIb)
as espécies/patovares foram separadas em distintos clados. Assim, os resultados
deste estudo indicaram que as bactérias patogénicas ao cafeeiro apresentam alta
diversidade genética. Na segunda parte (Capitulo 2), uma analise comparativa dos
sistemas de secrecao e efetores do tipo Il desses fitopatdégenos foi realizada, usando
como referencia o cluster de genes hrp/hrc da bactéria modelo P. syringae pv. tomato
DC3000 (Pst DC3000). Encontrou-se que os genes hrpA, hrpD, hrpF, hrG, hrcQa e
hrpd de Psgc nao possuiram identidade de sequéncia quando comparados com 0s
genes do cluster de Pst DC3000, enquanto os demais genes identificados possuiram
identidade de sequéncia que variaram de 26 a 98%. Em Psta os genes hrcJ, hrpG,
hreS, hrpP, hrpQ e hrpd néo obtiveram similaridade com os genes do cluster de Pst
DC3000, enquanto os demais genes identificados possuiram identidades de
sequéncia que variam de 41 a 94%. Em Pch, poucos genes mostraram identidade de
sequéncia com os genes do cluster de Pst DC3000, variando de 27 a 58%.
Comparacgdes entre os pansecretomas do tipo Ill das diferentes espécies/patovares

mostrou que de 46 familias de efetores identificados em Psgc, as familias avrB,



avrPto, hopY, hopZ, hopAl, hopAU, hopBI, hopAdJ, hopH, hopAF, hopBF e 10 possiveis
novos efetores foram exclusivos. Em Psta, das 43 familias de efetores identificados,
somente foram exclusivos hopl, hopM, hopQ, hopAB, hopAZ e 13 novos candidatos a
efetores. Em Pch, hopA, hopB, hopBN e 10 possiveis novos efetores foram exclusivos.
Foi observado que avrE foi a unica familia de efetores compartilhada entre as trés
espécies/patovares bacterianas. Assim, os resultados indicam que o efetor avrE pode
possuir papel fundamental nas interacbes dessas bactérias com o cafeeiro, e a
descoberta de novos efetores pode ajudar a entender como cada espécie/patovar se
adaptou ao hospedeiro. Por ultimo (Capitulo 3) pretendendo encontrar os mecanismos
de adaptacdo comuns entre as Pseudomonas patogénicas ao cafeeiro, identificou-se
as proteinas secretadas pelo sistema de secrecao do tipo Il (T2SS) e potenciais
efetores do tipo Il (T2SE). Foi identificada a presenga de 368 proteinas né&o
redundantes que possuiram sinal de secrecdo de tipo Il e auséncia de dominio
transmembranar em Psgc, 420 em Psta e 459 em Pch. Comparando os trés
pansecretomas do T2SS, foi observado que 240 proteinas estiveram presentes em
todas as espécies/patovares analisadas. No entanto, muitas proteinas tiveram
anotagdes relacionadas com fungdes associadas a membranas, pilus ou flagelo.
Filtragem das proteinas associadas com essas estruturas bacterianas revelou T2SE
candidatos com atividades enzimaticas potenciais, que ainda ndo tém sido relatadas
como importantes para a patogenicidade bacteriana. Este trabalho proporciona
resultados que servem como ponto de partida para pesquisas futuras, visando obter
conhecimento sobre a diversidade genética e os mecanismos moleculares que
conferem a capacidade de causar doenca no cafeeiro aos patégenos Psgc, Psta e
Pch. Esses resultados podem também ser uteis para desenvolver novas estratégias
que visem controlar os patdégenos bacterianos que causam manchas foliares em

plantas de café no futuro.

Palavras-chave: Pseudomonas cichorii. Pseudomonas Syringae pv. garcae.

Pseudomonas syringae pv. tabaci.



ABSTRACT

ALVES, Francisco Henrique Nunes da Silva, Universidade Federal de Vigosa, July,
2019. Comparative genomics and potential pathogenicity mechanisms of
Pseudomonas infecting coffee in Minas Gerais, Brazil. Adviser: Jorge Luis Badel
Pacheco. Co-adviser: Laércio Zambolim.

Bacterial spots caused by Pseudomonas syringae pv. garcae (Psgc), P. syringae pv.
tabaci (Psta) and Pseudomonas cichorii (Pch) are some of the major bacterial diseases
that compromise coffee production in Brazil. In order to understand the genetic
diversity and the molecular mechanisms underlying the pathogenicity of these bacterial
species/pathovars, this study first (Chapter 1) showed their genomic organizations,
found syntenic regions and sequence differences, with striking occurrence of
transpositions, deletions/insertions and inversions. Comparisons among
species/pathovar proteomes, revealed that 581 proteins are exclusive to Psgc, 834
exclusive to Psta, 1486 exclusive to Pch and 3424 common to all three bacterial
pathogens. Pangenomic analysis and phylogenetic trees, based on gene content of
the pangenome and SNP in the core genome, demonstrated that the
species/pathovars exhibit genomic plasticity. Phylogenetic analysis based on average
nucleotide identity (ANIb) separated the species/pathovars in different clades. Hence,
the results of this study indicated that the bacteria pathogenic to coffee show high
genetic diversity. In the second part (Chapter 2), a comparative analysis of the type |l
secretion system and effectors of these three phytopathogens was conducted using
the hrp/hrc gene cluster of the model bacterium P. syringae pv. tomato DC3000 (Pst
DC3000) as a reference. It was found that genes hrpA, hrpD, hrpF, hrG, hrcQa and
hrpd from Psgc did not show sequence identity when compared with genes of the Pst
DC3000 cluster, whereas the rest of the genes identified showed sequence identity
varying from 26 to 98%. In Psta, the genes hrcd, hrpG, hrcS, hrpP, hrpQ and hrpJ did
not exhibit sequence similarity with genes of the Pst DC3000 cluster, whereas the other
genes identified had sequence identity varying from 41 to 94%. In Pch, only a few
genes showed sequence identity with the genes of the Pst DC3000 cluster, varying
from 27 to 58%. Comparisons among type Il pansecretomes of the different
species/pathovars showed that out of 46 effector families identified in Psgc, the families
avrB, avrPto, hopY, hopZ, hopAl, hopAU, hopBl, hopAdJ, hopH, hopAF, hopBF and 10

potential new effectors were exclusive. In Psta, out of 43 effector families identified,



only hopl, hopM, hopQ, hopAB, hopAZ and 13 new potential effector candidates were
exclusive. In Pch, hopA, hopB, hopBN and 10 possible new effectors were exclusive.
It was observed that avrE was the only effector family shared among the three bacterial
species/pathovars. Hence, the results indicate that the avrE effector could play a
fundamental role in the interactions of these bacteria with coffee plants, and that the
discovery of new effectors could aid in understanding how each species/pathovar
adapted to the host. Lastly (Chapter 3), aiming to find common mechanisms of
adaptation among the Pseudomonas pathogenic to coffee plants, proteins secreted by
the type Il secretion system (T2SS) and putative type Il effectors (T2SE) were
identified. The presence of 368 non-redundant proteins that carried a type Il secretion
signal and lacked transmembrane domains were identified in Psgc, 420 in Psta and
459 in Pch. Comparing the three T2SS pansecretomes, it was observed that 240
proteins were present in all species/pathovars analyzed. However, many proteins were
annotated with functions associated with the membrane, pilus or flagellum. Filtering
out proteins associated with these bacterial structures revealed T2SE candidates with
putative enzymatic activities that have not yet been reported as important for bacterial
pathogenicity. This work provides results that constitute a starting point for future
research aimed to obtain knowledge on the genetic diversity and the molecular
mechanisms that confer the capacity to cause disease on coffee plants to the
pathogens Psgc, Psta and Pch. These results could also be useful to develop novel
strategies to control the bacterial pathogens that cause foliar spots on coffee plants in

the future.

Keywords: Pseudomonas cichorii. Pseudomonas syringae pv. garcae. Pseudomonas
syringae pv. tabaci.
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INTRODUGAO GERAL

O café (Coffea spp.) € um dos produtos agricolas mais consumidos no mundo,
e o Brasil possui papel de destaque como maior produtor mundial, seguido pelo Vietna
e pela Colémbia (ICO, 2018). Em 2019, em decorréncia da incidéncia de altas
temperaturas, atrelado a escassez de chuvas no periodo importante do ciclo
(principalmente em dezembro de 2018 e janeiro de 2019), observou-se a queda da
expectativa de sacas beneficiadas no Brasil, estimada em 50,9 milhdes, uma
producdo menor que a obtida em 2018 (CONAB 2019).

Cultivado nas mais distintas condi¢des de clima, solo, altitude e topografia, o
café brasileiro esta sujeito aos mais diversos fatores bidticos, que incluem doencas
causadas por bactérias fitopatogénicas (Rodrigues et al., 2013). Dentre os patégenos
bacterianos, Pseudomonas syringae pv. garcae (Psgc) (Amaral et al., 1956),
Pseudomonas syringae pv. tabaci (Psta) (Rodrigues Neto et al., 2006) e
Pseudomonas cichorii (Pch) (Swingle 1925) se destacam dentre os principais agentes
causais de doencas da cultura, sendo fatores limitantes para o cultivo do café em
regides mais frias e com fortes ventos, sobretudo em regiées acima de 1000 m de
altitude. Esses patdégenos causam perdas estimadas de 70% da produgédo, tanto em
condi¢cbes de viveiro quanto de campo, principalmente nos estados do Parana, Sao
Paulo e no sul de Minas Gerais (Rodrigues et al., 2013; Kimura et al., 1973)

Além da dificuldade de distinguir morfologicamente as manchas foliares
causadas por esses trés patdgenos no cafeeiro, a determinagédo do agente etiolégico
também ¢é dificultada por causa da proximidade filogenética dessas espécies
bacterianas, tornando desafiadoras as suas diagnoses. Os métodos atuais de
deteccdo tém se baseado principalmente no isolamento e identificacdo dos
patdgenos, usando testes morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos (Belan et al., 2016;
Hinkosa et al., 2016; Rodrigues et al., 2017b; Zoccoli et al., 2011). Apesar destas
dificuldades, a distingao entre Psgc e outros patovares de Pseudomonas syringae é
possivel pelos testes de LOPAT (Rodrigues et al., 2017a). Métodos soroldgicos e
baseados na reagao em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) tém
sido desenvolvidos somente para deteccao de estirpes de Pch que infectam outras
espécies de plantas hospedeiras (Sanchez et al., 2003). Um método baseado na
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amplificagdo da regido hrpRST se mostrou eficiente na detecgdo de Pch em amostras
de cafeeiro infectadas pelo patégeno (Raimundi, 2017).

O conhecimento atual da diversidade genética e patogénica das espécies
bacterianas que causam manchas foliar no cafeeiro é escasso. Estudos iniciais com
Psgc demonstraram diferengas na produgao de pigmentos flourescentes em meio
King’s B e de bacteriocinas (Kairu et al., 1997; Mwangi et al., 2018). Mediante analise
de sequéncias de 16S rRNA, foi possivel agrupar as estirpes de Psgc com base na
agressividade, embora ndo tenha sido possivel ter uma correlagdo com base na
origem geografica, enquanto, utilizando Rep-PCR, o contrario foi observado (Maciel
et al., 2018; Mwangi et al., 2018). No entanto, trabalhos de variabilidade genética
precisam ser conduzidos com populagdes ainda maiores e com estirpes advindas de
diferentes origens geograficas, com o objetivo de garantir conclusbes mais claras.
Quanto ao Brasil ndo existem relatos sobre a diversidade genética de Psgc.

Apesar de Psta e Pch terem ampla gama de hospedeiros, sendo capazes de
infectar outras espécies de plantas de interesse econdmico e que pertencem a
diferentes familias botanicas (Beriam et al., 2006; Malavolta Junior et al., 2008), ndo
existem relatos sobre a sua diversidade genética. Resultados de um unico estudo com
estirpes que infectam outros hospedeiros sugerem que Psta tem uma alta
variabilidade (Peng et al., 2003).

O advento de tecnologias de sequenciamento de alto desempenho possibilitou
o desenvolvimento de novas estratégias para a elucidagdo da variabilidade em
espécies bacterianas. A gendmica comparativa pode ser feita em niveis de genes,
transcritos, proteinas ou mesmo vias bioquimicas. A partir da sequéncia genémica, €
possivel entender os processos de evolucdo de uma determinada espécie mediante
o alinhamento de genes ou do genoma completo com aqueles de outras espécies. Um
dos objetivos da gendmica comparativa € obter informacdes que possam responder
qual a motivagao de uma espécie possuir determinada caracteristica e a presencga ou
auséncia dessa mesma caracteristica em outros organismos, por exemplo, a
capacidade de causar doenga em um determinado hospedeiro (Costa, 2015). Desse
modo a gendmica comparativa permite uma melhor compreensdo da biologia das
especies e seus processos evolutivos, conhecimento este que aumenta a acuracia da

classificagao taxonémica e da identificagdo de patégenos (Pauling et al., 2012).
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Neste estudo, estirpes de Psgc, Psta e Pch oriundas do estado de Minas
Gerais, um dos maiores produtores de café do Brasil, foram analisadas por meio de
comparagdes gendmicas para compreender sua diversidade genética. Biologia
computacional foi utilizada para determinar o pangenoma e o genoma core de cada
um desses patdgenos e entender a sua variabilidade tanto nas sequencias
nucleotidicas quanto no ganho/perda de genes. Adicionalmente, a predicao de
proteinas potencialmente envolvidas na patogenicidade (efetores candidatos) foi
predita, com o intuito de entender a adaptagao desses patdgenos para causar doenga
em plantas de café. Em particular, foram preditos efetores candidatos secretados
pelos sistemas de secrecao do tipo Il (T2SS) e tipo Il (T3SS).

Os resultados deste trabalho sdo apresentados em trés capitulos, sendo o
primeiro dedicado a diversidade genética, o segundo ao sistema de secregéo de tipo
Il e o terceiro ao sistema de secregao de tipo Il. Esses resultados séo importantes
para 0 avango na procura de entender como Psgc, Psta e Pch causam doenga no
cafeeiro e desenvolver novas estratégias de controle das manchas foliares causadas

por eles.
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RESUMO

Pseudomonas syringae pv. garcae (Psgc), Pseudomonas syringae pv. tabaci
(Psta) e Pseudomonas cichorii (Pch), se destacam causando grande impacto
econdmico na cultura do café, embora as suas diversidades genéticas tenham sido
pouco investigadas. O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade genética das
espécies/patovares que infectam o cafeeiro mediante comparag¢des gendmicas entre
distintas estirpes. Para tanto, as sequéncias genémicas de Psgc, Psta e Pch, obtidas
do banco de dados (GenBank), foram alinhadas usando o software Mauve, os
proteomas foram analisados usando CD-Hit, o pangenoma e o genoma core foram
determinados usando a ferramenta PGAWeb e a identidade média de nucleotideos
(ANI) foi calculada usando o programa JSpeciesWS. O alinhamento das sequéncias
possibilitou notar certa sintenia global entre as estirpes da mesma espécie/patovar,
embora com a presenga de inversdes em algumas partes do genoma, e baixa sintenia
entre Pch e os patovares de P. syringae. Mediante o estudo dos proteomas, foram
identificadas 581 proteinas nao redundantes exclusivas de Psgc, 834 de Psta e 1486
de Pch, além de 3424 proteinas, nao redundantes, comuns entre os trés patdgenos
bacterianos. A andlise do pangenoma e da evolugdo determinou que as
espécies/patovares apresentam plasticidade gendmica, indicando possuirem
genomas abertos. Através do ANI foi verificado que as trés Pseudomonas patogénicas
ao cafeeiro sdo separadas em diferentes clados. Nosso estudo serve de principio para
desenvolver estudos voltados a entender os mecanismos envolvidos na adaptacao

destas bactérias para infectar o cafeeiro.
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INTRODUGAO

O café é umas das commodities mais vendidas no mundo. Entre as mais de
100 espécies do género Coffea, apenas o café arabica (Coffea arabica L.) e o café
robusta (Coffea canephora L.) sdo economicamente importantes (DaMatta & Ramalho
2004). Cinco espécies bacterianas, Robbsia andropogonis (Lopes-Santos et al., 2017)
[sinbnimo Burkholderia andropogonis (Smith, 1911)], Pseudomonas syringae (van
Hall, 1902), Pseudomonas cichoriii (Swingle 1925) e Xylella fastidiosa (Wells et al.,
1987), tém sido reportadas como agentes fitopatogénicos de plantas de café sob
condi¢cdes de campo e de viveiro. Dentro de P. syringae, os patovares garcae (Amaral
et al., 1956) e tabaci (Rodrigues Neto et al., 2006) foram relatados causando manchas
foliares em plantas de café (Badel & Zambolim, 2019).

A mancha aureolada causada por Pseudomonas syringae pv. garcae (Psgc),
foi detectada inicialmente em 1955, em cafezais localizados no municipio de Garga,
estado de Sao Paulo, afetando folhas, ramos e frutos (Amaral et al., 1956). A mancha
foliar bacteriana causada por P. syringae pv. tabaci (Psta) foi relatada somente no
Brasil, principalmente afetando plantas em viveiro (Rodrigues Neto et al., 2006; 2017a;
Destéfano et al., 2010; Raimundi, 2017). O crestamento foliar bacteriano causado por
P. cichorii (Pch) ja foi relatado no Brasil (Robbs et al., 1974; Kimura et al. 1976;
Raimundi, 2017) e em diferentes localidades de Porto Rico (Sanchez et al., 2003).

Em decorréncia das semelhangas dos sintomas causados por Psgc, Psta e
Pch, atrelado a presenga destes patdbgenos em areas proximas e ocorréncias de
infeccdes mistas, a importancia das doencgas causadas por Psta e Pch podem ter sido
subestimadas por erros de diagnose (Rodrigues et al., 2013; Rodrigues et al., 2017b).
Embora esses patdégenos causem grande impacto econdmico na cultura do cafeeiro,
a variabilidade genética e a patogenicidade dessas trés espécies/patovares
bacterianas tém sido pouco investigadas. Os poucos estudos realizados foram
baseados principalmente em rep-PCR e em variagbes na sequéncia da regido 16S
rDNA, utilizando um numero muito reduzido de estirpes, gerando resultados
inconclusivos (Badel & Zambolim 2019, Maciel et al., 2018; Mwangi et al., 2018)
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Atualmente, com o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de
alto rendimento e o aumento no numero de genomas disponiveis, os estudos de
genbmica comparativa tém ganhado cada vez mais espacgo, sendo decisivos para a
compreensao dos mecanismos evolutivos e moleculares da patogenicidade
bacteriana (Monteil et al., 2016). Esses genomas disponiveis muitas vezes sao
rascunhos, compostos por centenas de contigs. Com a intengao de facilitar as analises
comparativas, arranjar ou orientar esses contigs em sequéncias maiores (scaffolds) é
necessario. Assim, contigs podem ser ordenados por comparagado com um genoma
completo (que ndo apresente gaps) de referéncia e que possua uma organizagao
notoriamente estabelecida (Chen & Lu 2018). Softwares como o Mauve Aligner, que
identifica e alinha regides homodlogas, € capaz de ordenar os contigs de uma
espécie/patovar de acordo com um genoma de referéncia, fornecendo uma 6tima
base para estudos de gendmica comparativa e de dindmica evolutiva (Darling et al.,
2010; Rissman et al., 2009).

A andlise de pangenoma tem crescido significativamente em estudos
relacionados a bactérias, sendo aplicado em varios campos de pesquisa, como
patogenicidade, resisténcia, evolugao, adaptacao e estrutura populacional (Chen et
al., 2018; Tian et al., 2016; Vernikos et al., 2015; Xiao et al., 2015; Rasko et al., 2008).
Para isto, programas que determinam as por¢gdes comuns (genoma core) e variaveis
(genomas acessorio e especifico) sado utilizados, incluindo o PGAWeb (Chen et al.,
2018), cuja vantagem, comparado com outros programas disponiveis, é poder ser
utilizado com genomas rascunho. Além do pangenoma, a analise de evolugao, gerada
pelo PGAWeb, apresenta diversas arvores filogenéticas, que sdo geradas baseadas
em trés tipos de algoritmos (Neighbor-Joining (NJ), Médias Aritméticas né&o
Ponderadas (UPGMA; Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) e
Maxima Verossimilhanga (ML; Maximum Likelihood)) usando o robusto pacote de
analise filogenética PHYLIP (Felsenstein, 1989), baseada em dois tipos de dados:
matriz de ganho/perda de genes (PanBased) ou SNP (SNPBased) dos genes
pertencentes ao genoma core, sendo o algoritmo de maxima verossimilhanga usado
apenas na analise com base nos SNPs do genoma core (Chen et al., 2018).

