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RESUMO

Phaseolus vulgaris é uma das leguminosas de maior importancia socio-
econbmica para o Brasil, porém essa cultura é susceptivel ao ataque de muitos fungos
fitopatogénicos, destacando-se a doenca do mofo-branco, causada pelo patogeno
Sclerotinia sclerotiorum. Trichoderma spp. vém sendo estudadas em interagdo com
planta hospedeira e sdo capazes de induzir sua resposta de defesa e resisténcia contra
patdgenos. No presente trabalho a espécie Trichoderma asperellum TR 356 quando
cultivado na presenca de feijoeiro comum secretou proteinas hidrofobinas, cerato-
platanina e peptidase, j4 descritas como envolvidas na colonizacdo e inducdo de
resposta de defesa de outras espécies de Trichoderma em associacdo com plantas
hospedeiras. Além disso, foram detectadas e identificadas proteinas candidatas a
efetores, uma ribonuclease N1 e T1 e trés proteinas hipotéticas que ainda nao foram
caracterizadas funcionalmente. Utilizando NanoUPLC-MSE também foi possivel
observar alteracbes na abundancia de proteinas em folhas de feijoeiro cultivado na
presenca de T. asperellum TR 356 e S. sclerotiorum. O total de 97, 67 e 75 proteinas
com abundancia diferencial foram identificadas em folhas de feijoeiro cultivado na
presenca dos dois fungos (PTS), do T. asperellum Tr 356 (PT) e do patdgeno (PSS)
respectivamente. A maior parte das proteinas com maior abundancia em PTS sdo
proteinas relacionadas a resposta de defesa, 47 %, destacando-se proteinas relacionadas
a resposta a estresse salino, oxidativo, a microrganismos patogénicos e proteinas
envolvidas na cascata de MAPKSs. A presenca do patdgeno S. sclerotiorum ativa vias
classicas de defesa como a SAR e vias sinalizadas pelo horménio ABA. O pat6geno
também aumentou a abundancia das PR-proteinas quitinases, osmotina 34 e inibidor de
proteases nas folhas de feijoeiro, sua presenca também diminuiu a abundéncia de outras
proteinas relacionadas a defesa, 40 %, metabolismo e fotossintese, 9 % cada grupo,
além de proteinas com atividade oxidoredutora, 21 %. A presenca do isolado de
Trichoderma TR 356 levou a uma maior abundancia de proteinas relacionadas a
resposta de defesa, 49 %, metabolismo, atividade oxidorredutora, 13 % e proteinas
relacionadas fotossintese 6 %. Estes resultados sugerem que o isolado TR 356 é capaz
de induzir respostas sisttmicas em folhas de feijoeiro, como defesa e mudancas na taxa

metabdlica e fotossintética.
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ABSTRACT

Phaseolus vulgarisis one of the most socio-economic relevant legumes in Brazil.
However, this culture is susceptible to attack by many phytopathogenic fungi, especially
the white mold disease, caused by the pathogen Sclerotinia sclerotiorum. Trichoderma
spp. has been analyzed in interaction with the host plant and is capable of inducing their
defense response and resistance against pathogens. In this work, Trichoderma
asperellum TR 356 strain was cultivated together with the common bean plant,
secreting proteins such as hydrophobin 2, cerato-platanin and peptidase, already
described as involved in colonization and defense response induction from other
Trichoderma species associated with host plants. Additionally, proteins candidate
effector were detected and identified, one ribonuclease N1 and T1 and three
hypothetical proteins which were not functionally characterized. By means of
NanoUPLC-MSEit was possible to observe changes in the abundance of proteins in
common bean cultivated in the presence of T. asperellum TR 356 and S. sclerotiorum.
A total of 75, 67 and 97 proteins were found with significant differential abundance in
leaves of common bean cultivated with the pathogen (PSS), T. asperellum TR 356 (PT)
and together with both fungi (PTS), respectively. Most of the proteins abundant in PTS
were proteins related to the defense response, 47%, especially proteins related to
response to salt and oxidative stress, pathogen microorganisms and proteins involved in
MAPK cascade. The presence of S. sclerotiorum pathogen activates classic defense
pathways such as SAR and the pathways signaled by ABA hormone. The pathogen
improved the abundance of PR-proteins, chitinase, osmotin 34 and protease inhibitor in
leaves of common bean, as well as reduces the abundance of defense related proteins,
40%, metabolism and photosynthesis, 9% each group, as well as oxidoreductase
activity-related proteins, 21%. The presence of Trichoderma TR 356 resulted in a
greater abundance of defense response related proteins, 49%, metabolism,
oxidoreductase activity, 13% each one and proteins related to photosynthesis, 6%. Such
results suggest that the isolate TR 356 is able to inducing systemic responses in leaves

of common bean, such defense and changes in metabolic and photosynthetic rates.

16



1. INTRODUCAO
1.1. FEIJOEIRO-COMUM

1.1.1. O feijéo e sua importancia

O crescimento populacional ao longo dos tempos teve como consequéncia o
aumento da demanda por alimentos. Esta demanda estimulou os agricultores a
produzirem alimentos em grande quantidade, intensificando a monocultura em todo o
mundo. Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations -
FAO para atender a demanda dos 9 milhdes de habitantes do planeta em 2050, se o
ritmo de consumo da populagdo continuar 0 mesmo, 0 mundo precisara de 60 % mais
alimentos (FAO, 2016).

Dentre as monoculturas de maior importancia socioecondmica destaca-se 0
feijdo, sendo este dividido em dois grupos: Grupo | — Feijdo comum, Phaseolus vulgaris
L, subdividido em feijdo branco, preto e cores, originario das Américas e o Grupo Il —
Feijdo Caupi, Vignia unguinalata (1) Walp originario da Africa, subdividido, também,
em feijdo branco, preto e cores. Ambos 0s grupos pertencem a familia Fabacea, séo
espécies dipldide 2n=22. Atualmente ja tiveram seu genoma sequenciado e anotado em
banco de dados (EMBRAPA, 2011; EMBRAPA, 2016).

Figura 1. Variedade de grdos de feijdo. Fonte site Healthy families 2018

Mundialmente, os varios tipos de feijao (Figura 1) representam mais de 50% do
consumo de grdos na alimentagcdo humana e, devido as suas caracteristicas nutricionais,

é responsavel por até 36% da ingestdo diaria de proteinas, bem como o fornecimento de
17



carboidrato (15% de calorias), fibras, vitaminas como Al, complexo B, C e E, além de
minerais como ferro, zinco, cobre e fosforo (Schmutz et al. 2014; Shailendar Kumar et
al. 2015).

O feijdo possui ainda compostos quimicos com acdo antioxidante como
flavonoides, isoflavonas e antocianinas (presente no grdo preto) que tem se mostrado
um excelente aliado na prevencdo de doengas como cancer, diabetes, obesidade, além
de problemas cardiacos. Devido a este conjunto de nutrientes, a 82 edicdo do Dietary
Guidelines for Americans recomendou o consumo de pelo menos 1 xicara e 1/2 de
feijdo por semana. Devido as suas propriedades nutricionais o feijdo pertence ao grupo
de leguminosas empregadas pelo programa de combate a fome da ONU. O feijdo ndo s6
contribui para uma alimentacdo saudavel, mas sua producdo é, também, uma fonte de
renda para os agricultores familiares, ja que a agricultura familiar ainda é empregada na
producéo (FAO, 2017).

Conforme os dados registrados pela Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) em 2017/2018, a producdo mundial de feijdo seco situou-se em torno de 23,1
milhdes de toneladas. Os maiores produtores mundiais desse gréo sé&o China, Brasil,
Estados Unidos, india, Myanmar, e México, juntos eles concentram cerca de 61 % da

producdo mundial (Figura 2).

5.000,0
4.500,0
4.000,0
3.500,0
3.000,0
2.500,0
2.000,0
1.500,0
1.000,0
500,0
0,0
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m Brasil india = Myanmar China mEUA = México
Fonte: FAO/Junho de 2017

Figura 2. Producdo mundial de feijdo nos paises de maior producdo para os anos de 2010 a 2014.

Nos Ultimos quatro anos, a producdo média de feijdo em paises que compdem o

Mercosul, ficou em 3,06 milhdes de toneladas, sendo que o Brasil se destaca como o
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principal produtor e consumidor, com uma producdo de aproximadamente 3,364
milhGes de toneladas no ultimo ano (CONAB 2017, 2018).

No Brasil, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) a cada dez brasileiros, sete consomem feijdo diariamente, totalizando 19 kg
por pessoa ao ano. O tipo cores carioca € o preferido nacionalmente, representando mais
de 50% da area cultivada com feijoeiro comum, seguido do grdo preto que é produzido
em 21% da area cultivada e consumido principalmente nos Estados da regido sul, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo. Ja o feijao-caupi tem sua producédo e principal
sitio consumidor concentrados nos Estados das regibes Norte e Nordeste, com uma
representatividade de menos de 10% na éarea cultivada com feijoeiros em todo o pais
(MAPA, 2015).

O Feijdo é cultivado em todo o territério nacional sendo que os estados do
Parana, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso se destacam como 0s maiores produtores.

O cultivo dessa leguminosa é dividido em 3 periodos ou safras ao longo do ano:

- A 12 safra, de acordo com o calendario, o plantio da Regido Sul e Sudeste vai
de agosto a dezembro e a colheita nos meses de novembro a abril. J& na Regido Centro-

Oeste, Nordeste e Norte, 0 plantio é outubro a fevereiro e a colheita em janeiro a maio.

- O plantio da 22 safra, abrange todos os Estados brasileiros e de acordo com o
calendario, o plantio da Regido Sul e Sudeste vai de janeiro a abril, e a colheita nos
meses de marco a agosto. Ja na Regido Centro-Oeste, Norte e Nordeste, o plantio fica

entre 0s meses janeiro a junho e a colheita de marco a setembro.

- O plantio da Regido Sul e Sudeste na 32 safra vai de marco a junho e a colheita
nos meses de junho a outubro. J& na Regido Centro-Oeste, Norte e Nordeste, o plantio é

realizado nos meses de abril a junho e a colheita de junho a outubro.

Considerando as trés safras de 2016/2017 a area plantada foi de 3,0 mil hectares,
a produtividade média foi estimada em 1.076 kg/ha e a producéo ficou estabelecida em
3,3 mil toneladas (CONAB 2017), variando pouco em relacéo aos anos anteriores.

Por ser cultivado durante todo o ano, em uma grande diversidade de
ecossistemas, inimeros fatores podem interferir na producdo do feijoeiro. Entre estes

fatores estdo as doencas, as quais constituem uma das principais causas de sua baixa
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produtividade, além de depreciarem a qualidade do produto ou mesmo inviabilizarem
determinadas areas para o cultivo (Lobo Jr, 2002; MAPA, 2015)

1.1.2.Doenca de Feijoeiro - Mofo branco

As doencas de planta surgem devido as alteragdes bioquimica, fisiologica,
citologica, histolégica ou morfoldgica na planta, de modo que a ocorréncia de uma
doenca é funcdo da interacdo de trés fatores basicos: hospedeiro suscetivel, patdgeno

virulento e ambiente favoravel (Rezende et al., 2011).

As doengas que ocorrem na cultura do feijoeiro constituem uma das principais
causas de sua baixa produtividade no Brasil. Muitas delas podem causar redugéo
significativa da produtividade ou mesmo inviabilizar determinadas areas para o cultivo
(Vieira et al., 2007; Café Filho e Lobo Jnr, 2000).

A cultura do feijoeiro é suscetivel a inimeras espécies de patogenos, incluindo
virus, bactérias, fungos e nematoides. Citam-se mais de 45 enfermidades que ocorrem
durante seu ciclo, causando acentuadas perdas na producdo (Wendland et al., 2014).
Tais patdgenos causam doencas que limitam a producéo de feijdo e reduzem a qualidade
fisiolOgica, sanitaria, nutricional e comercial do produto (Boersma et al. 2015). Uma
das principais doencas que ocorrem no feijoeiro € o mofo branco, incitada pelo fungo

fitopatogénico de solo Sclerotinia sclerotiorum (Lobo Jr, 2002; Wendland et al., 2014).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary pertence ao filo dos
Ascomicetos, classe Leotiomicetes, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae. Este
fungo habitante de solo é considerado um patdgeno de importancia em nivel mundial
por ocorrer em diferentes regides geograficas tanto em regides de clima temperado e
tropical, como também em regides secas e Umidas (Cassetari Neto, Machado e Silva,
2010).

Este fitopatogeno acomete mais de 400 espécies de plantas suscetiveis,
pertencentes a 278 géneros e 75 familias, dentre elas varias de importancia econémica.
No Brasil, este fungo foi descrito pela primeira vez, em 1920, na cultura de batata, no

estado de Sdo Paulo, atualmente sua ocorréncia € relatada principalmente nos estados do
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Espirito Santo, Goiés, Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul e S&o Paulo e no
Distrito Federal causando doengas em diversas culturas como a de feijéo, soja, algodao,
alcachofra, a alface, 0 amendoim, a batata, a berinjela, a chicoria, a cenoura, a ervilha e

diversas espécies de flores (Carvalho et al. 2015).

Este fungo é considerado necrotrofico. Ele sobrevive principalmente na forma de
esclerodios, que sdo estruturas de resisténcia compactas e melanizadas, podendo
sobreviver por longos periodos de tempo sob condicbes adversas. Essas propriedades
sd0 essenciais para a sobrevivéncia, propagacao e difusdo do fungo, ja que encontrando
condicGes favordveis como alta umidade e temperatura baixa os esclerédios poderdo dar
inicio a germinagdo. O enorme potencial reprodutivo, juntamente com a capacidade de
sobrevivéncia por longo prazo faz dos esclerddios componentes centrais na
epidemiologia de S. sclerotiorum. Os esclerédios podem germinar carpogenicamente ou
miceliogenicamente, dependendo das condi¢bes ambientais, resultando em duas
distintas categorias de doengas. A forma miceliogénica produz hifas que podem atacar
diretamente os tecidos das plantas e, a forma carpogénica que produz apotécios e,
posteriormente, ascosporos aereos que infectam partes de plantas hospedeiras (Leite,
2005; Oliveira, 2005; Oliveira et al., 2011).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum é o agente etioldgico da doenca conhecia como
mofo branco, podriddo branca da haste, podriddo branca de esclerotinia, uma das
doengas mais importantes na cultura de feijdo (Lobo Jr., 2002). Em condigdes
favoraveis e na presenca de um hospedeiro suscetivel, o esclerddio germina e pode
produzir micélio, que penetra diretamente nos tecidos da base da planta, ou forma
apotécios, que emergem na superficie do solo e liberam os ascosporos. Em condicdes de
alta umidade relativa, acima de 70%, e temperatura ao redor de 20°C, os apotécios
liberam ascdsporos durante varias semanas, que sdo responsaveis pela infec¢do da parte
aérea das plantas. O fungo invade os tecidos e provoca o seu apodrecimento. O micélio
desenvolve-se sobre um substrato formado por tecidos mortos ou senescentes. A
temperatura otima para o desenvolvimento do micélio situa-se entre 18°C e 25°C (Leite
2005; Lobo Jr et al. 2009).

Os sintomas e sinais externos, mais visiveis na planta, sdo a presenca de lesGes

encharcadas nos orgdos afetados, de coloracdo parda e consisténcia mole, com micélio
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branco, de aspecto cotonoso, cobrindo porcbes dos tecidos como pode ser visto na
figura 3 (Leite 2005).

Figura 3: Fungo Sclerotinia sclerotiorum isolado em placa apresentando as estruturas de resisténcia,
esclerddios, pontos pretos na placa (esquerda) e o mofo branco causado pelo mesmo em vagem de
feijoeiro (direita). Foto: Débora Cunha e Murillo Lobo Junior.

O mofo-branco é tdo importante que, em 2015, foi incluida pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento como uma das oito pragas de maior risco
fitossanitario para o Brasil e para as quais deve ser priorizado o desenvolvimento e o

registro de tecnologias para controle (MAPA, 2015).

A principal forma de controle de fungos fitopatogénicos, mundialmente
utilizada, ainda é o uso de fungicidas quimicos. Esse processo além de ocasionar o
surgimento de patdgenos resistentes e pragas secundarias (Pires et al, 2003; Carvalho et
al., 2011) pode prejudicar a saude dos produtores agricolas e consumidores causando
impactos ao meio ambiente (Punja and Utkhede, 2003). Outra desvantagem no uso de
fungicidas quimicos estd relacionada a sua inespecificidade, podendo eliminar
microrganismos ja estabelecidos no solo que s&o benéficos as plantas aumentando
assim, sua suscetibilidade aos patdgenos de solo (Pires et al, 2003). Nos ultimos anos,
devido a pressdo imposta pelas leis de impacto ambiental, a crescente preocupacao da
populacio com o0 meio ambiente e salde, bem como pela necessidade de
desenvolvimento de métodos de controle mais eficientes, surgiu a demanda por novas

estratégias neste controle (Carvalho et al., 2015).
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Uma alternativa ao uso de fungicidas € o uso de microrganismos benéficos junto
a planta que induzam resposta de defesa e resisténcia na planta hospedeira ou inibam o
crescimento de fungos fitopatogénicos presentes no ambiente. Estudos recentes tém
mostrados que alguns fungos do género Trichoderma podem ser usados para controlar o
crescimento de fungos fitopatogénicos (Vinale et al. 2008; Shoresh et al. 2010) e podem
melhorar a resposta de defesa quando em interagdo com a planta hospedeira (Pereira et
al. 2014a). No entanto, para que 0 uso desses agentes ocorra € necessario um melhor
entendimento do mecanismo de defesa da planta hospedeira, assim como da
identificacdo de genes ou proteinas associadas a defesa e resisténcia ao ataque de

patégenos(Pereira et al. 2014a; Lamdan et al. 2015; Guzméan-Guzman et al. 2017) .

1.2.SISTEMA IMUNE DE PLANTAS

Em seu ambiente natural, as plantas interagem intimamente com patégenos e
herbivoros dos mais variados tipos. Para se proteger contra esses agressores em
potencial, as plantas apresentam barreiras de defesa pré-formadas como as ceras,
tricomas e a propria parede celular, as quais previnem ou atenuam a invasdo por

patdgenos ou ataques dos herbivoros (Stergiopoulos and de Wit 2009).

Muitos desses agressores, porém, conseguem ultrapassar a defesa pré-formada.
Para evitar o ataque dos mesmos, as plantas apresentam mecanismos de defesa pos-
invasdo, correspondendo a respostas ativas desencadeadas a partir do reconhecimento
do patégeno ou herbivoro. As respostas de defesa desencadeadas apos a invasdo do
tecido vegetal pelo patdégeno sdo representadas pelo modelo ‘’zig-zag’® (Jones and
Dangl 2006) que propde a existéncia de duas linhas de defesa, os quais sdo definidos
principalmente, de acordo com as moléculas liberadas pelo patdgeno reconhecidas pela

planta hospedeira (Figura 4).

A primeira linha confere defesa basal contra todos os patdgenos ou a maioria
deles, ocorrendo tipicamente nas membranas celulares e envolve a capacidade das
plantas hospedeiras de reconhecer uma grande variedade de estruturas microbianas
conservadas, os Padrbes Moleculares associados a Patdgenos - PAMPs (Pathogen

Associated Molecular Patterns) ou Padrdes Moleculares associados a micrébios —
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MAMPs (Microbes Associated Molecular Patterns), como a flagelina, quitina,
glicoproteinas, lipopolissacarideos, por estruturas denominadas de receptores de
reconhecimento padrdo — PRRs ( Pattern Recognition Receptors) presentes em suas

superficies celulares (Pieterse et al. 2014).

Este reconhecimento inicia a imunidade de defesa desencadeada por MAMPSs -
MTI (MAMPs triggered immunity) ou PAMPs — PTI (PAMPs triggered immunity) ou
defesa basal ndo especifica, a qual envolve uma cascata de sinalizacdo mediada por
proteinas MAPKinases e culmina em uma reprogramacgdo transcricional para a
expressdo de genes de defesa. Além das MAMPs e PAMPs, os PRRs também
reconhecem moléculas enddgenas liberadas pela planta no momento da invasdo do
patégeno, como oligdbmeros de parede celular ou fragmentos cuticulares, chamados de
padrdoes moleculares associados a danos - DAMPS (Damage Associated Molecular
Patterns), que também levam a uma resposta imune, a imunidade desencadeada por
DAMPs - DTI (DAMPstriggeredimmunity) (Pieterse et al. 2014; Miller et al. 2017)

Patégenos e herbivoros adaptados adquiriram durante a co-evolugdo com suas
plantas hospedeiras fatores de viruléncia, denominados efetores, os quais sdo proteinas
de viruléncia liberadas nas células hospedeiras pelos patdégenos para suprimir suas
respostas de defesa levando a doenca (Fu and Dong 2013), ou seja, suprimindo a
PTI/MTI/DTI. Como resultado da acdo dos efetores a planta passa a ser suscetivel, o
que caracteriza uma Suscetibilidade Desencadeada por Efetores — ETS (Effector-
Trigerred Susceptibility) (Jones and Dangl 2006; Miller et al. 2017).

Em contrapartida, as plantas podem apresentar genes R especializados para
detectar a presenca de efetores, ativando uma resposta imune secundaria, acelerada e
amplificada da PTI resultando em resisténcia a doenca. Esta € a segunda linha de defesa
chamada de Imunidade desencadeada por efetores — ETI (Effectortriggeredimmunity)
ou interacdo gene-a-gene, como foi descrita inicialmente por Flor (Flor 1971) que visa
impedir o crescimento de patdgenos no inicio da infec¢do (Miller et al. 2017) .
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Figura 4. Modelo ilustrativo do sistema imune da planta: Inicialmente as plantas detectam, através dos
PRRs, os PAMPs ou MAMPs (losangos em vermelho) para desencadear a imunidade desencadeada por
PAMP (PTI). Em seguida, alguns patdgenos conseguem suprimir a PTI, seja por implantagdo de efetores
na planta ou de outra forma a permitir a nutricdo e dispersdo do patdgeno, resultando em susceptibilidade
desencadeada por efetor (ETS). Na segunda fase um efetor (indicado por circulos em rosa) é reconhecido
por uma proteina especifica, ativando a imunidade desencadeada por efetores (ETI). Na fase final, alguns
patégenos ganham novos efetores (em azul) que permitem ao patégeno suprimir a ETI (Jones &Dangl,
2006).

A resposta de imunidade do tipo PTI ocorre pela ligacdo entre o dominio
extracelular do receptor (PRR) com o epitopo do ligante (PAMP/MAMP) resultando em
mudangas na estrutura do receptor e seguida da ativacdo imediata da cascata de
sinalizacdo citoplasmatica pelo dominio intracelular do receptor. A medida que a planta
percebe o patdgeno, o influxo de jons de célcio (Ca?*) é ativado rapidamente para o
interior das células, o que modifica o pH local e regula a sinalizac&o inicial de eventos
que ocorrem de segundos a minutos, como o efluxo de anions, a producéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a expressdo de genes envolvidos com a biossintese de

peptideos e compostos antimicrobianos (Monaghan and Zipfel 2012; Dalio et al. 2017).

Estas respostas sdo principalmente mediadas por proteinas quinases
dependentes de célcio (CDPKs) que sdo co-reguladas pela cascata de sinalizagdo por
proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs). Os fatores de transcricdo da
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familia WRKY também agem na regulacédo da ativacdo de genes. Respostas de defesas
tardias que ocorrem horas ou dias apds o contato com o patdégeno, o que inclui a
producdo de &cido salicilico (SA), fitoalexinas e outros compostos de defesa séo
reguladas pelo aumento intracelular de Ca2+ (Monaghan and Zipfel 2012; Dalio et al.
2017).

