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RESUMO

A fusariose € uma das doencas mais importantes do tomateiro (Solanum lycopersicum L.).
Ela é causada pelo fungo de solo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) e causa
elevadas perdas na agricultura, pois o controle quimico ndo é eficiente. Entender a
interacdo planta-patégeno é a chave para o manejo da doenca e o melhor guia para os
programas de melhoramento. A maior parte da interacdo entre o patdbgeno e o hospedeiro
ocorre através de proteinas de reconhecimento, sinalizacdo ou das respostas
desencadeadas. Assim, este estudo prop0s avaliar as alteracdes no proteoma da raiz do
tomateiro infectado com Fol, através da eletroforese bidimensional (2-DE), marcagdo com
ITRAQ e espectrometria de massas. Foram utilizadas a cultivar BHRS 2,3 (resistente) e
Viradouro (suscetivel), além de um isolado da raca 3 de Fol, introduzido recentemente no
pais, tendo assim, poucas cultivares resistentes. Apos 21 dias de crescimento, raizes
foram cortadas, inoculadas com suspensdo de esporos do patdgeno e coletadas nos
tempos um, quatro e sete dias apds a inoculacdo. As proteinas foram extraidas,
guantificadas, separadas por 2-DE, analisadas por espectrometria de massas do tipo
MALDI-TOF/TOF e identificadas com a ferramenta MASCOT. Os extratos proteicos
também foram digeridos com tripsina, marcados com IiTRAQ, fracionados e
dessalinizados. A LC-MS/MS foi feita através do cromatdgrado UPLC Dyonex 3000 com
aquisicdo dos espectros realizada através do Orbitrap Elite. Quatro dias apds a
inoculacdo, 21 proteinas separadas por 2-DE mostraram-se diferencialmente reguladas
na cultivar BHRS 2,3. 12 com aumento de expressao e nove sub reguladas. Apés sete
dias de inoculagdo, a cultivar Viradouro apresentou 204 proteinas com expressao
diferencial, 93 proteinas reguladas positivamente e 111 proteinas reguladas
negativamente. Além disso, foi possivel identificar 41 proteinas do fungo. Nado houveram
proteinas reguladas com consisténcia estatistica na cultivar resistente. Com 24 horas
apos a inoculacdo houve a regulacdo de seis proteinas na cultivar BHRS 2,3. Das
proteinas reguladas apos 24h, destaca-se a proteina de membrana remorina, relacionada
a percepcao de patégenos e nunca relatada no patossistema tomateiro/Fol. Apds quatro
dias, varias proteinas de defesa apresentaram aumento de expressao na cultivar
resistente. Com sete dias de infeccdo, proteinas relacionadas com a defesa da cultivar
Viradouro apresentaram diminuicdo na expressdo, proteinas de reconhecimento de
fungos, de sinalizacdo e relacionadas a patogenicidade sdo exemplos. Além disso, varias
proteinas ribossomais também estavam reguladas negativamente, prejudicando a sintese
global de proteinas. Entre as proteinas com aumento de expressdo, destacam-se

proteinas relacionadas com explosdo oxidativa, evento da reacdo de hipersensibilidade,



um mecanismo de defesa da planta. Em relacdo as proteinas do fungo observadas, a
maior parte esta relacionada ao desenvolvimento e proteinas estruturais. Entretanto, a
enzima 4-coumarate-ligase-like 9, relacionada a sintese do acido jasmonico, pode indicar
influéncia do fungo na biologia da planta. Os resultados evidenciaram diversas proteinas
ativadas e desativadas durante a interacdo do tomateiro com o Fol, onde pode-se
observar a dindmica entre o ataque do fungo e as defesas da planta. Além disso, o
aumento da expressao da remorina, nunca antes descrita nesse patossistema, pode

contribuir com futuros estudos de manejo da fusariose.

Palavras Chave: Solanum lycopersicum L. murcha de fusério. Interacdo Planta-
Patogeno. Protebmica. iTRAQ. LC-MS/MS.



ABSTRACT

The Fusarium wilt is one of the most important diseases in tomato cultivation
(Solanum lycopersicum L.) around the world. It is caused by soil fungus Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) and annually causes great losses to agriculture since
chemical control is inefficient. Understanding the plant-pathogen interaction is the key to
better handling the infection and it's the best guide for genetic enhancement programs.
The greater part of the host-pathogen interaction is done through proteins, those being
recognizing, signaling or triggered responses. Therefore, this paper proposes to evaluate
the alterations to Fol-infected tomato root proteome through two-dimensional
electrophoresis (2-DE), iTRAQ marking and mass spectrometry. BHRS 2,3 (resistant) and
Viradouro (susceptible) cultivars were used, as well as an isolate of Fol race 3 for being
recently introduced in the country, thus having few resistant tomato cultivars. After 21 days
of growth, roots were cut, inoculated with a pathogen spore suspension and collected after
one, four and seven days of inoculation. Proteins were extracted, quantified, separated by
2-DE, analyzed by MALDI-TOF/TOF mass spectrometry and identified by MASCOT tool.
Protein extracts were also digested with trypsin, marked with iTRAQ, fractioned and
desalinized. LC-MS/MS was done through UPLC Dyonex 3000 chromatograph and
specter acquisition was done via Orbitrap Elite. Four days after inoculation, 21 proteins
separated by 2-DE turned up to be differentially regulated in cultivar BHRS 2,3, 12 with
increased expression and nine sub regulated. After seven days of inoculation, cultivar
Viradouro showed 204 proteins with differential expression, 93 of which positively
regulated and 111 negatively. In addition, it was possible to identify 41 fungus proteins.
There were no regulated proteins with statistic consistence in cultivar BHRS 2,3. After 24h
of inoculation there was regulation of six proteins in cultivar BHRS 2,3. From the proteins
regulated after 24h, remorin membrane protein stands out, since it is related to pathogen
perception and had never been reported in tomato/Fol pathosystem. After four days,
several defense proteins showed increased expression in the resistant cultivar. With seven
days of infection, several defense related proteins from cultivar Viradouro showed a
decrease in expression, with fungus recognition proteins, signaling proteins and proteins
related to pathogenicity as examples. Furthermore, numerous ribosomal proteins were
also negatively regulated, impairing global protein synthesis. Standing out between the
proteins with increased expression were proteins related to oxidative explosion, an event
component to the hypersensitivity reaction, which is one of the plant’s main defense
mechanisms. With regard to fungus proteins observed in the susceptible cultivar, most of