Desde o final de 1960, quando a hibridizagdo DNA-DNA (DDH) foi introduzida
para verificar ou aperfeicoar os agrupamentos de organismos, através de

similaridades genbmicas, a classificagdo entre procariotos é baseada em
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similaridades de sequéncias de nucleotideos (Ciufo et al., 2018; Wayne, 1988). Agora
que as sequéncias gendmicas estao facilmente disponiveis, os métodos comparativos
diretos podem obter resultados analogos as técnicas como DDH (Konstantinidis &
Tiedje, 2005). Assim, a identidade média de nucleotideos (ANI), calculada a partir de
comparagdes pareadas de todas as sequéncias compartilhadas entre quaisquer duas
estirpes, € amplamente utilizada e tem sido proposta como a nova medida para
definigdo e classificacdo de espécies bacterianas, podendo ser aplicada em grandes
conjuntos de dados. Valores de ANI > 95% estao fortemente correlacionados com o
valor de 70% estabelecido pela técnica de DDH para definicdo de espécie bacteriana
(Jain et al., 2018; Richter et al., 2015; Varghese et al., 2015; Rashid et al., 2015; Chan
et al., 2012; Richter & Rosseldén-Méra, 2009; Goris et al., 2007). No entanto, estudos
utilizando valores de ANI para estabelecer a posicao taxonémica das bactérias que
infectam ao cafeeiro ndo foram relatados.

Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar uma analise de gendmica
comparativa, entre as espécies/patovares de Pseudomonas patogénicas ao cafeeiro,
a fim de identificar as caracteristicas comuns e especificas de cada patdégeno e

entender a diversidade destas espécies/patovares.

MATERIAL E METODOS

Obtencao das sequéncias genémicas

As sequéncias genbmicas das diferentes estirpes de P. syringae pv. garcae, P.
syringae pv. tabaci e P. cichorii, associadas com plantas de café, foram obtidas do
banco de dados (GenBank) do National Center for Biotechnology Information (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sequéncias curadas e depositadas como RefSeq foram
utilizadas nas analises e suas informacgdes estdo contidas nas Tabelas Suplementares
S1e S2.
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Ordenamento e alinhamento de genomas rascunho

O ordenamento dos contigs e alinhamento das sequéncias de Psgc, Psta e Pch
foi executado utilizando o software Mauve Aligner v.2.4.0 (Rissman et al., 2009).
Devido que na atualidade ndo existem genomas completos de referéncia de Psgc,
Psta e Pch, os contigs dos seus genomas rascunho retirados do Genbank foram
ordenados utilizando como referéncia o genoma completo da estirpe bacteriana
modelo Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (numero de acesso do NCBI
ASMN780v1). Em decorréncia da limitagdo do numero de sequéncias disponiveis no
GenBank, cinco sequencias genémicas de Psgc, Psta e Pch, cujas montagens foram
as de melhor qualidade, foram selecionadas para realizar as analises de genémica

comparativa (Tabela Suplementar S1).

Predi¢ao da similaridade entre proteomas

Utilizando o] servidor  web CD-HIT Suite (http://weizhong-
lab.ucsd.edu/cdhit_suite/cgi-bin/index.cgi?cmd=cd-hit) (Huang et al. 2010), foram
analisados os proteomas das estirpes de Psgc, Psta e Pch, selecionadas no
ordenamento. Primeiro, os proteomas das cincos estirpes de cada patégeno
bacteriano foram submetidos a ferramenta CD-HIT para eliminar proteinas
redundantes, usando um limiar de 50% de identidade, e foi gerado um panproteoma
para cada espécie/patovar. Apds a retirada das repeticdes entre as cinco estirpes de
cada espécie/patovar, foi gerado um unico arquivo contendo todos os panproteomas
nao redundantes, agrupados em uma unica base de dados. Essa base de dados foi
submetida ao CD-HIT, com objetivo de determinar as proteinas comuns entre as
espécies/patovares estudados. Os resultados obtidos foram organizados em um
diagrama de Venn usando a ferramenta Jvenn

(http://jvenn.toulouse.inra.fr/app/example.html) (Bardou et al., 2014).

Pangendémica e analise de divergéncia
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Para o estudo de pangenbmica e de divergéncia das espécies/patovares
associados ao cafeeiro, foram selecionadas trinta sequéncias genémicas rascunho de
Psgc e cinco de Pch e Psta (Tabela Suplementar S1). A analise foi executada usando
a ferramenta PGAWeb (http://pgaweb.vicc.cn/) (Chen et al., 2018).

Analise da identidade média de nucleotideos (ANI)

Para verificar a posi¢ao taxonémica das estirpes bacterianas recuperadas do
cafeeiro, os valores de ANIb foram calculados usando os genes conservados com o
algoritmo JSpeciesWS (http://jspecies.ribohost.com/ jspeciesws/#home) (Richter et al.
2015). Valores de ANIb foram utilizados para construir as arvores filogenéticas usando
o programa PHYLIP v.3.695 empregando o algoritmo Neighbor-Joining (NJ)
(Felsenstein, 1989). Para isso, os valores de ANIb foram convertidos em coeficientes
de dissimilaridade (D) usando a equacdo: D = 100 — ANIb. As arvores foram editadas
usando NJPLOT v.2.3 (Perriere & Gouy, 1996).

RESULTADOS

Genomas de bactérias que infectam o cafeeiro apresentam transposicgoes,
dele¢coes/insergoes e inversoes

O alinhamento das sequéncias genémicas evidenciou uma sintenia global entre
as estirpes da mesma espécie/patovar, embora algumas sequéncias apresentem
transposicoes, delec¢des/insergdes e inversbes (Figura Suplementar S1). Esses
alinhamentos revelaram que o genoma de Psgc aparenta ser mais estavel do que os
genomas dos outros dois patégenos do cafeeiro. Por sua vez, o genoma de Pch
apresentou o maior numero de rearranjos (transposicoes, delecdes/insergdes).
Nesses alinhamentos, segmentos conservados do genoma, representados como
blocos colineares locais (Locally Colinear Blocks; LCB), que sao ligados por uma linha
da mesma cor e que mudam de posigao entre as espécies na Figura Suplementar S1,

refletiram nas varias regides de rearranjo.
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Quando as sequéncias de melhor qualidade de cada espécie/patovar incluidas
no estudo, previamente ordenadas com referéncia a Pst DC3000, foram alinhadas
juntas, foi possivel visualizar uma maior conservagdo genémica em relagao a alguns
LCBs entre as estirpes pertencentes a mesma espécie, Psgc e Psta, embora com a
presenca de inversdes em algumas partes do genoma (Figura 1). A sequéncia
gendmica de Pch apresentou menor conservagao genémica com relagao aquelas dos

patovares de P. syringae.

Pseudomonas cichorii apresenta o proteoma mais divergente

Na tentativa de reforcar os resultados obtidos com o alinhamento em Mauve,
comparagdes entre os proteomas dos mesmos patdogenos bacterianos foram
conduzidos utilizando CD-HIT (Figura 2). O programa identificou o numero de
proteinas que sao exclusivas de cada espécie/patovar e aquelas compartilhadas entre
eles. Sendo assim, 581 proteinas foram exclusivas de Psgc, 834 de Psta e 1486 de
Pch. Esses resultados também indicam que 3424 sdo comuns entre os trés patégenos
bacterianos estudados. Encontrou-se que um numero maior de proteinas é

compartilhado entre os patovares de P. syringae do que em comparagdes com Pch.

Bactérias fitopatogénicas ao cafeeiro apresentam plasticidade genémica

Com a finalidade de estabelecer o numero de genes compartilhados entre as
estirpes (genoma core) da mesma espécie/patovar, foi realizado uma analise de
pangenoma (Figura 3). Para as 30 sequéncias genémicas analisadas de Psgc, foi
observado que, conforme a adicao de sequéncias individuais, ocorre um decréscimo
gradativo no tamanho do genoma core (Figura 3A). Entretanto, também foi possivel
observar o crescimento continuo na curva de pangenoma (somatoério dos genes core,
acessorios e especificos). Tendéncias semelhantes foram observadas no pangenoma
e no genoma core de Psta e Pch (Figura 3B e 3C). Quanto a Psta (Figura 3B), embora

a curva de pangenoma cresga de maneira menos acentuada quando comparada com
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aquelas de Psgc e Pch (Figura 3A e 3C), ainda ocorre o aumento no tamanho do
pangenoma.

As arvores filogenéticas de Psgc geradas, baseadas na matriz de genes
PanBased, utilizando UPGMA, mostrou que quatro estirpes (ASMN341584v1,
ASMN341574v1, ASMN341632v1 e ASMN341634v1) sao filogeneticamente mais
distantes do resto, formando quatro clados distintos. As demais estirpes foram
separadas em dois clados, um menor contendo cinco estirpes e o outro com 21.
Variabilidade gendmica adicional entre estirpes dentro destes dois clados foi
observada (Figura 4A). Usando o método NJ, as estirpes ASMN341605v1 e
ASMN341568 mostraram-se altamente divergentes do restante do grupo, formando
clados independentes. Ja os demais foram separados em seis clados diferentes, cada
um com numero variavel de estirpes (Figura 4B). Quanto a analise filogenética
baseada nos SNP do genoma core, as trés estirpes ASMN341605v1, ASMN341568v1
e ASMN341603v1, se mostraram as mais divergentes, formando clados distintos. As
outras 27 estirpes foram distribuidas em varios clados com diferentes tamanhos
(Figura 5).

Com o intuito de obter informacao sobre a variabilidade genémica de Psta e
Pch, apesar do numero reduzido de estirpes, as arvores filogenéticas geradas pelo
PGAWeb também foram analisadas. Com relagao a Psta, a arvore baseada na matriz
PanBased usando o método UPGMA demonstrou a formagdo de dois grupos, o
primeiro constituido apenas por ASMN341575v1, e 0 segundo grupo, que possui mais
duas ramificagbes, com o restante das estirpes (Figura 6A). Ja na arvore usando a
matriz PanBased com o método NJ, formaram-se trés grupos, sendo o primeiro
constituido por ASMN341614v1, o segundo, que possui trés estirpes
(ASMN341616v1, ASMN341658v1 e ASMN341578v1) e o ultimo formado por
ASMN341575v1 (Figura 6B). A filogenia baseada em SNP com o método ML, teve a
formacao de dois grupos, o primeiro formado por ASMN341578v1 e o segundo pelo
restante das estirpes (Figura 6C). Com relagédo a Pch, comparando as arvores geradas
por UPGMA (Figura 7A) e NJ (Figura 7B), ocorre uma diferenga no agrupamento das
sequéncias, principalmente na posi¢ao das estirpes ASMN341675v1 e ASMN341610.
Na arvore filogenética gerada com base em SNP pelo método ML, repete o numero
de agrupamentos apontado por NJ, porém ocorre uma mudanga na localizagdo da
estirpe ASM341569v1 (Figura 7C).
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Patovares de P. syringae que infectam plantas de café sao separados em
distintos clados

A fim de compreender como as espécies de Pseudomonas, que infectam
plantas de café se correlacionam com as demais espécies/patovares do mesmo
género, uma analise filogenética baseada em identidade média de nucleotideos
(ANIDb) foi executada, com o programa JSpecies, utilizando sequéncias unicas de cada
grupo, selecionadas por critérios de qualidade de montagem do genoma como N50,
L50 e numero de contigs. A arvore filogenética revelou que P. syringae pv. garcae é
filogeneticamente mais préxima de P. coronafaciens pv. coronafaciens, formando um
clado separado, enquanto P. syringae pv. tabaci € mais proxima de P. amygdali pv.
lachrymans, formando um clado vizinho a outro formado por P. syringae pv. glycinea
e P. syringae pv. phaseolicola. Por sua vez, P. cichorii formou um grupo externo em

relagdo as demais espécies/patovares testadas, sendo assim o mais divergente.

DISCUSSAO

No presente estudo, analisando sequéncias genémicas de estirpes de Psgc,
Psta e Pch, utilizando o algoritmo Mauve, foi possivel observar regides conservadas
do genoma (LCB), compartilhadas entre as trés espécies/patovares de Pseudomonas
patogénicas ao cafeeiro. As informagdes genéticas contidas em algumas dessas
regides podem contribuir para entender os possiveis mecanismos comuns associados
a capacidade destas espécies/patovares causarem doenga no hospedeiro. Por sua
vez, as regides variaveis podem auxiliar na compreensido dos mecanismos
subjacentes a diversidade genética dentro da espécie/patovar. Em estudo de
gendmica comparativa das estirpes B728a, B301D e HS191 de P. syringae pv.
syringae, Ravindran e colaboradores (2015), através da utilizagédo do Mauve, puderam
identificar regides de sintenia génica, em parte do genoma, bem como regides de
inversdes e translocacdes que auxiliaram na compreensao da diversidade dentro da
espécie. Também utilizando Mauve, Bonnin (2018), em seu estudo sobre

caracteristicas moleculares de estirpes de P. aeruginosa, identificaram regides
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comuns em um plasmideo que confere resisténcia a antibidticos da classe
carbapanema nas estirpes 5301-1, 5301-2 e 5301-4.

O alinhamento das sequéncias genémicas das diferentes espécies/patovares
bacterianos patogénicos ao cafeeiro mostrou que o genoma de Psgc pode possuir um
numero consideravelmente menor de rearranjos, quando comparados com aqueles
de Psta e Pch, sugerindo maior estabilidade. Esses resultados sao condizentes com
o fato que a gama de hospedeiros de Psgc é consideravelmente mais estreita (Badel
& Zambolim 2019; Barta & Willis, 2005). Por sua vez, a comparagao dos genomas
entre essas espécies/patovares confirmou a maior divergéncia entre estirpes de
diferentes espécies. As comparagdes dos proteomas entre essas espécies/patovares
confirmaram essa interpretacéo.

As analises usando Mauve permitiram obter informag¢des qualitativas em
relagado as variagdes dos genomas. Para entender a plasticidade dos genomas em
termos quantitativos, estudos de pangendémica sao mais informativos. O repertério de
genes identificados em uma espécie aumenta com o numero de genomas analisados.
Uma espécie bacteriana possui e mantém um genoma principal (genoma core) e um
repertério de genes dispensaveis (acessorios e especificos) que contribui para a
diversidade, distribuidos entre as diferentes estirpes daquela espécie (Policarpo 2015;
Dagan & Martin, 2007). Sendo assim, torna-se relevante conhecer quantos genomas
deveriam ser sequenciados para representar com precisao o repertério total de genes
de uma dada espécie ou patovar. Desta maneira, estudos de pangenoma tentam
solucionar quantos novos genes sao identificados cada vez que um genoma de uma
espécie de interesse é sequenciado (Tettelin et al., 2008; Medini et al., 2005). Neste
estudo do pangenoma de Psgc, Psta e Pch foi encontrado que essas
espécies/patovares possuem alta variabilidade no conteudo génico, sendo essa uma
caracteristica marcante de espécies que possuem um genoma aberto. Este resultando
€ condizente com um estudo de diversidade com mais de mil genomas de espécies
do género Pseudomonas, onde a analise de pangenoma indicou a presenga de 1.224
familias de genes codificadores de proteinas, pertencentes a por¢ao do genoma core,
indicando também que esse género possui um genoma aberto e que a diversidade do
género possa ser ainda maior do que o encontrado até agora (Jun et al., 2015).

As analises filogenéticas demonstraram diferengas evolutivas entre as 30

estirpes de Psgc de Minas Gerais, que podem auxiliar a entender como se estrutura
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a populacéao do fitopatégeno. Embora ainda muito preliminares, os resultados dessas
analises igualmente sugerem que as populagcdes de Psta e Pch possuam alta
diversidade. Um unico estudo realizado por Peng et al 2003, demonstrou que as
populacdes de Psta sdo altamente diversas geneticamente e embora que Pch seja
patdogeno de outras culturas de interesse econémico, como a alface e a berinjela,
possui escassos estudos reportados (Badel & Zambolim, 2019; Cottyn et al., 2009;
Hojo et al., 2008). As implicagbes da diversidade e da plasticidade dos genomas
dessas bactérias na sua patogenicidade ao cafeeiro sdo ainda desconhecidas e
estudos mais aprofundados precisam ser realizados.

Usando ANIb, foi analizada a relacao filogenética entre 15 sequéncias
genbmicas de espécies e patovares do género Pseudomonas. Os resultados
confirmaram que Psgc é proxima de P. coronafaciens pv. coronafaciens, enquanto
Psta é mais proxima de P. amygdali pv. lachrymans. Como esperado, Pch formou um
grupo externo, sendo mais distante filogeneticamente dos patovares de P. syringae
analisados. Esses resultados sao condizentes com os encontrados por Parkinson et
al (2011) e por Raimundi (2017), mediante analise filogenética com base no locus
rpoD, e por Gardan et al. (1999), baseado em DDH. Quando combinados, os
resultados de todos esses trabalhos consistentemente posicionam Psgc no filogrupo
4 (grupo ‘coronafaciens’) e Psta no filogrupo 2 (grupo ‘amygdali’). Por conta disso,
Psgc tem sido ultimamente referida como P. coronafaciens pv. garcae, enquanto Psta
como P. amygdali pv. tabaci.

Por fim, nossos resultados indicam uma alta diversidade genética das bactérias
patogénicas ao cafeeiro. Essa diversidade genética é possivelmente o resultado tanto
de rearranjos genémicos quanto de variagées no tamanho dos genomas acessorio e
especifico. Nosso estudo serve de principio para desenvolver estudos voltados a
entender os mecanismos envolvidos na adaptacao dessas bactérias para infectar o
cafeeiro.
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Figura 1. Alinhamento das sequéncias genémicas de Pseudomonas syringae pv. garcae, P. syringae
pv. tabaci e Pseudomonas cichorii, usando Mauve. As sequéncias rascunho RefSeq obtidas do
GenBank foram primeiro alinhadas com o genoma de referéncia (P. syringae pv. tomato DC3000) e em
seguida, as sequéncias com os contigs ordenados foram alinhadas. Os nimeros indicam as posigdes
em pares de bases dos genomas.
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Figura 2. Diagrama de Venn demonstrando as proteinas compartilhadas e exclusivas de Pseudomonas
syringae pv. garcae, P. syringae pv. tabaci e Pseudomonas cichorii, determinadas usando CD-HIT. Os
numeros nas intersegdes indicam as proteinas que sao compartilhadas entre duas ou trés
espécies/patovares. O numero de proteinas de cada patdgeno € agrupado por uma cor e indicam as
proteinas exclusivas de cada espécie/patovar.
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Figura 3. Modelos funcionais do genoma core e do pangenoma de (A) Pseudomonas syringae pv.
garca, (B) P. syringae pv. tabaci e (C) Pseudomonas cichorii. O numero de genes de cada cluster
(pangenoma ou core) foram plotados em fungdo do niumero de genomas adicionados. A cada adigéo
foi calculada uma nova média e mediana, representada pelo bloxplot em cada ponto.
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Figura 4. Arvores filogenéticas geradas utilizando 30 sequéncias gendmicas de estirpes de
Pseudomonas syringae pv. garcae, baseadas na matriz de genes PanBased. As arvores foram
construidas utilizando os métodos de (A) Médias Aritimédicas ndo Ponderadas (UPGMA) e (B)
Neighbor-Joining (NJ). As estirpes mais divergentes sdo destacados em vermelho. As estirpes que
apresentaram agrupamentos diferentes, segundo o método utilizado, sdo destacadas em azul.
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Figura 5. Arvore filogenética construida utilizando 30 sequéncias gendmicas de estirpes de
Pseudomonas syringae pv. garcae, baseadas em SNP do genoma core, utilizando o método de méaxima
verossimilhanga (ML). As estirpes mais divergentes sado destacadas em vermelho. As estirpes que
apresentaram agrupamentos diferentes, com relagdo a arvore baseada no pangenoma usando o
método NJ, sdo destacadas em azul.