Outras respostas também podem ser observadas como o fechamento de
estbmatos ou a deposicdo de calose ou aumento de lignina na parede celular, a
modulacdo da transcricdo de genes relacionados a defesa bem como o acumulo de
proteinas relacionadas a patogénese — proteinas PR — como as glicanases e quitinases
relacionadas com a degradacdo da parede celular e principalmente pela explosédo
oxidativa, que € a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) caracterizando o
processo conhecido como Resposta de Hipersensibilidade (RH - Hypersensitive
Response) (Camejo et al. 2016). A RH é um processo que culmina em morte celular
rapida e localizada no sitio de infeccdo, ativada pela planta com o intuito de conter o
avanco do patdgeno e impedir que ele a colonize, sendo efetiva contra patdgenos
biotroficos ou hemibiotréficos, capazes de crescer apenas em tecido hospedeiro vivo,
mas ndo contra necrotréficos, os quais matam o tecido hospedeiro durante a colonizagédo
(Zurbriggen et al. 2010). Além disso, em varios desses processos ha a formagdo de
moléculas que potencialmente podem atuar como mensageiros secundarios (SA, ROS,
etileno, célcio, etc.) em outras vias metabdlicas, 0 que torna a resposta ainda mais
complexa (Zipfel and Robatzek 2010; Monaghan and Zipfel 2012).

Pela co-evolugdo com seus hospedeiros, patdgenos e herbivoros bem adaptados
podem suprimir a ETI através de mutacdes em genes que codificam efetores, fazendo
com que as plantas ndo mais os reconheca. Esse reconhecimento pode ser através da
interacdo direta e altamente especifica, entre as proteinas hospedeiro/patdégeno de
acordo com a teoria gene a gene (Flor 1971; Boller and Felix 2009) ou indireta,
conhecida como teoria guarda (Flor 1971; Jones and Dangl 2006) no qual as proteinas R
reconhecem efetores ligados a proteinas da planta. A maior evidéncia da teoria guarda
foi encontrada no sistema R/Avr entre Arabidopsis thaliana e Pseudomonas syringae
pv. tomato, onde RIN4 é modificada pela Avr da bactéria e essa modificacdo ativa a

proteina R (RPM1) resultando na resisténcia da planta (Mackey et al. 2002).
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Os patogenos apresentam uma gama de efetores diversos em sequéncia e
funcdo molecular. J& as proteinas R das plantas sdo estruturalmente conservadas e a
maioria delas contém sitios de ligagdo a nucleotidios (NBS — Nucleotide Binding Site),
C-terminais formados por repeticdes ricas em leucina (LRR- Leucin Rich Repeats) e N-
terminais variaveis, sendo comuns os tipos coiled-coil (CC) e toll and human
interleukin receptor (TIR) ((EImore et al. 2012; Gururani et al. 2012)

Além das classes TIR e CC existem mais seis, sdo elas: a eLRR que possui um
dominio LRR extracelular ligado a um dominio transmembrana (TrD) (Gururani et al.
2012) a LRR quinase, a qual apresenta um dominio intracelular de quinases
serina/treonina citoplasméaticos, um dominio extracelular LRR e um dominio
transmembrana (TrD) (Afzal et al. 2008; Gururani et al. 2012). As proteinas R que
possuem um dominio TrD, o qual esta ligado a um dominio CC (Win et al. 2012) .
Genes R contendo os dominios LRR, seguido pelo dominio TrD ligado ao dominio
PEST 16 (prolina-glicina-serina-treonina) para degradacdo proteica, além de pequenos
motivos de ECS (dominio de sinalizacéo celular de endocitose)(Gururani et al. 2012);
As proteinas R que contém os dominios TIR NBS-LRR, além de ter na extensdo C-
terminal um dominio putativo de sinal de localizacdo nuclear (NLS) e um dominio
WRKY, o qual possui uma regido de 60 aminoacidos que é definida pela sequéncia
conservada WRKYGQK na regido N-terminal, associada a um motivo zinc-finger
(Thomma et al. 2011)e os R enzimaticos, 0s quais ndo possuem nenhum dos dominios

LRR e NBS conforme pode ser visto na figura 5.
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Figura 5. Principais classes de genes (R) de resisténcia baseado nos arranjos dos dominios funcionais.
Adaptado de Win et al., 2012.
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Diferentes patogenos, como bactérias, fungos, oomicetos e virus, produzem
efetores para atacar diferentes plantas, que por sua vez, usam seus genes de resisténcia
para evitar o desenvolvimento da doenga. Todo o processo de reconhecimento do
patdgeno pelas plantas é regulado por vias de sinalizacdo mediadas pela acdo de
fitohormonios, dentre eles 0s mais comuns sdo as vias do acido salicilico (SA), acido
jasmonico (JA) e Etileno (ET), esses hormonios se acumulam em resposta a infecgdo
por patdgeno resultando na ativacdo de genes de defesa. Outros hormonios vegetais
como o acido absicisico (ABA) e citocininas também atuam na defesa da planta e
podem, ainda que parcialmente, alterar a sinalizacao por AS, JA ou ET. Os agentes que
ndo causam danos expressivos a planta, como por exemplo os patdgenos biotroficos,
estimulam a via do SA, por outro lado aqueles que causam danos mais sérios, como 0s
necrotroficos, estimulam as vias JA e ET, essas trés vias estdo interconectadas. Este
crosstalk entre as vias ocorre como uma estratégia da planta para direcionar sua resposta

contra o agressor (Pieterse et al. 2009, 2014).

1.2.1.Inducéo de resisténcia em plantas

Quando atacadas, as plantas sdo capazes de aumentar sua resisténcia e essa
condicdo é referida como resisténcia adquirida ou induzida (Pieterse et al. 1998, 2009).
A inducdo de resisténcia em plantas pode ser separada em dois tipos: Resisténcia
Sistémica Adquirida do inglés Systemic Acquiredd Resistance - SAR e Resisténcia
Sistémica Induzida, Induced Systemic Resistance - ISR (Figura 6).
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Figura 6. Rotas da resisténcia sistémica adquirida (SAR) e induzida (ISR) ativadas por microrganismos
patogénicos e ndo-patogénicos em plantas através das moléculas sinalizadoras acido salicilico (AS), acido
jasmonico (JA) e etileno (ET). Modificado de Pieterse et al., 1998.

SAR pode ser desencadeada apds uma infeccdo local ou em diferentes pontos,
estendendo-se para partes da planta distante do local de infeccdo, podendo ser induzida
por patdgenos e por outras moléculas quimicas (Pieterse et al. 2009; Walters et al.
2013). A inducdo da SAR é acompanhada pela producédo e acumulo local e/ou sistémico
do &cido salicilico (SA) e que ativam genes relacionados a patogénese (PR-genes) que
por sua vez, se expressam através da sintese de proteinas relacionadas a patogénese ou
PR-proteinas (Van Loon and Van Strien 1999; Vlot et al. 2009).

Ao contrario da SAR, a resisténcia sisttmica induzida (ISR) é ativada por
microrganismos ndo-fitopatogénicos como rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (PGPR) (Pieterse et al. 2005) e fungos benéficos a planta (Lamdan et al. 2015).
Nesta inducdo ndo ha a producdo de proteinas relacionadas a patogénese, nem
fitolaexinas, sendo sinalizada pelos acidos jasménicos e etileno (Harman et al. 2004;

Pieterse et al. 2014).
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Os fungos simbiontes do género Trichoderma, indutores de resposta de defesa
em plantas hospedeiras, quando interage com a planta hospedeira leva a resisténcia
sisttmica induzida por Trichoderma do inglés Trichoderma-induced systemic resistance
(TISR). Estudos de expressdo com genes marcadores ligados as principais vias de
defesa TISR envolve a ativacdo direta das vias SA e JA, simultaneamente (Salas-Marina
et al. 2011; Mathys et al. 2012; Moréan-Diez et al. 2012). Um estudo posterior
desmonstrou que T. harzianum induz protecdo contra a infeccdo provocada por B.
cinerea em tomateiro e que a TISR induzida nesta interacdo € dependente dos
fitohormonios JA, SA e ABA. E que o priming induzido por Trichoderma na planta ¢é

baseado na exploséao de respostas dependente de JA (Martinez-Medina et al. 2013) .

A manutencdo das atividades imunes constitutivas seria prejudicial ao
hospedeiro (Heidel et al. 2004), pois essa manutencdo provoca a alocacdo de recursos
para a defesa em detrimento ao demais processos bioldgicos da planta. Para resolver

LN

isso, as plantas mantém uma ~~ memdria imunolégica — através de um processo
chamado priming, no qual a planta, basicamente, fica em um estado de alerta. A
resisténcia sistémica induzida envolve o processo de priming resultando em um estado
sensibilizado que permite que as células respondam rapido e com maior amplitude a
ataques de patogenos (Fu and Dong 2013). Estudos recentes mostraram que uma vez
induzido a memdria imunoldgica desencadeada pela SAR pode durar ndo apenas
semanas ou meses, mas pode ser transmitida as geracdes subsequentes e que tanto o
contato com microrganismos benéficos, simbiontes, como o tratamento de plantas com

varios compostos naturais e sintéticos podem ativa-lo (Beckers and Conrath 2007).

1.2.2.Proteinas relacionada a patogénese ou PR-proteinas

As proteinas de defesa de plantas que s&o induzidas apds infecges por agentes
patogénicos e/ou estresse abidtico sdo conhecidas como proteinas relacionadas a
patogénese ou proteinas PRs. Elas conferem resisténcia tanto local quanto sistémico em
respostas a patdgenos, apds o reconhecimento dos elicitores por receptores de planta
(van Loon and Loon 1997; Van Loon and Van Strien 1999).
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Entre essas proteinas podemos citar algumas hidrolases, inibidores de protease,
proteinas de reserva como a osmotina em tabaco, dentre outras como pode ser visto na
tabela 1. Até recentemente as proteinas eram classificadas em 17 familias, variando de
PR-1 até PR-17 de acordo com as caracteristicas de cada proteina, conforme descrita
por Christensen et al. (2002), recentemente foram identificadas mais duas familias PR-
18, é uma carboidrato oxidase induzida por fungo ou AS purificada de girassol, ela
melhora a resisténcia de plantas transgénicas de tabaco contra a infec¢do causada por
bactéria (Custers et al., 2004), e a PR-19 identificada em Pinus sylvestris L.
(Sooriyaarachchi et al., 2011) com atividade antimicrobiana, a proteina se liga as
glucanas da parede celular fangica, alterando-a, prejudicando assim o crescimento da
hifas. As PR proteinas e suas propriedades estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Familias de proteinas relacionadas a patogénese e suas propriedades

Familias Membro Padrdo Propriedades

PR-1  Tabaco PR-1° Antifingica

PR-2 Tabaco PR-2 B-1,3-glucanse

PR-3 Tabaco P, Q Quitinase 1, 11, IV -VII

PR-4 Tabaco 'R Quitinase 1 e 1l

PR-5 Tabaco S Osmotina

PR-6 Tomate inibidor | Inibidores de protease

PR-7 Tomate Pgqg Endoproteinases

PR-8 Pepino quitinase Quitinase 111

PR-9 Tabaco "lignin-forming peroxidase =~ Peroxidases

PR-10  SalkaPR-1 Proteinas semelhantes a ribonuclease
PR-11  Tabaco “classe V' quitinase Quitinase V

PR-12  Rabanete Rs-AFP3 Defensinas

PR-13  Arabidopsis THI2.1 Tioninas

PR-14  Cevada LTP4 Proteina de transferéncia de lipideo
PR-15  Cevada OxOa (Germin) Oxalato oxidase

PR-16  Cevada OXOLP Proteinas semelhantes a oxalato oxidase
PR-17  Tabaco PRp27 Desconhecida

PR-18  Girassol antibacteriana

PR-19  Pinheiro silvestre antimicrobiana

As PR-proteinas agem direta e indiretamente na resisténcia de plantas contra
microrganismos patogénicos. Como forma direta podemos citar a inibicdo do
crescimento do patdgeno ou da germinacdo de esporos (PR-1). Isoformas basicas de
PRPs normalmente exercem maior atividade antifungica, apresentando acdo reduzida
contra bactérias, insetos, nematoides ou virus. Em sua maioria, PRPs possuem uma
maior importancia na acao indireta, ou seja, no processo de inducdo de resisténcia,

como por exemplo, na acdo preventiva contra penetragdo de patdgenos, por acao
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oxidativa de componentes da parede celular vegetal por meio de peroxidases (PR-9), ou
envolvimento na transducdo de sinais durante a interacdo patégeno-hospedeiro, como na
acdo de oxalato oxidases (PR-15) e de proteinas ndo especificas relacionadas com o
transporte de lipidios (PR-14).

Um ndmero pequeno de familias das PRPs possui atividade enziméatica como é o
observado para glucanases (PR-2), quitinases (PR-3, PR-8, PR-11), peroxidases (PR-9),
ribonucleases (PR-10) e (PR-4), ou acdo inibitéria pela atividade de inibidores
enzimaticos (PR-6). A atividade inibitéria de proteases e a-amilases é atribuida as
familias PR-5, PR-12 e PR-14. Muitas das funcfes dessas proteinas ainda sdo discutidas
como a multifuncionalidade dos inibidores de protease de plantas (Stangarlin et al.
2010).

O aumento na expressao dos genes que codificam essas proteinas ja foi observado
por varios autores em estudos de patossitemas mostrando que elas estdo relacionadas
com a inducdo de defesa e aumento da resisténcia. Espécies de fungo do género
Trichoderma sdo capazes de induzir a sintese dessas proteinas. T. atroviride ativa a
resisténcia sisttmica e a expressao local de genes relacionados a defesa sinalizada pelos
horménios AS e JA/ET, dentre elas as PR-1 e PR-2, em Arabidopsis contra P. syringae
pv tomato (Salas-Marina et al. 2011). T. harzianum induz uma maior expressdo dos
genes B-1,3-glucanase, quitinase e peroxidase em raizes de feijoeiro confrontado com o
patégeno R. solani, evidenciando o papel delas na inducdo da resposta de defesa contra
R. solani (Pereira et al. 2014).

1.2.3.Sinalizac¢éo por MAPK kinases

A interacdo planta-patogeno inicia uma resposta de defesa e gera sinais que sdo
traduzidos em respostas celulares através de muitas rotas interligadas, sendo a cascata
de MAPKSs (mitogen-activated protein Kinases) uma delas (Zhang and Klessig 2001;
Meng and Zhang 2013).

A ativacdo da cascata MAPK é um dos eventos de sinalizacdo mais precoce apos a
percepcao do patdgeno pela planta. De uma forma geral, cada cascata consiste de pelo

menos trés proteinas quinases, que intermedeiam reacdes sequenciais de fosforilacao, a
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MAPK ¢ ativada por fosforilacdo nos residuos de treonina e tirosina pela quinase
anterior MAPK Kinase (MAPKK), que por sua vez, é ativada pela quinase anterior
MAPKK Kinase (MAPKKK), sendo entdo ativada por uma proteina G, mas em alguns
casos pode ocorrer por uma MAPKKK kinase (MAPKKKK), por outro lado todas essas

proteinas quinases sao inativadas por fosfatases (Meng and Zhang 2013).

Existem multiplos membros de cada um desses 3 tipos de MAPK quinases na
célula, que contribuem para uma via de sinalizagdo especifica. Considerando o genoma
de Arabidopsis existem 29 MAPKs, 10 MAPKKs e aproximandamente 60 diferentes
MAPKKKSs ja identificadas e especula-se que esse numero seja aproximadamente o
mesmo para outras espécies de plantas, uma vez que um repertorio similar foi

encontrado em arroz e populus (Hamel et. al. 2006).

Algumas MAPKs sdo conhecidas como a SIPK (salicylic acid induced protein
kinase), WIPK (wounding-induced protein kinase), SIMK (salt stress-induced MAP
kinase) e SAMK (stress-activated MAP kinase). WIPK ¢é ativado em resposta a proteina
bacteriana AVRPtoB durante a infeccdo por Pseudomonas syringae, e que WIPK é uma

das MAPK chave na regulacdo da resisténcia a doenca (Ekengren et al. 2003).

A ativacdo das MAPKS ocorre apds o reconhecimento de algumas PRRs pelos
PAMPs como as PRRs Flg22 e elfl8 que podem desencadear uma ativacdo forte,
embora transitéria, de MAPKs em Arabidopsis, incluindo as MPK3, MPK6, MPK4 e
MPK11. Além disso a ativacdo ocorrre também por efetores, como o Avr9 de fungo que
ativa SIPK e WIPK em células de tabaco transgénico que expressa o0 gene de resisténcia
Cf-9 (Roux et al. 2011).

Um dos principais alvos dos efetores de patdgenos € a cascata MAPK de
plantas, provavelmente porque eles tem um papel central na imunidade de plantas. Os
efetores de patdgenos podem suprimir a sinalizagdo MAPK inativando componentes
upstream da sinalizacdo. Os efetores de P. Synringae AvrPto e AvrPtoB agem
diretamente nos receptores FLS2, EFR e CEERK1 (PAMPs ) bloqueando a PTI (Xiang
et al. 2008; Gimenez-Ibanez et al. 2009)

A identificacdo de MAPKinases, dos seus diferentes substratos e reguladores
negativos e todos 0s componentes desta cascata ajudara a compreender a complexa via

de MAPkinase nas plantas e, uma vez que, 0s componentes da cascata de MAPKkinases
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estdo relacionados na percepcdo de diferentes patdgenos e na consequente ativacédo de
mecanismos de defesa a identificacdo desses componentes podera contribuir para a
obtengdo de plantas geneticamente modificadas expressando estes genes

constitutivamente, gerando plantas mais resistentes a doencas.

1.2.4. Efetores - a Suscetibilidade Desencadeada por Efetores (ETS)

Até recentemente, muito pouco se sabia sobre a biologia dos efetores e
principalmente sobre as bases moleculares da interacdo planta-patdgeno. As
informacBes geradas com o avango de técnicas moleculares e sequenciamento tém
contribuido para o entendimento das estratégias de infeccdo dos patdgenos e
mecanismos de defesa das plantas. Inicialmente, foram elucidadas as funcOes
bioquimicas de algumas moléculas efetoras de bactérias. Posteriormente, o conceito de
efetores foi extrapolado de bactérias patogénicas para fungos, oomicetos e nematoides,
que também tiveram a funcdo bioquimica de alguns de seus efetores elucidada e
finalmente, com métodos computacionais e bioinformatica baseados em
sequenciamento de genomas, tem sido possivel predizer candidatos a efetores em uma
imensa gama de microrganismos (Guzman-Guzman et al. 2017) Estas informag6es em
conjunto levaram a comunidade cientifica a aceitar os efetores como fatores essenciais

para a compreensdo dos processos em qualquer interacdo planta-patogeno.

Os efetores sdo classificados como moléculas que suprimem a defesa das plantas
(Kamoun 2006), mas essa definicdo ndo € correta porque, segundo estudos mais
recentes, alguns efetores apresentam dualidade em sua fungdo dependendo do
hospedeiro, ou seja, podem ser relacionados tanto com a patogenicidade quanto com a
ativacdo de resisténcia. Por isso, de um modo geral, efetores podem ser definidos como
moléculas liberadas ou associadas a um organismo capazes de modificar a estrutura

celular e/ou fungédo do outro organismo (Plett et al. 2011, 2014; Plett and Martin 2012).

Os efetores séo divididos em apopléasticos e citoplasmaticos em funcéo do local
de atuacdo. Os efetores secretados pelos patdogenos durante a infeccdo podem se
acumular na superficie exposta da célula ou nos espacos intercelulares, sendo

classificados como efetores apoplasticos. Por sua vez, os efetores intracelulares ou
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citoplasmaticos sdo os que podem se translocar através da membrana celular e ter
contato direto com compartimentos subcelulares ou organelas (Kamoun 2006; Block et
al. 2010) (kamoun 2006; (Block et al. 2010).

Muitos dos efetores citoplasmaticos ja descritos sdo caracterizados pela presenca
de um motivo de translocacdo especifico o qual permite que eles possam entrar na
célula, como os motivos RXLR (arginina, um aminoacido qualquer, leucina e arginina)
ou um motivo do tipo RXLR - RXLX-like (Dou et al. 2008; Plett et al. 2011). Alguns
trabalhos ja demonstraram a efetividade desses motivos RXLR na translocacdo de
proteinas (Dou et al. 2008; Plett et al. 2014; Guzman-Guzmén et al. 2017).

O motivo de translocacdo RXLX da proteina pfHRPII de Plasmodium
falciparum é suficiente para translocar essas proteinas para o interior das celulas
sanguineas ou ainda o motivo RXLX da proteina AvrlB de Phytophtora sojae que
permite a translocacdo de uma proteina flurescente para o interior das células
radiculares de soja. O AVR3a suprime a morte celular induzida pela elicitina INF-1,
também secretada por Phytophtora infestans. Resumidamente, INF-1 teria
caracteristicas de um PAMP que induziria a morte celular. Entretanto, o0 AVR3a
suprime a acdo deste PAMP, contribuindo para a viruléncia do patégeno (Bos et al.,
2009).Uma lista mais completa de candidatos a efetores encontra-se no material

suplementar de Guzman e colaboratores (Guzman-Guzman et al. 2017).

Anteriomente a essa lista de efetores, Gohre and Robatzek (2008) mostraram
algumas atividades tipicas dos efetores na inibicdo da defesa ou inibicdo do
reconhecimento da infeccdo pela planta como a inibicdo de enzimas (hidrolases) no
apoplasto, inibicdo de ativacdo de PRRS, inibicdo de cascatas de sinalizacdo mediadas
por MAP-quinases, modificacdo do transcriptoma relacionado a respostas de defesa,
reprogramacao transcricional, degradacdo de componentes/proteinas relacionadas a

defesa e interferéncia na secre¢édo de proteinas e trafego vesicular.

Véarios PAMPS/MAMPs estdo comprovadamente envolvidos nas relagdes de
reconhecimentos entre plantas e microrganismos (Newman et al. 2013). Por outro lado,
h& poucos estudos sobre proteinas efetoras. Recentemente Guzman et al (Guzman-
Guzman et al. 2017) apresentou uma lista de genes de provaveis efetores que possam ter
algum papel na interagéo planta-fungo e mostrou que o efetor putativo de Trichoderma,

a proteina Hidrofobina 2 TVHYDII 1, atua na colonizagdo das raizes da planta
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hospedeira pelo fungo e participa da sua atividade antagonistica conta Rhizoctonia

solani.

O entendimento e a manipulagdo de componentes chave envolvidos em
mecanismos de defesa das plantas, como PAMPs, PRRs, efetores e genes de resisténcia,
podem levar ao desenvolvimento de novas estratégias para o controle de doencas de

plantas (Raffaele and Kamoun, 2012).

1.3. INDUCAO DE DEFESA E RESISTENCIA EM PLANTA
HOSPEDEIRA POR TRICHODERMA SPP.

O género Trichoderma (teleomorfo: Hypocrea) é composto por fungos de vida
livre, habitantes cosmopolitas de solo, mas que também podem colonizar rizosfera,
superficie e interior de tecidos vegetais sem causar doencas, sendo por iSso
considerados simbiontes oportunistas avirulentos (Harman et al. 2004). Estes fungos
tém como caracteristicas morfoldgicas o micélio, inicialmente de coloracéo branca, com
crescimento rapido e uniforme, que com o desenvolvimento formam um °’ tapete °’ que

variam do amarelo até verde escuro dependendo da espécie (Melo, 1991).

Nos Ultimos anos, as pesquisas com Trichoderma spp. tém dado atencdo ao
potencial de uso destas espécies como indutoras de resposta de defesa em plantas
hospedeiras protegendo-as de uma subsequente infeccdo (Djonovic et al. 2007; Pereira
et al. 2014b; Lamdan et al. 2015).