those are related to growth and structural proteins. But enzyme 4-coumarate-ligase-like 9



related to jasmonic acid synthesis may suggest fungal influence in the plant’s biology.
Results revealed several active and deactivated proteins during the tomato plant’s
interaction with Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici fungus, where the dynamic between
the fungus attack and plant defenses can be seen. Moreover, the increase in expression of
remorin, never before described in the pathosystem, may contribute to future studies in

handling Fusarium wilt.

Keywords: Solanum lycopersicum L. Fusarium wilt. Plant-Pathogen interaction.
proteomics. iTRAQ. LC-MS/MS.
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1.1 Solanum lycopersicum L.
1.1.1 Aspectos gerais e econdmicos da cultura do tomateiro

O tomateiro é origindrio da América do sul, na regido dos Andes, entre o norte do
Chile e o Equador. Foi difundido pelos Incas e Maias na América central até chegar ao
México, onde foi levado pelos espanhodis a Europa durante a colonizacdo, dai entdo se
espalhou pelo mundo. Chegou ao Brasil no final do século XIX, se tornando uma das
culturas mais importantes para a economia nacional (FILGUEIRA, 2003; FANTOVA,
2006).

O tomateiro € uma planta dicotiledénia, pertencente a familia Solanaceae. Seu
sistema radicular é do tipo pivotante, podendo chegar a até 1,5 m de profundidade. O
caule da planta jovem de tomateiro é ereto, herbaceo, suculento e coberto por pelos
glandulares, e ao longo do crescimento se torna lenhoso e fino, ndo suportando assim o
peso da planta em posicdo ereta (ABRAHAO, 2011). As folhas s&o alternadas, compostas
por numero impar de foliolos, sendo peciolados e apresentam bordas serrilhadas. As
flores s@do de coloracdo amarela, hermafroditas e autdgamas. Os frutos sdo bagas
carnosas de tamanhos, nimero de loculos e formatos variados (SASAKI; SENO, 1994;
ABRAHAO, 2011) A figura 1 ilustra o tomateiro.

Figura 1: Representacdo esquematica do tomateiro (Fonte: Acervo Embrapa).

'}
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O tomate foi primeiramente chamado Solanum lycopersicum, mas foi reclassificado
como Lycopersicon esculentum, utilizando como base para classificagdo caracteristicas
morfoldgicas. Entretanto com base em estudos moleculares pode-se observar que o
tomateiro apresenta muito mais relagdo com o género Solanum, voltando entdo a ser
chamado Solanum lycopersicum, classificacao esta proposta por Linnaeus no século XVIII
(PERALTA; SPOONER, 2000; ALVARENGA, 2004; ANDRADE; SOUZA; ASSIS, 2009).

A producdo de tomate é concentrada para o mercado do produto fresco,
principalmente apds a busca de alimentos mais saudaveis. Além disso ha demanda de
tomate para a industria de molhos e extratos, utilizados na culinaria de todo o mundo. O
tomate é um alimento funcional devido ao alto potencial nutricional, além de ser rico em
licopeno, antioxidante que ajuda na prevencao de canceres relacionados ao aparelho
digestivo e préstata (MELO, 2003; CARVALHO; PAGLIUCA, 2007). A tabela 2 resume o

conteudo nutricional do tomate (JARAMILLO et al, 2007)

Tabela 2: Composic¢éo nutricional do tomate para cada 100g de fruto fresco.

Elemento Quantidade
Agua 93,5%
Proteina 09g
Gorduras 0,19
Calorias 23
Carboidratos 3,39
Fibra 0,8¢g
Fosforo 19 mg
Calcio 7 mg
Ferro 0,7 mg
Vitamina A 1,1 Ul
Vitamina B1 0,05 mg
Vitamina B2 0,02 mg
Vitamina B3 0,6 mg
Vitamina C 20 mg

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo na
safra de 20013/2014 a producdo mundial de tomate chegou a aproximadamente 164
milhdes de toneladas numa area plantada com cerca de 4,7 milhées de hectares, dando a
cultura a 11 posicdo no ranking mundial dos alimentos mais produzidos e a segunda
hortalica mais cultivada, perdendo apenas para a batata. O Brasil ocupa a posicao de
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nono lugar na lista dos maiores produtores dessa hortalica (FAO, 2015), com uma area
plantada de 65 mil hectares, produzindo mais de 4,1 milhdes toneladas do fruto na safra
de 2014 (IBGE — SIDRA, 2015).

A regidao nordeste do Brasil representou aproximadamente 16% da producao
nacional de tomate em 2013/2014. Pernambuco € o terceiro maior produtor dessa regiao,
ficando atrads apenas da Bahia e do Ceara, esté entre os dez maiores Estados produtores
nacionais. Sua producgdo representa cerca de 3% da producdo nacional com safra de 123
mil toneladas, numa area de 3.561 hectares no ano de 2014. A maior parte do tomate é
plantado nas regifes agreste e sertdo, onde gera uma receita de aproximadamente
R$100 milhdes (IBGE — SIDRA, 2015).

Entretanto a produgcédo do tomate é severamente comprometida devido as vérias
doencas que acometem a cultura, causadas por bactérias, fungos, virus e nematoides.
Esses patdgenos causam varios danos, atuando-nos diversos estigios de
desenvolvimento e requerem um grande dispéndio de recursos para controle e/ou
prevencao (ANDRADE; SOUZA; ASSIS, 2009).