37

o ASMN341575v1

——e ASMN341616v1

——o ASMN341614v1

—©@ ASMN341638v1

Lo ASMN341578v1

ASMN341614v1

——— e ASMN341616v1

@ ——e ASMN341658v1

-——— ASMN341578v1

® ASMN341575v1

— @ ASMN341616v1

—@ ASMN341614v1

® ——=o ASMN341658v1

° Lo ASMN341575v1

® ASMN341578v1

Figura 6. Arvores filogenéticas construidas utilizando cinco sequéncias gendmicas de estirpes de
Pseudomonas syringae pv. tabaci, baseadas na matriz de genes PanBased (A e B) e em SNP do
genoma core. Os métodos de agrupamento utilizados foram (A) Médias Aritimédicas ndo Ponderadas
(UPGMA), (B) Neighbor-Joining (NJ) e (C) Maxima Verossimilhangca (ML). As estirpes que tiveram o
agrupamento diferente, dependendo do método utilizado, sdo destacadas em azul.
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Figura 7. Arvores filogenéticas construidas utilizando cinco sequéncias gendémicas de estirpes de
Pseudomonas cichorii, baseadas na matriz de genes PanBased (A e B) e em SNP do genoma core.
Os métodos de agrupamento utilizados foram (A) Médias Aritimédicas ndo Ponderadas (UPGMA), (B)
Neighbor-Joining (NJ) e (C) Maxima Verossimilhanca (ML). As estirpes que tiveram o agrupamento
diferente dependendo do método utilizado sao destacadas em azul.
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Figura 8. Arvore filogenética de espécies/patovares de Pseudomonas, baseadas em valores de ANIb,
construidas usando o método Neighbor-Joining (NJ). Os valores de ANIb foram calculados com o
programa JSpecies, a arvore foi contruida com PHYLIP e editada em NJPLOT. O numero de acesso
ao GenBank é indicado entre parénteses. As bactérias patogénicas ao cafeeiro sdo indicadas em

vermelho.
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Figura Suplementar S1. Alinhamento das cinco sequéncias genémicas de cada patégeno bacteriano
do cafeeiro. (A) Pseudomonas syringae pv. garcae. (B) P. syringae pv. tabaci. (C) Pseudomonas
cichorii. Os contigs das sequéncias RefSeq recuperadas do GenBank foram inicialmente alinhadas com
0 genoma de referéncia (P. syringae pv. tomato DC3000). Blocos colineares locais sdo conectados por
uma linha e identificados pela mesma cor. Os niumeros indicam as posi¢cdes nos genomas, em pares

de bases,



Tabela Suplementar S1. Genomas de estirpes de Pseudomonas obtidas de plantas de Coffea arabica no estado de Minas Gerais, recuperados do GenBank.

Espécie Patovar Estirpe Numero de acesso Comprimento da sequéncia N? de Contigs N50 L50
coronafaciens garcae 462* ASM341635v1 5,495,479 42 259,852 6
coronafaciens garcae 471* ASM341623v1 5,597,954 48 301,655 7
coronafaciens garcae 445* ASM341591v1 5,616,225 51 303,153 6
coronafaciens garcae 460* ASM341583v1 5,541,917 53 262,266 6
coronafaciens garcae 438* ASM341595v1 5,579,882 53 293,898 6
coronafaciens garcae 436 ASM341665v1 5,583,686 54 309,917 6
coronafaciens garcae 457 ASM341642v1 5,551,542 56 282,795 7
coronafaciens garcae 456 ASM341584v1 5,541,938 58 239,887 7
coronafaciens garcae 484 ASM341607v1 5,653,368 59 303,157 5
coronafaciens garcae 451 ASM341589v1 5,605,581 61 313,463 6
coronafaciens garcae 455 ASM341587v1 5,656,459 62 291,81 7
coronafaciens garcae 465 ASM341629v1 5,591,140 62 303,164 5
coronafaciens garcae 459 ASM341639v1 5,626,802 62 235,348 7
coronafaciens garcae 487 ASM341603v1 5,698,373 64 239,921 7
coronafaciens garcae 483 ASM341608v1 5,592,424 65 239,837 8
coronafaciens garcae 461 ASM341638v1 5,622,834 65 303,136 6
coronafaciens garcae 475 ASM341574v1 5,649,569 66 272,99 6
coronafaciens garcae 443 ASM341594v1 5,561,375 67 259,911 6
coronafaciens garcae 485 ASM341605v1 5,698,025 67 275,139 7
coronafaciens garcae 434 ASM341666v1 5,635,253 67 235,045 7
coronafaciens garcae 466 ASM341579v1 5,590,450 69 291,81 6
coronafaciens garcae 454 ASM341644v1 5,681,222 69 239,853 6
coronafaciens garcae 486 ASM341568v1 5,706,553 71 239,837 6
coronafaciens garcae 432 ASM341670v1 5,655,450 73 235,298 5
coronafaciens garcae 463 ASM341632v1 5,683,688 74 173,302 10
coronafaciens garcae 476 ASM341619v1 5,647,280 75 303,167 7
coronafaciens garcae 450 ASM3416445v1 5,676,804 76 272,632 6
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coronafaciens garcae
coronafaciens garcae
coronafaciens garcae
amygdali tabaci
amygdali tabaci
amygdali tabaci
amygdali tabaci
amygdali tabaci
cichorii -
cichorii -
cichorii -
cichorii -
cichorii -

437
464
150
480*
440*
469*
478
479*
481*
482
473
474*
136*

ASM341662v1
ASM341634v1
ASM41597v1
ASM341614v1
ASM341658v1
ASM341578v1
ASM341575v1
ASM341616v1
ASM341610v1
ASM341569v1
ASM341577v1
ASM341621v1
ASM341675v1

5,683,912
5,609,724
5,728,017
6,138,565
6,150,227
6,222,674
6,232,055
6,223,414
5,778,505
5,765,860
5,844,590
5,871,845
5864,912

76
77
78
90
91
99
101
101
38
49
50
52
78

283,4
262,224
249,481
124,493
132,939
136,569
151,325
122,192
312,803
256,289
262,056
182,316
174,522

15
15
15
13
15

9
10

(*) Estirpes que foram selecionadas para alinhamento e analise de protedmica, com base em parametros como numero de contigs, N50 e L50.
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Tabela Suplementar S2. Estirpes de Pseudomonas cujos genomas foram obtidos do banco de dados

GenBank e utilizados na analise filogenética baseada em ANIb.

Espécie Patovar Estirpe Numero da amostra N? de contigs N50 L50
coronafaciens garcae 462 ASM341635v1 42 259,85 6
amygdali tabaci 480 ASM341614v1 90 124,49 15
cichorii - 481 ASM341610v1 38 312,80 6
syringae tomato DC3000 ASM780v1 - - -
savastanoi phaseolicola 1448A ASM1220v1 - - -
syringae syringae B728A ASM1224v1 - - -
syringae maculicola ES4326 ASM14584v1 878 17,22 101
syringae pisi PP1 ASM45244v3 - - -
caricapapayae - ICMP2855 PcalCMP2855 198 78,66 26
amygdali lachrymans NMO002 ASM206813v1 - - -
amygdali morsprunorum R15244 ASM290568v2 - - -
savastanoi glycinea 2411 ASM320594v1 800 57,99 32
coronafaciens  coronafaciens  ICMP 10052 ASM369995v1 202 120,08 13
syringae delphinii ICMP529 PdplCMP529 428 27,13 65
syringae persicae NCPPB 2254 ASM98090v1 201 69,35 31

(-) Sequéncias com o genoma completo.
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efetores de tipo lll em Pseudomonas patogénicas ao cafeeiro de Minas Gerais
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RESUMO

As manchas foliares causadas pelas bactérias fitopatogénicas P. syringae pv.
garcae (Psgc), P. syringae pv. tabaci (Psta) e Pseudomonas cichorii (Pch) em plantas de
café ocasionam grandes perdas econdmicas na produ¢ao de mudas em viveiro e também
no campo. Apesar da grande importancia do café, ndo existem trabalhos relacionados
aos mecanismos moleculares associados a capacidade de Psgc, Psta e Pch em
causarem doencas neste hospedeiro. Assim, este trabalho teve como objetivo identificar
os clusters de genes hrp/hrc e predizer os efetores de tipo Il (T3SE) presentes em
genomas de Psgc, Psta e Pch, potencialmente envolvidos na capacidade destes
patdogenos causarem doenga. Para tanto, as sequéncias gendmicas das Pseudomonas
patogénicas ao cafeeiro, obtidas do banco de dados (GenBank), tiveram os cluster de
genes hrp/hrc de cada estirpe mapeados usando o visualizador de genomas CLC e
alinhadas usando Mauve. A predi¢cao do T3SE foi realizada usando Blastp e scripts em
Python, localizando a presenga de sequéncias assinaturas presentes nas regides
promotoras (caixa hrp) e sinal de secregao na extremidade N-terminal das proteinas. Alta
sintenia génica foi observada entre os clusters de genes hrp/hrc dos diferentes patovares
de P. syringae. Entretanto, inversdes foram encontradas nos genes hrpA, hrpB, hrpF,
hrpG, hrpV, hrpL e delegdes dos genes hrpD, hrpF, hrpT, hrpQb e hrpL em pelo menos
um dos patovares, 0 que sugere que os clusters sofreram alteracdes durante processo
evolutivo. Comparacgdes entre os pansecretomas do T3SE demonstrou que Psgc possui

46 familias de efetores, sendo 10 possiveis novos efetores, Psta possui 43 familias de
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efetores, sendo 13 novos candidatos a efetores e Pch contendo 20 familias de efetores,
sendo 10 provaveis novos efetores. Foi constatado que avrE foi a unica familia de efetor
compartilhado entre as trés espécies/patovares bacterianas. Assim, indicando que o
efetor avrE pode possuir papel fundamental nas interagbes dessas bactérias com o
cafeeiro. Os resultados deste estudo sdo a base para a caracterizagao funcional dos
genes candidatos e o entendimento dos mecanismos de patogenicidade destas bactérias

fitopatogénicas no futuro.

Palavras-chave: avrE, caixa hrp, cichorii, Coffea, garcae, hrplhrc, patogenicidade,
tabaci.

INTRODUGAO

A cultura do cafeeiro é de extrema importancia para economia brasileira, uma vez
que o café arabica (Coffea arabica L.) e o café robusta (Caffea canephora L.) sdo umas
das comodities agricolas mais vendidas do mundo (DaMatta & Ramalho, 2004). Porém,
perdas significativas na produg¢ao sao causadas por pragas, e diferentes patégenos como
nematoides, fungos e bactérias (Rodrigues et al., 2013). Dentre as doengas bacterianas,
P. syringae pv. garcae (Psgc) (Amaral et al., 1956), P. syringae pv. tabaci (Psta)
(Rodrigues Neto et al., 2006) e Pseudomonas cichorii (Pch) (Swingle 1925) merecem
destaque pelas perdas de mudas em viveiro e em campo.

Apesar da grande importancia da cultura do cafeeiro e os consideraveis danos que
essas bactérias fitopatogénicas causam na cultura do café, ndo existem trabalhos
relacionados aos mecanismos moleculares que permitam que essas bactérias causem
doenca neste hospedeiro (Badel & Zambolim 2019).

Sabe-se que os patdégenos de plantas desenvolveram mecanismos sofisticados
para subverter a resposta do sistema imunoldgico da planta e adquirir os nutrientes
(Badel et al., 2013). Como primeira resposta do sistema imune das plantas, receptores
no hospedeiro identificam os padrées moleculares associados ao patdgeno (Pathogen-
Associated Molecular Patterns, PAMPs), ativando uma resposta conhecida como
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imunidade desencadeada por PAMPs (PAMP-Triggered Immunity; PTI) que promove o
fluxo de ions através da membrana plasmatica, a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, a deposicdo de calose e a sinalizagao e indugcdo de genes relacionados a
defesa (Jones & Dangl 2006; Zipfel & Robatzek 2010). Como resultado, os patéogenos
liberam proteinas efetoras que bloqueiam o reconhecimento dos PAMPs ou silenciam os
sinais gerados pelo PTI (Badel et al., 2013; Gohre & Robatzek 2008). Alguns efetores,
direta ou indiretamente, s&o reconhecidos pela planta desencadeando uma segunda
linha de resposta, conhecida como imunidade desencadeada por efetores (Effector-
Triggered Immunity; ETI), culminando na reacao de hipersensibilidade (HR) (Klement &
Goodman 1967). Em resposta ao ETI, os patégenos desenvolveram proteinas efetoras
que evitam o seu reconhecimento pelas plantas e suprimem os sinais associados ao ETI
(Badel et al., 2013; Jones & Dangl 2006).

Em bactérias fitopatogénicas Gram-negativas, o sistema de secrecéo do tipo lll
(T3SS) é codificado pelos genes hrp (hypersensitive response and pathogenicity) e hrc
(hrp conserved) (Zwiesler-Vollick et al., 2002), os quais sdo responsaveis pela montagem
do pilus HrpA e injecdo de proteinas efetoras diretamente na célula do hospedeiro, onde
modulam a fisiologia da planta para favorecimento do patégeno (Roine et al., 1997; Jin &
He, 2001; Zwiesler-Vollick et al., 2002). Além da proteina HrpA que forma o pilus, o T3SS
€ constituido por proteinas que se localizam nas membranas da célula bacteriana,
incluindo HrcV e HrcC, cuja fungéo € essencial para a secregéo de efetores (Collmer et
al., 2000; Cornelis and Van Gijsegem, 2000; Stuber et al., 2003).

Trés proteinas reguladoras, HrpR, HrpS e HrpL, s&o requeridas para a expressao
dos genes hrp/hrc e dos genes que codificam o T3SE em P. syringae (Collmer et al.,
2000; Grimm et al., 1995; Hutcheson et al., 2001; Xiao & Hutcheson, 1994; Zwiesler-
Vollick et al., 2002). Os reguladores HrpR e HrpS ativam a expressao dos genes hrpL,
cuja proteina codificada por sua vez ativa os genes hrp, hrc e hop (hrp outer proteins;
codificam proteinas secretadas pelo T3SS) ligando-se as regides promotoras através do
reconhecimento da caixa hrp (Grimm et al., 1995; Lindeberg et al. 2005; Vencato et al.,
2006; Xiao & Hutcheson, 1994). Uma vez que 0s genes sejam expressados e as
proteinas sintetizadas, estas sdo reconhecidas pelo T3SS devido a presenca de padrbes
presentes nas extremidades N-terminais, constituidas principalmente por padrées de
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hidrofobicidade/hidrofilicidade, ao invés de uma sequéncia de aminoacidos conservada
(Bhattacharjee et al. 2006; Dou et al. 2008).

Considerando-se que Psgc, Psta e Pch causam sintomas semelhantes em plantas
de café, comparagdes gendmicas relacionadas ao T3SS e aos efetores secretados por
ele, podem conduzir na identificacdo do conjunto de genes de efetores que sejam
conservados e essenciais a patogenicidade destas espécies/patovares. Essa
identificacao auxiliara a compreensao da especificidade destas espécies/patovares e dos
aspectos evolutivos envolvidos na adaptagdo destes patégenos com relagdo ao
hospedeiro (Studholme et al., 2002; Zwiesler-Vollick et al., 2002).

Sendo assim, este trabalho visou identificar os clusters de genes hrp/hrc e predizer
os T3SE presentes em genomas de Psgc, Psta e Pch. Para essa analise, ferramentas de
bioinformatica e scripts customizados foram desenvolvidos para identificar os genes com
base em similaridade de sequéncia, caracteristicas da regido promotora dos genes e

identificacdo de padrbes de sinais de secrecao de proteinas efetoras.

MATERIAL E METODOS

Obtencao das sequéncias genémicas

Para obtengao das sequéncias gendmicas de P. syringae pv. garcae, P. syringae
pv. tabaci e P. cichorii, patogénicas ao cafeeiro, foram utilizadas as sequéncias curadas
e depositadas como RefSeq, obtidas do banco de dados (GenBank) do National Center

for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Analise comparativa do cluster de genes hrp/hrc

Para obter as sequéncias de nucleotideos do cluster de genes hrp/hrc de cada
estirpe, as sequéncias dos genes hrpK e hrpS que definem as extremidades desse cluster
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em Pst DC3000 (Alfano et al., 2000) foram localizados nas sequéncias gendmicas
usando o visualizador de genomas CLC v. 8.0 (https://www.qgiagenbioinformatics.com/
products/clc-sequence-viewer/). A sintenia dos genes que compdem o cluster de genes
hrp/hrec das estirpes tipo ou representativas de Psgc, Psta e Pch foi determinada usando
o] alinhador de sequéncias multiplas Mauve V. 24.0
(http://darlinglab.org/mauve/mauve.html) (Rissman et al., 2009). A identidade de
nucleotideos e amino acidos entre grupos de genes e proteinas pertencentes a mesma

familia foi determinada usando Blast (Altschul et al., 1990).

Predi¢cao e gendmica comparativa de complementos de T3SE

A predigcao do complemento de T3SE das cinco estirpes selecionadas de cada
bactéria fitopatogénica para o estudo comparativo foi feita usando Balstp (Altschul et al.,
1990). Para isto, as sequéncias de proteinas preditas nos genomas de Psgc, Psta e Pch
foram comparadas com as sequéncias de efetores conhecidas de P. syringae,
depositadas no Pseudomonas syringae Genome Resource (http://www.pseudomonas-
syringae.org/), um banco de dados que contém informacdes a respeito da biologia de
genomas de mais de 50 patovares de P. syringae e mais de 80 sequéncias de efetores
conhecidos.

Adicionalmente, para a identificagdo de T3SE de Psgc, Psta e Pch foram
elaborados scripts em Python para localizar padrdes presentes nas regides promotoras
(caixa hrp) dos genes hrp/hrc € hop que codificam proteinas efetoras de Pseudomonas
(Kajihara et al., 2012) (Tabela 1). Um script encontra genes que possuem caixas hrp na
sua regiao promotora, além dos dois genes seguintes no sentido downstream. Filtragens
foram realizadas para eliminar genes que codificam proteinas que fazem parte do T3SS,
chaperonas, acessorios localizados na membrana e genes que se encontram na fita
complementar. O outro script encontra T3SE com base no sinal de secrecio presentes
na extremidade N-terminal das proteinas Hop que sao reconhecidas pelo T3SS (Hung et
al., 2014). As caracteristicas previamente descritas utilizadas neste estudo foram a
presenca de > 10% de serina nos primeiros 50 aminoacidos, presenca de isoleucina,
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leucina, valina ou prolina na terceira ou quarta posi¢ao e auséncia de acido aspartico ou
glutamato na 122 posi¢cao na sequéncia da proteina analisada (Schechter et al., 2012,
Vencato et al., 2006). Os resultados sao apresentados em diagrama de Venn, usando a

ferramenta Jvenn (http://jvenn.toulouse.inra.fr/app/example.html) (Bardou et al., 2014).

RESULTADOS

Pseudomonas cichorii possui um hrplhrc cluster divergente dos patovares de
Pseudomonas syringae

Foi possivel observar que os patovares de P. syringae possuem as sequéncias
dos hrp/hre clusters muito similares, enquanto a espécie Pch possui uma sequéncia mais
divergente, sendo mais extensa, com uma grande insergéo contendo 21 ORFs entre os
genes hrcC e hrcU. Essa insergado se encontra entre as posi¢ées 7000 e 32000 das
sequéncias ordenadas dos clusters hrp/hrc, sendo conservada dentro das cinco estirpes
de Pch e ausentes nos patovares de P. syringae (Figura 1). Essa grande insergao
corresponde a uma regiao enriquecida em proteinas reguladoras, fatores de transcricao
e permeases do tipo ABC (Tabela Suplementar S1)

Apessar dos genes dos clusters hrp/hrc das espécies/patovares que infectam o
cafeeiro terem a mesma anotagao nos seus genomas do que os genes do cluster de Pst
DC3000, alguns deles nao apresentaram similaridade significativa (Figura 2). Assim, dos
membros pertencentes ao cluster hrp/hrc de Psgc, apenas hrpA, hrpD, hrpF, hrpG, hrcQa
e hrpJ nao possuem identidade quando comparados com os genes do cluster de
referéncia, enquanto os demais membros identificados possuem identidades que variam
de 36 a 98%, nao sendo identificados, na regido genémica extraida com CLC, os genes
hrpT, hreQb e hrpL (Figura 2A e 2B).

Analisando a sequéncia de Psta, os membros hrcd, hrpG, hrcS, hrpP, hrpQ e hrpJ
nao possuem similaridade significativa com os genes presentes no cluster hrp/hrc de Pst

DC3000. Os genes hrpD, hrpF, hrpT e hreQb nao foram encontrados na regiao genémica
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selecionada. Os genes do cluster hrp/hrc de Psta, localizados no estudo, possuem
identidades que variam entre 41 a 94% quando comparados com os genes do hrp/hrc
cluster de referéncia (Figura 2A e 2C).