Trabalhos mais recentes buscando o entendimento da interacdo Trichoderma
spp/planta hospedeira tém demonstrado que algumas linhagens de Trichoderma quando
em intima associacdo com plantas hospedeiras sdo capazes de produzir e liberar
compostos elicitores de defesa que podem desencadear sua resposta de defesa e, desta
forma, induzir resisténcia local e sisttmica na planta contra subsequentes infecgdes
fangicas (Hermosa et al. 2012; Pereira et al. 2014b; Lamdan et al. 2015). Algumas
espécies de Trichoderma, T. asperellum, T. harzianum e T. virens sdo rizocompetentes,
podem manter relacdo simbidtica com plantas hospedeiras (Viterbo et al. 2004;
Djonovi¢ et al. 2006; Pereira et al. 2014). Como consequéncia dessa relacdo, esses

fungos sdo capazes de induzir uma resposta mais forte em comparagcdo com a imunidade
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da planta desencadeada por patégeno (MTI > PTI) pela producdo de uma variedade de
MAMPs com as hidrofobinas, proteinas tipo expansinas, metabdlitos secundarios,
enzimas com atividade antimicrobiana, chamados de efetores ou proteinas efetoras
(Lorito et al. 2010; Nawrocka and Mallolepsza 2013).

Essas espécies de Trichoderma sdo capazes de neutralizar os efetores dos
patdgenos que interferem com MTI, isto reduz a ETS e limita a perda de resisténcia
mantendo a resposta da planta a um nivel acima ou um pouco abaixo do limiar eficaz
(figura 7). Por fim, Trichoderma spp. podem também melhorar ETI causando uma
rapida resposta (priming) ou ativa-la, pela liberagdo de compostos que, como acontece
com algumas moléculas de patdgenos, sdo especificamente reconhecidos por receptores

celulares de plantas (Lorito et al. 2010).

ta MTI/PTI ETS ETI ETS ETI

tude dadefesa

AaMmp

Figura 7. Mudancas na amplitude da defesa vegetal contra patdgenos causados por espécies de
Trichoderma como indicado pelo modelo criado por Jone and Dangl (setas azuis). As setas azuis grossas
indicam a resposta da planta na presenca do fungo Trichoderma spp. que sdo capazes de aumentar 0s
nivéis da primeira resposta (MTI/PTI) produzindo uma variedade de MAMPs. Eles também inibem a
acdo de efetores de patdgenos que causam ETS, limitando assim a perda de resiténcia e, portanto,
mantendo a resposta da plannta em um nivel acima ou apenas abaixo do limiar eficaz (ETS). Trichoderma
spp. também aumentam a ETI levando a uma rapida resposta — priming - ou ativando a defesa pela
producdo de compostos (Avr R) que sdo reconhecidos especificamente pelos receptores da planta e
induzem mecanismos de defesa. Modificado de Lorito et al., 2010.

37



A primeira demonstracéo clara de inducéo de resposta de defesa e resisténcia a
doengas em plantas usando fungos do género Trichoderma foi publicada em 1997 por
Bigirimana e colaboradores. Neste trabalho foi mostrado que uma linhagem de T.
harzianum reduziu a incidéncia da doenca causada pelo patégeno Colletrotrichum
lindemuthianumv nas folhas de feijoeiro comum. De la pra ca muitos trabalhos similares
foram desenvolvidos utilizando diferentes espécies e linhagens de Trichoderma com
plantas mono e dicotileddneas no intuito de entender o mecanismo e as moléculas

envolvidas nessa interagéo.

Recentemente, Perreira et al. (2014), mostrou que o isolado de T. harzianum
ALL 42 foi capaz de promover crescimento e modular o metabolismo e a resposta de
defesa de P. vulgaris na presenca e auséncia de dois fungos fitopatégenicos, Rizoctonia
solani e Fusarium solani. Lamdant et al. (2015) mostrou que durante a interacdo com
milho, T. virens foi capaz de induzir resposta sisttmica na planta hospedeira contra o
patégeno Colchliobolus heterostrophus.

O mecanismo molecular e biogquimico que o Trichoderma usa para estabelecer as
interagBes benéficas ainda ndo foi totalmente esclarecida. Entretanto, sabe-se que as
proteinas secretadas no meio tém um papel central no didlogo molecular entre fungos e
as plantas hospedeiras. O que mostra a importancia de se identificar e conhecer a
biologia dessas proteinas. Os estudos recentes tém focado na identificacdo dessas
proteinas e em seu papel na interacdo Trichoderma/Planta hospdeira. A colonizacdo da
planta hospedeira por Trichoderma envolve a capacidade de reconhecer e se aderir as
raizes, penetrar na planta, e metabdlitos toxicos produzidos pela planta em resposta a

sua invasao.

Um grupo de proteinas secretadas que vem sendo estudado é a familia Cerato-
plataninas, pequenas proteinas extracelulares que apresentam residuos conservados de
cisteinas (Scala et al. 2004). Ainda em 2006 Djonovic e colaboradores (2006)
identificaram, purificaram e caracterizaram uma pequena proteina elicitora de defesa
secretada por T. virens. A andlise da sequéncia de aminoacidos predita dessa proteina
revelou que a esta apresenta grande similaridade com proteinas da familia das
ceratoplataninas. A presenca de SM 1 aumentou a expressdao dos genes da planta
hospedeira quitinase, hidroximetil glutaril CoA redutase, p-1,3-glucanase, peroxidase, e

lipoxigenase que codificam proteinas relacionadas com a defesa.

38



Um trabalho recente usando um isolado mutante de T. harzianum, delecdo do
gene Epl-1 que codifica um tipo de ceratoplatanina, mostraram que esta proteina esta
envolvida com micoparasitismo de S. sclerotiorum, modulagéo da expresséo de genes
de defesa de feijoeiro além do reconhecimento do fungo como simbionte pela planta
(Gomes et al. 2015) Corroborando com este trabalho, Lamdan et al. (2015) mostraram
que essas proteinas secretadas durante a interacdo de T. virens com raizes de milho e o
patdégeno Cochliobolusheteostrophus estdo envolvidas com a indugdo de resisténcia

sistémica.

Neste grupo de pequenas proteinas secretadas de Trichoderma também se
encontram as hidrofobinas responsavéis pela aderéncia do fungo a superficie radicular
das plantas e uma proteina tipo expansina, que é capaz de modificar a arquitetura da
parede da célula da planta, facilitando a colonizacdo das raizes. Alguns autores
mostraram que a Classe | de hidrofobinas produzida por T. asperellum descrita por estar
relacionada com resposta de defesa e inducdo de resisténcia na planta (Viterbo and Chet
2006) assim como as Swollenins, uma proteina do tipo expansina com dominio ligante
de celulose, sdo capazes de estimular resposta de defesa local em raizes e folhas de

abdbora contra Botritys cinerea e Pseudomonas syringae (Brotman et al. 2008).

1.4. O USO DA PROTEOMICA NO ESTUDO DA INTERACAO
PLANTA-TRICHODERMA-PATOGENO

Nos ultimos anos, os codigos genéticos de diversos organismos tém sido
sequenciados, representando um grande avan¢o na area da genémica. No contexto da
““omics™, tém-se dado grande énfase para a genémica funcional, visando a identificacdo
da sequéncia e funcdo de genes e proteinas atraves do transcriptoma e proteoma dos
organismos (Dias et al., 2007).

O proteoma é definido como o conjunto de proteinas expressas por um genoma,
célula ou tecido em uma condicao especifica (Wilkins, 1994). Através da protebmica é
possivel identificar e quantificar o nimero de proteinas que influenciam diretamente a
bioguimica celular, e prover uma andlise do estado celular, ou mudancas que ocorrem

durante o crescimento, desenvolvimento ou resposta a fatores ambientais, tornando-se
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assim uma tecnologia Gtil no estudo de sistemas bioldgicos altamente dindmicos e
complexos.

A andlise do proteoma pode fornecer importantes informacdes para identificar,
quantificar e estudar as modifica¢bes pos-traducionais das proteinas, como fosforilacéo,
glicosilacdo, acetilacdo entre outras e permite, ainda, avaliar os niveis de inibicdo e
investigar a sintese diferencial de proteinas quando submetidas a duas ou mais
condigdes fisiologicas diferentes, e assim identificar proteinas envolvidas em vias de
sinalizacdo e de defesa de plantas contra varios tipos de estresses, contribuindo assim
para o entendimento integrado do funcionamento celular (Park, 2004).

Com a disponibilidade de genoma de fungos filamentosos em banco de dados e
0 desenvolvimento de novas técnicas de extracdo e separacdo de proteinas, combinada
com avangos na espectrometria de massas (MS), vem aumentando o conhecimento
sobre a expressdo diferencial de proteinas de fungos filamentosos com relevancia
biotecnoldgica, em relacdo as varidveis ambientais (Gomez-Mendoza et al. 2014) bem
como o numero de trabalhos que fazem uso da protedmica para estudar a interacéo entre
Trichoderma spp., fungos fitopatogénicos e uma planta hospedeira visando identificar
proteinas relacionadas ao estresse, micoparasitismo ou com inducdo de defesa e
resisténcia na planta (Pereira et al. 2014b; Steindorff et al. 2014; Ramada et al. 2016).

Ainda em 2006, Marra e colaboradores (Marra et al. 2006) analisaram o
proteoma da interacdo T. atroviride/P. vulgaris/ B. cinerea e R. solani visando
identificar proteinas relacionadas a patogénese ou possiveis genes de resisténcia
expressos durante a interacdo através da técnica de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas.

Posteriormente Pereira et al. (2014), também, utilizando a técnica gel
bidimensional associada a espectrometria de massas utilizando o analisar MALDI-TOF
conseguiu mapear proteinas com a abundancia diferencial envolvidas com indugdo de
defesa mostrando que o isolado de T. harzianum ALL 42 foi capaz de modular a
resposta de P. vulgaris quando na presenca de dois fungos fitopatogénicos, Rhizoctonia
solani e Fusarium solani.

Até recentemente ndo havia trabalhos com as trés vias de interagdo,
Trichoderma/Planta/Patogeno utilizando técnicas protedmicas mais sensiveis como a
LC-MS/MS para analisar as proteinas secretadas com papel na inducdo de defesa e

resisténcia em planta hospedeira, porém em 2015, Lamdan et al. identificou um total de
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66 proteinas fungicas mostrando diferencas significativas na abundancia nas condicoes
de T. virens crescido na presenca e na auséncia de milho. E ainda foi possivel analisar o
papel de 4 proteinas do tipo SSCPs. Por nocaute, foi mostrado que essas SSCPs
aparentemente agem como efetor negativo reduzindo os niveis de defesa em plantas e
podem ter um papel importante na inducédo de resisténcia sistémica de Trichoderma.

Alguns trabalhos tém focada na andlise de uma fracdo do proteoma total do
organismo, o sub-proteoma ou secretoma, foi definido como sendo o conjunto de
enzimas e demais proteinas secretadas por um determinado tipo celular ou por um
conjunto de células, assim como a maquinaria responsavel pela secrecdo destas
proteinas (Tjalsma et al., 2000).

A anélise do secretoma de Trichoderma sp e outros Ascomycetes tem sido
abordada por diversos pesquisadores no mundo inteiro (Medina et al. 2004), analisando
as proteinas secretadas diferencialmente expressas por Aspergillus flavus, quando
crescido em diferentes fontes de carbono (glicose, batata dextrose e rutina) identificou
proteinas comuns aos trés meios, como proteases alcalinas, f 1-3 endoglucanases,
glucoamilase, aminopeptidase e [B-glicosidases, entre outras. O secretoma de T.
harzianum crescido na presenca de parede celular de Botrytis cinerea foi analisado e
evidenciou a secrecdo de algumas proteinas que degradam parede celular como
quitinases, B-1,3(6)-glicanases, proteases (Yang et al. 2009).

A analise do secretoma do fungo Trichoderma harzianum ALL 42 cultivado em
diferentes meios suplementados com parede celular de Fusarium solani permitiu a
identificacdo de um total de 94 proteinas de 105 proteinas retirados de mapas 2-DE. A
Unica proteina observada em todas as condi¢des foi EPL1. Nos meios suplementados
com parede celular de F. solani, foram identificadas diferentes hidrolases tais como
quitinases, B-1,3-glucanases, glucoamilases, a-1,3- glucanases e proteases, juntamente
com outras proteinas com fungdes ndo conhecidas no micoparasitismo, como NPP1 e
cys (Ramada et al. 2016)

Esses estudos pioneiros de interagcdo Trichoderma/ planta hospedeira e/ou fungo
fitopatogénico tém contribuido para um maior entendimento do mecanismo molecular e
bioguimico envolvido nessa interacdo, porém, ainda faltam muitas informagdes como
principais classes de proteinas e seus papéis na interacdo e a regulacéo das proteinas que

sdo chaves de algumas vias de defesa, que ajudarédo a elucidar o mecanismo de interacdo
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Trichoderma/Planta/Patdgeno como as principais classes de proteinas envolvidas, a

regulacdo das proteinas que sdo chaves de algumas vias de defesa.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi analisar por abordagem protedmica a
interacdo entre o fungo Trichoderma asperellum TR 356 e feijoeiro comum, Phaseolus

vulgaris, na auséncia e presenga do fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum.

2.2.0Dbjetivos especificos

- Mapear e identificar proteinas secretadas por T. asperellum TR 356 quando em

associacdo com P. vulgaris;

- Observar a resposta de defesa de feijoeiro comum a presenca do patdgeno Sclerotinia

sclerotiorum e do antagonista T. asperellum 356;

- ldentificar proteinas intracelulares relacionados a respostas de defesa em folhas de
feijoeiro cultivado na presenca de Sclerotinia sclerotiorum ou T. asperellum 356 ou

ambos os fungos;

- Mapear e identificar proteinas intracelulares com abundancia diferencial em folhas de
feijoeiro quando crescido com Sclerotinia sclerotiorum ou T. asperellum 356 ou ambos

os fungos;

- ldentificar os principais grupos funcionais do total de proteinas identificadas em

feijoeiro comum devido a presenca dos fungos.
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3. MATERIAL E METODOS

Para cumprir os objetivos deste trabalho ele foi dividido em duas partes no qual
a primeira foi a andlise do secretoma da interacdo T. asperellum TR 356 e feijoeiro
comum em sistema adaptado de hidroponia e a segunda analise do proteoma de folhas
de feijoeiro comum em interacdo com T. asperellum TR 356 e S. sclerotiorum

cultivados em solo.

3.1. Andlise do secretoma da interacéo T. asperellum TR 356 e
Phaseolus vulgaris

3.1.1. Microrganismo utilizado

O fungo T. asperellum TR 356 utilizado como modelo neste trabalho foi isolado
de amostras de solo Cerrado na regido de Formosa, Gdias, Brasil identificado por
métodos morfométricos e moleculares, com base na sequéncia dos marcadores ITS1 e 2
e Tefl (Lopes et al., 2012) e gentilmente cedido pela curadora Doutora Adriane
Wendland da colecdo de fungos e microrganismos funcionais da EMBRAPA arroz e
feijdo — GO. Os estoques sdo mantidos a-80 ° C em glicerol 20 % (v/v). Para uso estes
sdo repicados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) 2 % e mantidos a 4°C.

Este isolado foi utilizado como modelo levando em consideracdo estudos
prévios de confronto deste com fungos fitopatogénicos. Este isolado inibiu o
crescimento do fungo fitopatogénico S. sclerotiorum, e reduziu os sintomas de mofo
branco em feijoeiro em testes de campo (Lobo Jr, 2002). Além disto, demonstramos que
este isolado modula a expressdo de genes de defesa de feijoeiro em estudos de
interacdo, indicando seu potencial em alterar a resposta de defesa de planta hospedeira.
O genoma de T. asperellum TR 356 ja foi sequenciado, montado e esta disponivel no
endereco: http://genome.jgi.doe.gov/ Triaspl / Triaspl.home.html, Joint Genome
Institute (JGI), California.
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3.1.2. Crescimento do fungo e obtencéo dos esporos

Uma amostra do estoque de T. asperellum TR 356 foi inoculada em meio BDA
que foi incubado a temperatura ambiente. Apds sete dias de cultivo, cinco discos desta
cultura foram coletados e inoculados em frascos de 250 mL autoclavados contendo 50 g
de arroz parboilizado hidratado com 25 mL de &gua destilada. Os frascos inoculados
foram incubados a 28° C. Ap6s os 7 dias de incubacdo, o arroz foi lavado com 100 mL
de agua destilada autoclavada para a obtencdo dos esporos, a suspensdo de esporos

obtida foi entdo utilizada nos experimentos de interacdo Trichoderma/feijoeiro comum.

3.1.3. Bioensaio de interagdo Trichoderma/feijoeiro comum em um sistema
adaptado de hidroponia

Sementes de feijoeiro comum, cultivar Perola, suscetivel ao mofo-branco, foram
cedidas pela CNPAF, EMBRAPA arroz e feijdo — GO. Para a realizacdo dos bioensaios,
as sementes foram esterilizadas superficialmente conforme descrito por Pereira et al.,
(2014). Brevemente, as sementes foram imersas em solugdo de hipoclorito de sodio na
concentracdo de 1 % de cloro ativo por sete minutos, seguida de trés lavagens, de um
minuto, com agua autoclavada. Apds a assepsia, as sementes foram colocadas para
germinar em placas de Petri de vidro contendo meio Agar-glicose a 2 % (m/v). As
sementes foram mantidas em camara de germinacdo (modelo TECHNAL 4013) a 28 °C

com fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de escuro, durante trés dias.

Apds a germinacdo das sementes, estas foram transferidas para frascos de vidro
de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultura Murashige and Skoog (MS) preparado
conforme as instrugdes do fabricante. Ao todo foram utilizados 60 frascos contendo as
plantas que foram organizados em 2 grupos de tratamentos diferentes, constituindo as 2
das 3 condigdes para posterior analise: Condicdo co-cultivo (CC) na qual a planta foi
crescida na presenca do fungo T. asperellum TR 356; condicéo planta (CP), planta foi
crescida sozinha. Apos trés dias de crescimento, 0 meio MS liquido de todos os frascos
foi trocado por meio MS fresco acrescido de 0,05 % de sacarose, para o tratamento CC
ao meio foram inoculados esporos de T. asperellum (concentragdo final de 107/mL). O

mesmo procedimento foi seguido para CP, sem 0 passo da inoculagdo das plantas com
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os esporos do fungo. Na terceira condi¢cdo denominada CF, o fungo foi crescido na
auséncia de feijoeiro, 30 frascos contendo apenas 50 mL de meio MS fresco foram
inoculados com os esporos de T. asperellum (concentragdo final de 107/mL). Todos 0s

frascos foram incubados a 28 °C com 16h de fotoperiodo.

Ap0s 48 horas de crescimento o conteldo de cada dez frascos foi coletado e
reunido, desta forma, para cada tratamento foram obtidas trés amostras compostas,
correspondentes a 10 frascos de cultivo. As amostras compostas foram consideradas as
réplicas biologicas de cada tratamento e utilizadas posteriormente na andlise
protedmica. Esse tempo de coleta foi determinado com base em analises anteriores do
aumento na expressao de genes de defesa de feijoeiro quando na presenca do isolado T.
asperellum TR 356 e no secretoma da interacdo de feijoeiro com T. harzianum (Dados

ndo publicados) e com base na literatura (Yang et al., 2009; Coppola et al., 2013).

3.1.4. Preparo da amostra para analise em NanoUPLC-MSE

As amostras compostas acima mencionadas foram filtradas em membrana de
éster celulose 0.22 uM GS (Millipore e os filtrados contendo o conjunto de proteinas
secretadas foi nomeado de secretoma da condicdo cocultivo (SCC), secretoma da
condicao fungo (SCF) e secretoma da condi¢cdo planta (SCP). Os secretomas foram
precipitados com uma solucdo de acido tricloroacético (TCA) /acetona, 10 % (v/v)
contendo 2 mercaptoetanol 0.07% (v/v) como descrito por Lakshman et al. (Lakshman
et al. 2008) e seco em speed vac por 30 minutos. Posteriormente, os secretomas foram
ressuspendidos com 1 mL de bicarbonato de aménio 100 mM pH 8.0, para otimizar a
solubilizacdo das proteinas na solugdo de bicarbonato, os secretomas foram sonicados

até a amostra esta completamente solubilizada.

A concentracdo de proteina nos secretomas foi determinada utilizando o
reagente Quick Start Bradford TM (Biorad), conforme instrucdes do fabricante. Foram
adicionados 10 pL de bicarbonato de amonio 50 mM para cada aliquota de 50 pL das
amostras em concentracdo 2 pg-ult e, em seguida, foram adicionados 25 pL de
RapiGEST ™ (0.2 % v/v). Os microtubos foram homogeneizados com auxilio de vortex

e incubados em banho seco a 80°C por 15 minutos. Ap6s uma centrifugacdo rapida
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(“short spin”) para recolher o liquido evaporado, foram adicionados 2,5 uL. de DTT 100
mM a cada microtubo, sendo estes novamente homogeneizados em vortex e incubados a
60°C por 30 minutos. Apés a incubacgdo, as amostras foram mais uma vez centrifugadas
rapidamente, recebendo dessa vez 2,5 pL de iodoacetamida 300 mM, homogeneizadas e
incubadas no escuro em temperatura ambiente por 30 minutos. Logo apds, foram
adicionados 10 uL de tripsina (previamente praparada pela adicdo de 400 uL de
bicarbonato de amoénio 50 mM para cada vial contendo 20 pg tripsina Promega,
resultando numa concentragdo final 0,05 pg-uL™), rapidamente homogeneizados em
vortex e incubados em banho seco a 37°C overnight para digestdo proteolitica das
amostras. A fim de precipitar o surfactante, foram adicionados 10 uL de &cido
trifluoroacético (TFA) 5%, seguindo homogeneizacdo, incubagdo por 90 minutos a
37°C em banho seco e centrifugacdo a 10000 xg a 6°C por 30 minutos. Os
sobrenadantes obtidos foram recolhidos, congelados e liofilizados e posteriomente
ressuspendido com 190uL de 20mM formato de amonio e transferidos para vials Waters
Total Recovery (Waters, USA), onde foram acrescentados 10 uL de Fosforilase B
(Waters Massprep PHOSB standard - 1mL de acetonitrila 3% e acido formico 0,1%),. A
concentracdo de proteina final foi de 250 ng-uL™ para um volume final de 200 pL,

enquanto a concentracio de PHOSB correspondia a 50 fmol-pL™.

3.1.5. Analise por nanoLC-MSE

Os peptideos tripticos foram separados por cromatografia liquida em nanoescala
através do nanoACQUITY™ (Waters Corp., USA). A primeira dimensdo (1D) foi
realizada em coluna XBridge™ 300mm x 50mm nanoEase™ contendo resina C18
BEH130 de particula 5um, sendo que a parte mével A foi constituida pelo formato de
amonio 20mM, e a fase movel B a acetonitrila. Enquanto que a segunda dimenséo (2D)
foi realizada em pré-coluna Symmetry C18 de particula 5um, 5mm x 300um e coluna
analitica de fase reversa HSST3 C18 de particula 1.8um, 75um x 150mm (Waters,
USA), a fase movel A correspondeu a acido formico 0,1% em agua e a fase B a acido
formico 0,1% em acetonitrila. Duas corridas foram realizadas: a primeira correspondeu
a uma simulacdo 1D de 70 minutos para checar a digestdo e quantificar a amostra; a

segunda equivaleu a uma corrida 2D completa, utilizando 5 fragdes e 5 horas para ser
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completada. Para a primeira corrida, 2 uL das amostras foram inicialmente transferidas
para a coluna 1D em 0,5 minuto numa taxa de fluxo de 2uL'min™ e 0,1% de B. 0s
peptideos foram eluidos da 1D a 2 uL-min™ e 65% da fase movel B por 4 minutos e
diluidos para a pré-coluna na 2D usando uma solucdo aquosa de acido férmico 0,1%
com taxa de fluxo 20puL-min* por 20,5 minutos. Os peptideos foram separados usando
um gradiente de 7-40% na fase B por 54 minutos com uma taxa de fluxo de 500 nL-min
! seguido de lavagem com 85% da fase mével B. A coluna foi entdo reequilibrada as
condicdes iniciais por 10 minutos. Durante esse processo, a temperatura da coluna foi
mantida a 35°C. O ion de referéncia (lock mass) peptideo glu-fibrino humano (GFP) foi
entregue a partir do sistema fluidico do SynaptG2 usando uma taxa de fluxo constante
de 500 nL-min a uma concentragio de 320 fmol de GFP para o vaporizador de

referéncia da fonte do NanoLockSpray do espectrémetro de massas.