Devido ao grande numero de organismos infectantes, o tomateiro também
apresenta um grande potencial cientifico, como planta modelo no estudo da interacdo
planta-patégeno, onde associado ao fato de que o genoma do tomate ja esta
sequenciado, permitird grandes avancos no manejo dessa planta (ARIE et al., 2007).
Arabidopsis thaliana, planta modelo mais utilizada, é bastante uGtil em varios estudos
devido ao seu genoma ser relativamente pequeno e se ter facilidade em manipula-la,
entretanto quando se fala em estudos de agédo de patdgenos outros modelos devem ser
sugeridos, pois A. thaliana possui poucos organismos infectantes e em alguns paises,
como o Japéo, a legislacdo € bastante rigorosa, em se tratando de introduzir patégenos
estrangeiros. Este problema é diminuido no tomate, pois, por ser cultivado em todo
mundo, possui varios patdgenos especificos para cada regido, permitindo assim que cada
pais possa estudar a interacdo do tomateiro com os organismos nativos (ARIE et al.,
2007).

1.2 Fusariose

Uma das doencas mais importantes que acometem a cultura do tomateiro, devido a
sua agressividade e dificuldade no combate é a murcha de fusario, causada pelo fungo de
solo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). E uma doenca radicular, favorecida por
temperatura alta e solos arenosos e/ou acidos. Esta doenca vem se disseminando de
maneira muito rapida, por isso esta cada vez mais sendo estudada, a fim de se obter
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melhores técnicas de combate (CARVALHO; NETO; CARMO, 2005; ANDRADE; SOUZA;
ASSIS, 2009).

O Fusario é um habitante do solo e pertence atualmente ao filo Ascomycota, classe
Ascomycetes e ordem Hypocreales. Espécies fitopatogénicas distribuidas dentro do
género Fusarium, dentre as quais F. oxysporum, tem sua fase teleomorfica desconhecida,
sendo uma espécie grupo, composta de dezenas de espécies (LESLIE; SUMMERELL,
2006).

Ele apresenta micélio septado, colénias pouco coloridas inicialmente, mas com a
idade tornam-se amarelas com um tom de aspecto palido e sob determinadas condicdes,
adquire cor rosa palida ou coloragdo purpurea (VALE et al., 2000). Nesta espécie sédo
produzidos trés tipos de esporos assexuais: microconidios, macroconidios e
clamidésporos. E comum aparecer macroconidios na superficie das plantas mortas pelo
patdgeno, formando agrupamentos semelhantes aos esporodoquios (AGRIOS, 2005). Os
clamidésporos apresentam paredes espessas, duplas e rugosas, formato globoso e
podem ser formados isolados, nas extremidades de conidiéforos ou intercalados nas hifas
ou nos macroconidios, constituindo as estruturas de resisténcia (NELSON et al., 1983;
LESLIE; SUMMERELL, 2006). Os clamidosporos de Fol podem ter uma ou duas células
(KUROZAWA; PAVAN, 2005). Clamiddosporos podem permanecer viaveis no solo na
auséncia do hospedeiro por anos. Por isso € importante ressaltar a ado¢do de medidas
gue impecam a entrada do fungo, em areas onde ainda néo foi constatada a murcha de
fusério (COSTA et al., 2007).

A espécie Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici é agrupada em trés racas
fisiologicas: 1, 2 e 3 conforme as suas habilidades de infectar e causar doengca em uma
série de cultivares diferenciadoras, possuidoras de genes em diferentes loci de resisténcia
(BOHN; TUCKER, 1940). A murcha de fusério em espécies do género Solanum esta
restrita as espécies Solanum lycopersicon L. e Solanum pimpinellifolium L., entre outras,
muito embora possa afetar outras solanaceas ornamentais, malvaceas e gramineas
(VALE et al., 2000).

Na infeccdo, os esporos germinam sobre as raizes da planta e o tubo germinativo
resultante deste processo penetra através de pelos absorventes ou por ferimentos. Apés
a penetragdo, as hifas crescem em direcdo aos vasos do xilema e passam a se
desenvolver no seu interior, colonizando as células, produzindo esporos e promovendo a
distribuicéo sistémica do fungo pela planta, através da corrente ascendente de seiva. Com
a evolucao da colonizacdo, ocorre o bloqueio dos vasos infectados, limitando parcial ou
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totalmente a passagem da 4gua e elementos minerais para a parte aérea da planta
(BECKMAN, 1987; ANDRADE; SOUZA; ASSIS, 2009). No entanto, o que determina o
sucesso ou ndo da penetracdo do hospedeiro e o desenvolvimento da doenca sao os
mecanismos de resisténcia do hospedeiro frente aos mecanismos de ataque do fungo
(TOYODA et al., 1988).

A doenca pode se manifestar em qualquer estagio de desenvolvimento da planta,
no entanto é mais comum durante a floragéo e frutificacdo. Os sintomas na parte aérea se
manifestam primeiramente nas folhas mais velhas, progredindo para as folhas mais
novas, podendo ocorrer inicialmente de um lado da planta, ou metade da folha. Os foliolos
murcham e secam, mas as folhas ficam presas no caule. Os vasos ficam com coloragao

parda e de aparéncia seca (Figura 2) (Kurozawa & Pavan, 2005).