Dentre os genes do cluster hrp/hrc de Pch, hrpD, hrpd, hrpG, hrcU, hrcT, hrcR,
hrpP, hrcN e hrcV nao tiveram identidade com os respectivos membros do cluster hrp/hrc
de Pst, enquanto hrpR, hrpA, hrpV, hrcQa, hrpT, hrcQb e hrpL nao foram localizados no
genoma de Pch. Os demais componentes identificados tiveram as menores identidades
com os genes homologos de Pst DC3000 quando comparados com Psgc e Psta, variando
entre 27 a 58% (Figura 2A e 2D).

Diversidade de efetores novos e conhecidos entre Pseudomonas que infectam o
cafeeiro

A busca de efetores nas cinco sequéncias gendmicas de Psgc, baseada em
similaridade de sequéncias de amino acidos, permitiu a identificacao de 37 a 48 possiveis
efetores. Analisando a presencga da caixa hrp na regido promotora foi localizado de 21 a
28 efetores candidatos (Tabela Suplementar S2 e S3). No entanto, nestes grupos de
possiveis efetores foram identificadas proteinas pertencentes a mesma familia, assim, os
resultados foram filtrados de modo que cada familia de efetor seja representada apenas
por um membro. Adicionalmente, os resultados da busca por simlaridade de sequéncias
e presenca de caixa hrp foram reunidos para obter o pansecretoma de tipo Ill de Psgc,
utilizando as informacgdes obtidas das cinco estirpes incluidas no estudo. Os resultados
mostraram que Psgc possui efetores candidatos de 46 familias, distribuidos entre as
cinco estirpes avaliadas (Figura 3). Das 46 familias de T3SE identificadas em Psgc, foram
encontrados 13 possiveis novos efetores, através do script desenvolvido em Python, que
analisa assinaturas referentes a caixa hrp na regidao promotora de genes regulados por
HrpL.

A pesquisa de similaridade de sequéncias de aminoacidos, analisando as cinco
sequéncias gendbmicas de Psta, localizou a presenca de 24 a 30 efetores candidatos,
enquanto analisando a presenca da caixa hrp na regiao promotora identificou a presenca
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de 22 a 26 possiveis efetores (Tabela Suplementar S4 e S5). Apds a retirada das
repeticdes de efetores pertencentes a mesma familia, os dados de similaridade e caixa
hrp reunidos demonstraram que Psta possui 43 familias de efetores candidatos,
compartilhados entre as cinco estirpes analisadas (Figura 4). Das 43 familias de efetores
identificados em Psta, usando o script em Python, foi detectado a presenga de 13
possiveis novos efetores, por meio da assinatura referente a caixa hrp.

Em Pch, a pesquisa de similaridade de sequéncias de aminoacidos nas cinco
sequéncias gendmicas, localizou a presencga de trés efetores candidatos, analisando a
presencga da caixa hrp na regiao promotora, identificou a existéncia de 5 a 11 possiveis
efetores (Tabela Suplementar S6 e S7). Posterior a retirada das repeticoes de efetores
pertencentes a mesma familia, os dados agrupados de similaridade e caixa hrp
demonstraram que Pch possui 14 familias de efetores candidatos, distribuidos entre as
cinco estirpes avaliadas (Figura 5). Entre as 14 familias de efetores identificados em Pch,
o script em Python detectou a presenga de 10 possiveis novos efetores, com base na

assinatura na regido promotora dos genes regulados por HrpL.

Um efetor altamente conservado e importante para a patogenicidade é comum
entre bactérias patogénicas ao cafeeiro

Comparacbes entre os pansecretomas de tipo Ill das diferentes
espécies/patovares mostrou que das 46 familias de efetores de Psgc, as familias avrB,
avrPto, hopY, hopZ, hopAl, hopAU, hopBl, hopAdJ, hopH, hopAF, hopBF e 10 possiveis
novos efetores foram exclusivos de Psgc. Em Psta, das 43 familias de efetores
encontradas, foram exclusivos os efetores hopl, hopM, hopQ, hopAB, hopAZ e 13
possiveis novos efetores. As familias de efetores, hopA, hopB, hopBN e 10 candidatos a
novos efetores foram exclusivos de Pch. Dos possiveis efetores de Psgc, trés
(Psgc_ef07, Psgc_ef08 e Psgc_ef13) sdo compartilhados com Psta. Foi observado que
as trés espécies/patovares compartilham apenas uma familia de efetores, identificado

como awvrE (Figura 6). As fungdes previamente relatadas para efetores encontrados no
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pansecretoma do T3SS de Psgc, Psta e Pch sao diversas e podem ser observadas na
Tabela 2.

DISCUSAO

No presente trabalho, os genes que constituem os clusters de genes hrp/hrc, e as
proteinas efetoras secretadas pelos T3SS de patdégenos bacterianos que causam
manchas folilares no cafeeiro foram preditos. Analisando os cluster de genes hrp/hrc
extraidos das sequéncias genémicas rascunho de estirpes representativas de Pst, Psgc,
Psta e Pch, foi verificada a presenga de homdélogos da maioria dos genes do cluster de
referéncia de Pst DC3000 nos clusters de Psgc e Psta, indicando uma alta conservagao
do T3SS entre os patovares de P. syringae analisados. Com relacao ao hrp/hrc cluster
de Pst DC3000, os clusters dos patovares Psgc e Psta apresentaram alta sintenia génica
€ 0s genes mostraram alta similaridade de sequéncia. Quando comparado com o cluster
hrp/hrc de Pst DC3000, além de apresentar uma menor conservagao de genes, foi
observada uma grande inser¢ado no cluster de Pch, a qual esta presente apenas nas
estirpes dessa espécie. Esses resultados ratificam a ideia que o T3SS é um componente
importante para a capacidade de espécies de Pseudomonas em causar doenca nas
plantas hospedeiras.

No entanto, estudos sobre os mecanismos moleculares pelos quais Psgc causa
doenca em plantas de café nado foram reportados (Badel & Zambolim 2019), e o
requerimento do T3SS para sua patogenicidade nao foi claramente estabelecido. Devido
ao fato que foi demonstrado que a estirpe 1202 de Psgc foi capaz de injetar quimeras
entre um efetor de Hemileia vastatrix e o sinal de secrecao de tipo Il de efetores
bacterianos, acredita-se que Psgc possua um T3SS funcional (Maia et al., 2017). Este
estudo identificou em Psgc homologos de genes presentes no cluster hrp/hrc de Pst
DC3000, cujo T3SS é essencial para causar doenga em plantas suscetiveis e HR em
plantas resistentes (Collmer et al., 2000).

Contudo, alguns genes do cluster hrp/hrc de Psgc nao apresentaram similaridade

significativa com genes do cluster de Pst DC3000, como hrpL, um regulador da expressao
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dos genes hrp/hrc e hop, que nao foi encontrado nas regides genémicas selecionadas. A
eficiéncia do script foi demonstrada pela sua capacidade de localizar genes que fazem
parte dos clusters de genes hrp/hrc, assim como de encontrar genes que codificam Hops,
proteinas acessorias e chaperonas preditos e caracterizados funcionalmente em estudos
prévios (dados nao demonstrados) (Collmer et al., 2000; Xiao & Hutcheson 1994; Grimm
et al., 1995; Hutcheson et al., 2001; Zwiesler-Vollick et al., 2002). Genes homodlogos de
hrpL frequentemente estdo presentes entre hrcV e hrpK em diversos patovares de P.
syringae, como observado nos clusters de genes hrp/hrc de Pst e Psta neste estudo.
Analises mais detalhadas com a utilizagcado de genomas completos poderiam confirmar
que genes tao importantes como o hrpL de fato nao estao presentes em Psgc. A presenca
de genes homologos de hrpR, hrpS e hrcV (Xiao & Hutcheson, 1994; Grimm et al., 1995;
Hutcheson et al., 2001; Zwiesler-Vollick et al., 2002), que s&o reguladores globais dos
genes hrp/hrc sugere que o sistema de secrecdo de Psgc apresenta similaridade
funcional com aquele de Pst DC3000.

Alta sintenia génica foi observada entre os clusters hrp/hrc dos diferentes
patovares de P. syringae. Entretanto, inversdes foram encontradas nos genes hrpA, hrpB,
hrpF, hrpG, hrpV, hrpL e delegbes dos genes hrpD, hrpF, hrpT, hrpQb e hrpL em pelo
menos um dos patovares, 0 que sugere que os clusters tém sido sujeitos a rapidas
alteracdes durante a histéria evolutiva. A implicacdo desses rearranjos genémicos na
funcdo do T3SS é desconhecida. Nossos resultados sao consistentes com relatos prévios
onde foi determinado que hrcV, que codifica para uma proteina do T3SS que se localiza
na membrana interna, € um dos genes mais conservados do cluster de genes hrp/hrc
(Cornelis and Van Gijsegem, 2000; Stuber et al., 2003).

Como em Psgc, acredita-se que o T3SS de Psta é funcional e importante para sua
interagdo com o hospedeiro, baseado nas seguintes evidéncias: (1) a expressao do efetor
hopA1 (antigamente hopPsyA ou hrmA) tornou a estirpe Psta 11528 avirulenta em
Nicotiana tabacum cv. Xanthi, que é suscetivel a estirpe de tipo selvagem (Alfano et al.
1997); (2) a expresséao do effector hopQ7-1 na mesma estirpe a tornou incompativel em
Nicotiana benthamiana (Wei et al., 2007); (3) um mutante da estirpe 6506 de Psta com
uma delecdo no gene hrcC (codifica para uma proteina ancorada na membrana) nao

causou HR em Arabidopsis (Zhang et al., 2010); e (4) enquanto em Psta 11528, de tipo
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selvagem, ativou as respostas de defesa de N. benthamiana, uma estirpe com uma
mutacdo em hrcV ndo conseguiu, provavelmente devido a nao secretar efetores
reconhecidos pela planta (Oh & Collmer, 2005).

Os resultados deste estudo demonstram que o cluster de genes hrp/hrc de Pch é
divergente daqueles dos patovares de P. syringae. Essa divergéncia se reflete tanto no
numero de genes conservados quanto na baixa similaridade dos genes, onde a maxima
similaridade observada foi de 58% para hrpS. Somente nove dos 18 genes do cluster
hrp/hrc extraidos dos genomas rascunho apresentam similaridade significativa com
aqueles do cluster hrp/hrc de Pst DC3000.

Em estudos prévios, foi demonstrado que a funcéo dos genes hrcG, hrcT, hrpL e
hrpS em Pch SPC9018 sédo necessarios para causar doengas em plantas de berinjela
(Solanum melongera), salséo (Apium graveolens) e quiabo (Abelmoschus esculentus),
porém aparentemente ndo sado essenciais para a sua patogenicidade em alguns
hospedeiros como a alface (Lactuca sativa L. cv. Success), indicando que Pch possui
diferentes mecanismos para causar doengca em diferentes hospedeiros (Badel &
Zambolim 2019; Hojo et al., 2008; Ramkumar et al., 2015). Essas observag¢des confirmam
que é necessario desenvolver estudos funcionais, criando mutantes em genes essenciais
para a funcao do T3SS em estirpes coletadas do cafeeiro e testar a sua capacidade de
causar doenga nessa espécie hospedeira.

A proximidade filogenética entre os patégenos bacterianos que causam mancha
foliar no cafeeiro e a similaridade dos sintomas causados, sugere a possibilidade que
mecanismos comuns possam ser utilizados por esses patdégenos. Os resultados deste
estudo, relacionados ao pansecretoma do T3SS das Pseudomonas patogénicas ao
cafeeiro relevou a presenca de 27 efetores core em Psgc, formado por oito possiveis
novos efetores encontrados através da presenga de caixas hrp nas regides promotoras
dos genes. Em Psta, foram encontrados 28 efetores core, constituidos por nove novos
possiveis efetores, e em Pch, dos cinco efetores core encontrados, trés sao possiveis
novos efetores.

Foi possivel observar que Pch possue um pansecretoma do T3SS menor do que
aqueles de Psgc e Psta. O numero de efetores de uma espécie/patovar bacteriano é
altamente variavel, segundo a estirpe (Badel & Zambolim, 2019). Uma unica estirpe de
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P. syringae tipicamente pode codificar mais de 30 efetores diferentes (Lindeberg et al.,
2008). Contudo, diferentes estirpes de espécies/patovares de Pseudomonas podem
exibir diversos conjuntos de efetores. Assim, uma determinada espécie/patovar de
Pseudomonas exibe um conjunto de efetores fixos, presente em todas as estirpes, e que
possuem papel fundamental no processo da doenga (Studholme et al., 2002). Efetores
especificos aparentemente tém efeitos redundantes com outros efetores do core e sao
individualmente dispensaveis, com perdas pequenas ou sem efeito detectavel na
viruléncia do patégeno quando modificados (Studholme et al., 2002; Grant et al., 2006).
Este trabalho detectou que apenas genes da familia de efetores avrE estiveram
presentes em todas as espécies/patovares de Psedomonas que infectam plantas de café.
Genes da familia avrE tém sido encontrados em todas as bactérias de importancia
agricola que possuem um T3SS, incluindo membros das classes betaproteobacteria
(Ralstonia) e gammaproteobacteria (Xanthomonas e Pseudomonas). Varios estudos ja
relataram que alguns genes da familia avrE contribuem significativamente para a
viruléncia em plantas hospedeiras (Degrave et al., 2015), sendo requeridos no inicio e
durante o processo infeccioso, conferindo a capacidade de supressao das respostas da
planta dependentes de acido salicilico, como deposi¢do de calose ou expressiao dos
genes relacionados a patogénese 1 (Pathogenesis Related 1; PR1) (Boreau et al., 2006;
Deng et al., 2003; Hogan et al., 2013; Kim et al., 2011; Pester et al., 2012). A mutacao de
genes que codificam proteinas da familia AvrE pode variar desde a diminuigdo da
viruléncia (Badel et al. 2006) até a perda da patogenicidade (Bogdanove et al., 1998).
No presente estudo, tentou-se identificar T3SE com base no sinal de secrecao
presente na porcdo N-terminal. Diversas abordagens foram utilizadas para predizer os
efetores com base nessa caracteristica, incluindo o uso de um script customizado em
Python, e 0s programas disponiveis on line pEffect
(https://services.bromberglab.org/peffect/) (Goldberg et al., 2016) e EffectiveDB
(https://effectors.csb.univie.ac.at/) (Eichinger et al., 2016). Um numero exagerado de
efetores (> 500) foi predito utilizando cada abordagem. Acredita-se que os modelos
baseados na identificacdo dos sinais de secrec¢ao do tipo Il ndo estdo ainda corretamente

acurados. Portanto, os resultados dessas analises foram desconsiderados.



56

Por fim, a descricdo dos pansecretomas de tipo Ill de Psgc, Psta e Pch neste
estudo servem como ponto de partida para trabalhos futuros visando a caracterizagao
funcional dos efetores identificados. O conhecimento do repertorio dos efetores das
espécies/patovares patogénicas ao cafeeiro pode auxiliar na compreensado dos
mecanismos que estas utilizam para subjugar o hospedeiro. Assim, este trabalho indica
que o efetor avrE pode possuir papel fundamental nas interagdes dessas bactérias com
o cafeeiro. Por outro lado, a descoberta de novos efetores pode ajudar a entender como
cada espécie/patovar se adaptou ao hospedeiro e as caracteristicas exclusivas de cada
patossistema. Trabalhos que contribuam para melhor entender a fungao e a diversidade
genética associada ao repertério do T3SS das Pseudomonas patogénicas ao cafeeiro
sdo de extrema importancia para o desenvolvimento de estratégias que visem o controle

eficiente das doencgas causadas por essas bactérias.
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Figura 1. Alinhamento em Mauve das sequéncias dos clusters de genes hrp/hrc, selecionadas por CLC,
de Pseudomonas. syringae pv. tomato (DC3000), P. syringae pv. garcae (ASMN341635), P. syringae pv.
tabaci (ASMN341614) com cinco sequéncias de Pseudomonas cichorii (ASMN341675, ASMN341577,
ASMN341621, ASMN341610).
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Figura 2. Sequencias de clusters de genes hrp/hrc selecionadas em CLC. (A) Pseudomonas syringae pv.
fomato, sequéncia de referéncia. (B) P. syringae pv. garcae. (C) P. syringae pv. tabaci. (D) Pseudomonas.
cichorii. Cada ORF é representada por uma seta, as setas com as mesmas cores obtiveram a mesma
anotacdo nas sequéncias gendmicas. Setas ligadas entre linha identificam os genes que mostraram
similaridade significativa com genes da sequéncia de referéncia. Os numeros identificam a porcentagem
de identidade com relagao aos genes do hrp/hrc cluster do genoma de referéncia.
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Psgc 445
Psgc 462

Psgc 438 Psgc 460

Figura 3. Diagrama de Venn do pansecretoma do T3SS de Pseudomonas syringae pv. garcae obtidos
mediante Blastp com o banco de dados depositados no P. syringae Genome Resource e do script
customizado em Python com base na presenga de caixa hrp na regido promotora. O numero de efetores
de cada estirpe € agrupado por uma cor diferente. Os numeros nas intersergdes indicam os efetores que
sdo compartilhados entre as estirpes.
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Figura 4. Diagrama de Venn do pansecretoma do T3SS de Pseudomonas syringae pv. tabaci obtidos
mediante Blastp com o banco de dados depositados no P. syringae Genome Resource e do script
customizado em Python com base na presencga de caixa hrp na regido promotora. O numero de efetores
de cada estirpe € agrupado por uma cor diferente. Os niumeros nas intersergdes indicam os efetores que
sdo compartilhados entre as estirpes.
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Figura 5. Diagrama de Venn do pansecretoma do T3SS de Pseudomonas cichorii obtidos mediante Blastp
com o banco de dados depositados no P. syringae Genome Resource e do script customizado em Python
com base na presenga de caixa hrp na regiao promotora. O niumero de efetores de cada estirpe é agrupado
por uma cor diferente. Os nimeros nas intersergdes indicam os efetores que sdo compartilhados entre as
estirpes.
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Figura 6. Diagrama de Venn demonstrando os efetores dos pansecretomas compartilhados e exclusivos
de Pseudomonas syringae pv. garcae, P. syringae pv. tabaci e Pseudomonas cichorii. O numero de
efetores de cada espécie/patovar € agrupado por uma cor diferente. Os niumeros nas interse¢des indicam
os efetores que sdo compartilhados entre duas ou trés espécies/patovares.
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Tabela 1. Sequéncias da caixa hrp utilizadas pelo script em Python para identificagdo de efetores de tipo

Sequéncia

Referéncia

GGAACC-N15-CCAC-2-A
GGAACC-N1-CCAC-2-A
GGAACT-N15-CCAC-2-A
GGAACT-N1-CCAC-2-A
GGAATT-N15-CCAC-2-A
GGAATT-N1-CCAC-2-A
GGAACC-N15-ACAC-2-A
GGAACC-N17-CCAC-2-A

Hojo et al. (2008)
Hojo et al. (2008)
Vencato et al. (2006)
Vencato et al. (2006)
Araki et al. (2007)
Araki et al. (2007)
Shen & Keen (1993)
Xiao & Hutcheson (1994)




Tabela 2. Efetores encontrados no pansecretoma do T3SS de Pseudomonas syringae pv. garcae, P. syringae pv. tabaci e Pseudomonas cichorii.