Apb6s a aquisicdo, as amostras foram quantificadas usando o metodo de
identificacdo descrito abaixo e a segunda corrida utilizando 5 fragOes foi realizada
ajustando-se a injecdo do volume para uma concentracdo final de 500ng. As amostras
foram inicialmente transferidas para a coluna 1D em 0,5 minuto a 2 uL-min™ e 0,1% de
B. os peptideos para a primeira fracdo foram eluidos da 1D a 2uL-min™ e 10,8% da fase
maével B por 2 minutos e diluida para a pré-coluna da 2D usando uma solucdo aquosa de
0,1% de acido féormico com uma taxa de fluxo de 10 uL-min* por 8,5 minutos. Os
peptideos foram separados usando um gradiente de 7-35% de fase movel B por 37
minutos com uma taxa de fluxo 500nL-min* seguida por uma lavagem com 85% da
fase mével B por 5 minutos. A temperatura da coluna foi mantida a 35°C. os peptideos
para a segunda, terceira, quarta e quinta fracdes foram eluidos utilizando-se 14, 16.7,
20.4 e 50% de fase movel B, respectivamente. As condic¢des para diluicdo, taxa de fluxo
e analise 2D foram as mesmas utilizadas para a primeira fragdo. A entrega do ion de
referéncia em todas as fracdes foi feita nas mesmas condic¢Oes descritas anteriormente.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

Os peptideos tripticos foram analisados em espectrometro de massas Synapt® G2
HDMS™ (Waters, GBR) com geometria quadrupolo hibrida/ mobilidade i6nica/
aceleracdo ortogonal por tempo de vbéo (o0a-TOF). Para todas as mensuragdes, 0
espectrometro de massas foi operado em modo resolugdo com alcance tipico de pelo

menos 20000 FWHM (“metade do maximo da largura do total”, do inglés full-width
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half-maximum). Todas as analises foram realizadas usando o modo ion-positivo do
nanoelectroespray (nanoESI+) o analisador de tempo de voo do espectrometro de
massas foi externamente calibrado com ions GFP b+ e y+ com m/z 50 a 2000 com
dados de pos-aquisicdo dos ions de referéncia corrigidos usando o ion precursor dupla-
carga da GFP [M+ 2H]%'= 785.8426. O vaporizador de referéncia foi ajustado para uma
frequéncia de 30 segundos. Os dados de massa exata por tempo de retengdo (Exact
Mass Retation Time) do nanoLC-MSE (Geromanos et al. 2009) foram coletados em
modos alternados de aquisicdo de baixa e alta energia. O tempo de aquisicdo do
espectro continuo, em cada modo, foi de 1,5 segundos com um atraso de 0,1 segundo
por interscan. No modo MS de baixa energia, os dados foram coletados a uma energia
de colisdo constante de 3 eV; no modo de alta energia, a energia de colisdo foi

rampeada de 27 a 50 eV a cada intervalo de 1,5 segundos do espectro.

A radiofrequéncia aplicada ao analisador de massas do quadrupolo foi ajustada
de tal maneira que os ions com m/z entre 200 e 2000 fossem eficientemente
transmitidos, garantindo assim que quaisquer ions com m/z menores que 200 que
fossem observados no LC-MS tivessem surgido apenas a partir de dissociacfes geradas
na célula de colisdo TRAP T-wave do equipamento. A mobilidade iénica foi conduzida
sob controle de gas manual com taxa de fluxo do gas da armadilha de fons a 2 mL.min,
taxa de fluxo do gas da fonte de ionizagdo 1 mL.min™, taxa de fluxo do gas de
resfriamento 1 mL.mint, taxa de fluxo da célula de hélio 170 mL.min! e taxa de fluxo

do gas do sistema de mobilidade ionica 80 mL.min™.

3.1.6. Analise dos dados da anéalise LC-MS/MS e a identificacdo das
proteinas

Os dados de espectrometria de massa obtidos por LC-MS/MS foram processados
e comparados a um banco de dados com auxilio do software ProteinLynx Global Server
(PLGS) versédo 2.5.2 (Waters, GBR). As identificagdes das proteinas foram obtidas com
um algoritmo de “ion accounting” incorporado ao programa e comparado as sequéncias
de soja com padrdes de digestdo Mass PREP (MPDS) UniProtKB/Swiss-Prot apenso ao
banco de dados (Phosphorylase - P00489 - PHS2 RABIT, Bovine Hemoglobin -
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P02070 - HBB BOVIN, ADH - P00330 - ADH1 YEAST, BSA - P02769 -
ALBU_BOVIN) e CTAG-1B (UniProtKB/Swiss-Prot — P78358 — Cancer _testis_1).

Identificacdo e pacote de dados quantitativos foram gerados com o uso de
algoritmos alinhados contra uma base de dados espécie-especifica. A detecgdo de ions,
agrupamento e normalizacdo paramétrica de escala log foram realizados em PLGS com
uma licenca Expression E. As medidas das intensidades sio tipicamente ajustadas nesses
componentes removendo 0s is6topos e reduzindo os estados de carga dos espectros que
se replicam pelo experimento ao analisar os clusters de EMRT. Carboamidometilacéo
da cisteina foi especificada como uma modificagdo fixa, enquanto acetilagdo do N-
terminal, desaminagdo do N- terminal e da glutamina, e oxidacdo da metionina foram
incluidas como modificacdes variaveis. Os componentes sdo agrupados com uma
precisdo de 10 ppm e tolerancia de 0,25 minuto contra as massas dos peptideos teéricos
gerados pelo banco de dados com no minimo 1 peptideo. O alinhamento dos peptideos
precursores obtidos pelos dados de baixa e alta energia de colisdo possui uma precisao
de aproximadamente 0,05 min. Um erro de clivagem da tripsina é permitido. As

tolerancias entre os fragmentos e o0s precursores sdo determinadas automaticamente.

O critério de identificacdo de proteinas no banco segue a identificacdo de no
minimo um fragmento de ion por peptideo, trés fragmentos de ions por proteina, ao
minimo um peptideo por proteina e a identificacdo permitida somente dentre 4% dos

falsos positivos encontrados em uma tréplica experimental.

Usando um filtro de identificacdo por réplicas, falsos positivos sdo minimizados
uma vez que ruido possui natureza cadtica e nao tende a se replicar entre injecdes. Para
a quantificacdo e identificacdo das proteinas, as intensidades das massas medidas séo
normalizadas para a intensidade das massas identificadas dos peptideos do padrdo

interno.

A identificagdo das proteinas foi obtida usando o algoritmo lon accounting e as
sequencias foram comparadas contra o banco de dados das espécies T. asperellum TR
356 ( http://genome.jgi.doe.gov/Triaspl/Triaspl.home.html) and Phaseolus vulgaris
sequence database version 1.0 (http://www.phytozome.org/commonbean.php) para a
identificacéo das proteinas e a plataforma LegumelP versao
2.0 (http://plantgrn.noble.org/LegumelP/). A proteina Enolase 1 de S. cerevisiae strain

ATCC foi usada como controle positivo da técnica e identificacdo das proteinas
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3.2. Analise do proteoma de folhas de feijoeiro comum em interagao
com T. asperellum TR356 e S. sclerotiorum

3.2.1. Microrganismos

Para a analise da interacdo de feijoeiro com os fungos T. asperellum e S.
sclerotiorum estes foram crescidos conforme descritos no item 3.1.2. Brevemente, O
isolado T. asperellum TR 273 com sete dias de crescimento em meio sélido BDA foi
transferido para arroz parboilizado em Ellermeyers (250mL) umedecidos com agua
destilada e previamente autoclavados. Os frascos foram mantidos em cémara de
germinacao do tipo BOD a 25 °C durante sete dias. A suspensdo de esporo, obtidas apds
a lavagem do arroz com agua destilada, foram inoculadas nas sementes na concentracédo

final de 107 esporos/mL.

O patogeno virulento S. sclerotiorum, também foi gentilmente cedido pela
curadora Doutora Adriane Wendland da cole¢do de fungos e microrganismos funcionais
da EMBRAPA arroz e feijdo — GO. Os estoques iniciais do isolado foram mantidos a-
80 ° C em glicerol 20 % (v/v) e repicado periodicamente para 0 meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) 2 % e estocados a 4 ° C no laboratério de Enzimologia, na

Universidade de Brasilia.

3.2.2. Producéo das plantas em casa de vegetacdo e infeccdo com o patdgeno

As plantas de feijdo foram cultivadas em cilindros de PVC, trés cilindros (25 cm
de didmetro X 60 cm de comprimento) formando uma torre (Figura 7), estas foram
forradas com sacos plasticos perfurados no fundo para drenagem e preenchidas
com latossolo vermelho distréfico com pH 5,5 adubadode acordo com as
recomendacdes para a cultura. Os tratamentos foram dispostos da seguinte maneira: P -
Planta (Grupo controle, no qual as plantas foram cultivadas na auséncia do antagonista e
do patdgeno); PT - cultivada com Trichoderma asperellum TR 356; PSS - cultivada
com Sclerotinia sclerotiorum e PTS - cultivada com T. asperellum TR 356 e S.
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sclerotiorum. As sementes de feijoeiro foram desinfetadas conforme descrito
anteriormente e uma parte das sementes foi embebida em uma solugdo 2 x 107 esporos/
mL de esporos de TR356 durante 3 minutos para formar as condigdes PT e PTS. Cada
torre de PVC recebeu uma semente de feijoeiro embebido na solucéo de esporos ou ndo
(Condicao controle).

Ap06s 35 dias de crescimento, durante o estagio fisioldgico R6 (florescimento) da
planta, elas foram infectadas com o patdgeno. Para isso um disco de 3 mm de S.
sclerotiorum crescida em meio de cultura BDA foi colocado sobre os foliolos de novas
plantas em fase de florescimento de crescimento. Todas as plantas foram incubadas a
20°C com 12 horas de fotoperiodo em uma sala climatizada com camara de
nevoeiro, acionado por 3 segundosa cada 10 minutos, para gerar o molhamento
foliar que o patdgeno precisava para infectar as plantas. Ap6s 72 horas da inoculacao do
patégeno as plantas foram coletadas, lavadas e estocadas a — 80 ° C para posterior

extracdo de proteinas totais e analises protedmicas.

3.2.3. Extracao de proteinas totais de folhas de feijoeiro

A extracdo de proteinas de cada condicdo (P, PSS, PT e PTS) foi realizada de
acordo com Pereira et al. (2014). Utilizando cadinho e pistilo, trés folhas de cada
condicdo foram reunidas e maceradas com nitrogénio liquido até a obtencdo de um p6
homogéneo. O material macerado foi ressuspenso em 25 mL de TCA a 10% (m/v) em
acetona e contendo 0,007% (v/v) de - mercaptoetanol e 1mM do inibidor de proteases
PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride). As amostras foram incubadas a 4°C por 3 horas.
Em seguida, foram centrifugadas a 10.000 x g por 20 minutos, e 0 sobrenadante
descartado. Foram realizadas mais 2 a 3 lavagens com 25 mL de TCA 10% em acetona
até que todo o pigmento fosse removido dos tecidos, seguida de mais uma lavagem com
25 mL de TCA 10% (m/v) em agua destilada e lavagem com acetona gelada. As
condigdes de centrifugacdo para as lavagens foram as mesmas do procedimento de
precipitacdo. Ao final do processo de precipitacdo e lavagem das amostras estas foram

ressuspendidas em 10 mL de agua milli Q autoclavada.
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A concentracdo das proteinas foi determinada utilizando o NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). Apds a quantificacdo do contetdo proteico das amostras elas foram
preparadas para a analise protedmica, utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas conforme descrita no item 3.1.5 e a identificacdo das proteinas

foi realizada conforme descrita no item 3.1.6.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise do Secretoma de T. asperellum TR 356 quando cultivado
na auséncia ou presenca de P. vulgaris

Neste trabalho foram identificadas 19 proteinas em SCF (tabela 2) e 11 proteinas
em SCC (tabela 3).

No secretoma SCF (Tabela 2) foram identificadas: duas small secreted cysteine
proteins (SSCP), hidrofobina Il e a cerato-platanina SM1; trés peptidases, peptidase Al
e duas peptidases G1; um glicosideo hidrolase da familia 25; Glycolipid anchored
surface protein GAS1; gamma-crystallin related protein; Barwin-related

endoglucanase; GroEL-intermediate domain like; ATPase e 6 proteinas hipotéticas.

Na condicdo SCC foram identificadas 11 proteinas flngicas secretadas por T.
asperellum TR 356 (Tabela 3), sendo elas: trés SSCPs, cerato-platanina SM1 e duas
hidrofobinas 1lI; uma ribonuclease; Glycolipid anchored surface protein GASI;
peptidase G1; Barwin-related endoglucanase e 4 proteinas hipotéticas.
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Tabela 2. Proteinas identificadas no secretoma de Trichoderma asperellum TR 356

NUmero de acesso Nome da proteina Motivos de translocacéo Score Massa Match Cobertura da sequéncia (%0)
joi Triaspl 444259 ATPase, FO complex, subunit A 1196,805 24841,9209 21 25,64
joi Triaspl 345411 Barwin-related endoglucanase 1019,63  28112,6801 13 4,64
joi Triaspl 103587 Cerato-platanin * 1468,102 14617,2668 23 31,16
joi Triaspl 38441 Gamma-crystallin related 712,7471 11998,3885 13 25,47
joi Triaspl 34239 Glicolipideo ancorado a superficie da proteina GAS1 180,0187 57848,2601 8 2,57
joi Triaspl 416692 Glicosideo hidrolase, familia 25 * 178,5666 24563,0393 10 21,05
joi Triaspl 437948 GroEL-intermediate domain like 954,2429  29121,1475 7 11,87
joi Triaspl 79710 Ribonuclease guanina especifica N1 e T1 FKC 5152,191 16295,3257 38 43,24
joi Triaspl 436135 Hidrofobina 2 * 5240,831 9324,6765 21 47,73
joi Triaspl 408109 Proteina Hipotética FFC 57507,22 10882,0633 124 61,22
joi Triaspl 414269 Proteina Hipotética YTC/YRC 18159,59 11567,1745 41 47,62
jgi Triaspl 378026 Proteina Hipotética RNIH 3716,421 13684,1199 21 26,02
jgi Triaspl 399169 Proteina Hipotética 547,6988 24164,4188 8 8,41
jgi Triaspl 265094 Proteina Hipotética 542,132  18085,8645 11 25,15
jgi Triaspl 238458 Proteina Hipotética 16,1474 184111,4068 13 3,73
jgi Triaspl 451644 Peptidase A1 * 4387,076 39776,4133 50 25,84
jgi Triaspl 394258 Peptidase G1, eqolisina * 197,856  27155,9756 6 5,66
joi Triaspl 442093 Peptidase G1, eqolisin aspartic peptidase * 7711,903 29011,9589 73 16,67
Enolase 1 OS S. cerevi Controle positivo 1579,027 46873,2187 78 29,06

* Proteinas candidatas a efetores segundo Guzman-Guzman et al., 2017
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Tabela 3. Proteinas identificadas no secretoma de Trichoderma asperellum TR 356 na presenca de Phaseolus vulgaris

NUmero de acesso Nome da proteina Motivos de translocacdo  Score Massa Match Cobertura da sequéncia (%)
345411 Barwin-related endoglucanase 531,818 28112,6801 11 4,64
103587 Cerato platanina * 5528,94 14617,2668 40 47,83
34239 L . .

Glicolipideo ancorado a superficie da proteina GAS1 1760,14 57848,2601 29 10,29

79710 Ribonuclease guanina especificaN1 e T1 FKC 3195,22 16295,3257 30 43,24
479303 Hidrofobina 2 * 4098,46 10151,564 10 65,63
436135 Hidrofobina 2 * 7531,99 9324,6765 27 47,73
378026 Proteina Hipotética RNIH 224348 13684,1199 17 26,02
265094 Proteina Hipotética 379,545 18085,8645 8 11,98
408109 Proteina Hipotética FFC 20924,4 10882,0633 78 86,73
414269 Proteina Hipotética YTC/YRC 14339,6 11567,1745 33 17,14
442093 Peptidase G1, eqolisina * 797,44 290119589 18 15,94
Enolase 1 1851,18 46873,2187 84 29,06

* Proteinas candidatas a efetores segundo Guzman-Guzman et al., 2017
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Das 30 proteinas identificadas 10 foram encontradas nas duas condi¢fes, sendo
elas: a cerato platanina SM1, a hidrofobina 1l (NUmero de acesso no banco de dados
436135), ribonuclease; a proteina GASL; peptidase G1; Barwin-related endoglucanase
e 4 proteinas hipotéticas (Numeros de acesso 378026, 265094, 408109 e 414269)
(Tabelas 2 e 3).

A proteina, Hidrofobina Il ID 479303, foi detectada apenas no secretoma da
interacdo, SCC. As hidrofobinas ja foram descritas com papel na interacdo de fungos do
género Trichoderma e seus hospedeiros, sendo que na interacdo com plantas pode atuar
mediando a colonizagdo radicular (Kim et al. 2001; Viterbo and Chet 2006; Dubey et
al. 2014).

Oito genes codificadores de hidrofobinas Il foram identificados no genoma de T.
asperellum e destes um, hfb2-6, apresenta aumento de expressao em experimentos que
simulam a interacdo T. asperellum/planta hospedeira (Huang et al. 2015). Huang e
colaboradores também demonstraram que a proteina codificada por este gene HFB2-6
leva ao aumento da expressédo de genes de defesa e de producdo de auxina em Populus,
sugerindo a sua participagdo na intricada rede de resposta de defesa de plantas, assim

como na promocao de crescimento da planta hospedeira.

Guzman e colaboradores (Guzman-Guzméan et al. 2017) também demonstraram
que o0 aumento da expressdo do gene que codifica a hidrofobina TVHYDII, tvhydii, em
T. virens correlaciona com a maior capacidade de colonizacdo da raiz de A. thaliana.
Assim como, com maior atividade antagénica de T. virens contra o fungo fitopatogénico

R. solani.

Estes dados sugerem que o papel das hidrofobinas com expressdo aumentada em
experimentos de interacdo Trichoderma spp/plantas hospedeiras foi conservado nas
especies de Trichoderma micoparasitas, T. virens e T. atroviride, atuando no processo
de colonizagédo do tecido radicular da planta hospedeira, assim como, modulando sua
resposta de defesa e crescimento. Desta forma, acredita-se que a hidrofobina detectada
no presente trabalho também possa estar envolvida na colonizacdo e modulacdo de
resposta de defesa e crescimento de P. vulgaris pelo fungo micoparasita T. asperellum.
Além disso, € importante ressaltar que nos trabalhos citados acima as plantas modelo

foram Populus spp e A. thaliana e no presente trabalho P. vulgaris, o que sugere que no
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caso das hidrofobinas a resposta desencadeada na planta hospedeira ndo é espécie

especifica.

Ainda com relagdo a proteinas SSCP, no presente trabalho a ceratoplatanina, ID
103587, identificada foi detectada tanto na auséncia quanto na presenca da planta
hospedeira. Este resultado € corroborado por Djonovic et al (2006), que mostraram a
secrecdo da proteina homdloga, Sm1, em T. virens tanto na presenca quanto na auséncia

do algodoeiro.

Posteriormente Salas-Marina et al (Salas-marina et al. 2015) demonstraram,
também, que a Sm1 (T. virens) e sua homologa Epll (T. atroviride) modulam a resposta
de defesa em tomateiro levando a resisténcia sistémica contra os patégenos A. solani, B.
cinerea e Pseudomonas syringae. Gomes e colaboradores (Gomes et al. 2015)
mostraram o papel de EPL1 de T. harzianum ALL42 no seu reconhecimento pela planta
hospedeira como um simbionte e ndo um patdgeno, modulando a regulacdo da
expressao de genes relacionados ao micoparasitismo, a capacidade de T. harzianum se

enrolar nas hifas do patégeno e a expressao de genes relacionadas a defesa da planta.

Até o momento ndo hé trabalhos mostrando que a espécie T. asperellum secreta
cerato-platanina. Nossos resultados mostram que assim como as demais espécies de
Trichoderma ja citadas aqui, o isolado em estudo secreta cerato-platanina na presenca

ou ndo de feijoeiro.

As proteinas guanine-specific ribonuclease N1 e T1 e peptidase G1 ja foram
detectadas no secretoma de T. virens quando crescido na presenga de milho (Lamdan et
al. 2015). No entanto, ndo existem relatos quanto ao seu papel nesta interagéo.

O papel de peptidases de Trichoderma na interacdo com plantas hospedeiras
ainda ndo foi elucidado. As informagGes da literatura em sua maioria mostram que estas
enzimas sdo expressas por espécies de Trichoderma em associagdo com Sseus
hospedeiros, planta ou fungo fitopatogénico (Stecca Steindorff et al. 2014; Lamdan et
al. 2015). No entanto, ainda ndo existem relatos de analise do seu papel nestes

processos de interag&o.

A proteina barwin-related endoglucanase foi identificada em ambas as
condicGes. Em interacdo Trichoderma-patogeno elas estdo envolvidas com a capacidade
antagonistica do Trichoderma, age diretamente sobre o patdgeno hidrolisando sua
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parede celular (Zhang et al. 2010). A hipétese para sua presenca na interacdo T.
asperellum-feijoeiro é que elas estariam hidrolisando a parede celular da planta e
liberando oligossacarideos que podem agir como DAMPs desencadeando resposta de

defesa na planta.

As proteinas hipotéticas D 408109, ID 414269 e ID 378026 e a ribonuclease N1
e T1 com ID 79710 apresentaram os dominios de translocacdo FFC; YTC e YRC;
RNIH e FKC, respectivamente (Tabelas 1 e 2). Estes dominios caracterizam as
proteinas classificadas como efetores citoplasmaticos produzidos por patégenos que sao
translocados para o interior da célula hospedeira. Guzman e colaboradores (Guzman-
Guzmén et al. 2017) identificaram uma lista de genes nos genomas das espécies T.
harzianum, T. virense T. atroviride contendo estes dominios de translocacdo e
propuseram que as proteinas codificadas possam atuar como um effector-like. No
entanto, estudos futuros analisando mutantes com a delecdo destes genes serédo
necessarios para dar mais informacdo quanto a sua atuagdo como proteinas efetoras,

modulando a resposta de defesa de plantas hospedeiras, tanto ETI quanto PTI.

Outras quatro proteinas anotadas como hipotéticas foram identificadas no
secretoma do fungo crescido na presenca de feijoeiro (Tabela 3). A proteina hipotética
ID 378026 é ortdloga de uma proteina de T. atroviride (Triat 2 Protein ID 31624, JGI) e
T. harzianum (Trihal Protein ID 1760, JGI) as quais, também, ndo possuem funcéo
descritas. A analise do papel destas proteinas na interacdo de espécies de Trichoderma
com seus hospedeiros representa um desafio, no entanto, poderd contribuir para a

identificacdo de novas moléculas participantes deste complexo processo.

Os resultados encontrados na analise do secretoma da interagdo entre T.
asperellum TR 356 e P. vulgaris foi menor do que o esperado quando comparados com
um trabalho realizado anteriormente da analise protebmica da interacdo entre T.
harzianum TR 274 e P. vulgaris, no qual foram identificadas 320 proteinas (dados nao
publicados). O menor nimero de proteinas identificadas no presente trabalho, pode ser
devido a problemas técnicos relacionados ao preparo da amostra para a analise por

espectrometria. O preparo da amostra é de fato um fator limitante desta técnica.