Figura 2: Sintomas da murcha de fuséario. A — Murcha na folha. B — Corte longitudinal do

caude, evidenciando o escurecimento dos vasos. C — Corte transversal do caule. (Fonte:
The World Vegetable Center)
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As medidas utilizadas para o controle da murcha de fusario em tomateiro envolvem
a manipulacdo da fertilidade do solo, impedimento da drenagem de agua de local
infectado para novas areas de plantio, uso da rotagcdo de culturas com plantas néo
hospedeiras por varios anos, prevengdo da disseminacdo do patdégeno eliminando o
movimento de solo com presencga do fungo, bem como evitando o transito de maquinas,
animais e operarios das lavouras doentes para areas livres da doenca (BECKMAN, 1987;
JONES, 1991; LOPES; SANTOS, 1994). Entretanto, a utilizacdo de cultivares resistentes
tem se revelado como a alternativa mais eficiente para o controle da doenca, embora
apresente algumas dificuldades, pois induzem, o desenvolvimento de ragas mais
virulentas do fungo, devido a co evolugdo, que requerem um programa continuo de
criagdo e a introdugdo regular de novas cultivares resistentes, além da dificuldade na
obtencdo de cultivares que apresentem caracteristicas agrondmicas desejaveis e,

também, o tempo necessario para sua obtencdo (NELSON, 1983).
1.3 Interacdo Planta-Patdgeno

As interagbes entre plantas e seus patdogenos envolvem complexas redes de
comunicacdo entre os organismos. Nao apenas a planta tem que reconhecer e se
defender contra o patdégeno, como 0 microrganismo precisa modificar a biologia do
hospedeiro, a fim de criar um ambiente favoravel ao seu desenvolvimento e reproducao.
Tanto a planta quando o patégeno envolve um conjunto de genes envolvidos capazes
dessas comunicacdes (BOYD et al, 2012).

1.3.1 Resisténcia e suscetibilidade

Uma planta € considerada resistente a uma doencga quando tem capacidade de
evitar ou atrasar a entrada e subsequente atividade de um patdégeno em seus tecidos. As
plantas selvagens normalmente estdo expostas a inUmeros microrganismos patogénicos,
como fungos, bactérias, virus e nematoides, entretanto, a resisténcia mostra-se como a
regra, enquanto a suscetibilidade aos agentes causadores de doengas mostra-se como a
excegdo. A resisténcia € caracterizada pela coordenacdo e dinamicidade, onde sua
eficiéncia depende da expressao dos mecanismos de defesa em uma sequéncia ldgica,
apo6s o contato do patdégeno em potencial com o hospedeiro (PASCHOLATI, 1994). Para
Fry (1982), a resisténcia do hospedeiro é a caracteristica de alguns gendétipos que
conseguem ser afetados com menor severidade pelas doencas do que outros de espécies
semelhantes. Quando o gendtipo da planta ndo consegue parar ou retardar o organismo

invasor e desenvolve a doencga ela é dita suscetivel (MIZUBUTI; MAFFIA,2006).



18

1.3.2 Interagcao Molecular

A primeira linha de defesa da planta estd no reconhecimento dos padrdes
moleculares associados a patdégenos (pathogen associated molecular patterns, PAMPS),
moléculas essenciais para 0 microrganismo, que nao podem ser deletadas ou mutadas e
sdo altamente conservadas ao longo das diversas espécies microbianas (FELIX et al
1999). Os PAMPs mais caracterizados sao o flg22, subunidade mais conservada da
proteina de motilidade bacteriana flagelina e o elf18, um fator de elongacdo bacteriano,
também a proteina bacteriana mais abundante. Para os fungos, o elicitor mais estudado &
a quitina, constituinte da parede celular. Dentre outros elicitores fungicos estudados, estdo
a xilanase e heptoglicanos (MONAGHAN; ZIPFEL, 2012).

O reconhecimento dos PAMPs pelos receptores de reconhecimento de padrdo
(Pattern Recognition Receptors, PRRS) inicia a resposta imune desencadeada por PAMPs
(PAMP-Triggered Immunity, PTI) caracterizada por acionar diversos eventos para
contencédo da colonizacédo (Figura 3) (MONAGHAN; ZIPFEL, 2012).

Growth regulators
——- Polysaccharides
Pathogenicity

Path
Aregen factors

Establish and maintain
basic compatibility

Plant defense
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Fatty acids Interference
Galacturonans with metabolism |

3 Phenalics and translocation
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(s

Host plant
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Figura 3: Esquema da interacdo planta-patégeno. (Fonte: Agrios, 2005).

Dentre os eventos desencadeados pela PTI estdo a reacao de hipersensibilidade,
com morte celular programada e liberacao de espécies reativas de oxigénio, alquilacdo do
ambiente extracelular, com liberacdo de fons, como o Ca**, ativacdo de MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinases), proteinas quinases responsaveis por sinalizacdo celular e

resposta a estimulos, liberacdo de fatores de transcricdo do tipo WRKY reguladores
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chave para a defesa de plantas, fechamento estomatico, deposicdo de calose e
lignificacdo, que aumentam a espessura da parede celular, liberacdo de horménios, como
acido jasménico e acido salicilico, que por sua vez ativam outros mecanismos de defesa
contra estresses abioticos, produzindo proteinas e outras substancias com acao
antimicrobiana, além da diminuicdo do metabolismo primério, por silenciamento génico,
concentrando as reservas energéticas para a defesa e diminuindo a fonte de recurso para
o organismo invasor (NICAISE; ROUX; ZIPFEL, 2009).

Entretanto muitas vezes o0 organismo invasor possui diversas estratégias para
driblar a PTI e prosseguir com a infec¢do. Estas substancias, conhecidas como efetores
ou proteinas de viruléncia (Avr proteins) estdo cada vez mais sendo descritos, a fim de se
entender qual o seu papel na supressao da resposta inicial da planta. Magnaporthe
oryzae, um fungo patégeno do arroz, secreta uma proteina efetora que sequestra
oligossacarideos de quitina do meio extracelular, impedindo assim, seu reconhecimento
pela planta. Ustilago maydis, causador do carvdo em milho, secreta um efetor que inibe a
acao a enzima peroxidade, suprimindo a reacao oxidativa (NICAISE; ROUX; ZIPFEL,
20009).