Efetor Funcgao

Patégeno

Hospedeiro

Referéncia

avrB  Perturbagdo hormonal e aumento de susceptibilidade

P. syringae

Arabidopsis

Cui et al. (2010)

Supressao da via do acido salicilico
Reacéo de hipersensibilidade em ndo hospedeiros
avrE Morte celular por toxicidade
Promogao de crescimento bacteriano in planta

Inibicao de sintese proteica

E. amylovora
E. amylovora
P. syringae pv. glycinea
P. carotovorum

Malus domestica
Nicotiana tabacum
Glycine max
Nicotiana benthamiana

A. thaliana

Boureau et al. (2006)
Boureau et al. (2006)
Lorang et al. (1995)
Kim et al. (2011)
Degrave et al. (2013)

P. viridiflava

Araki et al. (2007)

P. syringae

Solanum lycopersicum

Xiang et al. (2008)

P. cichorii

Solanum lycopersicum

Hung et al. (2014)

Hulin et al. (2008)

avrF Chaperona
avrPto Bloqueio das respostas do sistema imune
hopA Viruléncia e especificidade de hospedeiro
hopAB Redundante do efetor avrPto
hopAE Redugao dos niveis de calose

Inibidor da reagéo de hipersensibilidade

P. savastanoi pv. savastanoi

P. savastanoi pv. savastanoi

Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum

Castaneda-Ojeda et al.
(2017)

Castaneda-Ojeda et al.
(2017)

hopAl Inativacdo da MAP-quinase P. syringae Arabidopsis Zhang et al. (2007)

hopAJ Translocacao de efetores P. syringae Solanum lycopersicum Oh et al. (2007)

hopAU - - - -

hopAZ Inibidor de ETI P. savastanoi pv. savastanoi Nicotiana tabacum Matas et al. (2014)
Supressao da deposigdo de calose P. savastanoi pv. savastanoi Nicotiana tabacum Matas et al. (2014)

hopB - - - -

hopBF - - - -

hopBl Inibidor de ETI P. savastanoi pv. savastanoi Nicotiana tabacum Matas et al. (2014)

hopBN - - - -
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hopH

hopl Supressao do acumulo de acido salicilico P. syringae A. thaliana Jelenska et al. (2007)
hopM - - - -
Indugéo de morte celular e especificidade de

hopQ hospedeiro P. syringae Nicotiana benthamiana Wei et al. (2015)

Aumento dos sintomas da doenga P. syringae pv. tabaci Phaseolus vulgaris Ferrante et al. (2009)
hopV - - - -
hopY - - - -
hopZ Aumento da multiplicagdo bacteriana P. syringae Glycine max Zhou et al. (2011)

(-) Efetores que nao foram encontrados na literatura relatando as suas fungoes.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar S1. Proteinas presentes na regido conservada do cluster de genes hrp/hrc de
Pseudomonas cichorii € ausentes nas sequéncias de Pseudomonas syringae pv. tomate, P. syringae
pv. garcae, e P. syringae pv. tabaci. As sequéncias foram obtidas usando o programa CLC e foram
indicadas através do Blastx com o banco de dados de proteinas do NCBI. O maior valor de identidade
e cobertura para todas as estirpes analizadas é apresentado.

Cobertura Identidade
Anotagéo (%) E-value (%) ID da Proteina
NAD(+) difosfatase 87 0 100 WP_117164763.1
Crotanase/enoyl-CoA 68 0 99,63 WP_117164764.1
Proteina circadiana KaiC 98 0 99,8 WP_117164765.1
Regulador de resposta 99 0 99,85 WP_117164766.1
Regulador de resposta 95 3,00E-78 100 WP_025259857.1
Regulador de resposta 93 0 100 WP_117164767 .1
3,00E-
Proteina CheB 83 145 100 WP_117164768.1
Glutamato-O-metil-transferase 95 0 100 WP_117164769.1
Regulador de resposta 96 0 100 WP_117164770.1
Regulador de resposta 76 2,00E-67 100 WP_117164771.1
Glicosiltransferase 95 0 98,1 WP_122370847 .1
1,00E-
Precorrina-6A sintase 72 180 100 WP_117164772.1
Regulador transcricional AraC 98 0 100 WP_117164773.1
Ativador transcricional MItR 53 1,00E-15 71,67 RMM76127.1
Transportador do tipo ABC 99 0 100 WP_117164774.1
Transportador permease do tipo
ABC 96 0 100 WP_117164775.1
Transportador permease do tipo 2,00E-
ABC 97 122 100 WP_117164776.1
Transportador permease do tipo
ABC 93 3,00E-61 98,99 RMS22821.1

Manitol desidrogenase 94 0 100 WP_117164778.1




74

Tabela Suplementar S2. Efetores de Pseudomonas syringae pv. garcae identificados por Blastp contra
o banco de dados de efetores depositados no Pseudomonas syringae Genome Resource.

Cobertura Identidade
Estirpe Numero de acesso  Efetor (%) E-value (%) ID da Proteina
462 ASMN341635v1 avrB1 100 0.0 85 WP_080267796.1
462 ASMN341635v1 avrB2 87 4 e-82 47 WP_080267796.1
462 ASMN341635v1 avrB3 93 5 e-21 35 WP_080267796.1
462 ASMN341635v1 avrB4-1 99 8 e-42 31 WP_080267796.1
462 ASMN341635v1 avrB4-2 99 3 e-41 31 WP_080267796.1
462 ASMN341635v1 avrD1 100 0.0 98 WP_024671645.1
462 ASMN341635v1 avrE1 100 0.0 75 WP_117144245 .1
462 ASMN341635v1 avrE1 90 0.0 68 WP_117195718.1
462 ASMN341635v1 avrPto1 98 9 e-55 53 WP_005892600.1
462 ASMN341635v1 avrPto1 98 2e-34 40 WP_081023840.1
462 ASMN341635v1 avrPto2 93 4 e-35 44 WP_005892600.1
462 ASMN341635v1 avrPto2 93 1e-19 36 WP_081023840.1
462 ASMN341635v1 avrPto3 98 5e-24 35 WP_005892600.1
462 ASMN341635v1 avrPto3 99 1 e-21 34 WP_081023840.1
462 ASMN341635v1 avrPto4 100 2 e-98 86 WP_081023840.1
462 ASMN341635v1 avrPto4 100 6 e-29 40 WP_005892600.1
462 ASMN341635v1 avrRpm1 96 6 e-79 58 WP_117144539.1
462 ASMN341635v1 avrRpm?2 88 1e-29 39 WP_117144539.1
462 ASMN341635v1 avrRps4 100 3e-117 74 WP_024668838.1
462 ASMN341635v1 hopD1 100 0.0 93 WP_117144314.1
462 ASMN341635v1 hopH1 95 9e-30 39 WP_024689564.1
462 ASMN341635v1 hopH?2 100 1 e-157 100 WP_024689564.1
462 ASMN341635v1 hopR1 100 0.0 82 WP_081023907.1
462 ASMN341635v1 hopV1 100 0.0 98 WP_081023882.1
462 ASMN341635v1 hopW1 39 6 e-72 50 WP_055004147.1
462 ASMN341635v1 hopX1 100 0.0 83 WP_081000186.1
462 ASMN341635v1 hopY1 99 1e-121 64 WP_055004655.1
462 ASMN341635v1  hopAA1-1 99 0.0 79 WP_081023867.1
462 ASMN341635v1  hopAA1-1 100 0.0 70 WP_024671270.1
462 ASMN341635v1  hopAA1-2 100 0.0 99 WP_081023867.1
462 ASMN341635v1  hopAA1-2 99 0.0 68 WP_024671270.1
462 ASMN341635v1 hopAE1 99 0.0 73 WP_055004147.1
462 ASMN341635v1 hopAF1 61 1e-120 92 WP_117144039.1
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462
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462
462
462
462
462
462
462
462
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
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ASMN341623v1
ASMN341623v1

hopAG1
hopAH1
hopAH1
hopAl1
hopAQ1
hopAS1
hopAU1
hopBD1
hopBD2
hopBF1
hopBH1
hopBI1
avrB1
avrB2
avrB3
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avrB4-2
avrD1
avrE1
avrE1
avrPto1
avrPto1
avrPto2
avrPto2
avrPto3
avrPto3
avrPto4
avrPto4
avrRps4
hopD1
hopH1
hopH?2
hopk1
hopR1
hopV1
hopW1
hopX1

100
100
62
100
60
92
100
99
84
100
100
75
100
87
93
99
99
100
100
88
98
98
93
93
98
99
100
100
100
100
95
100
43
100
100
39
100

0.0
0.0
1e-130
6 e-151
1e-13
0.0
0.0
0.0
2e-82
2 e-152
0.0
0.0
0.0
4 e-82
5e-21
8 e-42
3 e-41
0.0
0.0
0.0
9 e-55
2e-34
4 e-35
1e-19
5e-24
1e-21
2e-98
6 e-29
3 e-117
0.0
9e-30
1e-157
3e-70
0.0
0.0
6e-72
0.0

64
78
67
75
63
88
99
97
50
100
99
99
85
47
35
31
31
98
75
68
53
40
44
36
35
34
86
40
74
93
39
100
76
82
98
50
83

WP_005895613.
WP_081023866.1
WP_055002768.1
WP_024690843.1
WP_024668838.1
WP_055004241.1
WP_055004219.1
WP_055004698.1
WP_055004698.1
WP_005886680.1
WP_024691349.1
WP_024670895.1
WP_080267796.1
WP_080267796.1
WP_080267796.1
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WP_005892600.1
WP_024668838.1
WP_117144314.1
WP_024689564.1
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WP_024668838.1
WP_081023907.1
WP_117147998.1
WP_055004147.1
WP_081000186.1
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100
100
90
98
98
93
93
98
99
100
100
96
88
100
100
95
100
43
100
100
39
100
99
99
100
100
99
99
61
100
100
65
100
60
92
100
99

0.0
0.0
0.0
9 e-55
2e-34
4 e-35
1e-19
4e-24
1e-21
2e-98
6 e-29
6 e-79
1e-29
3e-117
0.0
9e-30
1e-157
3e-70
0.0
0.0
6e-72
0.0
1e-121
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1e-120
0.0
0.0
1e-130
6 e-151
1e-13
0.0
0.0
0.0

98
75
75
53
40
44
36
35
34
86
40
58
39
74
93
39
100
76
82
98
50
83
64
79
70
99
68
73
92
64
78
67
75
63
88
99
97

WP_024671645.1
WP_117207739.1
WP_117207745.1
WP_005892600.1
WP_081023840.1
WP_005892600.1
WP_081023840.1
WP_005892600.1
WP_081023840.1
WP_081023840.1
WP_005892600.1
WP_117144539.1
WP_117144539.1
WP_024668838.1
WP_117144314.1
WP_024689564.1
WP_024689564.1
WP_024668838.1
WP_081023907.1
WP_081023882.1
WP_055004147.1
WP_081000186.1
WP_055004655.1
WP_081023867.1
WP_024671270.1
WP_081023867.1
WP_024671270.1
WP_055004147.1
WP_117144039.1
WP_005895613.1
WP_081023866.1
WP_055002768.1
WP_024690843.1
WP_024668838.1
WP_055004241.1
WP_055004219.1
WP_055004698.1
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460
460
460
460
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438
438

ASMN341583v1
ASMN341583v1
ASMN341583v1
ASMN341583v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1

hopBD2
hopBF1
hopBH1
hopBI1
avrB1
avrB2
avrB3
avrB4-1
avrB4-2
avrE1
avrE1
avrPto1
avrPto1
avrPto2
avrPto2
avrPto3
avrPto3
avrPto4
avrPto4
avrRpm1
avrRpm2
hopH1
hopH2
hopR1
hopV1
hopW1
hopX1
hopY1
hopAA1-1
hopAA1-1
hopAA1-2
hopAA1-2
hopAE1
hopAF1
hopAG1
hopAH1
hopAH1

84
100
100

75
100

87

93

99

99
100

88

98

98

93

93

98

99
100
100

96

88

95
100
100
100

39
100

99

99
100
100

99

99

61
100
100

65

2e-82
2 e-152
0.0
0.0
0.0
4 e-82
5e-21
8 e-42
3 e-41
0.0
0.0
9 e-55
2e-34
4 e-35
1e-19
4 e-24
1e-21
2e-98
6 e-29
6 e-79
1e-29
9e-30
1 e-157
0.0
0.0
6e-72
0.0
1e-121
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1e-120
0.0
0.0
1e-130

50
100
99
99
85
47
35
31
31
75
68
53
40
44
36
35
34
86
40
58
39
39
100
82
98
50
83
64
79
70
99
68
73
92
64
78
67

WP_055004698.1
WP_005886680.1
WP_024691349.1
WP_024670895.1
WP_080267796.1
WP_080267796.1
WP_080267796.1
WP_080267796.1
WP_080267796.1
WP_117144573.1
WP_117149654.1
WP_005892600.1
WP_081023840.1
WP_005892600.1
WP_081023840.1
WP_005892600.1
WP_081023840.1
WP_081023840.1
WP_005892600.1
WP_117144539.1
WP_117144539.1
WP_024689564.1
WP_024689564.1
WP_081023907.1
WP_081023882.1
WP_055004147.1
WP_081000186.1
WP_055004655.1
WP_081023867.1
WP_024671270.1
WP_081023867.1
WP_024671270.1
WP_055004147.1
WP_117144039.1
WP_005895613.1
WP_081023866.1
WP_055002768.1
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438
438
438
438
438

ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1
ASMN341595v1

hopAl1
hopAS1
hopBF1
hopBH1
hopBI1

100
92
100
100
75

6 e-151
0.0

2 e-152
0.0
0.0

75
88
100
99
99

WP_024690843.1
WP_055004241.1
WP_005886680.1
WP_024691349.1
WP_024670895.1




Tabela Suplementar S3. Efetores identificados nas cinco estirpes de Pseudomonas syringae pv.
garcae usando o script customizado em Python que localiza sequéncias assinaturas presentes nas
regides promotoras (caixa hrp).
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Estirpe Numero de acesso Qualificador Efetor
438 WP_081023907.1 Efetor de tipo Ill de Psgc hopR1
438 WP_080267796.1 Proteina hipotética avrB
438 WP_024670046.1 Proteina de ligagéo a quitina Psgc EF1
438 WP_005886680.1 Proteina hipotética hopBF1
438 WP_024671432.1 Proteina hipotética Psgc EF2
438 WP_024689564.1 Proteina hipotética hopH1
438 WP_117144573.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc avrE1
438 WP_117149978.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc avrE1
438 WP_117149654.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc avrE1
438 WP_117149978.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc avrE1
438 WP_117149654.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc avrE1
438  WP_055004147.1 Endonuclease de restricéo hopAE1
438 WP_005894932.1 Proteina hipotética Psgc EF3
438 WP_081023840.1 Efetor de tipo Il de Psgc avrPto1
438 WP_024670898.1 Proteina com dominio de metiltransferase Psgc _EF4
438 WP_055002524 .1 N-acetiltransferase Psgc EF5
438 WP_117143995.1 Oxidoreductase de ligagao a FAD Psgc EF6
438 WP_081023826.1 FAD:proteina FMN transferase Psgc_EF7
438 WP_005887538.1 NAD(P)(+) transidrogenase Si-specifica Psgc EF8
438 WP_117144539.1 Efetor de tipo Il de Psgc avrRpm1
438 WP_024671270.1 Proteina hipotética hopAA1
445  WP_005894932.1 Proteina hipotética Psgc EF3

Efetor do sistema de secrecéo de tipo Il da familia

445  WP_081023836.1 Yopd de Psgc hopZ1
445  WP_024670898.1 Proteina com dominio de metiltransferase Psgc_EF4
445  WP_055002524.1 N-acetiltransferase Psgc_EF5
445  WP_054998401.1 Oxidoreductase de ligacado a FAD Psgc EF6
445  WP_080267796.1 Proteina hipotética avrB
445  WP_024670046.1 Proteina de ligacéo a quitina Psgc EF1
445  WP_005886680.1 Proteina hipotética hopBF1
445  WP_024691349.1 Proteina hipotética Psgc_EF9
445  WP_117144314.1 Proteina efetora AvrPphD de Psgc avrPphD
445  WP_117144038.1 Proteina hipotética hopAF1
445  WP_117144039.1 Efetor de tipo Il de Psgc hopAF1
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445
445
445
445
445
445
445
445
445
445
445
445
445
445
445
445
445
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460
460

WP_055003882.1
WP_005888957.1
WP_024668778.1
WP_117144245 1
WP_081023907.1
WP_024671432.1
WP_024689564.1
WP_055004601.1
WP_055004602.1
WP_081023840.1
WP_024668838.1
WP_024671645.1
WP_080268302.1
WP_055004147.1
WP_081023826.1
WP_005887538.1
WP_024671270.1
WP_024671270.1
WP_005894932.1
WP_024670898.1
WP_055002524.1
WP_117143995.1
WP_117144539.1
WP_055004147.1
WP_024691349.1
WP_055004601.1
WP_055004602.1
WP_081023907.1
WP_080267796.1
WP_024670046.1
WP_005886680.1
WP_117146000.1
WP_117207739.1
WP_117144314.1
WP_081023826.1
WP_005887538.1
WP_055003882.1

Proteina helper de tipo 11l HopAK1
Proteina SmpB de ligagdo a SsrA
Proteina hipotética
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc
Efetor de tipo Ill de Psgc
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Transglicosilase litica de mureina
Proteina com dominio DUF1440
Efetor de tipo Il de Psgc
Proteina hipotética
Proteina biosintética de siringolideo AvrD1
Proteina da familia histidina fosfatase
Endonuclease de restricao
FAD:proteina FMN transferase
NAD(P)(+) transidrogenase Si-specifica
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina com dominio de metiltransferase
N-acetiltransferase
Oxidoreductase de ligagao a FAD
Efetor de tipo 1l de Psgc
Endonuclease de resticéo
Proteina hipotética
Transglicosilase litica de mureina
Proteina com dominio DUF1440
Efetor de tipo Il de Psgc
Proteina hipotética
Proteina de ligagao a quitina
Proteina hipotética
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc
Proteina efetora AvrPphD de Psgc
FAD:proteina FMN transferase
NAD(P)(+) transidrogenase Si-specifica
Proteina helper de tipo 11l HopAK1

hopAK1
Psgc_EF10
Psgc EF11
avrE
hopR1
Psgc EF2
hopH1
hopAJ1
Psgc EF12
avrPto1
avrRps4
avrD1
Psgc EF13
hopAE1
Psgc_EF7
Psgc EF8
hopAA1
hopAA1
Psgc EF3
Psgc _EF4
Psgc_EF5
Psgc EF6
avrRpm1
hopAE1
Psgc EF9
hopAJ1
Psgc EF13
hopR1
avrB
Psgc_EF1
hopBF1
avrE
avrE
avrPphD
Psgc_EF7
Psgc EF8
hopAK1
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460
460
460
460
460
460
460
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
462
471

WP_117144038.1
WP_117144039.1
WP_024671432.1
WP_024689564.1
WP_024668838.1
WP_024671645.1
WP_080268302.1
WP_005894932.1
WP_055003882.1
WP_117144038.1
WP_117144039.1
WP_005888957.1
WP_024668778.1
WP_024670898.1
WP_055002524.1
WP_117143995.1
WP_117144314.1
WP_024691349.1
WP_081023840.1
WP_081023826.1
WP_005887538.1
WP_081023907.1
WP_080267796.1
WP_024670046.1
WP_005886680.1
WP_055004147.1
WP_024668838.1
WP_024671645.1
WP_080268302.1
WP_024671432.1
WP_024689564.1
WP_024671270.1
WP_117144245.1
WP_117195730.1
WP_117195730.1
WP_117144539.1
WP_024671645.1

Proteina hipotética
Efetor de tipo Il de Psgc
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina biosintética de siringolideo AvrD1
Proteina da familia histidina fosfatase
Proteina hipotética
Proteina helper de tipo 11l HopAK1
Proteina hipotética
Efetor de tipo Il de Psgc
Proteina SmpB de ligagdo a SsrA
Proteina hipotética
Proteina com dominio de metiltransferase
N-acetiltransferase
Oxidoreductase de ligagao a FAD
Proteina efetora AvrPphD de Psgc
Proteina hipotética
Efetor de tipo Il de Psgc
FAD:proteina FMN transferase
NAD(P)(+) transidrogenase Si-specifica
Efetor de tipo 1l de Psgc
Proteina hipotética
Proteina de ligagéo a quitina
Proteina hipotética
Endonuclease de restricao
Proteina hipotética
Proteina biosintética de siringolideo AvrD1
Proteina da familia histidine fosfatase
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc
Efetor de tipo Ill de Psgc

Proteina biosintética de siringolideo AvrD1

hopAF1
hopAF1
Psgc _EF2
hopH1
avrRps4
avrD1
Psgc EF13
Psgc EF3
hopAK1
hopAF1
hopAF1
Psgc EF10
Psgc EF11
Psgc EF4
Psgc EF5
Psgc EF6
avrPphD
Psgc EF9
avrPto1
Psgc_EF7
Psgc EF8
hopR1
avrB
Psgc_EF1
hopBF1
hopAE1
avrRps4
avrD1
Psgc_EF13
Psgc _EF2
hopH1
hopAA1
avrE
avrE
avrE
avrRpm1

avrD1
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471
471
471
471
471
471
471
471
471
471

471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471

WP_080268302.1
WP_024668838.1
WP_081023826.1
WP_005887538.1
WP_055004147.1
WP_081023907.1
WP_024671270.1
WP_024691349.1
WP_081023840.1
WP_117144314.1

WP_081023836.1
WP_080267796.1
WP_024670046.1
WP_005886680.1
WP_024670898.1
WP_055002524.1
WP_054998401.1
WP_055003882.1
WP_117144038.1
WP_117144039.1
WP_005894932.1
WP_117148031.1
WP_117148032.1
WP_024671432.1
WP_024689564.1

Proteina da familia histidine fosfatase
Proteina hipotética
FAD:proteina FMN transferase
NAD(P)(+) transidrogenase Si-specifica
Endonuclease de restricao
Efetor de tipo Ill de Psgc
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Efetor de tipo Il de Psgc

Proteina efetora AvrPphD de Psgc

Efetor do sistema de secregéo de tipo Ill da familia
Yopd de Psgc

Proteina hipotética
Proteina de ligagao a quitina
Proteina hipotética
Proteina com dominio de metiltransferase
N-acetiltransferase
Oxidoreductase de ligacdo a FAD
Proteina helper de tipo 11l HopAK1
Proteina hipotética
Efetor de tipo 1l de Psgc
Proteina hipotética
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Psgc
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Psgc EF13
avrRps4
Psgc_EF7
Psgc_EF8
hopAE1
hopR1
hopAA1
Psgc EF9
avrPto1

avrPphD

hopZ1
avrB
Psgc_EF1
hopBF1
Psgc _EF4
Psgc EF5
Psgc _EF6
hopAK1
hopAF1
hopAF1
Psgc EF3
avrE
avrE
Psgc EF2
hopH1
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Tabela Suplementar S4. Efetores de Pseudomonas syringae pv. tabaci identificados por Blastp contra
o banco de dados de efetores depositados no Pseudomonas syringae Genome Resource.