Como o proteoma € complexo, ndo ha um método padréo de preparo de amostra,
tornando a etapa inicial de busca da metodologia mais adequada essencial para trabalhos

de andlise protebmica. A metodologia escolhida para este trabalho é semelhante a ja
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utilizada em nosso grupo de pesquisa para preparo de amostras de secretomas da
interacdo entre feijoeiro e espécies de Trichoderma. Desta forma, sera necessaria uma
reavaliacdo de cada uma das etapas de preparo das amostras visando o aumento do

numero de proteinas identificadas.

4.2. Analise do proteoma de folhas de Phaseolus vulgaris em interacao
com T. asperellum TR 356 e S. sclerotiorum

Foram identificadas proteinas com abundéncia diferencial em todos os
tratamentos 75, 67 e 97 em PSS, PT e PTS, respectivamente quando comparadas ao
controle, planta crescida sozinha (Figuras 9, 11 e 13). A presenca dos fungos T.
asperellum TR356 e S. sclerotiorum modulou significativamente a abundancia de
proteinas das folhas de feijoeiro e a expressdo foi maior quando os dois fungos estavam
presentes corroborando com alguns trabalhos de protedmica da interagdo Trichoderma-
planta-patdgeno. Utilizando a abordagem protedbmica 2-DE e identificacdo por
espectrometria de massas, Marra e colaboradores (Marra et al. 2006) identificou uma
variedade de proteinas abundantes no proteoma de feijoeiro durante a interacdo com T.
atroviride, com os patdgenos B. cinerea e R. solani e quando todos estavam presentes,

na qual foi encontrada uma maior quantidade de proteinas.

Mais recentemente os resultados das analises proteémicas da interacdo T.
harzianum ALL42-Feijoeiro comum-patégenos R. solani e F. solani mostrou nimero de
proteinas abundantes foi alterado tanto em folhas quanto em raizes de feijoeiro (Pereira
et al. 2014). Diante disso observa-se que a presenca dos fungos modula o proteoma da

planta hospedeira.

4.2.1. Proteinas com abundancia diferencial em folhas de feijoeiro cultivados
na presenca do patdgeno S. sclerotiorum

Das proteinas com abundancia aumentada na condicdo PSS quando comparada

ao controle planta sozinha, 52 % sédo proteinas envolvidas com resposta de defesa, 14 %
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sdo proteinas de organelas, 7% séo proteinas com atividade catalitica e sem GO (grupo
de proteinas sem GO segundo o banco de dados), 5 % s&o proteinas de metabolismo e
protein binding, 3 % s&o proteinas da fotossintese e na resposta da planta ao ion cadmio

e 2 % proteinas com atividade oxiredoredutora (Figura 8 A).

O fungo S. sclerotiorum é fungo necrotréfico, desta forma, a resposta classica da
planta hospedeira a sua presenca é desencadear a resposta de defesa, portanto era
esperado 0 maior percentual de proteinas no grupo proteinas de defesa, correspondendo
0S grupos proteinas relacionadas ao estresse oxidativo, salino, resposta de defesa, a

biossintese do hormonio &cido abscisico (ABA) e SAR (Figura 8 A).

A producdo de ABA e a resposta de defesa em plantas parecem ser dois
processos estreitamente relacionados. J& foi demonstrado que niveis aumentados de
ABA em A. thaliana em interacdo com o fungo fitopatogénico S. sclerotiorum contribui
para a resisténcia desta planta ao estabelecimento do patdgeno, assim como, em
patossistemas com os fungos necrotréficos A. brassicicola e P. Cucumerina (Perchepied
et al. 2010; Mbengue et al. 2016).

Outros trabalhos mostraram ainda que ABA regula as respostas de defesa através
dos seus efeitos sobre a deposicdo de calose, a producdo de intermediarios reativos de
oxigénio e a regulacdo da expressao de genes de defesa (Bari and Jones 2009). Lim et
al. (Lim et al. 2015) mostraram também que ABA atua como um mensageiro quimico
controlando o fechamento dos estdmatos atraves da ativacdo/desativacdo de canais de
fons. A abertura natural dos estbmatos € um ponto de entrada de patdgenos, assim o
fechamento dos estbmatos quando a planta é colonizada por um patégeno pode ser uma
estratégia na primeira linha de defesa das plantas hospedeiras contra a infeccdo por
patégenos foliares, como no modelo de interacdo do presente trabalho S. Sclerotiorum/
P. vulgaris.

O percentual de proteinas relacionadas ao metabolismo e fotossintese/respiracao
que apresentaram aumento em sua abundancia esta entre 0s menores valores 5 % e 3 %,
respectivamente (Figura 8 A). Este resultado corrobora com dados obtidos para outros
patossistemas que mostram reducdo do metabolismo de plantas hospedeiras quando
infectadas por patdgenos, dirigindo a sua maquinaria de sintese protéica para producao

de proteinas relacionadas com defesa (Segarra et al. 2007).

Para as proteinas com menor abundancia em PSS, 40 % estdo envolvidas com

61



defesa, 21 % estdo envolvidas em atividade oxiredoredutora, 9 % sdo proteinas de
organelas e relacionadas os processos de metabolismo e fotossintese e 6 % protein
binding e proteinas de adesdo (Figura 8 B). Do grupo de proteinas relacionadas a

resposta de defesa, oito estdo envolvidas com a cascata de MAPK.

A cascata de MAPK tem um papel central na sinalizacio da defesa de plantas
contra a infeccdo por patogenos. A ativacdo de MAPKs é um dos eventos iniciais de
sinalizacdo apo6s o reconhecimento de PAMPs e efetores de patdgenos por plantas
hospedeiras (Meng and Zhang 2013). A supressdo de proteinas envolvidas na cascata
MAPK pode ser um contra-ataque do patdgeno para tentar se defender dos mecanismos
de defesa da planta e assim promover a patogénese.

Na presenca de S. sclerotiorum a planta diminui a expressdo de algumas
proteinas relacionadas a adesdo, representando 6 % das proteinas com menor
abundancia (Figura 8 B). N&o foi encontrado relatos das proteinas de adesdo
identificados no presente trabalho em interacédo feijoeiro-patdgeno.

Uma proteina relacionada a biossintese de JA foi identificada com a abundéncia
diminuida em PSS, indicando um provavel envolvimento desse horménio na interacéo
feijoeiro-S. sclerotinia. Ja foi mostrado em um estudo anterior que 0 horménio JA é o

principal sinal na defesa contra S. sclerotiorum (Perchepied et al. 2010).
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Das 75 proteinas identificadas com abundancia diferencial na condicdo PSS, 42
apresentam aumento e 33 proteinas apresentaram diminui¢do na abundancia (figura 9).
As 10 proteinas com maior abundancia foram: Metil transferase, S-adenosyl-L-
methionine-dependent methyltransferases superfamily protein (SAMP_3548), uma
proteina da familia de zinc finger (CCCH-type) (SAMP_27189), 3 quitinases
(SAMP_8134; SAMP_8401 e SAMP_11052), uma glicosideo hidrolase
(SAMP_12692), uma proteina inibidora de protease (SAMP_12893), uma serina
endopeptidase do tipo subtilisina (SAMP_16169), uma osmotina 34 (SAMP_29732) e
uma MLP-like protein 423 (SAMP_2805) (Figura 9).

Proteinas da familia metil transferase ja tiveram sua funcdo bioldgica descrita
em diferentes modelos de interacdo planta-patdégeno. Utilizando genética reversa Lee e
colaboradores (Lee et al. 2016) mostraram que a histona lisina metil transferase regula a
expressdo de genes de defesa na presenca do fitopatdgeno B. cinerea e que ativam a PTI
e SAR em Arabidopsis thaliana. Esta enzima controla a expressdo das proteinas
efetoras PEP1- e FLG 22, sugerindo um significativo papel na PTI na planta. O presente
trabalho encontrou uma metil transferase diferente da citada por Lee et al. (2016), ela

ndo foi validada ainda, mas sugere-se seu papel na interacdo planta-patogeno.

Cinco das dez proteinas com maior abundancia em PSS sdo PR-proteinas, trés
quitinases (SAMP_8134; SAMP_8401 e SAMP_11052), a proteina inibidora de
protease (SAMP_12893) e a osmotina 34 (SAMP_29732) e a maior adundancia delas é
induzida em feijoeiro como resultado da presenca de S. sclerotiorum melhorando a
resisténcia da planta contra o patdgeno. A presenca de PR-proteinas no local da infeccao

caracteriza a resposta de defesa tipo SAR (Bari and Jones 2009).

O aumento na expressdo de quitinases ja foi descrita em outros patossistemas
como, por exemplo: Magnaporthe oryzae e arroz, F. solani/R. solani e feijoeiro comum
(Kim et al. 2001; Pereira et al. 2014). As quitinases expressas nestas interacdes atuam
como antifingicos, catalisando a hidrélise da quitina na parede celular dos patogenos,
além disto, os oligossacarideos resultantes de sua acdo atuam também como com
PAMPs desencadeando a PTI (Mathys et al. 2012). No entanto, ja foi demonstrado que
0s patdgenos tém mecanismos para escapar de sua acdo. Van den Burg et al. (van den

Burg et al. 2006) mostraram que a quitinase de tomateiro é alvo do efetor Avr 4 do
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patégeno Cladosporium fulvum, e que esta associagéo evita a acdo das quitinases sobre

a parede celular deste patégeno.

O aumento na expressdo de osmotina ja foi mostrado em diferentes
patossistemas (Zhu et al. 1995; Abdin et al. 2011; Chowdhury et al. 2017), no entanto €
0 primeiro relato para o patossistema S. sclerotiorum/feijoeiro. A fungdo de uma
osmotina de tabaco foi hipotetizada por Abdin et al (Abdin et al. 2011). Segundo esses
autores ela poderia estar regulando as respostas de defesa da planta através por agir
como um como um regulador transcricional de genes que codificam enzimas chaves de

vias de defesa.

Com relacdo a proteina inibidora de protease (PR-6), Tu e colaboradores (Tu et
al. 2018) demonstraram a relacdo entre 0 aumento da expressdo de um inibidor de
protease e resposta de defesa em alfafa contra mosca branca.

Os primeiros estudos evidenciando a importancia das proteases do tipo
subtilisina na defesa em plantas foram relatados ainda nos anos 90. Jorda et al. (Jorda et
al. 1999) mostraram aumento na expresséo das subtilisinas P69B e P69C em tomateiro,
quando inoculado com Pseudomonas syringae e tratado com o horménio acido
salicilico. Posteriormente, foi demonstrado aumento da expressdo de uma um subtilisina
homdloga em uva no fruto ou na planta, parreira, apés a inoculacdo com o patégeno
Plasmopara viticola (Figueiredo et al. 2008, 2014, Monteiro et al. 2013). No caso da
protease identificada no presente trabalho, MLP 423, ndo ha trabalhos na literatura que
descrevam o0 seu papel na interacdo entre planta-patdgenos. No entanto, pela
categorizacdo do Gene Ontology sua funcdo esta relacionada com a resposta de A.
thaliana a estresse bidtico.

As 10 das proteinas com menor abundancia em PSS sdo: Uma proteina da
familia de clivagem de Glicina (SAMP_27546), duas rubisco ativase (SAMP_21999 e
SAMP_15175), uma ribulose bifosfato carboxilase (SAMP_17505), uma tioredoxina
(SAMP_4686), uma aldolase (SAMP_10377), uma D-xilulose 5- fosfato
redutoisomerase (SAMP_1385), uma ATPsintase (SAMP_3276), uma aminotransferase
(SAMP_28823) e uma glutamina sintase 2 (SAMP_27628) (Figura 9).

A maior parte destas proteinas esta relacionada ao metabolismo fotossintético do

feijoeiro. J& foi demonstrado em outros modelos de interacdo que é comum que a planta
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hospedeira faca a transicdo para um metabolismo ndo-fotossintético para se preparar
para a resposta de defesa (Segarra et al. 2007). Sendo que, a menor abundancia de
rubisco ativase também ja foi mostrado em folhas de feijoeiro cultivado na presenca do

patogeno R. solani (Pereira et al. 2014).

A menor abundancia da proteina tioredoxina em folhas de feijoeiro no presente
trabalho ndo corrobora com o trabalho de Liu et al (Liu et al. 2016) que mostrou uma
maior abundancia das proteinas tioredoxinas no apoplasto de algoddo durante uma

interacdo com o patogeno V. dahliae.

As proteinas tioredoxina agem reduzindo os niveis de ROS em plantas,
portanto, tem um papel crucial no balanco redox do apoplasto (Li et al. 2016). Desta
forma, a sua menor abundancia no patossistema P. vulgaris/S. sclerotiorum pode levar a
um maior acumulo de ROS e consequentemente uma resposta de hipersensibilidade
mais intensa que em outros patossistemas.
Por outro lado, a menor abundancia de tireodoxina pode decorrer da supressdo de
proteinas de defesa da planta hospedeira por efetores do patdgeno diminuindo assim a
resposta de defesa da hospedeira
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4.2.2. Proteinas com abundancia diferencial em folhas de feijoeiro cultivados
na presenca de T. asperellum TR 356

Das 67 proteinas com abundancia diferencial em feijoeiro inoculado com o
isolado de T. asperellum, condicdo PT, 32 foram mais abundantes e 35 menos
abundantes quando comparadas com a planta sozinha. Para as proteinas mais
abundantes na condicdo PT, 49 % estdo envolvidas com resposta de defesa, 13 % com
metabolismo, 13 % com atividade oxido-redutora, as proteinas relacionadas
fotossintese, organelas, atividade cataliticas e as sem GO representaram 6 % cada grupo
e 3 % sdo proteinas de adesao (Figura 10 A).

A presenca do isolado T. asperellum TR 356 € capaz de modular a abundancia
de proteinas. Estudos da literatura mostram que quando em associagdo com uma planta
hospedeira T. Atroviride, T. virens e T. harzianum confere beneficios a ela, melhorando
a captacdo de nutrientes (Rawat and Tewari 2011), promogdo de crescimento e
estimulando respostas de defesa (Shoresh et al. 2010; Hermosa et al. 2013; Pereira et al.
2014). Estes estudos corroboram os resultados encontrados em PT no presente trabalho,
onde o maior percentual foi obtido para os grupos de proteinas relacionadas a
fotossintese, metabolismo, e atividade oxido-redutora e, sendo maior que o percentual
obtido em PSS (Figura 10A)

Proteinas envolvidas com fotossintese, respiracdo, resposta a estresse,
biossintese de etileno e proteinas envolvidas no metabolismo de carboidrato foram
diferencialmente reguladas por T. asperellum T-34 em planta de pepino, e a mudanga no
proteoma da planta a torna mais resistente ao ataque de Pseudomonas syringae pv.
lachrymans (Segarra et al. 2007). O isolado T. asperellum TR 356 pode ser capaz de
alterar a reposta da planta a presenca de uma eventual patdgeno, desencadeando na
planta os mecanismos de defesa RH e SAR (Figura 10 A). Este isolado pode ainda
ativar outras vias de defesa comprovadas pela presenca das proteinas HSPs relacionadas
a tolerancia da planta a estresse oxidativo, a serina transhidroximetil transferase 1 com
funcdo na defesa contra nematoides.

Das 35 proteinas com menor abundancia em folhas de feijoeiro na presenca de
TR 356 46 % foram relacionadas a defesa, 14 % com organelas, 11 % com

metabolismo, 8 % sdo protein binding; 6 % com fotossintese, atividade oxido-redutora e
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Cascata MAPK
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Atividade catalitica

atividade catalitica e 3 % proteina estrutural (Figura 10 B), estes resultados sugerem que
na interagdo com feijoeiro, o isolado de T. asperellum ocasiona uma diminui¢do de na
abundancia de algumas proteinas. Ja foi descrito na literatura que microrganismos
benéficos para a planta desenvolveram estratégias para minimizar ou mascarar as
respostas de defesa da planta, permitindo assim sua coloniza¢do no hospedeiro, sem no

entanto causar doencas (Zamioudis and Pieterse 2012).
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As 10 proteinas com maior abundancia em PT citam-se uma aldolase
(SAMP_22603), uma quitinase A (SAMP_11052), ribulose-bisphosphate carboxylase
(SAMP_8435), duas serine transhydroxymethyltransferase 1 e 2 (SAMP_4428 e
SAMP_14459), duas HSP 81.4 e 90.1 (SAMP_14944 e SAMP_16740), uma
endopeptidase serina tipo-subtilisina (SAMP_15495), uma Clorosplast RNA binding
(SAMP_22041) e uma sem anotacao no banco de dados (SAMP_8185) (Figura 11).

A presenca de quitinase em folhas de feijoeiro indica que o isolado de T.
asperellum é capaz de induzir resposta sistémica na planta e uma das maneiras que ele
faz isso € aumentando a abundéncia dessa proteina relacionada diretamente a defesa da

planta e consequentemente induzindo a resposta do tipo RH e SAR (Figura 10).

Analisando as demais proteinas identificadas com maior abundancia em PT
relacionadas a defesa, observa-se que o isolado de Trichoderma é capaz de alterar
positivamente mecanismos de defesa e resisténcia da planta. Isto € sugerido devido a
presenca de algumas HSPs, proteinas relacionadas a tolerdncia da planta ao estresse
abidtico e bidtico. HSP da familia 90 como foi identificada no presente trabalho ja teve
sua funcdo descrita em trabalhos anteriores (Breiman, 2014; Xu et al. 2012b). Segundo
esses autores as HSPs agem como um regulador positivo da imunidade de plantas,
interagindo diretamente com as proteinas PR e muito dos seus substratos sdo fatores de
transcrigcdo e quinases, que uma vez presente ativam mecanismos de defesa. A presenca
da proteina serina hidroximetiltransferase, também, j& foi estudada em planta,
mostrando ter um papel essencial na resisténcia de soja a nematoide (Kandoth et al.
2017).

Com relacdo as demais proteinas com maior abundancia em PT, duas estdo
relacionadas ao metabolismo da planta, a proteina Plastid fructose 1,6 — bifosfato
aldolase e a ribulose bifosfato carboxilase sdo enzimas importantes para 0 processo
fotossintético da planta. A super expressdo de uma aldolase de Arabidopsis em tabaco
estimula a producdo da proteina ribulose 1,5- bifosfato e seus precursores no ciclo de
Calvin promovendo assim a fixacdo de CO> e consequentemente aumentando o
crescimento da planta e da biomassa das plantas em campo (Uematsu et al. 2012). Estes

resultados sugerem que o isolado TR 356 pode ser capaz de modular o metabolismo
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fotossintético da planta pelo aumento da abundancia de proteinas chaves envolvidas nos

processos respiratorio e fotossintético.

As top 10 proteinas menos abundantes em PT sdo uma Tetratricopeptide repeat
(TPR)-like superfamily protein (SAMP_7347), uma reductase (SAMP_2813) e uma
superoxido dismutase 2 (SAMP_13026) uma ATP sintase (SAMP_3276), uma proteina
sem identificacdo (SAMP_16679), uma tioredoxina (SAMP_7291), uma lipoxigenase 2
(SAMP_11811), NADP-binding, uma rotamase CYP 4 (SAMP_24979) e uma osmotina
34 (SAMP_29732) (Figura 10B).

Algumas dessas proteinas com menor abundancia ja foram identificadas em
trabalhos anteriores. A proteina TPR parece estar envolvida com a regulacdo hormonal
das plantas, como a biossintese de etileno e giberelinas (Yoshida et al. 2005;
Greenboim-Wainberg et al. 2005) e do horménio ABA (Rosado et al. 2006).

A baixa expressdo da TPR e das proteinas relacionadas com estresse oxidativo,
as tioredoxina, redutase e superoxido dismutase 2, pode estar relacionada com o tipo de
interacdo estabelecida entre o feijoeiro e o fungo simbionte TR 356, em nessa interacéo
benéfica, ndo haveria a explosdo de ROS em folhas de feijoeiro, um mecanismo de

defesa precoce em eventos compativeis

O isolado T. asperellum TR 356 diminui a expressdo da proteina de defesa
lipoxigenase 2, o que contrasta com os dados da literatura. Estudos anteriores
mostraram aumento da expressdao do gene lox 1 que codifica uma lipoxigenase de
feijoeiro provocado pela presenga do T. harzianum ALL 42 (Pereira et al. 2014; Gomes
et al. 2015). Nossos resultados sugerem que a estratégia utilizada pelo isolado T.
asperellum pode ser diferente das outras espécies, mas nem por isso ele estaria deixando
de proteger a planta hospedeira, a hipotese seria que o isolado em estudo mantem a
proteina lipoxigenase em menor abundancia na célula para evitar sua atividade, uma
vez que a atividade dessa enzima pode causar danos irreversiveis na membrana, 0s quais
poderiam causar vazamento de contetddos celulares e, em Ultima analise, resultar em

morte celular vegetal, trazendo desvantagem para ambos.

Até o presente momento ndo ha trabalhos mostrando que fungo Trichoderma
pode induzir ou ndo a expressdo das proteinas NAD(P)-binding Rossmann-fold

superfamily protein, rotamase CYP 4, e da ATP sintase. Ja para a proteina osmotina-34,
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o trabalho de Mayo et al (Mayo et al. 2016)corrobora a menor abundancia dessa
proteina encontrada aqui. Eles mostram que o gene OSM34 que codifica a osmotina 34
foi menos expresso em feijoeiro quando a planta foi crescida na presenga de

Trichoderma. Velutinum, mas seu papel nessa interacdo ainda ndo esta esclarecido.
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Figura 11. Proteinas identificadas com maior (VVerde) e menor (laranja) abundéncia em folhas de feijoeiro comum quando crescido com Trichoderma asperellum TR 356.
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4.2.3. Proteinas com abundancia diferencial em folhas de feijoeiro cultivados
na presenca de T. asperellum TR 356 e do patogeno S. sclerotiorum

A abundancia de proteinas em feijoeiro foi modulada pela presenca simultanea
dos fungos antagonista TR 356 e do patdgeno S. sclerotiorum, condi¢do PTS. Das 97
proteinas com abundancia diferencial em relacdo a planta sozinha, o controle, 61 foram
mais abundantes e 36 foram menos abundantes. As proteinas com maior abundancia
foram agrupadas em 12 grupos, sendo eles: proteina estrutural 2 %; membrana, adesao,
protein binding e fotossintese representando 3 % cada um; metabolismo, resposta ao ion
cadmio 5%; atividade catalitica 7% e o grupo resposta de defesa representando 47 % do
total (Figura 12 A)

O grupo de maior destaque em PTS foi o das proteinas relacionadas a defesa, o
que ja era esperado uma vez que estudos prévios mostram que espécies, T. virens, T.
harzianum, sdo capazes de interagir com as raizes das plantas e desencadear resposta de
defesa e resisténcia sistémica em planta hospedeira quando na presenca de um patogeno
(Landam et al. 2016; Pereira et al. 2014). Neste grupo de resposta de defesa estdo
incluidas proteinas relacionadas a resposta da planta a presenca dos microrganismos, ao
estresse salino, oxidativo, resposta de defesa e hiperosmética, biossintese de horménio e
proteinas envolvidas na cascata de MAPKSs (Figura 12 A).