Para conseguir sobrepor as proteinas Avr as plantas fazem uso de um segundo
mecanismo de defesa, chamado imunidade desencadeada por efetores (Effector-
Triggered Immunity, ETI), por meio dos genes de resisténcia (-R). Esse mecanismo é
muito mais especifico e muito mais potente. Esta interacdo de genes R/Avr tem sido
chamada de resisténcia gene-a-gene (DODDS et al, 2006). Os genes R sdo atualmente
os principais alvos de estudo de melhoramento genético, visando obtenc¢do de resisténcia

as doencgas causadas por microrganismos.
1.3.3Genes | e resisténcia a fusariose

As plantas de tomateiro resistentes a raca 1 do Fusario, apresentam resisténcia a
doenca controlada por um gene R designado gene I-1. Este gene ja era trabalhado em
programas de melhoramento, permitindo o desenvolvimento de genoétipos de tomateiro
resistentes a doenca. Estudos verificaram que a presenca do gene de resisténcia I-1 nas
plantas permitiu o cultivo dos tomateiros durante varios anos nos Estados Unidos, até que
a raga 2 tornou-se um sério problema. Com a identificacdo e a introducdo do gene de
resisténcia 1-2, a doenca causada pela raca fisiologica 2 do patdogeno deixou de
apresentar importancia neste pais (SOUZA, 2009).
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Também foi observada, mediante a utilizacdo de um gene marcador, a expressao
do gene de resisténcia I-2 em tecidos vasculares dos frutos, folhas e raizes de plantas
resistentes. Assim como nos tecidos que circundam os vasos do xilema, sugerindo uma
correlacdo entre a atuacdo deste gene e o bloqueio do crescimento do patdégeno no
sistema vascular das plantas resistentes a raca 2 (GUTIERREZ, 2004). No Brasil,
trabalhos realizados por Reis et al. (2005), identificaram fontes de resisténcia multipla as
trés racas fisiologicas de F. oxysporum em acessos das espécies S. habrochaites L., S.
chilense L., S. pennellii L. e S. peruvianum L. Recentemente Catanzariti et al (2015),
isolou o gene I-3, que confere resisténcia a raca 3 do fusério. A cultivar de tomateiro
Viradouro possui o gene I-1, que confere a ela resisténcia apenas a raca 1 do fusario,
enquanto que a cultivar BHRS 2,3 apresenta o gene I-7, que confere resisténcia as trés
racas do fungo (REIS et al, 2005; GONZALEZ-CENDALES et al, 2015).

A utilizacdo do controle genético de doencas de plantas requer um programa
continuo de criacdo e introdugéo de novas cultivares, que depende da presenca de fontes
de resisténcia na populagdo hospedeira. Por isso estudos moleculares, sobre os
mecanismos de defesa, tém sido cada vez mais realizados, mas ainda estdo longe da

elucidacdo desses fenomenos (REIS et al., 2005).
1.4 ProteGmica

Proteinas sado tores bioquimicos em todos os processos fisioldgicos e patoldgicos
(MANN et al, 2013). Devido a isso, 0 estudo das proteinas em larga escala e suas
interacbes com outras moléculas bioldgicas tém aumentado de forma exponencial nos
ultimos anos. A protebmica estuda os proteomas, ou seja, 0 conjunto de proteinas
expressas naquele determinado momento, seja na célula, tecido ou fluidos biologicos, dos
organismos. O intuito é identificar e quantificar proteinas envolvidas em uma determinada
condicao biologica, podendo inclusive, determinar as modifica¢cdes pds traducionais, além
da determinagdo da sua origem nos compartimentos celulares e local de sua acédo
(YATES et al, 2009).

A dindmica de proteinas em um sistema vivo é influenciada por diversos fatores
internos e externos que determinam modificagbes estruturais e a conformacdo das
proteinas. Neste sentido, 0 estudo e caracterizagdo de mapas protedbmicos apresentam-
se como uma importante ferramenta complementar aos estudos de gendmica (DIAS et al.,
2007). A analise protebmica oferece a oportunidade de examinar simultaneamente
alteracOes e classificar padrdes temporais de acumulo de proteinas que ocorrem durante
o desenvolvimento da planta, possibilitando a identificagdo de proteinas marcadoras dos
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diferentes estagios fisiologicos (SILVEIRA et al., 2008; LARANCE; LAMOND, 2015). Nos
ultimos anos varios estudos tém enfocado a caracterizagdo da dindmica de proteinas ao
longo do desenvolvimento vegetal, associada a caracterizacdo do genoma e
transcriptoma (ROBERTS, 2002; HEAZLEWOOD; MILLAR, 2003; CHEN; HARMON,
2006; ROSSIGNOL et al., 2006).

1.4.1Técnicas em protedmica
1.4.1.1PROTEOMICA BASEADA EM GEL

Os primeiros estudos de protedmica foram obtidos utilizando géis para a separacao
das proteinas. A técnica mais utilizada, eletroforese bidimensional (2-DE), as proteinas
sdo separadas de acordo com seus pontos isoelétricos, em seguida, separadas por
massa molecular. Assim, mapas de cada amostra sdo criados, onde cada spot
corresponde a uma proteina ou um pequeno grupo proteico. Utilizando esses mapas,
diferentes condigbes podem ser estudadas comparativamente e proteinas com expressao
diferencial (“up” ou “down regulated”) podem ser identificadas (ZHU et al, 2003). Para o
aumento da sensibilidade e reprodutibilidade da técnica 2-DE, foram desenvolvidos
métodos que utilizam fluorescéncia para marcar as proteinas, assim a eletroforese
diferencial (DIGE) surgiu. Essa técnica € robusta, pois permite a analise simultanea de
mais de uma condi¢cado (multiplex), excluindo a necessidade de réplicas experimentais e
os fluoréforos conseguem detectar proteinas em concentracdo que os meétodos de
revelacdo tradicionais, coomassie blue e nitrato de prata ndo conseguem (VRANAKIS et
al, 2013).

Entretanto a proteébmica baseada em gel possui muitas limita¢cdes, os métodos de
coloragcédo tradicionais tém baixa deteccdo e alguns deles incompatibilidade com a
espectrometria de massas, ha dificuldade da separacdo de proteinas de com carater
hidrofébico, limitacdes do alcance das tiras de pH imobilizado e os métodos que usam
fluorescéncia sao bastante caros (VADIVEL, 2015).