Numero de Cobertura Identidade
Estirpe acesso Efetor (%) E-value (%) ID da proteina
480 ASMN341614v1 avrD1 100 0.0 98 WP_024671645.1
480 ASMN341614v1 avrE1 100 0.0 84 WP_117140309.1
480 ASMN341614v1  avrRpm1 96 5 e-80 59 WP_117140700.1
480 ASMN341614v1  avrRpm2 64 2e-29 43 WP_117140700.1
480 ASMN341614v1  avrRps4 100 4 e-117 74 WP_024668838.1
480 ASMN341614v1  hopD1 100 0.0 93 WP_117140212.1
480 ASMN341614v1 hopl1 79 2e-123 82 WP_057404518.1
480 ASMN341614v1 hopk1 43 3e-70 76 WP_024668838.1
480 ASMN341614v1  hopM1 100 0.0 82 WP_117140307.1
480 ASMN341614v1  hopR1 100 0.0 86 WP_080953444.1
480 ASMN341614v1  hopV1 74 4 e-172 77 WP_005777017.1
480 ASMN341614v1  hopW1 39 4 e-79 49 WP_117140040.1
480 ASMN341614v1  hopX1 98 3e-170 68 WP_080726063.1
480 ASMN341614v1  hopAA1-1 100 0.0 83 WP_117140304.1
480 ASMN341614v1  hopAA1-2 99 0.0 82 WP_117140304.1
480 ASMN341614v1  hopAB1 100 6 e-132 47 WP_117139356.1
480 ASMN341614v1  hopAB2 100 0.0 68 WP_117139356.1
480 ASMN341614v1  hopABS3 100 0.0 63 WP_117139356.1
480 ASMN341614v1  hopAE1 98 0.0 72 WP_117140040.1
480 ASMN341614v1  hopAG1 100 0.0 81 WP_010196193.1
480 ASMN341614v1  hopAH1 100 0.0 83 WP_081023459.1
480 ASMN341614v1  hopAH1 64 1e-135 69 WP_039847471.1
480 ASMN341614v1  hopAQ1 60 1e-13 63 WP_024668838.1
480 ASMN341614v1  hopAR1 100 2 e-158 78 WP_117140095.1
480 ASMN341614v1  hopAS1 92 0.0 95 WP_117140549.1
480 ASMN341614v1  hopAY1 71 7 e-12 28 WP_117140095.1
480 ASMN341614v1  hopAZ1 100 3e-123 73 WP_024663017.1
480 ASMN341614v1  hopBD1 99 0.0 97 WP_055004698.1
480 ASMN341614v1  hopBD2 84 2 e-82 50 WP_055004698.1
480 ASMN341614v1  hopBH1 35 3e-18 39 WP_117139931.1
440 ASMN341658v1 avrE1 100 0.0 84 WP_117140309.1
440 ASMN341658v1  avrRpm1 96 5e-80 59 WP_117140700.1
440 ASMN341658v1 avrRpm2 64 2e-29 43 WP_117140700.1
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440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
440
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469

ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341658v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1

hopl1
hopM1
hopQ1-1
hopQ1-2
hopR1
hopV1
hopW1
hopX1
hopAA1-1
hopAA1-2
hopAB1
hopAB2
hopAB3
hopAE1
hopAG1
hopAH1
hopAH1
hopAR1
hopAS1
hopAY1
hopAZ1
hopBH1
avrD1
avrE1
avrRpm1
avrRpm2
avrRps4
hopl1
hopk1
hopM1
hopR1
hopV1
hopW1
hopX1
hopAA1-1
hopAA1-2
hopAB1

79
100
100
100
100

74

39
98
100
99
100
100
100
98
100
100
64
100
92

71
100

35
100
100
96
64
100

79
43
100
100

74

98
100
99
100

2e-123
0.0
0.0
4 e-86
0.0
4e-172
4 e-79
3e-170
0.0
0.0
7 e-132
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1e-135
2 e-158
0.0
7e-12
3e-123
3e-18
0.0
0.0
5e-80
2e-29
4 e-117
2e-123
3e-70
0.0
0.0
4e-172
4 e-79
3e-170
0.0
0.0
7 e-132

82
83
97
88
86
77
49
68
83
82
47
68
63
72
81
83
69
78
95
28
73
39
98
84
59
43
74
82
76
82
86
77
49
68
83
82
47

WP_057404518.1
WP_117182490.1
WP_117182356.1
WP_117182356.1
WP_080953444.1
WP_005777017.1
WP_117140040.1
WP_080726063.1
WP_117140304.1
WP_117140304.1
WP_117139356.1
WP_117139356.1
WP_117139356.1
WP_117140040.1
WP_010196193.1
WP_081023459.1
WP_039847471.1
WP_117140095.1
WP_117140549.1
WP_117140095.1
WP_024663017.1
WP_117139931.1
WP_024671645.1
WP_117140309.1
WP_117140700.1
WP_117140700.1
WP_024668838.1
WP_057404518.1
WP_024668838.1
WP_117140307.1
WP_080953444.1
WP_005777017.1
WP_117140040.1
WP_080726063.1
WP_117140304.1
WP_117140304.1
WP_117139356.1
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469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478

ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341578v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
ASMN341575v1
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ASMN341575v1
ASMN341575v1

hopAB2
hopAB3
hopAE1
hopAG1
hopAH1
hopAH1
hopAQ1
hopAR1
hopAS1
hopAY1
hopAZ1
hopBD1
hopBD2
hopBH1
avrD1
avrE1
avrRpm1
avrRpm2
avrRps4
hopD1
hopl1
hopk1
hopM1
hopR1
hopV1
hopW1
hopX1
hopAA1-1
hopAA1-2
hopAB1
hopAB2
hopAB3
hopAE1
hopAG1
hopAH1
hopAH1
hopAQ1

100
100
98
100
100
64
60
100
92
71
100
99
84
35
100
100
96
64
100
100

43
100
100
74
39
98
100
99
100
100
100
98
100
100
64
60

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1e-135
2e-13
2 e-158
0.0
7e-12
3e-123
0.0
2e-82
3e-18
0.0
0.0
5e-80
2e-29
4 e-117
0.0
2e-123
3e-70
0.0
0.0
4e-172
4 e-79
3e-170
0.0
0.0
7 e-132
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1e-135
2e-13

WP_117139356.1
WP_117139356.1
WP_117140040.1
WP_010196193.1
WP_081023459.1
WP_039847471.1
WP_024668838.1
WP_117140095.1
WP_117140549.1
WP_117140095.1
WP_024663017.1
WP_055004698.1
WP_055004698.1
WP_117139931.1
WP_024671645.1
WP_117140309.1
WP_117140700.1
WP_117140700.1
WP_024668838.1
WP_117140212.1
WP_057404518.1
WP_024668838.1
WP_117140307.1
WP_080953444.1
WP_005777017.1
WP_117140040.1
WP_080726063.1
WP_117140304.1
WP_117140304.1
WP_117139356.1
WP_117139356.1
WP_117139356.1
WP_117140040.1
WP_010196193.1
WP_081023459.1
WP_039847471.1
WP_024668838.1
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hopAR1
hopAS1
hopAY1
hopAZ1
hopBD1
hopBD2
hopBH1
avrD1
avrE1
avrRpm1
avrRpm2
avrRps4
hopD1
hopl1
hopk1
hopM1
hopR1
hopV1
hopW1
hopX1
hopAA1-1
hopAA1-2
hopAB1
hopAB2
hopAB3
hopAE1
hopAG1
hopAH1
hopAH1
hopAQ1
hopAR1
hopAS1
hopAY1
hopAZ1
hopBD1
hopBD2
hopBH1

100
92
71
100
99
84
35
100
100
96
64
100
100

43
100
100
74
39
98
100
99
100
100
100
08
100
100
64
60
100
92
71
100
99
84
35

2 e-158
0.0
7e-12
3e-123
0.0
2e-82
3e-18
0.0
0.0
5e-80
2e-29
4 e-117
0.0
2e-123
3e-70
0.0
0.0
4e-172
4 e-79
3e-170
0.0
0.0
7 e-132
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1e-135
2e-13
2 e-158
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7e-12
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2e-82
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WP_117140095.1
WP_117140549.1
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WP_024663017.1
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WP_055004698.1
WP_117139931.1
WP_024671645.1
WP_117140309.1
WP_117140700.1
WP_117140700.1
WP_024668838.1
WP_117140212.1
WP_057404518.1
WP_024668838.1
WP_117140307.1
WP_080953444.1
WP_005777017.1
WP_117140040.1
WP_080726063.1
WP_117140304.1
WP_117140304.1
WP_117139356.1
WP_117139356.1
WP_117139356.1
WP_117140040.1
WP_010196193.1
WP_081023459.1
WP_039847471.1
WP_024668838.1
WP_117140095.1
WP_117140549.1
WP_117140095.1
WP_024663017.1
WP_055004698.1
WP_055004698.1
WP_117139931.1
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Tabela Suplementar S5. Efetores identificados nas cinco estirpes de Pseudomonas syringae pv. tabaci
usando o script customizado em Python que localiza sequéncias assinaturas presentes nas regides
promotoras (caixa hrp).

Numero de

Estirpe acesso Qualificador Efetor
440 WP_117140309.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pst avrE
440 WP_080164413.1 Proteina hipotética Pst_EF1
440 WP_010196193.1 Proteina com dominio NUDIX hopAG1
440 WP_081023459.1 Efetor de tipo Il de Pst hopAH1
440 WP_117140188.1 Proteina helper de tipo 11l HopAK1 hopAK1
440  WP_044299239.1 Peptidase da familia M20 Pst EF2
440  WP_117140220.1 N-acetiltransferase Pst_EF3
440  WP_117140221.1 Proteina com dominio de adenilagdo de amino acido Pst_EF4
440  WP_005779785.1 Proteina hipotética Pst EF5
440 WP_024663017.1 Proteina com dominio DUF 1826 hopAZ1
440  WP_117140040.1 Endonuclease de restricao hopAE1
440 WP_080953444.1 Efetor de tipo Il de Pst hopR1
440 WP_117140700.1 Efetor de tipo Il de Pst avrRpm1
440  WP_117140304.1 Efetor de tipo Il de Pst hopAA1
440  WP_054994611.1 1-Acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferase Pst EF6
440 WP_002551687.1 Proteina carreadora de acila Pst_EF7
440 WP_002551686.1 Proteina carreadora de acila Pst_EF8
440 WP_117140001.1 Proteina hipotética Pst_ EF10
440 WP_080900592.1 FAD:proteina FMN transferase Psgc EF7
440 WP_004664563.1 Piridina nucleotideo transidrogenase soluvel Psgc EF8
440 WP_117140614.1 Enzima dependente de piridoxal fosfato Pst EF11
440  WP_117140615.1 N-acetiltransferase Pst_EF12
440  WP_117139356.1 E3 ubiquitina-proteina ligase hopAB2
440  WP_005777017.1 Proteina hipotética hopV'1
469  WP_005777017.1 Proteina hipotética hopV'1
469  WP_024663017.1 Proteina com dominio DUF 1826 hopAZ1
469  WP_024671645.1 Proteina biosintética de siringolideo AvrD1 avrD1
469  WP_080268302.1 Proteina da familia histidine fosfatase Psgc EF13
469  WP_117140304.1 Efetor de tipo Il de Pst hopAA1
469  WP_117140700.1 Efetor de tipo Il de Pst avrRpm1
469  WP_117140188.1 Proteina helper de tipo 11l HopAK1 hopAK1
469  WP_117140040.1 Endonuclease de restrigdo hopAE1
469  WP_117140614.1 Enzima dependente de piridoxal fosfato Pst EF11
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469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
469
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478

WP_117140615.1
WP_080953444.1
WP_117139356.1
WP_054994611.1
WP_002551687.1
WP_002551686.1
WP_117140017.1
WP_117140001.1
WP_080900592.1
WP_004664563.1
WP_117140309.1
WP_117140688.1
WP_005779785.1
WP_024668838.1
WP_117140212.1
WP_080953444.1
WP_024668838.1
WP_117140700.1
WP_117140040.1
WP_024663017.1
WP_117140188.1
WP_080164413.1
WP_010196193.1
WP_081023459.1
WP_117140304.1
WP_117140614.1
WP_117140615.1
WP_024671645.1
WP_080268302.1
WP_117140688.1
WP_054994611.1
WP_002551687.1
WP_002551686.1
WP_117140017.1
WP_117140001.1
WP_080900592.1
WP_004664563.1

N-acetiltransferase
Efetor de tipo Il de Pst
E3 ubiquitina-proteina ligase
1-Acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferase
Proteina carreadora de acila
Proteina carreadora de acila
Histidina quinase sensora
Proteina hipotética
FAD:proteina FMN transferase
Piridina nucleotideo transidrogenase soluvel
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pst
Muramidase
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina efetora AvrPphD de Pst
Efetor de tipo Il de Pst
Proteina hipotética
Efetor de tipo Il de Pst
Endonuclease de restricao
Proteina com dominio DUF1826
Proteina helper de tipo 11l HopAK1
Proteina hipotética
Proteina com dominio NUDIX
Efetor de tipo Il de Pst
Efetor de tipo Il de Pst
Enzima dependente de piridoxal fosfato
N-acetiltransferase
Proteina biosintética de siringolideo AvrD1
Proteina da familia histidine fosfatase
Muramidase
1-Acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferase
Proteina carreadora de acila
Proteina carreadora de acila
Histidina quinase sensora
Proteina hipotética
FAD:proteina FMN transferase

Piridina nucleotideo transidrogenase soluvel

Pst EF12
hopR1
hopAB2
Pst_EF6
Pst EF7
Pst EF8
Pst_ EF9
Pst_ EF10
Psgc EF7
Psgc_EF8
avrE
Pst EF13
Pst_ EF5
avrRps4
avrPphD
hopR1
avrRps4
avrRpm1
hopAE1
hopAZ1
hopAK1
Pst_EF1
hopAG1
hopAH1
hopAA1
Pst EF11
Pst EF12
avrD1
Psgc_EF13
Pst EF13
Pst_ EF6
Pst EF7
Pst_EF8
Pst EF9
Pst EF10
Psgc EF7
Psgc_EF8
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479
479
479
479
479
479
479
479
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479
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WP_117140309.1
WP_117139356.1
WP_005779785.1
WP_005779785.1
WP_044299239.1
WP_117140220.1
WP_117140221.1
WP_117140688.1
WP_117139356.1
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WP_080953444.1
WP_117140040.1
WP_117140212.1
WP_117140309.1
WP_117140188.1
WP_024668838.1
WP_117140700.1
WP_117140001.1
WP_080900592.1
WP_004664563.1
WP_054994611.1
WP_002551687.1
WP_002551686.1
WP_005777017.1
WP_117140614.1
WP_117140615.1
WP_024671645.1
WP_080268302.1
WP_117140304.1
WP_117140212.1
WP_024668838.1
WP_117140614.1
WP_117140615.1
WP_117140688.1
WP_044299239.1
WP_117140220.1
WP_117140221.1

Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pst
E3 ubiquitina-proteina ligase
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Peptidase da familia M20
N-acetiltransferase
Proteina com dominio de adenilagdo de amino acido
Muramidase
E3 ubiquitina-proteina ligase
Proteina com dominio DUF1826
Efetor de tipo Il de Pst
Endonuclease de restricao
Proteina efetora AvrPphD de Pst
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pst
Proteina helper de tipo 11l HopAK1
Proteina hipotética
Efetor de tipo Il de Pst
Proteina hipotética
FAD:proteina FMN transferase
Piridina nucleotideo transidrogenase soluvel
1-Acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferase
Proteina carreadora de acila
Proteina carreadora de acila
Proteina hipotética
Enzima dependente de piridoxal fosfato
N-acetiltransferase
Proteina biosintética de siringolideo AvrD1
Proteina da familia histidine fosfatase
Efetor de tipo Il de Pst
Proteina efetora AvrPphD de Pst
Proteina hipotética
Enzima dependente de piridoxal fosfato
N-acetiltransferase
Muramidase
Peptidase da familia M20
N-acetiltransferase

Proteina com dominio de adenilagdo de amino acido

avrE
hopAB2
Pst_EF5
Pst_EF5
Pst EF2
Pst EF3
Pst EF4
Pst EF13
hopAB2
hopAZ1
hopR1
hopAE1
avrPphD
avrE
hopAK1
avrRps4
avrRpm1
Pst EF10
Psgc _EF7
Psgc _EF8
Pst EF6
Pst EF7
Pst_ EF8
hopV'1
Pst EF11
Pst EF12
avrD1
Psgc EF13
hopAA1
avrPphD
avrRps4
Pst EF11
Pst EF12
Pst EF13
Pst EF2
Pst EF3
Pst_EF4
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480
480
480
480
480
480
480
480
480
480
480
480
480
480
480
480
480

WP_117140304.1
WP_117140001.1
WP_080900592.1
WP_004664563.1
WP_005779785.1
WP_024671645.1
WP_080268302.1
WP_117140188.1
WP_080953444.1
WP_005777017.1
WP_117140700.1
WP_117139356.1
WP_054994611.1
WP_002551687.1
WP_002551686.1
WP_117140309.1
WP_024663017.1

Efetor de tipo Il de Pst
Proteina hipotética
FAD:proteina FMN transferase
Piridina nucleotideo transidrogenase soluvel
Proteina hipotética
Proteina biosintética de siringolideo AvrD1
Proteina da familia histidine fosfatase
Proteina helper de tipo 11l HopAK1
Efetor de tipo Il de Pst
Proteina hipotética
Efetor de tipo Il de Pst
E3 ubiquitina-proteina ligase
1-Acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferase
Proteina carreadora de acila
Proteina carreadora de acila
Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pst

Proteina com dominio DUF 1826

hopAA1
Pst_ EF10
Psgc_EF7
Psgc_EF8
Pst EF5
avrD1
Psgc EF13
hopAK1
hopR1
hopV1
avrRpm1
hopAB2
Pst EF6
Pst EF7
Pst_ EF8
avrE

hopAZ1
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Tabela Suplementar S6. Efetores de Pseudomonas cichorii identificados por Blastp contra o banco de
dados de efetores depositados no Pseudomonas syringae Genome Resource.