As proteinas com menor abundancia na condicdo PTS, por sua vez, foram
agrupadas em apenas 6 grupos: protein binding 5 %; atividade oxido-redutora e
metabolismo 11 %, proteina estrutural 17 % e resposta de defesa 42 % (Figura 12 B),
deste Gltimo grupo destacam-se, também, as proteinas envolvidas na cascata de
MAPKSs, sugerindo que os mecanismos de defesa desencadeados durante a interacdo do
feijoeiro com T. asperellum e S. sclerotiorum pode ser sinalizada por essa cascata.
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Figura 12. Categorizagdo funcional das proteinas identificadas com maior (A) e menor (B) abundancia em
folhas de feijoeiro comum cultivado na presenca do isolado Trichoderma asperellum TR 356 e do
patdgeno, Sclerotinia sclerotiorum.
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As 10 proteinas identificadas com maior abundancia em PTS foram: uma
quitinase A (SAMP_11052), uma GH (SAMP_12692), uma ribulose bifosfato
carboxilase (SAMP_10752), albumina 2S (SAMP_25844), trés proteinas serina
endopeptidase tipo subtilisina (SAMP_16169, SAMP_15495 e SAMP_16610), uma
glutationa S transferase (GST), uma Selenium-binding protein 2 (SAMP_24788) e uma
sem identificacdo (SAMP_16576).

Alguns fungos do género Trichoderma sdo capazes de interagir com as plantas e
induzir mudangas em sua expressdo génica e em sua fisiologia. Entre as mudangas
fenotipicas cita-se 0 aumento da resisténcia sisttmica em plantas as doencas. Neste
trabalho a maior abundancia da proteina quitinase A em folhas de feijoeiro sugere que o
fungo T. asperellum pode estar induzindo sua maior expressdo na planta para que esta
responda melhor a presenca do patdgeno, estes resultados estdo de acordo com dados da
literatura (Figura 13). Pereira et al (2014), observaram uma maior atividade de quitinase
em folhas de feijoeiro interagindo com T. harzianum e os patégenos R. solani e F.
solani. Recentemente foi observado o aumento da atividade de quitinase em plantulas
de bananeira induzidas por T. viride, T. harzianum e T. koningii, o que levou a uma

supressdo da doenga provocada por F. oxysporum f. sp. Cubense (Nurbailis et al. 2016).

A menor abundéancia da ribulose bifosfato carboxilase, que como ja foi citado
neste trabalho, é uma enzima chave no processo de assimilacdo de CO, em plantas, ela
foi identificada no patossistema feijoeiro/T. harzianum ALL42/R. solani e F. solani
(Pereira et al., 2014). A hipoétese para a abundancia diminuida dessa proteina em PSS e
aumentada em PTS é que o patdgeno diminua a abundancia dela diminuindo, assim, a
taxa fotossintética e respiratéria da planta levando a morte do tecido no local da
infeccdo, dessa forma o fungo necrotrofico conseguiria se alimentar de seus tecidos
mortos. Por outro lado, na interacgdo feijoeiro-Trichoderma-S. sclerotiorum, o simbionte
Trichoderma induz maior abundancia da proteina estimulando por sua vez o
crescimento da planta resultando em uma indug&o de defesa a presenca do patdgeno.

As GSTs vém ganhando importancia e se tornando uma importante proteina
relacionada a defesa da planta contra patdgenos. Os primeiros trabalhos com GSTs de
plantas mostrou que elas sdo proteinas multifuncionais com um importante papel na

detoxificacdo celular de compostos endo e xenobidticos, como o0s herbicidas (Mauch
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and Dudler 1993). Mais recentemente Sharma et al. (2014) mostrou que a
superexpressdo do gene GST classe Tau melhora a tolerancia a salinidade e ao estresse
oxidativo em vérios estidgios de desenvolvimento de Arabidopsis. No mesmo ano
utilizando uma abordagem protedmica, Pereira et al. (2014) encontrou uma GST mais
abundante nos mapas protedmicos de feijoeiro cultivado na presenca de T. harzianum
ALL 42 e dos patdgenos R. solani e F. solani, sugerindo seu envolvimento em resposta
de defesa, o que corrobora nosso resultado de que a GST identificada aqui esta
relacionada com a resposta de feijoeiro ao patdgeno. A presenca exclusiva de duas
proteinas GSTs (material suplementar Tabela 4) e a expressdo aumentada de outras
GSTs na condicdo PTS no presente trabalho sugerem que sua expressdo pode ser
induzida pelo isolado T. asperellum TR 356 por causa da presenca do patégeno.

Uma outra proteina relacionada a detoxificacao da célula também foi
identificada em PTS, a Selenium-binding protein 2 (SBP). Em Arabidopsis thaliana, a
super expressdo do AtSBP1 aumentou a tolerancia da planta a dois compostos tdxicos, o
selénio e o cadmio, encontrados frequentemente como poluentes de solo. A alta
concentracdo de selénio é geralmente toxica para as plantas (Schild et al. 2014). Os
resultados encontrados aqui em PTS mostram que o isolado TR 356 além de melhorar a
resisténcia de feijoeiro ao patégeno SS, também expressa proteinas que melhoram a
resposta da planta a compostos que podem, em excesso, ser prejudiciais a mesma.

Neste trabalho também foi observado que trés proteinas serino endopetidase
do tipo subtilisina foram mais expressas na interagdo planta/trichoderma/ patdgeno,
condicdo PTS, o que sugere o envolvimento dessas proteinas na resposta da planta ao
patdgeno e o Trichoderma estaria induzindo a expressdo das proteinas. Bae et al. (Bae et
al. 2013) usando a técnica de silenciamento génico induzido por virus em plantas de
pimenta comprovou o envolvimento de algumas classes de proteases com defesa, 0
silenciamento das serinas proteases atrasa a resposta de hipersensibilidade da planta, o
gue a deixaria mais suscetivel ao ataque do fungo, mostrando assim a importancia
dessas proteinas para a imunidade vegetal. O isolado TR 356 pode estar aumentando a
abundéncia das serina endopeptidases do tipo subtilisna em feijoeiro para que ela
responda melhor a S. sclerotiorum.

Em seu trabalho de revisdo Vartapetian et al. (Vartapetian et al. 2011) mostra
que as proteases tipo subtilisina de plantas seriam uma alternativa as capazes dos
animais, ja que as plantas nao apresentam ortélogos dos genes caspases tendo, portanto,
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papel ativo na morte celular programada que segundo Reape et al (2008) € observada
em varios momentos da planta, como a formacdo e germinacdo das sementes,
senescéncia, resposta a estresse abidtico e na resposta de defesa HR. Neste trabalho a
maior abundancia das serina endopeptidase tipo subtilisina pode estar relacionada a
resposta de defesa HR potencializada pela presenca de T. asperellum TR 356.

A albumina S2 é encontrada em sementes e sdo usadas como fonte de nutrientes
(aminoacidos e esqueletos carb6nicos) durante a germinagdo subsequente e o
crescimento da planta. Ha poucos estudos mostrando a inducdo da abundancia dessas
proteinas, recentemente Chen et al. (Chen et al. 2015) mostrou que o fator de
transcricdo TTG1 (TRANSPARENT TESTA GLABRAL) regula negativamente o
acumulo de proteinas de armazenamento através da repressao transcricional de 2S3, um
gene que codifica uma albumina 2S. Ele age diretamente no regulador principal da
maturacdo das sementes, 0 FUSCA3. As sementes de Arabidopsis contém dois grupos
principais de proteinas de armazenamento em sementes: uma globulina 12 S

(Cruciferina) tipo legumina e uma albumina S2 tipo napin (Baud et al. 2008).

A presenca do isolado de Trichoderma pode regular de alguma forma a
expressdo dessa proteina, uma vez que sua expressdo € aumentada na presenca dele e a
presenca dessa proteina pode estar envolvida na defesa da planta ao patogeno.
Albumina S2 pode ter papel na protecdo da planta contra o ataque de fungos. Ja foi
relatada na literatura que uma proteina homologa a albumina S2, de maracuj4, inibiu o
crescimento de S. cerevisae e ainda inibiu a acidificacdo estimulada pela glicose do
meio por células de S. cerevisiae, 0 que indica um provavel comprometimento do
metabolismo fangico. A analise microscopica das células de levedura tratadas com
albuminas 2S demonstrou alteracbes morfoldgicas na forma celular como a
permeabilizacdo da membrana plasmaética, superficie celular, formacdo de parede
celular e brotos, bem como na organizagdo de organelas intracelulares (Agizzio et al.
2006).

Observando as Top 10 proteinas menos expressas em PTS é possivel observar
que também aparecem proteinas relacionadas a fotossintese e ao metabolismo primario
da planta, mas que ndo séo as mesmas que foram mais reguladas. Assim podemos citar:
cianase (SAMP_21210), duas proteinas do fotossistema Il (PS 1) (SAMP_1266 e
SAMP_4296), uma binding protein do cloroplasto (SAMP_18699), uma chaperonina
(SAMP_9900), duas transcetolases (SAMP_4358 e SAMP_19303), uma ATPsintase
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(SAMP_3276) e uma osmotina 34 (SAMP_29732). Nem todas essas proteinas ja
tiveram sua funcéo descrita em um patossistema, o que dificulta uma discussao acerca
dos seus papéis nessa interacao.

As proteinas do fotossistema II, PS Il oxygen-evolving complex 1 e a
photosystem Il subunit Q-2 assim como a chloroplast stem-loop binding protein of 41
kDa, estdo envolvidas com a fotossintese e tém sua abundancia diminuida pela presenca
dos fungos Trichoderma e Sclerotinia. A analise protedmica de folhas de tomateiro apds
os danos causados pelo afideo M. euphorbiaea mostrou que a expressao de algumas
proteinas relacionadas com fotossintese foi afetada pelo ataque do afideo, entre elas
estava a PS Il oxygen-evolving complex protein 3 (Coppola et al. 2013).

A chloroplast stem-loop binding protein of 41 kDa foi encontrada diminuida em
folhas da planta Potentilla fruticosa L. crescidas sob altas temperaturas, ela liga os
precursores dos ribossomos e participar do metabolismo de RNA nos cloroplastos (Guo
et al. 2017). O que justificaria essa diminuicdo é o fato do experimento ndo ter sido
realizado sob alta temperatura, ou ainda a presenca dos fungos interfere em sua sintese.

As transcetolases que catalizam reacdes no ciclo de Calvin e sdo enzimas chave
na via oxidativa das pentose-fosfato também foram identificadas em menor abundancia
em decorréncia da presenca dos fungos, porém seu papel na interacdo ainda ndo foi
esclarecido.

A menor abundancia da proteina osmotina 34 apresentada em PTS ndo era
esperado uma vez que ela exibe atividade antifingica e conforme vimos na figura 7 ela
encontra-se aumentada na planta inoculada com o patégeno, condi¢cdo PSS, e alguns
estudos mostram que fungos da espécie Trichoderma aumentam a expressdo de genes
que codificam as PR-proteinas.

Analisando os resultados em PTS é possivel observar que a presenca dos dois
fungos em feijoeiro influencia na abundéancia de proteinas, mas 0 mecanismo que cada
fungo usa ainda ndo esté esclarecido. Os resultados sugerem que o fungo T. asperellum
faz um ajuste fino na escolha das proteinas que terdo a abundancia aumentada ou
diminuida durante o contato com a planta que néo traria prejuizo para ambos, mas que

afetaria o crescimento do patdgeno, intensificando seus mecanismos de defesa.

79



0.2
0.4
0.6
0.8

=12

(=]
aspuefo

Z-0 numnqns [ wajsssojouyd

urajord ey uaradeyo goudag1-40.1,

asp|maNsunL,
2UaE JUNqNs YA P ASBLRUAS 1Y

Z-0mmqns [ waysKsojouyd

1 xajdwon Bursjosn-usBLxo [ g

Be]y 14 ] o wagerd Buipurg dooj-wags sedotoqya

Q&2 wiajold 23 1[-UGE WNeL | ff UGoLWso

ase|ojaysuRL],

word Apumzpiadng ax1-(3,1) eadaiapnds doouenay,

1 asepitoydsoydordd asoan@ 4y
C AsuRea

fadf-| urxapaiongy

T jungns oaseuadorpiyap apyds oyd-¢-apAyappiaa @
£ dAD AU Ol

wiord umwop [aue qepg-eyde assuodsar ssang
ELERURIERIBEIT IR

z Dm_wh_u%qﬂ._m alungma

zasunad opiyapappu-(y N Buosxoisd
zasewdolpiyapajepu-(y N Euosixoiad
1 unm £oopseyd

uwyord e dns uxopaion)], m—
T MO[} uonaala oL y3ng —
zoaseuad wpays p apeydsoyd-g-apAyaprEoo A7 —
£ U070 A0 —
asmjonpa o ALK £X 01 A1 —
urajod £]iuey aseusop Aya p SUPUIG-OULZ ‘DFEONPAIOPIXD) —
[1-UNIE —
0z umuaiadey —
[+ U 0F —
2FEATIIE 00S1q .1 p—
11-UTOT —
1 88EP 0. d DJB Q1005 | p—
7 OSE[BIED p—

um@od nuepadns 831 uKapalia] 87 -2, g

| DSEIPALUE DTUO QIR

z asujope apydsaydsig-asajaniy

urajond ey i g WL, odg-aseopy
wajord £juey aspprydadourum jos o145

1 asmpnpatapEo -(4)d (% N-UXopaLag
um@oid L[nuepadng 8y uxopaLs] 8Z-80g
aseuny apmaLFoydsoyd

W ILUNQNS ASEIUAS ] [ B[ON0EA

Jnsad ou

ase|oug

o uxopaixond aumgs £a-7

Jnsal ou

uajord Auuey jaimq 11 ad&y-asejapy

1.2

08
0,6
0.4
0,2

0

aseiagsmenoue ae| o {3 s uree
aspIajsIRnouLe ap [AXo Afdauiun e
1 asmajsmApatAx o pAys uns suuas
[ asejuooe
8 NIHLLOMA MOOHS INHH
aseawiostajeydsoydasow
umpjord Ly aseipuAs juspuads put-ure @ o
La putgead £y (ad&y- D) 1a8uly autz
P8 NILLOM MO0OHS IVHH
umjord L[y aspijjuds juspuads pul-unaepqog
g waord yaoys way
uajord L[nuey sseuadorpiyap ayp b e pon|
uajord Lrumg asepndadopua auues ayi-usingng
urajord frumy ssepndadopua autss ayi-uisingng
uwpjard £jurey asepndadopua autas ayi-usnqng
wiajord £umyis dns ummgpe gz s8vams pasg
SABE|AX0 (e oy ds ouds1q-a8 o ngry
¥ AsEURID

do crescido com Trichoderma asperellum TR 356 e S.

1Joeiro comum quan

folhas de fe

ancia em

(Verde) e menor (laranja) abund

10r

das com mai

inas identifica

Figura 13. Prote

sclerotiorum.

80



4.2.4. Analise em cluster das proteinas diferencial expressas em feijoeiro na
presenca dos fungos T. asperellum TR356 e S. sclerotiorum

A alteracdo na expressao das proteinas de feijoeiro provocadas pela presenca
dos fungos T. asperellum e S. sclerotiroum fica mais evidente a partir da analise em
cluster gerado com os dados da andlise diferencial dos dados de protedmica sugerindo
que a planta responde de forma diferente, a depender do tipo de fungo, se simbionte ou
patdgeno. O heat map das proteinas co-expressas em feijoeiro na interacdo com os dois
fungos gerou 5 principais grupos de proteinas, sendo cada um representado por uma cor
diferente (figura 14 A).

O grupo representado na figura 14 B mostra um perfil de abundancia
diferente dos demais grupos. As cinco primeiras proteinas, ribulose bifosfato
carboxilase (SAMP_10752), Glutationa S transferases (GTS) tau 8 (SAMP_14658),
albumina S2 (SAMP_25844), serina endopeptidase tipo subtilisina (SAMP_16610) e a
selenium binding protein 2 (SAMP_24788) ndo apresentam abundancia aumentada nas
condigdes PSS e PT, entretanto elas estdo mais abundantes na condi¢do PTS, sugerindo
o envolvimento delas no patossistema feijoeiro/ T. asperellum/ S. sclerotiorum.

Essas proteinas ja foram descritas em interacGes como essa 0 que corrobora
nossos resultados (Pereira et al., 2014). A expressao de duas proteinas ribulose bifosfato
carboxilase (SAMP_10752) e (SAMP_8435), enzima chave no processo de assimilagdo
de CO2 em plantas, foi diminuida na presenca do patégeno S. sclerotiorum, a primeira
ndo foi expressa na presenca do Trichoderma enguanto a segunda foi, porém apresentou
uma maior expressao em PTS, a hipdtese para esse comportamento € que o patdgeno
diminua a expressdo delas para que assim diminua a taxa fotossintética da planta, que
terd como consequéncia sua morte, dessa forma o fungo necrotrofico conseguiria se
alimentar de seus tecidos mortos. Por outro lado, na interacdo dos 3, PTS, o simbionte
Trichoderma é capaz de aumentar a expressao de proteinas relacionadas ao metabolismo
fotossintético da planta, como a ribulose bifosfato carboxilase, estimulando por sua vez
o crescimento da planta e assim a ela responderia melhor a presenca do patogeno.

A presenca exclusiva de duas proteinas GSTs (material suplementar) e a
expressdo aumentada de outras GSTs na condi¢do PTS no presente trabalho sugere que

sua expressdo pode ser induzida pelo isolado T. asperellum TR356 por causa da
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presenca do patogeno. O papel exato dela nessa interacdo nédo fica claro ja que esta
proteina esta envolvida em varios mecanismos moleculares, provavelmente tem um
papel importante na interagdo compativel feijoeiro/Sclerotinia. O aumento dessas cinco
proteinas melhora a resposta de defesa de feijoeiro e pode agir como um elicitor de
defesa, induzindo a expressdo de outros genes de defesa.

Véaria HSPs aparecem neste estudo confirmando seu papel na interacdo
planta/patogeno. O review de Park and Seo (Park and Seo 2015) mostram que as HSPs
estdo envolvidas na defesa da planta contra estresse salino, hidrico, frio, altas
temperaturas e o ataque de patdgenos. As plantas respondem a invasdo do patdgeno
usando diferentes respostas inatas mediadas pelos receptores PRRs (PAMPS) ou pelas
proteinas R (proteinas de resisténcia — ETI), as HSPs tém um indispensavel papel como
chaperonas moleculares no controle da qualidade de PRRs presentes na membrana
plasmatica e proteinas R intracelulares contra invasores potenciais (Breiman 2014). As
HSPs 81.4 e 90 (SAMP_14944 e 16740 respectivamente) foram encontradas com a
expressdo aumentada nas condigdes PT e PTS sugerindo que sua expressao € induzida
pelo T. asperellum TR274 (Figura 14 B).

HSP90 interage com proteinas R citoplasmaticas contendo os nucleotide-binding
domain (NBD) e leucine-rich repeats (LRR), os quais medeiam a defesa contra
patdégenos. A HSP90, SGT1 (suppressor of G-two allele of Skpl) contém um dominio
TPR e a RARL1 (required for Mlal2 resistance) contém dois médulos ligantes de zinco
chamados CHORD (cysteine- and histidine-rich domain) juntos formam um complexo
molecular chaperona que esta envolvido com a imunidade da planta (Kadota and
Shirasu 2012). Nao ha descrigcdo da funcdo molecular especificamente da 81.4 e da 90.1
mas os resultados encontrados aqui nos levam a sugerir um papel na interacdo Planta-
Trichoderma-patdgeno induzido pelo simbionte.

As HSPs SAMP_ 13174, 15877, 27945, 21768 e 16338 correspondendo as HSPs
70, 70.1, 70, 70.1 e 81.4 respectivamente presentes em PTS e PSS podem ter um papel
importante na interacdo planta-patégeno (Figura 14B). As HSPs da familia 70 sdo
importantes chaperonas com papel critico na resposta da planta a estresse biotico. HSPs
70 regulam a reproducdo e movimento viral, os quais promovem a infecgcdo viral
(Hafren et al. 2010), elas melhoram a infeccdo de N. benthamiana pelo virus do
mosaico do tabaco, virus da batata e virus do mosaico da melancia (Chen et al. 2008).
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A figura 14 C mostra um grupo de proteinas de feijoeiro que apresentam maior
expressdo na presencga do patdgeno, condicdo PSS. Desta se destaca a SAMP_29732,
uma osmotina. Essa PR-proteina (PR-5) tem sua expressdao aumentada em plantas para
em decorréncia da presenca de fungo fitopatogénico, desencando na planta uma resposta
sistémica adquirida (SAR) como ja foi descrito na literatura. Porém, o interessante é que
a presenca do fungo Trichoderma diminui sua expressdo conforme foi observado em PT
e PTS. Essa menor expressdo pode ser uma forma do fungo Trichoderma se defender do
ataque da planta hospedeira, assim ele diminui a expressdao de uma proteina que venha a
Ihe causar dano, mas em contra-partida aumenta a expressdo de outras proteinas da
planta voltadas para o ataque do patdgeno.

J& o grupo representado na figura 14 D mostra um perfil de proteinas com maior
expressao em feijoeiro quando o patdgeno estava presente e que ndo ha aumento
significativo quando o simbionte estd presente, mas quando os dois fungos estdo
presentes ha uma maior expressdo delas.

Com excecdo da proteina de defesa quitinase A (SAMP_11052) que estad
presente nas trés condicdes, as demais tém uma abundancia maior em PSS e PTS. A
quitina e os fragmentos de quitina gerados a partir de sua degradacdo pela enzima
quitinase sdo reconhecidos como PAMPS/MAMPs e desencadeam a PTI/MTI em
plantas e induzem expressdo de genes que vao codificar proteinas efetores que véo
desencadear a ETI.

Os resultados observados para as demais proteinas desse grupo sugerem que a
expressdo delas é induzida pela presenca do patgeno, sendo elas uma proteina zinc
finger (CCCH-type), duas quitinases basicas, duas GH, duas serina endopeptidase do
tipo subtilisina. Ja a expressdo da proteina adenosil L-dependente de metionina so é
aumentada na presenca do patdgeno, sugerindo algum papel dela nessa interacao.

A andlise protebmica permitiu a identificacdo de algumas proteinas exclusivas
para cada condigdo (Tabela suplementar 1), algumas chamam a aten¢do como a proteina
disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) foi identificada na condicdo PTS.
Essas proteinas codificadas por genes de resisténcia da planta contém dois dominios
tipicos: Um a nucleotide binding site (NBS) e um leucine-rich repeat (LRR). As
proteinas NBS-LRR de plantas detectam moléeculas efetoras de patdgenos e insetos que
sdo responsaveis pela viruléncia (Li et al.,, 2012). Nosso resultado sugere que o

reconhecimento das estruturas dos fungos é feito pelas proteinas NBS-LRR de feijoeiro,
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esse reconhecimento podendo induzir respostas de defesa e resisténcia na planta do tipo
ETI, corroborando os demais resultados discutidos no presente trabalho. Glazebook e
colaboradores (2005) mostraram que a indugdo de resisténcia mediada pelas proteinas
NBS-LRR s0 ¢é efetiva contra fungos biotréficos, mas os resultados sugerem que essas
proteinas também medeiam os mecanismos de resisténcia de feijoeiro contra o patdgeno
necrotrofico em estudo, S. sclerotiorum.

Aqui também foi encontrada um Elongation factor Tu domain 2 (Ef Tu) de T.
asperellum unicamente na condi¢do PT, sugerindo que ele, agindo como um PAMP,
pode estar sendo reconhecido pelos receptores especificos de feijoeiro e,
consequentemente, desencadeando a PTI. O Ef-Tu é reconhecido por uma LRR-kinase
em Arabidopsis (Zipfel et al. 2006). Uma peptidase M e uma proteina carboidrato
esterase da familia 16 de Trichoderma também foram encontradas unicamente em PT,

sugerindo um possivel papel na interacdo planta-trichoderma.
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Figura 14. Andlise em cluster das proteinas diferencial expressas em folhas feijoeiro na presenca de Trichoderma asperellum TR 274 e Sclerotinia sclerotiorum, separadas em
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correspondentes aos SAMPs nlimeros encontra-se em anexo, tabela suplementar 2.
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5. CONCLUSAO

Na relagdo simbidntica com feijoeiro comum, T. asperellum TR356 secretou
algumas proteinas que ja foram descritas como MAMPS/DAMPSs e outras provaveis
candidatas a efetores que estdo envolvidas nessa interacdo, podendo atuar na

colonizacdo ou na inducdo de defesa da planta hospedeira.