1.4.1.2 PROTEOMICA “GEL FREE”

Devido as limitagdes, nos ultimos anos a 2-DE tem sido gradativamente substituida
pela protedmica livre de gel (VADIVEL, 2015). Uma das principais aplicagbes da “ms
based proteomics” é a “bottom up” ou “shotgun proteomics”. Nessa abordagem, as
proteinas sdo solubilizadas, digeridas com uma protease sitio especifico e os peptideos
separados por HPLC e identificados por espectrometria de massas.
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Associadas a protedmica bottom up, varias estratégias foram desenvolvidas para a
quantificacéo relativa ou absoluta dos peptideos de interesse. A quantificacdo pode ser
feita “label free”, onde os peptideos sdo quantificados a partir da area dos picos dos
peptideos antes da fragmentagdo (MS1) ou pela contagem dos picos formados depois da
fragmentacdo (MS2) ou marcando as proteinas com tags (iTRAQ, TMT), onde os
peptideos sdo quantificados relativamente a partir da liberacdo da tag em MS2, ou
aminoacidos modificados (SILAC), onde a quantificagdo ocorre pela razdo dos picos dos
peptideos leves e pesados (ONG; MANN, 2005; COUTO et al, 2014).

1.4.1.3 iTRAQ

Isobaric tags for relative and absolute quantitation (iTRAQ) é uma técnica que
permite quantificacao relativa de até oito condi¢des simultaneamente, a partir da liberacéo
do ion repérter em MS2 (COUTO ET AL, 2014). iTRAQ é conceitualmente elegante, pois
0s peptideos sdo marcados no N-terminal e nos residuos do aminoacido lisina. Assim,
todo peptideo selecionado para fragmentacdo gera dados de sequencia e abundancia
para as proteinas de até oito amostras, de acordo com o desenho experimental (EVANS
et al, 2012). O marcador do iTRAQ consiste em trés partes (Figura 4), o radical N-
hydroxysuccinimide, que é reativo com as aminas primarias dos peptideos, um grupo
balanceador, que corrige a massa da tag, deixando todas com a mesma massa e 0 grupo
repérter, que é fragmentado em MS2 e gera o sinal que é quantificado (ROSS et al, 2004;
AGGARWAL,; CHOE; LEE, 2006).

Os peptideos marcados com iTRAQ possuem a mesma variagdo de massa durante
o MS1, devido a natureza isobéarica dos marcadores. Esse acréscimo de massa é
aproximadamente 145 para o 4-plex e 305 para o 8-plex (PICHLER et al, 2010). Apés o
MS2, os marcadores sao fragmentados e o grupo repérter € liberado. As massas dos
grupos reporter variam de 114-117 para o 4-plex e de 113-119 e 121 para o 8-plex
(EVANS et al, 2012). A massa 120 é omitida para ndo haver contaminacdo com ion da
fenilalanina (RAUNIYAR; YATES, 2014). A intensidade dos grupos reporters
fragmentados, correspondem a contribuicdo de cada peptideo marcado, oriundo de cada
amostra, assim, a razao relativa das intensidades corresponde a abundancia relativa de
cada peptideo de cada amostra (RAUNIYAR; YATES, 2014).
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Figura 4: Estrutura do reagente iTRAQ. A — iITRAQ 4-plex; B — iTRAQ 8-plex. As linhas
indicam os sitios de fragmentacéo. (Modificado de Aggarwal et al, 2006).

Em plantas, a marcagao com iTRAQ tem sido utilizado no estudo da protedmica
guantitativa de diversos tipos de estresses (PARK et al, 2004). Em estresse abioticos,
como estresse salino em algodao (CHEN et al, 2016), estresse hidrico em tabaco (XIE et
al, 2016) e metais em citrus (JIANG et al, 2015). E estresses bibticos, como interacdo com
virus em tabaco (WANG et al, 2016), bactérias no tomateiro (PARKER et al, 2013), fungos
em algoddo (FANG et al, 2015) e interagBes simbidticas, como micorrizas (SONG et al,
2015).
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Objetivo Geral

Identificar e caracterizar proteinas diferencialmente expressas de membrana e parede
celular do tomateiro (envolvidas com o reconhecimento) apds a inoculacdo do fungo F.
oxysporum f. sp. lycoperscici, além de estudar outros componentes envolvidos com a

infecgao provenientes do fungo.

Objetivos Especificos:

e |dentificar proteinas diferencialmente expressas de tomateiro relacionadas a
resisténcia ao F. oxysporum f. sp. lycoperscici;

e Analisar o perfil protéico das proteinas diferencialmente expressas de membrana e
parede celular de cultivar resistente e sensivel de tomateiro ao F. oxysporum f. sp.
lycoperscici;

e Analisar o perfil protéico do fungo F. oxysporum f. sp. lycoperscici relacionado ao
processo de infec¢cao no hospedeiro;

e |dentificar proteinas que estejam relacionadas com a patogenicidade no tomateiro.
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ABSTRACT. Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (Fol) is one of
the main diseases affecting tomatoes. The BHRS genotype of tomato is, however,
resistant to this disease. A proteomic approach was used to understand the defense
mechanisms of this genotype using the tomato root, the first tissue that interacts with the
fungus, as a target. Protein was extracted and separated by two dimensional
electrophoresis followed by staining with Coomassie brilliant blue. The proteins were
identified by MALDI-TOF/TOF mass spectrometry. A total of 22 proteins were identified, 21
of which showed differential expression with 12 proteins being upregulated and nine being
downregulated. Plants responded to the pathogen with increased expression of
pathogenesis-related proteins. We noted the induction of proteins involved in
hypersensitivity reaction and other defense mechanisms. The expression of proteins of
primary metabolism related to energy production, however, decreased, as did the
expression of two proteins related to defense against abiotic stress. These results
demonstrate the presence of important mechanisms for defense against Fol in the tomato
genotype BHRS.