Numero de Cobertura Identidade
Estirpe acesso Efetor (%) E-value (%) ID da Proteina
481 ASMN341610v1 avrE1 90 0.0 44 WP_117185806.1
481 ASMN341610v1 hopB1 44 1e-19 31 WP_117186690.1
481 ASMN341610v1  hopBN1 99 2 e-153 67 WP_117184493.1
482 ASMN341569v1 avrE1 90 0.0 44 WP_117185806.1
482 ASMN341569v1 hopB1 44 1e-19 31 WP_117186690.1
482 ASMN341569v1  hopBN1 99 2 e-153 67 WP_117184493.1
473 ASMN341577v1 avrE1 87 0.0 44 WP_117165072.1
473 ASMN341577v1 hopA1 99 8 e-123 47 WP_117167454.1
473 ASMN341577v1 hopB1 45 1e-20 31 WP_117167277 .1
474 ASMN341621v1 avrE1 90 0.0 44 WP_117184442 1
474 ASMN341621v1 hopB1 44 1e-19 31 WP_117181674.1
474 ASMN341621vl  hopBN1 99 2 e-153 67 WP_117184493.1
136 ASMN341675v1 avrE1 90 0.0 44 WP_117184442 1
136 ASMN341675v1 hopB1 44 1e-19 31 WP_117181674.1

136 ASMN341675v1 hopBN1 99 2 e-153 67 WP_117184493.1
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Tabela Suplementar S7. Efetores identificados nas cinco estirpes de Pseudomonas cichorii usando o
script customizado em Python que localiza sequéncias assinaturas presentes nas regides promotoras

(caixa hrp).
Numero de

Estirpe acesso Qualificador Efetor
136 WP _117184385.1 Fator de elongacgdo da transcrigdo GreB Pc EF1
136 WP_025260324.1 Proteina hipotética Pc EF2
136 WP_117167452.1 Proteina hipotética Pc_EF3
136  WP_117184442.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pc avrE
136  WP_117184441.1 Aspartil beta-hidroxilase Pc _EF4
136  WP_117184440.1 Proteina hipotética Pc_EF5
136 WP_117182261.1 Metiltransferase dependente de SAM da classe | Pc EF6
136 WP_117182259.1 Proteina com dominio DUF2878 Pc_EF7
136  WP_117166950.1 Proteina do cluster cisteina da familia YkgJ Pc EF8
473  WP_117165072.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pc avrE
473  WP_117165073.1 Aspartil beta-hidroxilase Pc _EF4
473  WP_117165074.1 Proteina com dominio DUF4189 Pc _EF9
473  WP_025260324.1 Proteina hipotética Pc EF2
473  WP_117164299.1 Fator de elongacio da transcrigdo GreB Pc _EF1
473  WP_117167454.1 Proteina hipotética Pc_EF10
474  WP_117184385.1 Fator de elongacao da transcricdo GreB Pc EF1
474  WP_117184442.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pc avrE
474  WP_117184441.1 Aspartil beta-hidroxilase Pc_EF4
474  WP_117184440.1 Proteina hipotética Pc _EF5
474  WP_117167452.1 Proteina hipotética Pc EF3
474  WP_025260324.1 Proteina hipotética Pc EF2
474  WP_117182261.1 Metiltransferase dependente de SAM da classe | Pc_EF6
474  WP_117182259.1 Proteina com dominio DUF2878 Pc_EF7
474  WP_117166950.1 Proteina do cluster cisteina da familia YkgJ Pc EF8
481 WP_025260324.1 Proteina hipotética Pc EF2
481 WP_117185806.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pc avrE
481 WP_117185807.1 Aspartil beta-hidroxilase Pc _EF4
481  WP_117184440.1 Proteina hipotética Pc EF5
481 WP_117186066.1 Proteina hipotética Pc EF3
481 WP_117186810.1 Fator de elongacgdo da transcrigdo GreB Pc _EF1
482 WP_117186810.1 Fator de elongag&o da transcrigdo GreB Pc_EF1
482 WP_117185806.1 Proteina da familia AvrE de efetores de tipo 3 de Pc avrE
482 WP_117185807.1 Aspartil beta-hidroxilase Pc_EF4
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482
482
482

WP_117184440.1
WP_025260324.1
WP_117186066.1

Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Pc_EF5
Pc_EF2
Pc_EF3
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RESUMO

Entre as doencas bacterianas sofridas pela cultura do café, as manchas
causadas pelas bactérias Gram-negativas, P. syringae pv. garcae (Psgc), P. syringae
pv. tabaci (Psta) e Pseudomonas cichorii (Pch) sédo de grande importancia. Apesar
destas espécies/patovares causarem grandes perdas na cultura do cafeeiro, néo
existem relatos sobre os mecanismos moleculares subjacentes a capacidade de Psgc,
Psta e Pch causarem doencas neste hospedeiro. Como consequéncia, este trabalho
teve como objetivo obter informagdes uteis para entender os mecanismos moleculares
especificos e comuns, relacionados com o sistema de secreg¢ao do tipo Il (T2SS),
utilizados pelas Pseudomonas patogénicas ao cafeeiro. Para tanto, as sequéncias das
proteinas obtidas do banco de dados (GenBank) foram analisadas para predizer a
presenca de peptideo sinal e auséncia de dominio transmembranar, usando os
programas SignalP e TMHMM, respectivamente. Em seguida, as proteinas foram
submetidas a ferramenta CD-HIT, para retirada das proteinas redundantes, e na
plataforma GOfeat para anotagao funcional. Assim, foi identificado a presenca de 368
proteinas ndo redundantes que possuiram sinal de secrecao de tipo |l e auséncia de
dominio transmembranar em Psgc, 420 em Psta e 459 em Pch, sendo que somente
240 proteinas estiveram presentes em todas as espécies/patovares analisadas. As
proteinas nao redundantes identificadas usando termos GO, estiveram relacionadas
com atividade enzimatica ou transportadora de diferentes substancias, envolvidas em
processos biossintéticos e catabdlicos, grande parte localizadas na membrana,
fazendo parte do pilus ou do flagelo. Filtragem manual para retirar proteinas

associadas a célula bacteriana, demonstrou que algumas proteinas extracelulares
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secretadas pelo T2SS possuem atividades enzimaticas que nao foram associadas
com patogenicidade em estudos prévios. Por fim, os resultados do presente trabalho
servem como ponto de partida para trabalhos futuros visando obter conhecimento
sobre a importancia do T2SS em Psgc, Psta e Pch e para desenvolver novas
estratégias que visem prevenir o desenvolvimento das manchas foliares causadas por

esses patdogenos em plantas de café.

Palavras-chave: Coffea, dominio transmembranar, patogenicidade, peptideo sinal,
tabaci.

INTRODUGAO

O café arabica (Coffea arabica L.) e o café robusta (Caffea canéfora L.), estdo
entre as commodities mais vendidas no mundo e sdo de grande importancia para a
economia brasileira (DaMatta & Ramalho, 2004). Dentre os patdgenos bacterianos
que causam doengas em plantas de café, P. syringae pv. garcae (Psgc) (Amaral et
al., 1956), P. syringae pv. tabaci (Psta) (Rodrigues Neto et al., 2006) e Pseudomonas
cichorii (Pch) (Swingle 1925) podem causar perdas estimadas de até 70% das mudas
em condi¢des de viveiro e de campo (Rodrigues et al., 2013). Apesar disso, néo
existem trabalhos relacionados aos mecanismos moleculares que permitam
compreender como essas bactérias afetam plantas de café (Badel & Zambolim 2019).

Em bactérias fitopatogénicas, existem diversos sistemas de secrecdo que
controlam a exportagdo de proteinas efetoras para o meio extracelular ou para o
interior da célula hospedeira (Chang et al., 2014; Costa et al., 2015). Dentre os
sistemas de secregdo, o tipo Il (T2SS), € amplamente presente em Proteobacteria,
ocorrendo em muitas, porém nao todas, espécies das classes Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Gammaproteobacteria, que causam graves
doencgas em frutos, cereais e vegetais (Cianciotto & White 2017).

Entre as bactérias fitopatogénicas, a importancia do T2SS é conhecidamente
expressiva em espécies como Dickeya dadantii e Pectobacterium carotovorum, que
causam podriddo mole em inumeras plantas hospedeiras (Charkowski 2018). A

importdncia do T2SS nas bactérias Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
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campestris, Xanthomonas oryzae, Erwinia amylovora e Xylella fastidiosa, que causam
outros sintomas, também foi relatada em diferentes estudos (Cianciotto & White 2017).

As proteinas que sao secretadas pelo T2SS possuem um sinal na extremidade
N-terminal que possibilita serem reconhecidas pelas proteinas que fazem parte do
aparato de secrecédo localizadas na membrana, que por sua vez, as exportam até o
espaco periplasmatico (Cianciotto & White 2017; Costa et al., 2015). Uma vez no
espaco periplasmatico, o peptideo sinal é clivado e a proteina € enovelada para ser
secretada para o espaco extracelular (Cianciotto & White 2017; Costa et al., 2015). As
proteinas secretadas podem atuar como efetores (toxina, enzima, etc), acarretando
na morte das células do hospedeiro, degradagao de tecido, supressao da resposta
imune e favorecendo para formacao de biofilme e assimilagao de nutrientes por parte
do patégeno (Cianciotto & White 2017; Korotkov et al., 2012).

No entanto, algumas proteinas que possuem sinal de secre¢cdo nao sao
secretadas ao meio exterior, devido a presenca de dominios transmembranares,
permanecendo ancoradas a membrana, onde cumprem suas fungdes biolégicas
(Sonnhammer et al., 1998). Essas caracteristicas fazem possivel predizer o repertorio
de proteinas que sao secretadas através do T2SS usando algoritmos como o SignalP,
que prediz o sinal de secreg¢ao (Armenteros et al., 2019), e TMHMM que indica a
presenca de dominios transmembranares (Sonnhammer et al., 1998). Proteinas com
predigéo positiva no signalP e negativa em TMHMM podem ser considerados efetores
de tipo II.

Sendo assim, pretendendo encontrar mecanismos de adaptagdo comuns entre
as espécies/patovares de Pseudomonas patogénicas ao cafeeiro, este trabalho visou
identificar as proteinas secretadas pelo T2SS e predizer os efetores do tipo |l (T2SE)
presentes em genomas de Psgc, Psta e Pch depositados nas bases de dados. Para
essa analise, os programas SignalP e TMHMM foram utilizados para identificar as
proteinas com base na presenca do sinal de secrecéo do tipo Il e auséncia de dominio

transmembranar, respectivamente.

MATERIAL E METODOS
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Obtencao das sequéncias das proteinas

As sequéncias das proteinas preditas nos genomas rascunho de diferentes
estirpes de P. syringae pv. garcae, P. syringae pv. tabaci e P. cichorii, patogénicas ao
cafeeiro foi obtido, em formato fasta, no banco de dados (GenBank) do National

Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Predicao e protedmica comparativa das proteinas secretadas pelo T2SS

Para a predicao das proteinas secretadas pelo T2SS de Psgc, Psta e Pch, as
proteinas, de cada espécie/patovar, foram analisadas com relacdo a presenca de
peptideo sinal, usando o} programa SignalP versao 5.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/index.php) (Armenteros et al., 2019) e a
auséncia de dominio transmembranar, usando o TMHMM Server V.2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/) (Sonnhammer et al., 1998).

Os resultados dos programas SignalP e TMHMM foram entdo analisados em
conjunto usando a ferramenta CD-HIT Suite (http://weizhong-
lab.ucsd.edu/cdhit_suite/cgi-bin/index.cgi?cmd=cd-hit) (Huang et al. 2010), para
retirar as proteinas redundantes, usando um limiar de 50% de identidade, sendo
gerado um proteoma do sistema de secrecgao do tipo Il para cada espécie/patovar. Os
resultados sao apresentados em diagrama de Venn, usando a ferramenta Jvenn
(http://jvenn.toulouse.inra.fr/app/example.html) (Bardou et al., 2014).

Em seguida, as proteinas pertencentes aos proteomas do T2SS de Psgc, Psta
e Pch foram submetidas a plataforma GOfeat
(http://computationalbiology.ufpa.br/gofeat/index/login), para anotagdo funcional
baseadas em sintenia de sequéncia e ontologia génica (Araujo et al, 2018). Em
decorréncia que muitas proteinas encontradas estdo associadas com a membrana,
formacao do pilus ou flagelo, foi realizada uma filtragem manual dos dados para
correta selecao das proteinas secretadas ao meio extracelular e candidatas a efetores
do tipo II.
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RESULTADOS

Pansecretomas do tipo Il

Analise dos secretomas das cinco estirpes de Psgc, com base na presenca do
sinal de secreg¢ao do tipo Il e auséncia de dominio transmembranar, permitiu a
identificacdo de 377 a 383 proteinas. Apds a retirada das proteinas redundantes
usando CD-HIT, foi determinado que Psgc possui em seu pansecretoma do T2SS a
presenca de 368 proteinas n&o redundantes, distribuidas entres as estirpes
analisadas (Figura 1). Algumas dessas proteinas foram encontradas exclusivamente
em algumas estirpes, sendo cinco proteinas encontradas apenas na estirpe 445, e
duas nas estirpes 438 e 460 cada.

Em Psta, o pansecretoma do T2SS, predito com base na presenca do sinal de
secrec¢ao do tipo |l e auséncia de dominio transmembranar, analisando as proteinas
das cinco estirpes, foi de 428 a 436 proteinas. Apds a retirada das proteinas com
funcdes repetitivas pelo CD-HIT, foi definido que Psta possui 420 proteinas n&o
redundantes em seu pansecretoma do tipo Il, distribuidas entre as cinco estirpes
analisadas (Figura 2). Apenas a estirpe 480 apresentou proteinas exclusivas.

Seguindo as mesmas abordagens de predicdo anteriormente descritas, foi
determinado que Pch possui 459 proteinas nédo redundantes, presentes entre as cinco
estirpes analisadas (Figura 3). Proteinas exclusivas foram observadas nas estirpes
482 (5),473 (2) e 136 (4).

P. cichorii possui o maior niumero de proteinas especificas, associadas ao
T2SS.

Quando analisados os pansecretomas do T2SS de Psgc, Psta e Pch, foi
possivel a identificacdo do numero de proteinas compartilhadas e exclusivas de cada
espécie/patovar de Pseudomonas patogénica ao cafeeiro. Foi constatado que 42
proteinas nao redundantes foram exclusivas de Psgc, 68 unicas em Psta e 159

presentes apenas em Pch. Os resultados também demonstraram que do total de
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proteinas nao redundantes, somente 240 estiveram presentes em todas as

espécies/patovares analisadas (Figura 4).

Identificagao das proteinas dos secretomas do T2SS

No processo de identificacdo, usando a plataforma GOfeat, das proteinas
exclusivas e compartilhadas do secretoma do tipo I, entre as trés espécies/patovares
de Pseudomonas analisadas, foi possivel a sua classificacdo em trés categorias:
funcao molecular, componente celular e processo biolégico. Na analise de ontologia
génica, uma determinada proteina pode ser classificada nas trés categorias
diferentes, de acordo com a conservagao da sequéncia quando comparada com as
proteinas nas bases de dados que foram caracterizadas funcionalmente em estudos
prévios.

Assim, das 42 proteinas nao redundantes exclusivas de Psgc, 20 obtiveram
termo GO designados, totalizando 27 termos GO, sendo 13 proteinas (48%)
relacionadas com fun¢do molecular, 10 (37%) com processo biolégico e 4 (15%) com
componente celular (Figura 5A). Todos os termos GO dentro da categoria fungao
molecular apresentaram apenas uma proteina, sendo em sua maioria relacionadas
com atividade enzimatica ou transportadora de diferentes substancias (Figura 5B). Na
categoria processo bioldgico, foram encontradas proteinas relacionadas com o
transporte de diversos tipos de compostos e envolvidas em processos biossintéticos
e catabdlicos (Figura 5C). Na categoria de componente celular, todos os termos GO
apresentaram apenas uma proteina, sendo em sua maioria localizadas na membrana,
fazendo parte do pilus ou do flagelo (Figura 5D).

Das 68 proteinas nao redundantes, exclusivas de Psta, 40 obtiveram termo GO,
totalizando 74 termos GO, sendo 30 (41%) proteinas agrupadas em fungéo molecular,
17 (23%) em componente celular e 27 (36%) em processo bioldgico (Figura 6A). A
maioria das proteinas na categoria fungdo molecular sdo associadas a atividades
enzimaticas (Figura 6B). Em processo biolégico, em sua grande parte as proteinas
sao associadas com o transporte de diversos tipos de compostos (Figura 6C). Todas
as proteinas na categoria componente celular sdo localizadas na membrana, fazem

parte do pilus ou de complexos transportadores do tipo ABC (Figura 6D).
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Oitenta e cinco das 159 proteinas nao redundantes de Pch obtiveram termo GO
designado. No total, 154 termos GO foram denominados, sendo 63 (41%) das
proteinas reunidas na categoria fungdo molecular, 40 (26%) em processo bioldgico e
51 (33%) em componente celular (Figura 7A). Na categoria fungdo molecular, as
proteinas sao relacionadas com atividades enzimaticas ou transportadoras (Figura
7B). Em processo bioldgico, as proteinas estdo relacionadas com o transporte de
diversos tipos de compostos, processos biossintéticos e metabdlicos (Figura 7C). Em
componente celular, o maior numero de proteinas foi identificado como componentes
da membrana externa (Figura 7D).

Das 240 proteinas nao redundantes, presentes em todas as
espécies/patovares analisadas, 128 proteinas obtiveram GO designados, totalizando
234 termos GO. Cento e duas (44%) proteinas foram classificadas na categoria fungéo
molecular, 64 (27%) em processo biolégico e 68 (29%) em componente celular (Figura
8A). Na categoria fungao molecular, 31 proteinas foram identificadas com funcao de
ATPase associada ao transporte de substancias através da membrana e as outras
associadas a fungdes enzimaticas e de transporte de diversas substancias (Figura
8B). Em processo bioldgico, as proteinas foram relacionadas ao transporte de
diversos tipos de moléculas, além de processos biossintéticos e metabdlicos (Figura
8C). Na categoria componente celular, 31 das proteinas foram relacionadas ao
complexo transportador do tipo ABC e o resto a componentes da parede celular ou do
pilus (Figura 8D).

As proteinas nao redundantes das espécies/patovares que obtiveram GO
designados e que nado foram relacionadas ao pilus, flagelo ou ancoradas nas
membranas, foram destacadas e consideradas potenciais efetores do tipo Il. Assim,
11 proteinas ndo redundantes, exclusivas de Psgc (Tabela 1), 13 exclusivas de Psta
(Tabela 2), 28 unicas de Pch (Tabela 3) e 44 proteinas comuns entre todas as
espécies/patovares (Tabela 4), foram consideradas potenciais efetores do tipo Il € em

sua grande maioria associadas com atividades enzimaticas.

DISCUSSAO

Nesse estudo, por meio de métodos de biologia computacional, foi predito as

proteinas secretadas pelo sistema de secrecao do tipo Il de espécies/patovares que
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causam mancha foliar em Coffea spp. Muitas das proteinas que foram preditas como
possuidoras de peptideo sinal para serem secretadas pelo T2SS e que ndao possuem
dominio transmembrana preditos pelo TMHMM, tiveram fun¢des associadas com a
membrana, significando que talvez estas proteinas ndo tenham um dominio
transmembrana classico ou que o TMHMM nao tenha conseguido de fato identificar
algumas proteinas que se ancoram nas membranas bacterianas.

Os repertorios de efetores do T2SS de Psgc, Psta e Pch patogénicas ao
cafeeiro ainda ndao foram descritos na literatura. A importancia do T2SS nas interacoes
patdgeno/hospedeiro ja é conhecida (Jha et al., 2005). Proteinas secretadas pelo
T2SS estao envolvidas na colonizagéo do hospedeiro e destrui¢gao do tecido. A agao
das proteinas secretadas pelo T2SS também causa inducéo de respostas de defesa
da planta (Jha et al., 2005).

Proteinas secretadas pelo T2SS sao particularmente importantes em bactérias
que causam podriddo-mole nas suas plantas hospedeiras, tais como espécies de
Pectobacterium e Dickeya (Charkowski 2018). No entanto, também tém sido relatadas
tendo fungdo em patdégenos vasculares (Charkowski 2018). A maioria dessas
proteinas possuem atividade enzimatica importante para a degradacéo da parede
celular vegetal, como pectina liase, poligalacturonase e protease.