A presenca dos fungos no patossistema feijoeiro comum/T. asperellum/S.
sclerotioum altera a abundancia de proteinas na planta hospedeira. O isolado T.
asperellum TR356 presente na rizosfera de feijoeiro foi capaz de modular a abundancia
de proteinas relacionadas a resposta de defesa durante a interagdo com o patégeno S.
sclerotiorum, sugerindo que o simbionte é capaz de induzir resposta sistémica em folhas
de feijoeiro. A presenca do simbionte também aumenta a abundancia de proteinas
relacionadas ao metabolismo fotossintético e ao metabolismo basico da planta.

A maior abundancia de proteinas envolvidas na via de sintese dos horménios
SA e JA confirma os dados da literatura sobre a resisténcia sistémica induzida por
Trichoderma ser sinalizada por esses dois horménios simultaneamente. As proteinas
envolvidas na cascata MAPK podem ter um papel importante nessa interagéo.

Este trabalho identificou algumas proteinas com um provavelmente papel em
algum mecanismo de defesa e resisténcia. A validacdo funcional das proteinas na
interacdo com feijoeiro e o patdégeno podera contribuir para uma melhor compreenséao
dos mecanismos moleculares e bioquimicos envolvidos no patossistema descrito no
presente estudo, além de contribuir para a selecdo de genes de resisténcia de feijoeiro ao

patdgeno S. sclerotiorum.
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8. ANEXO

Tabela suplementar 1. Proteinas unicas identificadas nas folhas de Phaseolus vulgaris cultivado com patdgeno Sclerotinia sclerotiorum (PSS) e

Trichoderma asperellum TR 356 (PT) e com os dois fungos simultaneamente (PTS).

Accession

Description

Score

Protein name

CONDICAO PSS

SAMP_12664
SAMP_12807
SAMP_13783
SAMP_16438
SAMP_16439
SAMP_18344
SAMP_19497
SAMP_19737
SAMP_26138
SAMP_26702
SAMP_27357
SAMP_28166
SAMP_4960

Phvul 011G177000
Phvul 011G062400
Phvul 008G255000
Phvul 008G176700
Phvul 008G176700 .
Phvul 004G099600
Phvul 007G260000
Phvul 007G145200
Phvul 006G148600
Phvul 006G151800 .
Phvul 006G197200
Phvul 002G028000
Phvul 003G020000

949,63
595,76
1269
628,15
445,45
910,52
1774,12
853,43
525,13
862,95
2403,28
576,5
15,29

Glycosyl hydrolase superfamily protein

Zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein

Ribosomal protein L30/L7 family protein

ascorbate peroxidase 4

ascorbate peroxidase 4

receptor like protein 43 (LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase)
actin-11

Histone superfamily protein

F-box family protein with a domain of unknown function (DUF295)
peroxiredoxin 11F

CAP (Cysteine-rich secretory proteins, Antigen 5, and Pathogenesis-related 1 protein) superfamily protein

Protein phosphatase 2C family protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(Il)-dependent oxygenase superfamily protein

CONDICAO PT

SAMP_10959
SAMP_11132
SAMP_1177

SAMP_1178

SAMP_11864
SAMP_12443
SAMP_12904
SAMP_13452

Phwul 011G139100
Phwul 011G044000
Phvul 010G136300
Phvul 010G136300 .
Joi Triaspl 470558 ¢
Phvul 011G048000
Phvul 011G029800 .
Phvul 008G100400

3777,71
44,05
360,81
360,81
574,17
801,69
512,18
441,84

Thiamine biosynthesis Thi4 protein
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase family protein
ATP-dependent RNA helicase elF4A
ATP-dependent RNA helicase elF4A
GPR1/FUN34/YaaH-class plasma membrane protein
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
photosystem Il stability/assembly factor
laccase 17



SAMP_13931
SAMP_14442
SAMP_14770
SAMP_15565
SAMP_17091
SAMP_1837

SAMP_18383
SAMP_1863

SAMP_19281
SAMP_19296
SAMP_20109
SAMP_20561
SAMP_20711
SAMP_20859
SAMP_21752
SAMP_22518
SAMP_22703
SAMP_22880
SAMP_2304

SAMP_25148
SAMP_25590
SAMP_25760
SAMP_26629
SAMP_26655
SAMP_27198

Phvul 008G116500
Phvul 008G133000
Phvul 008G051700
Phvul 008G116600
Phvul 004G169500
Phvul 010G084600 .
Phvul 004G057700
Phvul 010G135800
Phvul 007G162900
Phvul 007G040700
Phvul 007G235600
Phvul 007G055800
Phvul 007G202900
Phvul 007G064900
Phvul 007G023200
Phvul 001G218300
Phvul 001G264000 .
Phvul 001G251800
joi Triaspl 303982 (
Phvul 006G194800
Phvul 006G192500
Phvul 006G199800
Phvul 006G220100
Phvul 006G093400
Phvul 006G164100

658,17
524,53
489,04
176,85
845,42
504,55
67,02
59,38
733,49
447,63
742,83
59,38
640,07
778,31
676,53
502,28
434,2
119,29
534,82
703,48
442,16
944,01
444.8
1062,28
549,34

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
Galactosyltransferase family protein
2-phosphoglycolate phosphatase 1
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
Domain of unknown function (DUF313)
AT-hook motif nuclear-localized protein 1
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2
lipoxygenase 1

Ribosomal protein L4/L1 family
S-methyl-5-thioribose kinase
AMMECRL1 family

Lipoxygenase
agenet domain-containing protein
phosphoglucomutase

clathrin adaptor complexes medium subunit family protein
Class 11 aaRS and biotin synthetases superfamily protein
Nucleic acid-binding proteins superfamily
peroxisomal ABC transporter 1

Peptidase M

Quinone reductase family protein
ARM repeat superfamily protein

mitochondrial HSO70 2

Translation elongation factor EF1B, gamma chain

no found

Protein of unknown function, DUF642
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SAMP_27915
SAMP_28022
SAMP_28887
SAMP_28975
SAMP_29089
SAMP_29762
SAMP_2992
SAMP_30488
SAMP_30827
SAMP_31232
SAMP_3344
SAMP_4183
SAMP_4993
SAMP_6258
SAMP_6552
SAMP_7286
SAMP_7538
SAMP_7805
SAMP_7871
SAMP_8469
SAMP_8577
SAMP_8670
SAMP_8692
SAMP_8701
SAMP_9221
SAMP_9600
SAMP_9673

Phvul 002G302900
Phvul 002G299000
Phvul 002G090900
Phvul 002G033100
Phvul 002G309500
Phvul 002G102800
Phvul 003G294900
Phvul 002G032900
Phvul 002G215800
Phvul 002G175500
Phvul 003G090900
Phvul 003G096400
Phvul 003G194200
Phvul 009G156600
Phvul 009G072300
Phwvul 009G018700
Phvul 009G023100 .
jgi Triaspl 446228 fi
Phvul 009G230600
Phvul 009G079100
joi Triaspl 3399 CE
jgi Triaspl 338161 ¢
Phvul 005G157000
Phwvul 005G157100
Phvul 005G031000
joi Triaspl 447626 f
Phvul 005G075400

567,48
429,38
994,85
543,06
705,19
417,36
565,35
760,69
588,69
59,38
943,55
451,93
64,4
293,13
524,05
839,26
63,26
547,94
929,93
603,04
487,97
753,19
59,38
566,5
444,02
564
521,69

acetyl Co-enzyme a carboxylase biotin carboxylase subunit
phosphoinositide 4-kinase gamma 4

eukaryotic elongation factor 5A-1

no found
AGAMOUS-like 91/ Transcription factor, MADS-box
beta glucosidase 40

P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein
no found

mitochondrial HSO70 2

Lipoxygenase

Nucleotide-diphospho-sugar transferases superfamily protein
multifunctional protein 2

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase-related protein

plant U-box 22

endoplasmic reticulum-type calcium-transporting ATPase 3
ABA-responsive element binding protein 3
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase family protein
Carbohydrate esterase family 16 protein

eukaryotic translation initiation factor 4A1

eukaryotic translation initiation factor 4A1

hypothetical protein

no annotation

Lipoxygenase

eifda-2

Ribosomal RNA processing Brix domain protein
Elongation factor Tu domain 2

no annotation
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CONDICAO PTS

SAMP_10139
SAMP_10189
SAMP_10829
SAMP_10978
SAMP_11806
SAMP_14181
SAMP_14240
SAMP_14579
SAMP_14906
SAMP_15248
SAMP_15334
SAMP_15768
SAMP_1587

SAMP_16440
SAMP_17290
SAMP_18663
SAMP_19150
SAMP_19720
SAMP_20952
SAMP_21679
SAMP_22000
SAMP_22001
SAMP_24071
SAMP_24831

Phvul 005G137400
Phvul 005G154100
Phvul 011G101200
Phvul 011G173900
Phvul 011G066700

Phvul 008G171600 -

Phvul 008G267500
Phvul 008G285100
Phvul 008G093700
Phvul 008G249500
Phvul 008G195600
Phvul 008G195500
Phwvul 010G041700
Phvul 008G107900

Phvul 004G013500 -

Phvul 004G057600

Phvul 007G022500 .

Phvul 007G152500
Phvul 007G239500
Phvul 007G189300

Phvul 001G234300
Phvul 001G234300 .

Phvul 001G224100
Phvul 001G010500

6,53
709
666,52
2684,6
644,16
562,92
48,93
626,01
652,5
650,23
1932,19
714,47
581,55
6,53
20719,3
0
1701,03
48,93
1032,18
6,53
5184,38
5184,38
765,01
29,43

carbamoyl phosphate synthetase B

glyoxalase 2-4

basic leucine zipper 9

SOUL heme-binding family protein

Ras-related small GTP-binding family protein
Phosphoglycerate mutase family protein
DEA(D/H)-box RNA helicase family protein
photosystem Il light harvesting complex gene 2.1
ferretin 1

Peroxidase superfamily protein

glutathione S-transferase PHI 9

glutathione S-transferase PHI 9

GroES-like family protein

Transducin/WDA40 repeat-like superfamily protein
carbonic anhydrase 1
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2
ferredoxin 3

glutamate-ammonia ligases

no found

Myosin family protein with Dil domain

rubisco activase

rubisco activase

Photosystem Il reaction center PsbP family protein
GTP1/OBG family protein



SAMP_25339
SAMP_2539
SAMP_25440
SAMP_27642
SAMP_27702
SAMP_28663
SAMP_29945
SAMP_3060
SAMP_31256
SAMP_4074
SAMP_4160
SAMP_4448
SAMP_467
SAMP_4731
SAMP_6192
SAMP_6460
SAMP_6522
SAMP_6538
SAMP_74
SAMP_7934
SAMP_8709
SAMP_8817
SAMP_9129
SAMP_925
SSsamp_1430
SSsamp_1923
SSsamp_ 2277
SSsamp_316

Phvul 006G063000
Phvul 003G020600
Phvul 006G135500
Phwul 006G118100
Phvul 006G097000
Phwul 002G196400
Phvul 002G074600
Phvul 003G131400
Phvul 002G257600

738,04
671,3
48,93
631,7

1825,83

545,78

835,18

2118,68

1479,3

jgi Triasp1 511036 € 803,62

Phvul 003G097700
Phvul 003G153000
Phwul 010G101200
Phvul 003G005200

Phvul 009G056700

Phwul 009G117700
Phvul 009G254300
Phvul 009G111500
Phvul 010G139300
Phvul 009G226700
Phvul 005G065700
Phvul 005G034700
Phvul 005G059200
Phvul 010G129900

48,93
605,66
48,93
6,53
48,93
738,13
743,85
37,88
635,69
814,27
782,34
1848,18
124,06
1189,17

jgi Sclscl 1430 SS1 1074,31
jgi Sclscl 1923 SS1 1596,97
jgi Sclscl 2277 SS1' 881,58
jgi Sclscl 316 SS1C 1028,94

Duplicated homeodomain-like superfamily protein
Ribosomal protein L10 family protein

seed imbibition 2

ATP-citrate lyase B-1

copper/zinc superoxide dismutase 1

chlorophyll A/B binding protein 1

Ribosomal protein L10 family protein

germin 3

no found

hypothetical protein

no found

Class | glutamine amidotransferase-like superfamily protein
disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
myosin 2

J-domain protein required for chloroplast accumulation response 1
Ribosomal protein L3 family protein

beta-xylosidase 1

NADP-malic enzyme 3

beta galactosidase 1

aldehyde dehydrogenase 7B4

D-mannose binding lectin protein with Apple-like carbohydrate-binding domain

glyceraldehyde- 3-phosphate dehydrogenase of plastid 2
germin-like protein 1

hydrogen ion transmembrane transporter activity

no annotation

protein binding

Mitochondrial ribosomal protein L27
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Tabela suplementar 2. Nomes das proteinas correspondentes aos nimeros de acesso SAMPs e
suas cores de acordo com a analise de cluster.

Numero SAMP_ Nome da proteina
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Tabela suplementar 3. Proteinas com abundancia diferencial em folhas de feijoeiro quando cultivado com Sclerotinia sclerotiorum (PSS), Trichoderma

asperellum TR356 (PT) e os dois fungos simultaneamente (PTS).

Accession Description Protein name GO Score PSS:P_Ratio PSS:P_Log(e)Ratio PSS:P_Log(e)StdDev PSS:P__P
CONDIGAO PSS

SAMP_10377 Phvul 005G051800 1| Aldolase-type TIM barrel family protein oxidoreductase activity 10377,99  0,511708569 -0,67 0,22 0
SAMP_12290 Phvul 011G039100 1| fructose-bisphosphate aldolase 2 jasmonic acid biosynthetic process/oxidoreduction cc  28528,77  0,683861412 -0,38 0,14 0
SAMP_15175 Phvul 008G192400 1 |rubisco activase systemic acquired resistance, salicylic acid mediated : 5184,98 0,418951547 -0,87 0,47 0
SAMP_15767 Phvul 008G196500 1| photosystem Il subunit P-1 MAPK cascade 16158,01 0,677056884 -0,39 0,27 0
SAMP_17505 Phvul 004G073400 1| ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1A photosynthesis 31201,89  0,436049294 -0,83 0,24 0
SAMP_18699 Phvul 007G172100 1 |chloroplast stem-loop binding protein of 41 kDa photosynthesis 7917,54 0,618783398 -0,48 0,25 0
SAMP_18732 Phvul 007G019300 1| hydroxypyruvate reductase oxidoreductase activity 8985,42 0,726149042 -0,32 0,26 0
SAMP_19303 Phvul 007G006600 1| Transketolase chloroplast thylakoid membrane 17234,83 0,690734327 -0,37 0,11 0
SAMP_21999 Phvul 001G234300 1|rubisco activase defense response, incompatible interaction/systemic . 5718,93 0,326279793 -1,12 0,4 0
SAMP_27546 Phvul 006G148700 1| Glycine cleavage T-protein family glycine cleavage complex 1864,47 0,249075308 -1,39 0,96 0
SAMP_27627 Phvul 006G155800 1| glutamine synthetase 2 hyperosmotic response/response to salt stress 321311 0,63128364 -0,46 0,23 0
SAMP_27628 Phvul 006G155800 2| glutamine synthetase 2 hyperosmotic response/response to salt stress, tempt  3213,11 0,618783398 -0,48 0,28 0
SAMP_27766 Phvul 002G133100 1 |phosphoribulokinase MAPK cascade 11007,41 0,657046828 -0,42 0,18 0
SAMP_28823 Phvul 002G150800 1 |alanine-2-oxoglutarate aminotransferase 2 photorespiration/glycine:2-oxoglutarate aminotransfe ~ 3020,02 0,600495585 -0,51 0,4 0
SAMP_30243 Phvul 002G024000 1| photosystem Il subunit O-2 MAPK cascade 55834,18 0,763379486 -0,27 0,13 0
SAMP_3276 Phvul 003G211100 1| ATP synthase delta-subunit gene MAPK cascade and response to chitin 13371,07  0,600495585 -0,51 041 0
SAMP_4296  Phvul 003G249800 2 | PS Il oxygen-evolving complex 1 MAPK cascade 52559,57  0,818730751 -0,2 01 0
SAMP_4358  Phvul 003G037400 1| Transketolase chloroplast thylakoid membrane 9091,38 0,690734327 -0,37 0,19 0
SAMP_4697 Phvul 003G247600 1| photosystem Il subunit P-1 MAPK cascade 18308,32 0,733446954 -0,31 0,2 0
SAMP_6162  Phvul 009G020300 1 |plastocyanin 1 cysteine biosynthetic process 55314,65 0,826959136 -0,19 0,08 0
SAMP_1385 Phvul 0106023000 1 | 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase oxidoreductase activity 3153,01 0,522045789 -0,65 0,54 0,01
SAMP_23101 Phvul 001G123900 1| glutamate synthase 1 defense response, incompatible interaction and respc  1334,85 0,755783741 -0,28 0,24 0,01
SAMP_27824 Phvul 002G216800 2 | peroxisomal NAD-malate dehydrogenase 2 oxidoreductase activity 13940,95  0,794533599 -0,23 0,2 0,01
SAMP_30308 Phvul 002G180300 1 |Aldolase-type TIM barrel family protein oxidoreductase activity/oxidation-reduction process  1626,77 0,63128364 -0,46 041 0,01
SAMP_10752 Phvul 011G089000 1 |ribulose-bisphosphate carboxylases calcium-dependent cell-cell adhesion/integral to meml  57771,93  0,794533599 -0,23 0,21 0,02

SAMP_22990 Phvul 001G098100 1 |glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A subt oxidoreductase activity, 12050,98  0,835270205 -0,18 0,16 0,02



SAMP_4686

SAMP_9027

SAMP_23686
SAMP_8435

SAMP_25626
SAMP_27825
SAMP_7291

SAMP_15057
SAMP_3581

SAMP_13026
SAMP_23323
SAMP_2377

SAMP_27945
SAMP_5004

SAMP_12699
SAMP_11021
SAMP_11052
SAMP_15421
SAMP_20666
SAMP_20750
SAMP_21768
SAMP_3548

SAMP_6364

SAMP_10844
SAMP_11842
SAMP_11949
SAMP_12567
SAMP_12602
SAMP_12893
SAMP_13174
SAMP_15877
SAMP_16169
SAMP_16265
SAMP_16338
SAMP_19430

Phvul 003G128100 1 | Thioredoxin superfamily protein plasma membrane

Phvul 005G050700 1 | Phosphoglycerate kinase family protein cysteine biosynthetic process, MEMBRANE

Phvul 001G194200 1| 2-cysteine peroxiredoxin B MAPK cascade

Phvul 009G144500 1| ribulose-bisphosphate carboxylases calcium-dependent cell-cell adhesion
Phvul 006G216600 1 | 2Fe-2S ferredoxin-like superfamily protein protein binding

Phvul 002G216800 1 | peroxisomal NAD-malate dehydrogenase 2 oxidoreductase activity

Phvul 009G133900 1 | thioredoxin M-type 4 protein hinding

Phvul 008G156300 1 | Glutaredoxin family protein
Phvul 003G080400 1 | Glycine cleavage T-protein family

protein disulfide oxidoreductase activity
glycine cleavage complex

Phvul 011G086300 1 | copper/zinc superoxide dismutase 2 cellular response to oxidative stress

Phvul 001G238100 1 | no result no result

Phvul 003G154800 1| heat shock protein 70B response to endoplasmic reticulumstress/response t
Phvul 002G301400 1 | Heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein endoplasmic reticulum

Phvul 003G295200 1 | carboxyesterase 13 nucleus

Phvul 011G079400 1 | Ribosomal protein L11 family protein RNA methylation/ribosome biogenesis/response to ¢

Phvul 011G155200 1 | proteasome alpha subunit A1 endopeptidase activity/response to zinc ion/proteoly
Phvul 011G167300 1 | chitinase A defense response to fungus/chitinase activity

Phvul 008G229100 1 | Subtilisin-like serine endopeptidase family protein  serine-type endopeptidase activity/negative regulatic
Phvul 007G153500 1 | photosystem Il reaction center PSB28 protein plasma membrane-derived thylakoid photosystem 11
Phvul 007G034800 1| ATP synthase alpha/beta family protein response to cadmium ion

Phvul 007G157200 1| heat shock cognate protein 70-1 response to salt stress/negative regulation of seed ge
Phvul 003G263600 1 | S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransfer: chloroplast

Phvul 009G252400 1 | MLP-like protein 423 defense response

Phvul 011G071300 1| ascorbate peroxidase 1 response to oxidative stress

Phvul 011G002100 1 | Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family prot integral to membrane

Phvul 011G159000 1 | Lactate/malate dehydrogenase family protein defense response to bacterium

Phvul 011G026900 1 | rotamase CYP 3 response to abscisic acid stimulus

Phvul 011G077900 1| Glycosyl hydrolase superfamily protein defense response to fungus, incompatible interaction
Phvul 011G169900 1| Kunitz family trypsin and protease inhibitor protein response to hydrogen peroxide

Phvul 011G065000 1 | heat shock protein 70 response to endoplasmic reticulumstress/ response t
Phvul 008G013000 1 | heat shock cognate protein 70-1 response to bacterium

Phvul 008G229500 1 | Subtilisin-like serine endopeptidase family S8; S53 serine-type endopeptidase activity

Phvul 008G189200 1 | ferredoxin-NADP(+)-oxidoreductase 2 protein binding

Phvul 008G281400 1 | HEAT SHOCK PROTEIN 81.4 response to stress

Phvul 007G215900 1 thioredoxin family protein systemic acquired resistance

6506,18
6134,53
43015,56
6646,12
114056,1
13940,95
9388,97
4263,94
8017,62
1311,76
1337,26
2441,65
910,87
889,86
1597,73
11741
746,21
180,23
3877,64
3932,82
3714,25
40,46
3094,69
15632,48
819,25
4662,81
14460,94
485,2
1330,07
4248,68
3642,02
1571,54
5190,48
2012,37
2191,56

0,463013077
0,718923724
0,835270205
0,625002269
0,697676316
0,818730751
0,755783741
1,648721271
1,309964465
1,665291179
1,323129814
1,404947596
1,476980773
1,840431425
2,270499821
1,822118844
6,619368586
2,181472203
1,840431425
1,41906754
1,476980773
10,8049041
1,682027618
1,349858824
1,599994191
1,377127754
1,858928051
5,002811299
4,61817669
1,50681778
1,462284582
3,287081395
1,568312167
1,733253039
2,203396474

-0,77
-0,33
-0,18
-0,47
-0,36
-0,2
-0,28
05
0,27
0,51
0,28
0,34
0,39
0,61
0,82
0,6
1,89
0,78
0,61
0,35
0,39
2,38
0,52
03
0,47
0,32
0,62
161
153
041
0,38
1,19
0,45
0,55
0,79

0,78
03
0,19
0,39
041
0,2
0,33
047
0,28
0,56
0,32
0,32
037
051
0,74
0,46
12
0,68
0,45
0,34
0,28
2,02
0,46
0,2
0,32
023
0,24
11
0,76
0,25
0,26
0,33
0,26
0,43
0,48

0,02
0,02
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,95
0,95
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,98
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

iy

N



SAMP_22466
SAMP_25052
SAMP_25978
SAMP_26771
SAMP_27189
SAMP_27746
SAMP_2805
SAMP_29732
SAMP_31351
SAMP_5894
SAMP_6219
SAMP_8134
SAMP_8185
SAMP_8401

SAMP_18732
SAMP_3276
SAMP_4358
SAMP_6162
SAMP_27824
SAMP_7201
SAMP_6872
SAMP_13026
SAMP_16679
SAMP_17291
SAMP_27577
SAMP_7659
SAMP_8108
SAMP_19776
SAMP_24414
SAMP_24847
SAMP_6364
SAMP_29732
SAMP_2813
SAMP_23686