Key words: Solanum lycopersicum; Biotic stress; Fusarium wilt; Proteomics
INTRODUCTION

The fusarium wilt, caused by the soil fungus Fusarium oxysporum f. sp lycopersici
(Fol), is one of the most aggressive diseases affecting the tomato crop. The disease
causes great damage, especially in sensitive cultivars and in environments where the air
and soil temperature are high, as in tropical countries during the warm seasons (Agrios,
2005). The classical strategies, such as the use of fungicides and crop rotation have not
been efficient due to the resistant spores that remain viable for several years, and because
of the impact of pesticide residues on human health. Selective breeding has contributed to
the emergence of more aggressive new breeds of pathogen. Therefore, it is necessary to
develop new and efficient control strategies that do not compromise the environmental
safety (Mandal et al., 2009). Resistant cultivars developed by gene transfer appear to be
one of the most promising options to combat the disease (Dean et al., 2012). However,
resistance to diseases involves a complex mechanism involving recognition of virulence
determinants by plant receptors followed by specific signal transduction pathways leading
to the production and release of reactive oxygen species, phytoalexins, pathogenesis-
related (PR) proteins, in addition to programmed cell death (Torres et al., 2006). Studies
on inductors show that resistance to Fol may be related to salicylic acid (Mandal et al.,
2009). However, little is known about the molecular relationships among the metabolic



36

pathways, such as recognition, signaling, and plant response, in addition to components
not directly related to infection.

Root is the first site to detect and fight soil fungus infections such as Fol.
Consequently, understanding the molecular mechanisms happening in this tissue is
necessary to improve resistance to the pathogen. Differential proteomics, essentially finds
out proteins with different expression levels among different samples caused by a specific
factor, is an important part of global proteomic studies. An overview of protein expression
can be obtained at high resolution by separating proteins by dimensional (2-DE)
electrophoresis combined with peptide identification via tandem mass spectrometry
(MS/MS; Manaa et al., 2011; Que et al., 2011). This proteomic approach has become a
powerful tool for studying plant development in general and its use has significantly
increased in the studies of various stresses, both biotic and abiotic in origin (Faurobert et
al., 2007).

The present study analyzed the protein profile of the BHRS tomato cultivar, known
for its resistance to Fol, with an aim of identifying those with differential expression, using
the 2-DE proteomic technologies associated with Matrix Assisted Laser Desorption
lonization, tandem Time of Flight Mass Spectrometer (MALDI-TOF-TOF/MS), which are
associated with the defense against the fungus.

MATERIAL AND METHODS
Tomato line and Fusarium oxysporum isolate

The wild-type BHRS tomato genotype, resistant to fusarium wilt but having no
economic value, was used in the present study. The material was procured from the
Vegetable Improvement Program of the Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA),
Recife, Pernambuco, Brazil. The race 2 isolate of F. oxysporum f. sp lycopersici was
obtained from the Mycology Collection of the Department of Phytopathology from the
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brazil.

Experimental design and protein extraction

Seeds were sown in 128-celled Styrofoam trays filled with sterile substrate Plantmax®.
Plants, with first-two pairs of true leaves fully open (about 21 days after planting) were
removed from the cells with a gentle jet of water to preserve their root integrity. The apical
sector (about 2 cm) of the root was removed and then dipped for 20 min in a spore
suspension containing approximately 2 x 10° conidia/ml, cultured in potato dextrose broth

for seven days at 28°C, under continuous light. A group of plants was mock-inoculated
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with water and used as control. After inoculation, the plantlets were transplanted to 1.5 kg
plastic pots containing sterile soil and maintained in a greenhouse. The experimental plots
contained three pots, with four plants each, in a randomized block design. Plants were

collected 1, 2, 4, and 6 days after the inoculation and were stored at —80°C.

Roots (1000 mg) were ground in ice-cold extraction buffer containing 8 M urea, 4%
CHAPS, 10 mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), and 7 mM dithiothreitol (DTT). The
mixture was centrifuged at 12,000 g for 20 min, and the supernatant collected. Proteins
was precipitated with five-volumes ice-cold trichloroacetic acid—acetone (10%
trichloroacetic acid in 100% acetone) at —20°C for 6 h and then collected by centrifugation
at 20,000 g for 20 min. The precipitated protein was centrifuged at 20,000 g for 20 min,
washed three times in 10 mL ice-cold acetone, with vigorous disruption of the pellet with a
glass rod between each wash, and air-dried. The proteins obtained were dissolved in a
lysis buffer (8 M urea, 4% CHAPS, 7 mM DTT, and 2% pharmalyte 4-7) at room
temperature and stored in aliquots at —80°C, until they were used.

Two-dimensional electrophoresis (2-DE) and image analysis

Protein samples (600 pg) mixed with 250 uyL rehydration buffer (containing 8 M
urea, 2% w/v CHAPS, 20 mM DTT, and 0.5% IPG buffer; GE Healthcare, Piscataway, NJ,
USA), and 0.002% bromophenol blue were loaded onto IPG strips (13 cm), with a linear
pH range 4-7 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA), after a brief sonication and
centrifugation. Isoelectric focusing was performed in an Ettan™ IPGphor™ 3 isoelectric
focusing system (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) following the manufacturer protocol.
Before electrophoresing in the second dimension, the IPG strips were equilibrated for 15
min, first in a buffer containing 6 M urea, 30% (w/v) glycerol, 2% (w/v) SDS, and 100 mM
Tris-HCI, pH 8.8, supplemented with 100 mM DTT and subsequently for 15 min in the
same buffer with 0.25 M iodoacetamide added. The equilibrated IPG strips were
transferred onto 12.5% SDS polyacrylamide gels and electrophoresed on an Ettan SE 600
Ruby electrophoresis unit (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). The separated proteins
were visualized by staining the gels with Coomassie brilliant blue (CBB)-R250 (Candiano
et al, 2004) Images of the CBB-stained gels were acquired at 300 dpi resolution and 16-bit
pixel depth, and subsequently analyzed with ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) software according to the protocols provided by the
manufacturer. The intensity of each spot was normalized by total valid spot intensity.
Protein spots were considered differentially expressed if the intensity changed more than
two times in the different stages.
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MALDI-TOF/TOF MS