Quanto ao envolvimento de proteinas secretadas pelo T2SS em bactérias que
causam manchas ou crestamentos foliares, enzimas como lipase, poligalacturonase,
celulase, pectina liase e outras, tém sido relatadas como fundamentais para
degradacao do tecido do hospedeiro e para o desenvolvimento das doengas causadas
por espécies do género Xanthomonas (Assis et al., 2017; Esquerré-Tugayé et al,,
2000). Em Xanthomonas campestris pv. campestris, varias enzimas, incluindo
amilases, proteases e celulases sédo secretadas pelo sistema de secrecao do tipo Il
(Hu et al., 1992; Lee et al., 2004), em Xanthomonas oryzae, proteinas com atividade
de lipase e celulase foram identificadas como efetores do tipo Il que induzem a
resposta de defesa em plantas de arroz (Assis et al., Jha et al., 2007). Por outro lado,
um estudo desenvolvido com Burkholderia glumae detectou a presenga de 34
proteinas secretadas pelo T2SS, dentre elas lipases, proteases, assim como 16
proteinas que n&o possuiam sinal caracteristico do sistema de secrecéo do tipo Il e
diversas proteinas cujas fungdes n&do foram ainda caracterizadas (Goo et al., 2010).
Neste estudo, das proteinas identificadas no pansecretoma do tipo |l de Psgc, Psta e

Pch, foi encontrado um total de 236 proteinas que nao apresentaram similaridade
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significativa com proteinas anotadas, mas que possuem potencial para novos tipos de
efetores com importante contribuicdo para a patogenicidade bacteriana.

Dentre as atividades enzimaticas previamente relatadas, neste trabalho
somente foram encontradas uma poligalacturonase no pansecretoma de Psta, e
diversas peptidases comuns nos pangenomas das trés espécies/patovares
analisadas. Diferentes fungdes enzimaticas e algumas proteinas ndo caracterizadas
foram encontradas. Contudo, a importancia desses T2SE, candidatos para a
patogenicidade das Pseudomonas ao cafeeiro, deve ser demonstrada através de
estudos funcionais.

Este estudo foi conduzido pela motivacdo de entender os mecanismos
moleculares comuns que estdo associados a adaptacao dos patovares de P. syringae
e da espécie P. cichorii em causar doenga no cafeeiro. Para tanto, as proteinas
comuns secretadas pelo T2SS foram preditas. Encontrou-se um repertério de 44
proteinas que poderiam estar envolvidas no processo de adaptagcdo, a maioria
possuindo atividades enzimaticas que nao foram descritas como importantes nas
interagbes planta-bactéria. Destaca-se nesse repertorio, proteinas envolvidas em
manter um balango redox, como no caso das redutases, oxidases, catalase e
glutationa peroxidase. Esses resultados sdo condizentes com o fato que a primeira
linha de defesa da planta que as bactérias devem suplantar é o PTI, durante o qual
espécies reativas de oxigénio (ROS) sao produzidas (Jones & Dangl 2006; Zipfel &
Robatzek 2010). Dentre as atividades comuns aos trés patdgenos do cafeeiro,
destacam-se o numero elevado de enzimas que atuam sobre proteinas ou peptideos,
sugerindo que uma das principais fungdes dos T2SE é a degradacao de proteinas
para suprimir as respostas de defesa ou para adquirir nutrientes.

A aquisicdo de nutrientes do apoplasto da planta, implica que as bactérias
devem possuir mecanismos para captura-los e importa-los ao seu interior. Nesse
processo, as proteinas transportadoras de membrana cumprem um papel muito
importante. Por esse motivo, neste trabalho optou-se por descrever, além dos
candidatos a T2SE, as proteinas ancoradas nas membranas. Dentre essas proteinas,
destaca-se o numero elevado que formam parte de transportadores de tipo ABC,
presentes entre os trés patdgenos do cafeeiro. No entanto, os resultados obtidos neste
estudo sdo ainda muito preliminares, e estudos focados na importancia desse tipo de

proteinas na adaptacao ao cafeeiro devem ser desenvolvidos.
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Por fim, os resultados do presente trabalho servem como ponto de partida para
trabalhos futuros visando obter conhecimento sobre a importancia do T2SS em Psgc,
Psta e Pch e para desenvolver novas estratégias que visem prevenir o0
desenvolvimento das manchas foliares causadas por esses patdgenos em plantas de

café.
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FIGURAS

Psgc 471
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Psgc 438 Psgc 460

Figura 1. Diagrama de Venn do pansecretoma do T2SS de Pseudomonas syringae pv. garcae, gerado
com base na presenga do sinal de secregao do tipo Il e auséncia de dominio transmembranar. Os
numeros nas intersegdes indicam as proteinas que s&o compartilhadas entre duas ou mais estirpes. O
numero de proteinas de cada estirpe € agrupado por uma cor.
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Psta 440

Psta 469
Psta 480

Psta 479 Fsta 478

Figura 2. Diagrama de Venn do pansecretoma do T2SS de Pseudomonas syringae pv. tabaci, gerado
com base na presenga do sinal de secrecgao do tipo Il e auséncia de dominio transmembranar. Os
numeros nas interse¢des indicam as proteinas que sdo compartilhadas entre uma ou mais estirpes. O
numero de proteinas de cada estirpe € agrupado por uma cor.
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Figura 3. Diagrama de Venn do pansecretoma do T2SS de Pseudomonas cichorii, gerado com base
na presencga do sinal de secregéo do tipo Il e auséncia de dominio transmembranar. Os numeros nas
interse¢des indicam as proteinas que sdo compartilhadas entre duas ou mais estirpes. O numero de
proteinas de cada estirpe é agrupado por uma cor.
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Psgc

Pch

Figura 4. Diagrama de Venn demonstrando as proteinas compartiihadas e exclusivas das
espécies/patovares bacterianas patogénicas ao cafeeiro, determinadas pelo secretoma do tipo II. Os
numeros nas intersergées indicam as proteinas que sdo compartiihadas entre duas ou trés
espécies/patovares. O numero de proteinas de cada patégeno € agrupado por uma cor.
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Figura 5. Identificagdo das proteinas do T2SS, exclusivas de Pseudomonas syringae pv. garcae, que
possuem termo GO designado. (A) Distribuigdo das proteinas em trés categorias com base em seus
termos GO. Identificagdo das proteinas relacionadas a (B) fungao molecular, (C) processo bioldgico e
(D) componente celular. As proteinas destacadas com um asterisco vermelho nos termos GO foram
consideradas candidatas a efetores do tipo .
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Figura 6. Identificacdo das proteinas do T2SS, exclusivas de Pseudomonas syringae pv. tabaci, que
possuem termo GO designado. (A) Distribuicdo das proteinas em trés categorias com base em seus
termos GO. Identificagdo das proteinas relacionadas a (B) fungao molecular, (C) processo bioldgico e
(D) componente celular. As proteinas destacadas com um asterisco vermelho nos termos GO foram
consideradas candidatas a efetores do tipo .



115

A B 2desropantostoar

* 3-hidr

Autotransportador
#* Carboxi-liase

% CoA-transferase
* CoA desfosforilase-quinase

u fungdo molecular * Diidrofolato redutase
% Fator de transcrigao, ligagdo ao DNA

* Inibidor da endopeptidase

u componente celular * Exo-alfa-sialidase
* Gluconolactonase

* Guanilato ciclase

' iolaai * Hidrolase
processo biolégico % Hidrolase, hidrlise de ; 5 O-glicosidicos
% Metil indole-3-acetato esterase

* Monooxygenase

% Peptidil-prolil cis-trans isomerase
Redutase de precorrina-6A

C * Serina peptidase
Transportador transmembranar de sideréforos

Bomba de efluxo transmembranar

Atividade de ligagao de ions metalicos

* M i de | *
* Biossintese de CGMP s % Atividade de ligacdo de heme
uimi ial (Fe+2) | T
Transporte de colina
* Biossintese de cobalamina j—
B i de Coezima A |
Transporte transmembrar de D-ribose ===

* Oxidorredutase

Atividade de ligagao de ions de ferro
Trar de i

ATPase, associada ao transporte de

Montagem do flagelo |

Citocinese dependente de Fts-Z | L 2 o L7
* Biossintese de glicina = 1 Namero de proteinas
* Metabolismo de lipideos s D
T r d_e ions = i [m— Citoplasma m
porte trar b de cati de nl_quel [ Trimero de colageno fibrilar =
*M 5 de Tra"szm?e delitratn  — Complexo de integr_ina =
* Biossirrlrtese de pantotenato g = = " ’ Pilus =
# Dobramento de proteinas | . Pago pery %0 a rana externa -
* Metabolismo de carboidratos | s Espago periplasmatico ==
Transporte transmembranar de sulfato s ——— Membrana plasmatica sl
Transporte transmembran ar de aminoacidos | E————— Componente integral da membrana s
T porte , dipepti I : 5 Membrana ——
Transporte de sideréforos = = < " | Complexo transportador do tipo ABC —_
Secregio de proteinas (tipos |, II, e V) | = = = 5 Membrana externa
0 1 2 3 a 5 6 7 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Numero de proteinas Nimero de proteinas

Figura 7. Identificagcdo das proteinas do T2SS, exclusivas de Pseudomonas cichorii, que possuem
termo GO designado. (A) Distribuicao das proteinas em trés categorias com base em seus termos GO.
Identificagdo das proteinas relacionadas a (B) fungdo molecular, (C) processo bioldégico e (D)
componente celular. As proteinas destacadas com um asterisco vermelho nos termos GO foram
consideradas candidatas a efetores do tipo .
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Figura 8. Identificagdo das proteinas do T2SS presentes em Pseudomonas syringae pv. garcae, P.
syringae pv. tabaci e Pseudomonas cichorii que possuem termo GO designado. (A) Distribuicdo das
proteinas em trés categorias com base em seus termos GO. Identificagdo das proteinas relacionadas
a (B) fungéo molecular, (C) processo biolégico e (D) componente celular. As proteinas destacadas com
um asterisco vermelho nos termos GO foram consideradas candidatas a efetores do tipo II.
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Tabela 1. Proteinas ndo redundantes presentes no pansecretoma de Pseudomonas syringae pv.
garcae candidatas a efetores do tipo Il, identificadas mediante ontologia génica.

ID da proteina Comprimento

Anotagio

Cobertura
(%)

Ontologia génica

WP_080267882.1
WP_053931694.1
WP_005889278.1
WP_055004007.1
WP_081004334.1
WP_055004664.1
WP_081023870.1
WP_053480947.1
WP_005893236.1
WP_024670897.1

WP_005889885.1

1107

1299

747

549

303

738

603

2310

1050

804

990

Alfa/beta hidrolase
Desidrogenase de D-aminoécidos
Desidrogenase/reductase de cadeias
curtas
Endonuclease
Integrase
Isocorismatase hidrolase
Nucleosideo hidrolase de inosina/uridina
Proteina da familia penicilina amidase
Proteina de ligagéo a soluto extracelular

Proteina de resistencia ao teldrio

Regulador transcricional ArgR

100
[369/369]

100
[433/433]

100
[249/249]
100
[183/183]
99.0
[101/102]
100
[246/246]
100
[201/201]
99.6
[770/773]
100
[350/350]
100
[268/268]

100
[330/330]

GO0:0016787

G0:0008718

G0:0016491

G0:0004519

G0:0008907

G0:0008908

G0:0016799

G0:0016811

G0:0005615

G0:0009055

G0:0140110
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Tabela 2. Proteinas nao redundantes presentes no pansecretoma de Pseudomonas syringae pv. tabaci
candidatas a efetores do tipo Il, identificadas usando ontologia génica.

Cobertura
ID da proteina Comprimento Anotagéo (%) Ontologia génica
WP_117140320.1 1539 Amidase [5193%61 5] G0:0004040
WP_005782793.1 981 D-3-fosfoglicerato desidrogenase [3217(/)1?27] G0:0004617
GDP-6-desoxi-D-lixo-4-hexulose 100
WP_005777878.1 957 reductase [319/319] G0:0016708
WP_117139591.1 621 Glicina oxidase [20572/3793] G0:0043799
WP_005777246.1 1302 Glucose sorbosona desidrogenase [431(/)234] G0:0016491
WP_117139998.1 1236 Glutamato carboxipeptidase [41923;151 4] G0:0004180
WP_005777946.1 1398 Hidroxiacilglutationa hidrolase [4625(/)4(1)66] GO0:0016787
WP_117139419.1 1161 N-metiltriptofano oxidase [3897%091] G0:0016491
WP_044299239.1 1293 Peptidase da familia M20 [4311(/)4(1)31] G0:0008233
WP_117139801.1 1593 Poligalacturonase [539135832] G0:0004650
WP_005780218.1 1137 Potencial pectato liase [3719(/);)79] G0:0004650
WP_117139437.1 1005 Proteina ndo caraterizada [3395%042] GO0:0016787
WP_054071713.1 1047 Regulador transcricional da familia Lacl [34:9(/)??49] G0:0006355
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Tabela 3. Proteinas nao redundantes presentes no pansecretoma de Pseudomonas cichorii candidatas
a efetores do tipo Il, identificadas usando ontologia génica.

ID da proteina Comprimento

Anotagéo

Cobertura
(%)

Ontologia génica

WP_117185508.1
WP_117181951.1
WP_117186280.1
WP_117166561.1
WP_117184902.1

WP_117184961.1

WP_117184825.1
WP_117181791.1
WP_117184678.1
WP_117186579.1
WP_117185488.1
WP_117185520.1
WP_117180747.1
WP_117187101.1
WP_117185062.1
WP_117165294.1
WP_117182207.1
WP_117185618.1
WP_117185081.1
WP_117185590.1
WP_117185371.1
WP_117185315.1

WP_117186774.1

1128

585

264

993

528

843

678

498

1464

927

714

327

900

1089

2016

477

1818

1407

714

4398

666

1455

1122

Amidohidrolase de N-acil-L-
aminoacidos

2-ceto-3-desoxi-L-fuconato
desidrogenase
Citocromo C
Decarboxilase dependente de piridoxal
Defosfo-CoA quinase
2-desidropantoato 2-reductase
Desidrogenase dependente de NAD(P)

da familia das alcool desidrogenases
de cadeia curta

Diidrofolate reductase
Glucana 1,4-alfa-maltohexosidase
Gluconolactonase
3-hidroxibutirato desidrogenase
Monooxigenase, biosyntese de
antibidticos
Nitrilase
Oxidoreductase
Oxidoreductase de ligagao a
molibdopterina
Peptidil-prolil cis-trans isomerase
Potencial oxidase multi-cobre
Potencial proteina da superfamilia AP
Pro-cadeia alfa do colageno
Proteina alfa-helicoidal extracelular
Proteina CbiJ

Proteina ndo caracterizada

Proteina néo caracterizada

83.9
[376/448]
79.9
[195/244]

62.9
[88/140]

71.7
[331/462]
85.0
[176/207]

91.8
[281/306]

88.6
[226/255]
97.7
[166/170]
91.4
[488/534]
925
[309/334]
94.1
[238/253]
84.5
[109/129]
97.4
[300/308]
95.5
[363/380]

95.7
[672/702]

95.2
[159/167]
88.5
[606/685]

97.9
[469/479]

94.4
[238/252]
96.2
[1466/1524]
93.3
[222/238]
97.8
[485/496]
87.8
[374/426]

GO0:0016787

G0:0016491

G0:0009055

G0:0016831

G0:0004140

G0:0008677

G0:0016491

GO0:0004146

G0:0003824

G0:0052689

G0:0003858

G0:0004497

G0:0006807

G0:0016491

G0:0016491

G0:0003755

G0:0016491

G0:0003824

G0:0005588

G0:0004866

G0:0009236

G0:0003824

G0:0004553
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WP_117185530.1
WP_117186656.1
WP_117184121.1
WP_117167022.1

WP_117183918.1

1650

3057

981

927

765

Proteina nao caracterizada

Proteina com dominio PAS S-
box/diguanylate cyclase (GGDEF)

Proteina com repeti¢cdes da caixa
BNR/Asp

Regulador transcricional da familia
LysR
Subunidade B da 3-
cetoadipato:succinil-CoA transferase

915
[550/601]

96.5
[1019/1056]
94.5
[327/346]
98.1
[309/315]

98.5
[255/259]

G0:000905

G0:0004383

G0:0004308

G0:0003700

G0:0008410




121

Tabela 4. Proteinas nao redundantes comuns nos pansecretomas de Pseudomonas syringae pv.
garcae, P. syringae pv. tabaci e Pseudomonas cichorii, candidatas a efetores do tipo Il, identificadas
usando ontologia génica.

ID da proteina Comprimento

Anotagao

Cobertura
(%)

Ontologia génica

WP_024671446.1
WP_005893286.1
WP_024670138.1
WP_005891336.1
WP_055004319.1
WP_024671705.1
WP_032618688.1
WP_005896221.1
WP_005888730.1
WP_055003771.1
WP_055004369.1
WP_005889638.1
WP_053931803.1
WP_055004332.1
WP_005888701.1
WP_024670994.1
WP_080267853.1
WP_081023889.1
WP_024671729.1
WP_053932245.1
WP_055003808.1
WP_005886650.1

WP_024690433.1

303

1035

1140

1134

1560

2295

1530

5565

1158

1464

966

786

1680

792

369

1140

552

2739

1104

1023

873

306

1350

Acido cobirinico ac-diamida sintetase
Aldo/ceto reductase
Aldose 1-epimerase
Alginato liase
Amina oxidase
Beta-D-glucosideo glucohidrolase
Catalase
Corismato mutase
D-alanil-D-alanina carboxipeptidase
D-alanil-D-alanina carboxipeptidase/D-
alanil-D-alanina-endopeptidase
Desoxiribonuclease |
Dienelactona hidrolase
DNA ligase B
Enoil-[proteina-transportadora-de-acila]
reductase [NADH]

Fator de iniciagdo da tradugao Sui1
Glicerofosforil diester fosfodiesterase
Glutationa peroxidase
Glycosil hidrolase da familia 3
Hidrolase
Hidrolase com preferencia por inosina-
uridina
Metalo-beta-lactamase

Peptidase

Peptidase da familia M16

100
[101/101]
100
[345/345]
99.7
[380/381]
100
[378/378]
83.9
[520/620]
100
[765/765]
100
[510/510]
100
[185/185]
100
[386/386]
100
[488/488]
100
[322/322]
100
[262/262]
100
[560/560]
100
[264/264]
100
[123/123]
100
[380/380]
100
[184/184]
100
[913/913]
100
[368/368]
100
[341/341]
100
[291/291]
100
[102/102]
100
[450/450]

G0:0042242

G0:0004033

G0:0004034

G0:0042122

G0:0016491

G0:1901805

G0:0004096

G0:0004106

G0:0004180

G0:0004180

G0:0004530

GO:0016787

G0:0016874

G0:0004318

G0:0003743

G0:0008889

G0:0004602

G0:0016798

G0:0016787

G0:0008152

G0:0008800

G0:0008233

G0:0008233
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WP_005896098.1
WP_055004290.1
WP_005891650.1
WP_005895120.1
WP_005894656.1
WP_024690226.1
WP_005891348.1
WP_055002600.1
WP_024669760.1
WP_024669897.1
WP_005888622.1
WP_055002601.1
WP_005891678.1
WP_055004270.1
WP_024671030.1
WP_080267841.1
WP_005893897.1
WP_054989297 .1
WP_055002215.1
WP_002555879.1

WP_005888726.1

1326

1419

822

900

672

561

1176

1335

1419

1281

459

780

561

888

1926

1647

888

951

984

165

1005

Peptidase da familia M23/M37
Peptidase da familia M23/M37
Peptidase da familia M24/M37
Peptidase M23B
Peptidil-prolil cis-trans isomerase
Peptidil-prolil cis-trans isomerase
Polisacarideo deacetilase

Proteina da familia das proteases carboxi-
terminais

Proteina da familia das transglicosilases
SLT

Proteina de degradacéo de
hidrocarbonetos aromaticos
Proteina de ligagédo de cobre
Proteina ndo caracterizada
Proteina ndo caracterizada
Proteina reguladora de ligagéo a substrato
LysR
Proteina SLT (transglicosilase soluvel)
Provavel malato:quinona oxidoreductase
Regulador transcricional da familia LysR
Regulador transcricional YelE da familia
LysR
Renalase

Rubredoxina

Transglicosilase litica de mureina B

100
[442/442]

100
[473/473]

100
[274/274]
100
[300/300]

100
[224/224]

100
[187/187]
100
[392/392]

100
[445/445]

100
[473/473]
100
[427/427]

100
[153/153]

100
[260/260]
100
[187/187]

100
[296/296]

100
[642/642]
100
[549/549]
100
[296/296]
100
[317/317]
100
[328/328]
100
[55/55]

100
[335/335]

G0:0008233

G0:0008233

G0:0008233

G0:0008233

GO0:0003755

GO0:0003755

G0:0019213

G0:0008236

G0:0008933

G0:0019439

GO0:0005507

G0:0003824

G0:0016740

G0:0003700

G0:0008933

G0:0008924

G0:0003700

G0:0003700

G0:0050660

G0:0009055

G0:0008933

* As IDs das proteinas correspondem a anotagdo do genoma de Pseudomonas syringae pv. garcae