Phvul 001G024500 1 | no result
Phvul 001G169000 1 | heat shock cognate protein 70-1

Phvul 006G216700 1| 2Fe-2S ferredoxin-like superfamily protein

Phvul 006G170200 1| heat shock cognate protein 70-1

no result

response to salt stress AND negative regulation of s
abscisic acid biosynthetic process

response to hydrogen peroxide

Phvul 006G047900 1| zinc finger (CCCH-type) family protein / D111/G-patc nucleus

Phvul 002G307700 1 | profilin 2

Phvul 003G109100 1| MLP-like protein 423

Phvul 002G155500 1| osmotin 34

Phvul 002G006000 1| Single hybrid motif superfamily protein
Phvul 009G256400 2 | Glycosy|l hydrolase superfamily protein
Phvul 009G162100 1| CLPC homologue 1

Phvul 009G116600 1| basic chitinase

Phvul 009G059000 1 | no result

Phvul 009G116500 1 | basic chitinase

Phvul 007G019300 1| hydroxypyruvate reductase
Phvul 003G211100 1 | ATP synthase delta-subunit gene
Phvul 003G037400 1| Transketolase

Phvul 009G020300 1 | plastocyanin 1

Phvul 002G216800 2| peroxisomal NAD-malate dehydrogenase 2

Phvul 009G133900 1| thioredoxin M-type 4

Phvul 009G011100 1| catalase 2

Phvul 011G086300 1 | copper/zinc superoxide dismutase 2
Phvul 004G013600 1 | no result

Phvul 004G013500 2 | carbonic anhydrase 1

Phvul 006G216800 1 | 2Fe-2S ferredoxin-like superfamily protein

Phvul 009G228300 1| Stress responsive alpha-beta barrel domain protein

Phvul 009G224900 1 | chaperonin 20

Phvul 007G001100 1 | cyclophilin 20-2

Phvul 001G186000 1 | Thioredoxin superfamily protein
Phvul 001G001000 1 | catalase 2

Phvul 009G252400 1 | MLP-like protein 423

Phvul 002G155500 1 |osmotin 34

Phvul 003G131600 1 |oxophytodienoate-reductase 3
Phvul 001G194200 1| 2-cysteine peroxiredoxin B

protein binding/actin cytoskeleton organization
defense response

defense response to fungus, incompatible interaction
glycine cleavage complex

defense response to fungus, incompatible interaction
chloroplast organization

defense response to fungus

no result

chitinase activity/defense response to fungus

CONDICAO PT

oxidoreductase activity

MAPK cascade/systemic acquired resistance, salicy!
transketolase activity/chloroplast thylakoid membrar
cysteine biosynthetic process

regulation of photorespiration

protein binding

response to oxidative stress

response to stress

no result

MAPK cascade

protein binding

cysteine biosynthetic process

cysteine biosynthetic process/response to salt stres:
protein histidine kinase binding

defense response to bacterium

response to oxidative stress

defense response/response to biotic stimulus
defense response to fungus, incompatible interaction
response to wounding and to fungus

MAPK cascade/systemic acquired resistance, salicyli

4659,77
2588,33
20249,71
695,93
3312,32
17154
10277,35
3865,7
25429,91
1977,74
954,15
1225,29
1319,72
737,03

8985,42
13371,07
9091,38
55314,65
13940,95
9388,97
T424,46
1311,76
1902,45
18332,12
114056,1
2014,73
36306,12
7674,62
11119,06
6273,29
3094,69
3865,7
1145,94
43015,56

2,459603053
1,476980773
2,559981412
1,584073998
7,463317276
2,915379653
3,158192834
3,2219925
1,447734622
2,664456293
1,404947596
7,242743123
1,716006899
6,619368586

0,726149042
0,527292432
0,718923724
0,913931182
0,763379486
0,618783398
0,843664815
0,49658531
0,588604987
0,704688094
0,818730751
0,726149042
0,895834136
0,726149042
0,763379486
0,71177032
0,697676316
0,644036423
0,49658531
0,860707971

09
0,39
0,94
0,46
2,01
1,07
1,15
117
0,37
0,98
0,34
1,98
0,54
1,89

-0,32
-0,64
-0,33
-0,09
-0,27
-0,48
-0,17
-0,7
-0,53
-0,35
-0,2
-0,32
-0,11
-0,32
-0,27
-0,34
-0,36
-0,44
-0,7
-0,15

0,14
0,29
0,33
0,32
017
0,98
0,25
0,28
0,16
0,33
0,29
0,62
04
0,61

0,19
031
0,2
0,07
0,15
0,25
011
0,48
0,37
0,12
0,09
0,29
0,09
027
023
027
0,37
037
0,54
0,14
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0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02



SAMP_12788
SAMP_24979
SAMP_5894

SAMP_11811
SAMP_18699
SAMP_9567

SAMP_16771
SAMP_27825
SAMP_22664
SAMP_12291
SAMP_9900

SAMP_19303
SAMP_18631
SAMP_22466
SAMP_7347

SAMP_21999
SAMP_30308
SAMP_7191

SAMP_14459
SAMP_8579

SAMP_16740
SAMP_23418
SAMP_19508
SAMP_10377
SAMP_15495
SAMP_15175
SAMP_11052
SAMP_8185

SAMP_8580

SAMP_23445
SAMP_15767
SAMP_17505
SAMP_4697

SAMP_22990
SAMP_9027

Phvul 011G082600 1 | chaperonin-60alpha
Phvul 001G219400 1 | rotamase CYP 4

Phvul 009G256400 2 | Glycosy|l hydrolase superfamily protein

Phvul 011G056500 1 | lipoxygenase 2

Phvul 007G172100 1 | chloroplast stem-loop binding protein of 41 kDa

chloroplast stroma

response to oxidative stress

defense response to fungus, incompatible interaction
response to fungus/to bacterium/to wounding
photosynthesis

Phvul 005G034800 1| NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily proteir plasma membrane

Phvul 004G001000 1| actin-11

Phvul 002G216800 1| peroxisomal NAD-malate dehydrogenase 2

actin cytoskeleton organization
oxidoreductase activity

Phvul 001G235600 1 | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily prote defense response to bacteriumand response to cold

Phvul 011G039100 2 | fructose-bisphosphate aldolase 2

Phvul 005G051700 1 | TCP-1/cpn60 chaperonin family protein

Phvul 007G006600 1| Transketolase
Phvul 004G017000 1| cyclophilin 38
Phvul 001G024500 1 | no result

jasmonic acid biosynthetic process

chloroplast organization

chloroplast thylakoid membrane

MAPK cascade and defense response, incompatible
no result

Phvul 009G050400 1 | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily prote chloroplast thylakoid membrane

Phvul 001G234300 1 | rubisco activase

Phvul 002G180300 1 | Aldolase-type TIM barrel family protein

Phvul 009G227800 1 |germin 3

Phvul 008G184200 1 | serine hydroxymethyltransferase 2

Phvul 005G050800 2 | phosphoglycerate kinase
Phvul 004G107700 1| heat shock protein 90.1
Phvul 001G035500 1 | glycine decarboxylase P-protein 2

defense response, incompatible interaction/systemic
oxidoreductase activity/oxidation-reduction process
defense response to bacterium/nutrient reservoir acti
plant-type hypersensitive response/defense responst
response to endoplasmic reticulumstress

response to stress/cellular response to calciumion
glycine cleavage complex

Phvul 007G273500 1 | Lactate/malate dehydrogenase family protein cellular carbohydrate metabolic process/nucleotide bi
Phvul 005G051800 1 | Aldolase-type TIM barrel family protein oxidoreductase activity

Phvul 008G229400 1 | Subtilisin-like serine endopeptidase family protein  serine-type endopeptidase activity/ Metabolic proces
Phvul 008G192400 1 | rubisco activase
Phvul 011G167300 1 | chitinase A defense response to fungus/chitinase activity

Phvul 009G059000 1 | no result no result

Phvul 005G050800 1| phosphoglycerate kinase response to endoplasmic reticulumstress

Phvul 001G194100 1 | 2-cysteine peroxiredoxin B systemic acquired resistance, salicylic acid mediated ¢
Phvul 008G196500 1 | photosystem Il subunit P-1 MAPK cascade and defense response, incompatible
Phvul 004G073400 1| ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1A photosynthesis

Phvul 003G247600 1 | photosystem Il subunit P-1 MAPK cascade and defense response, incompatible
Phvul 001G098100 1| glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A sub oxidoreductase activity

Phvul 005G050700 1| Phosphoglycerate kinase family protein

systemic acquired resistance, salicylic acid mediated !

cysteine biosynthetic process

2039,33
1707,78
1977,74
629,62
7917,54
21,82
4059,26
13940,95
4077,57
23183,71
3910,23
17234,83
3904,09
4659,77
1530,99
5718,93
1626,77
3166,55
752,21
1068,8
764,86
1090,56
1273,28
10377,99
1968,93
5184,98
746,21
1319,72
8668,46
44550,09
16158,01
31201,89
18308,32
12050,98
6134,53

0,697676316
0,644036423
0,697676316
0,63128364
0,878095435
0,644036423
0,778800783
0,818730751
0,778800783
0,895834136
0,786627865
0,93239382
0,786627865
0,886920439
0,463013077
1,1502738
1,284025417
1,349858824
1,616074385
1,41906754
1,665291179
1,258600015
1,447734622
1,1502738
1,521961536
1,258600015
4,095955267
1,616074385
1,447734622
1,390968147
1,363425117
1,377127754
1,404947596
1,447734622
1,349858824

-0,36
-0,44
-0,36
-0,46
-0,13
-0,44
-0,25
-0,2
-0,25
-0,11
-0,24
-0,07
-0,24
-0,12
-0,77
0,14
0,25
03
0,48
0,35
0,51
0,23
0,37
0,14
0,42
0,23
141
0,48
0,37
0,33
0,31
0,32
0,34
0,37
03

0,33
0,43
0,38
0,44
0,14
0,44
031
0,22
03
011
0,23
0,09
023
0,14
0,82
0,16
0,26
0,32
0,55
0,37
0,52
0,22
0,34
011
041
0,18
1,16
0,34
0,36
027
0,14
0,14
011
011
0,15

0,02
0,02
0,02
0,02
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,05
0,05
0,05
0,95
0,95
0,95
0,95
0,96
0,96
0,97
0,97
0,98
0,98
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
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SAMP_8435
SAMP_8088
SAMP_4428
SAMP_26382
SAMP_22041
SAMP_16169
SAMP_27189
SAMP_31351
SAMP_14944
SAMP_16576
SAMP_22603
SAMP_802

SAMP_3276
SAMP_4358
SAMP_6162
SAMP_27824
SAMP_7291
SAMP_27577
SAMP_7659
SAMP_8108
SAMP_24414
SAMP_24847
SAMP_29732
SAMP_18699
SAMP_27825
SAMP_22664
SAMP_9900
SAMP_19303
SAMP_4296
SAMP_29455
SAMP_30243
SAMP_6866
SAMP_25102
SAMP_1266

Phvul 009G144500 1 | ribulose-bisphosphate carboxylases

calcium-dependent cell-cell adhesion

Phvul 009G006600 1 | glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B subu photosystem Il assembly

Phvul 003G286600 1 | serine transhydroxymethyltransferase 1
Phvul 006G219500 1 | chloroplast heat shock protein 70-2

Phvul 001G223800 1| chloroplast RNA binding

Phvul 008G229500 1 | Subtilisin-like serine endopeptidase family protein
Phvul 006G047900 1 | zinc finger (CCCH-type) family protein / D111/
Phvul 002G006000 1 | Single hybrid motif superfamily protein

Phvul 008G281300 1 | heat shock protein 81.4
Phvul 008G229300 1 | no result

Phvul 001G007700 1| Aldolase-type TIM barrel family protein

Phvul 010G016000 1 | rubisco activase

Phvul 003G211100 1 | ATP synthase delta-subunit gene
Phvul 003G037400 1 | Transketolase
Phvul 009G020300 1 | plastocyanin 1

Phvul 002G216800 2 | peroxisomal NAD-malate dehydrogenase 2

Phvul 009G133900 1 | thioredoxin M-type 4

Phvul 006G216800 1 | 2Fe-2S ferredoxin-like superfamily protein
Phvul 009G228300 1 | Stress responsive alpha-beta barrel domain protein

Phvul 009G224900 1 | chaperonin 20
Phvul 001G186000 1 | Thioredoxin superfamily protein
Phvul 001G001000 1 | catalase 2

Phvul 002G155500 1| osmotin 34/Thaumatin-like protein PR-5b
Phvul 007G172100 1 | chloroplast stem-loop binding protein of 41 kDa
Phvul 002G216800 1 | peroxisomal NAD-malate dehydrogenase 2

plant-type hypersensitive response

chloroplast organization

MAPK cascade and defense response, incompatible

serine-type endopeptidase activity

nucleus

glycine cleavage complex

response to stress

no result

oxidoreductase activity

MAPK cascade and defense response, incompatible
CONDICAO PTS

MAPK cascade

transketolase activity

cysteine biosynthetic process

oxidoreductase activity

protein binding

protein binding

cysteine biosynthetic process

cysteine biosynthetic process/response to salt stress
defense response to bacterium

response to oxidative stress

defense response to fungus, incompatible interaction
photosynthesis

regulation of photorespiration/oxidoreductase activit

Phvul 001G235600 1 | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily prote cloroplast thylakoid /defense response to bacterium

Phvul 005G051700 1| TCP-1/cpn60 chaperonin family protein

Phvul 007G006600 1 | Transketolase

Phvul 003G249800 2 | PS Il oxygen-evolving complex 1
Phvul 002G071200 2| carbonic anhydrase 2

Phvul 002G024000 1| photosystem Il subunit O-2

Phvul 009G168400 1| glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2

chloroplast organization

chloroplast thylakoid membrane

MAPK cascade/regulation of response to biotic stimt
MAPK cascade/regulation of response to biotic stimt
MAPK cascade

response to salt stress

Phvul 001G259000 1| glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C subiresponse to oxidative stress

Phvul 010G052300 1 | photosystem Il subunit Q-2

photosynthesis;photorespiration

6646,12
9260,7
4949,73
12957,51
2940,05
1571,54
3312,32
25429,91
989,66
1406,65
927,65
4503,13

13371,07
9091,38
55314,65
13940,95
9388,97
114056,1
2014,73
36306,12
11119,06
6273,29
3865,7
7917,54
13940,95
4077,57
3910,23
17234,83
52559,57
614352
55834,18
13689,79
611,72
18948,58

1,973877746
1,390968147
1,840431425
1,271249144
1,632316236
1,476980773
1,521961536
1,309964465
1,768267039
1,404947596
4,953032542
1,404947596

0,559898376
0,486752242
0,677056884
0,670320042
0,594520559
0,878095435
0,63128364
0,778800783
0,718923724
0,594520559
0,571209062
0,571209062
0,677056884
0,576949804
0,382892894
0,576949804
0,571209062
0,65050909
0,571209062
0,740818212
0,612626388
0,364218983

0,68
0,33
0,61
0,24
0,49
0,39
0,42
0,27
0,57
0,34
16
0,34

-0,58
-0,72
-0,39
-04
-0,52
-0,13
-0,46
-0,25
-0,33
-0,52
-0,56
-0,56
-0,39
-0,55
-0,96
-0,55
-0,56
-0,43
-0,56
-03
-0,49
-1,01

0,34
0,14
0,25
0,18
0,18
0,24
0,12
011
0,46
0,29
1,45
02

027
0,15
0,08
0,18
0,19
0,08
041
0,09
021
0,33
0,32
0,15
0,15
0,39
041
01
0,07
0,28
0,07
021
0,33
0,27
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SAMP_3604

SAMP_12567
SAMP_21999
SAMP_18732
SAMP_18631
SAMP_25239
SAMP_26443
SAMP_16416
SAMP_16098
SAMP_15175
SAMP_21210
SAMP_6872

SAMP_10844
SAMP_14851
SAMP_6571

SAMP_6219

SAMP_8579

SAMP_16610
SAMP_20750
SAMP_1819

SAMP_12602
SAMP_15454
SAMP_8401

SAMP_23101
SAMP_28916
SAMP_2313

SAMP_14658
SAMP_24788
SAMP_23436
SAMP_8134

SAMP_21768
SAMP_12290
SAMP_11052
SAMP_25844
SAMP_5894

Phvul 003G060300 1 | Oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family oxidoreductase activity

Phvul 011G026900 1 |rotamase CYP 3

Phvul 001G234300 1 | rubisco activase

Phvul 007G019300 1 | hydroxypyruvate reductase
Phvul 004G017000 1| cyclophilin 38

Phvul 006G209900 1 |actin-11

Phvul 006G209800 1 |actin-11

Phvul 008G112000 1 | high cyclic electron flow 1
Phvul 008G011000 1 |actin-11

Phvul 008G192400 1 | rubisco activase

Phvul 007G275000 1 |cyanase

Phvul 009G011100 1| catalase 2

Phvul 011G071300 1| ascorbate peroxidase 1

Phvul 008G284000 1 | ADP glucose pyrophosphorylase 1
Phvul 009G195000 1 | Cytosol aminopeptidase family protein

Phvul 009G162100 1 | CLPC homologue 1
Phvul 005G050800 2 | phosphoglycerate kinase

Phvul 008G228900 1| Subtilisin-like serine endopeptidase family protein
Phvul 007G034800 1 | ATP synthase alpha/beta family protein

Phvul 010G163900 1 | vacuolar ATP synthase subunit A

Phvul 011G077900 1| Glycosyl hydrolase superfamily protein

Phvul 008G282000 1 | Aldolase superfamily protein
Phvul 009G116500 1 | basic chitinase

Phvul 001G123900 1 | Glutamate synthase 1

Phvul 002G105000 1 |aconitase 1

Phvul 003G263200 1 | ferredoxin-NADP(+)-oxidoreductase 1

Phvul 008G113600 1 | glutathione S-transferase TAU 8
Phvul 001G265900 1 | selenium-binding protein 2

Phvul 001G113800 1 | Cobalamin-independent synthase family protein

Phvul 009G116600 1 | basic chitinase

Phvul 007G157200 1 | heat shock cognate protein 70-1
Phvul 011G039100 1 | fructose-bisphosphate aldolase 2
Phvul 011G167300 1 | chitinase A

oxidoreductase activity

MAPK cascade/systemic acquired resistance, salicyli
oxidoreductase activity

MAPK cascade/systemic acquired resistance, salicyli
structural constituent of cytoskeleton

actin cytoskeleton organization

photosynthesis

structural constituent of cytoskeleton

MAPK cascade

response to salt stress

response to oxidative stress

response to oxidative stress

photorespiration

aminopeptidase activity

actin filament binding/proton-transporting ATPase ac
response to endoplasmic reticulumstress

serine-type endopeptidase activity

response to cadmiumion

hyperosmotic response

defense response to fungus, incompatible interactior
anthocyanin-containing compound biosynthetic pro
defense response to fungus

defense response, incompatible interaction

response to reactive oxygen species and hyperosmo
protein binding

response to cadmiumion

chloroplast

response to salt stress

defense response to fungus

defense response to bacterium

jasmonic acid biosynthetic process

defense response to fungus/hitinase activity

Phvul 006G207500 1 | Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storanchored to plasma membrane

Phvul 009G256400 2 | Glycosy! hydrolase superfamily protein

defense response to fungus, incompatible interaction

12774,53
14460,94
5718,93
8985,42
3904,09
37075
3707,5
5024,48
2884,2
5184,98
5099,56
7424,46
15632,48
1311,41
1128,25
954,15
1068,8
106,49
3932,82
1012,5
485,2
2432,78
737,03
1334,85
452,23
1010,53
638,53
616,41
1385,84
1225,29
3714,25
28528,77
746,21
1848,39
1977,74

0,763379486
0,63128364
0,637628159
0,748263574
0,748263574
0,818730751
0,794533599
0,733446954
0,778800783
0,802518799
0,336216482
0,852143792
0,835270205
0,594520559
1,258600015
1,258600015
1,336427477
2,559981412
1,309964465
1,349858824
3,034358438
1,221402762
1,599994191
1,138828378
1,632316236
1,296930074
2,611696417
2,559981412
1,750672504
1,993715528
1,552707215
1,1502738
3,320117081
2,664456293
2,033991215

-0,27
-0,46
-0,45
-0,29
-0,29
-0,2
-0,23
-0,31
-0,25
-0,22
-1,09
-0,16
-0,18
-0,52
0,23
0,23
0,29
0,94
0,27
03
111
0,2
0,47
0,13
0,49
0,26
0,96
0,94
0,56
0,69
0,44
0,14
12
0,98
0,71

017
0,2
0,2

022

023

017

017

023

0,17

021
121

0,16

0,18

0,62

0,28

0,23

031
1,39

0,26

0,32
1,08
0,2

0,56

0,13

0,46

0,25

0,82

0,74

0,49

0,67

0,26

0,09
11

0,84

0,26

0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,02
0,04
0,05
0,05
0,05
0,95
0,95
0,95
0,95
0,96
0,96
0,96
0,96
0,97
0,97
0,98
0,98
0,98
0,98
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99



SAMP_17289
SAMP_1385
SAMP_16993
SAMP_15421
SAMP_23153
SAMP_23323
SAMP_27945
SAMP_20666
SAMP_14430
SAMP_15877
SAMP_3581
SAMP_8626
SAMP_25639
SAMP_8311
SAMP_25052
SAMP_25947
SAMP_25640
SAMP_24074
SAMP_13174
SAMP_10752
SAMP_30308
SAMP_7191
SAMP_16740
SAMP_23418
SAMP_19508
SAMP_10377
SAMP_15495
SAMP_8185
SAMP_23445
SAMP_17505
SAMP_22990
SAMP_8435
SAMP_4428
SAMP_16169
SAMP_27189
SAMP_14944
SAMP_16576
SAMP_802
SAMP_25626
SAMP_16338

Phvul 004G013500 3
Phvul 010G023000 1
Phvul 004G051600 1
Phvul 008G229100 1
Phvul 001G186100 1
Phvul 001G238100 1
Phvul 002G301400 1
Phvul 007G153500 1
Phvul 008G151800 1
Phvul 008G013000 1
Phvul 003G080400 1
Phvul 005G144100 1
Phvul 006G029100 2
Phvul 009G173200 1
Phvul 001G169000 1
Phvul 006G170300 1
Phvul 006G029100 1
Phvul 001G181000 1
Phvul 011G065000 1
Phvul 011G089000 1
Phvul 002G180300 1
Phvul 009G227800 1
Phvul 004G107700 1
Phvul 001G035500 1
Phvul 007G273500 1
Phvul 005G051800 1
Phvul 008G229400 1
Phvul 009G059000 1
Phvul 001G194100 1
Phvul 004G073400 1
Phvul 001G098100 1
Phvul 009G144500 1
Phvul 003G286600 1
Phvul 008G229500 1
Phvul 006G047900 1
Phvul 008G281300 1
Phvul 008G229300 1
Phvul 010G016000 1
Phvul 006G216600 1
Phvul 008G281400 1

carbonic anhydrase 1

MAPK cascade

1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase oxidoreductase activity

Cobalamin-independent synthase family protein
Subtilisin-like serine endopeptidase family protein
Enolase

no result

Heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein
photosystem Il reaction center PSB28 protein

response to salt stress

serine-type endopeptidase activity

response to abscisic acid stimulus

no result

endoplasmic reticulum

plasma membrane-derived thylakoid photosystem Il

Oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family oxidoreductase activity

heat shock cognate protein 70-1

Glycine cleavage T-protein family
triosephosphate isomerase
alanine:glyoxylate aminotransferase

RAB GTPase homolog E1B

heat shock cognate protein 70-1

heat shock protein 70B

alanine:glyoxylate aminotransferase
triosephosphate isomerase

heat shock protein 70
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response to stress
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