In-gel digestion of proteins was performed as described by Shevchenko et al.
(2006), with minor modifications. Trypsin was used at a concentration 25 ng/yL and the in-
gel reduction and alkylation steps were omitted. The peptides, thus generated, were
dissolved in 10 pL 0.1% Trifluoracetic acid (TFA). A saturated solution of alpha-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA; 4 mg/mL) in 50% acetonitrile (ACN) and 0.3% TFA was
mixed with equal amounts of sample, spotted on an Anchor Chip 800/384 target plate
(Bruker Daltonics, Germany), and dried in laminar airflow for recrystallization. For MS
calibration, 0.5 pyL peptide calibration standard (Bruker Daltonics, Germany) was spotted
on the target with 0.8 pL CHCA matrix and recrystallized, as described above. The
samples were analyzed on a MALDI TOF/TOF mass spectrometer Ultraflex 11l (Bruker
Daltonics,, Germany) used in the reflectron mode. The peptides with a signal-to-noise ratio
above 100 were further analyzed by MS/MS using the LIFT technology embedded in the
Ultraflex MS; on an average, ten MS/MS spectra were measured for each protein digest
leading to the identification of 2-10 peptides. Data processing was realized using the Flex
analysis and BioTools software packages ( Bruker Daltonics, , Germany).

Data analysis was performed using BioTools 3.0 software, using MASCOT (Matrix
Science, London, UK) as a search engine. The parameters were set as follows: database
was NCBI (nr); retrieval genera were set as all; data acquisition method was set as
combined; maximum missing cut site allowed was set as 1; enzyme was set as trypsin.

The quality error scope was set as follows: PMF 0.3D; MS/MS 0.4D.
RESULTS AND DISCUSSION

The time-points for sample collection were chosen based on previous experiments
Malafaia et al, 2013. About 1400-1800 pg protein was extracted from 1 g root tissue of the
treated plants. The resolution of approximately 600 pg of protein loaded on each gel
showed an average of 450-550 spots with pl ranging between 4 and 7 and the molecular
mass ranging between 90 and 10 kDa (Figure 1). The 2-DE comparative analysis carried
out among the treatments achieved 65% (22 of 34 spots) successful identifications of the
proteins. The changes in protein expression, in the plants before and after the pathogen
inoculation, were evaluated by comparing the protein profiles. The assessment performed
in triplicate revealed 21 differentially expressed spots (Figure 2). Of the identified proteins,
the expression of 11 was increased whereas that of 10 proteins was decreased. However,
calreticulin, which was present at a high concentration, did not show a differential

expression (Table 1). Among the upregulated proteins, two were of unknown function,
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while among those with known functions, one was involved in primary metabolism, seven
in defense against stresses, and one in signaling. Among the identified proteins showing a
decreased expression, five were related to primary metabolism, one to abiotic stress, one
to recovery from oxidative stress, and two were of unknown function. The proteins with no

differential expression were associated with both primary metabolism and defense.

Several strategies are employed by plants to perceive and resist stresses induced
by pathogens (Kundu et al.,, 2011). The genotype of BHRS tomato has no relevant
agronomic characteristics; however, it is resistant to diseases such as fusarium wilt, unlike
other genotypes of economic importance. Therefore, studies on defense mechanisms that
confer characteristic resistance to this genotype are important for breeding resistant
cultivars. Root is the first tissue to interact with the fusarium pathogen; therefore, it was
used in this study to identify proteins involved in the defense against this phytopathogen.
The proteome of tomato roots has been discussed in previous reports (Li et al., 2008), but
such studies have not analyzed the influence of fungal infection.

There was an increase in the plant defense-related proteins after infection with the
pathogen. In addition, there was an increased expression of chitinase (PR-3), PR-5
protein, LeMir (Lycopersicon esculentum miraculin), nucleoside diphosphate kinase
(NDPK), RNA binding glycine rich protein (GRP), superoxide dismutase (Cu-Zn SOD), and
actin. Usually, there is an increase in the expression of PR proteins, along with fortification
of other responses, when plants are challenged by pathogens. The PR proteins (spots 12
and 13) were present in the unchallenged plants at low concentration, but their expression
was observed to increase under pathogen attack or abiotic stress (Dahal et al., 2009).
Plant chitinases, which are mostly endochitinases, are reported to participate in the
protection, due to their fungal cell wall degrading potential that limits the invasion and
growth of pathogen into the host (Ahmed et al., 2012). The PR-5 proteins, also known as
thaumatin-like protein due to their similarity with this protein, have been observed to
participate in the defense against many pathogens and other abiotic stressors (Ren et al.,
2011). Although the mechanisms of action for this protein group have not yet been
elucidated, their performance in fighting fungal infections, for example, by inhibition of
spore germination and mycelial growth, has been described (Tachi et al., 2009). The
induction of PR proteins is considered an activation marker of the basal defense in plants
(Dahal et al., 2009).

Hypersensitive reaction (HR) is one of the most efficient forms of plant defense
against pathogens (Karrer et al., 1998). LeMir (spots 16 and 17) was secreted and
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concentrated in roots in response to infestation by nematodes, suggesting its involvement
in plant's defense against these organisms (Brenner et al.,, 1998). Moreover,
overexpression of this protein was observed in lesions caused by hypersensitive response
in tomato plants, demonstrating that LeMir plays an important role in regulating a variety of
RH types (Xu et al.,, 2012). Another HR mechanism is the release of reactive oxygen
species (ROS; Souza et al., 2011). Some ROS, such as H,0O,, were confirmed as large
signaling molecules, promoting greater tolerance of plants to pathogens (Kim et al., 2007).
The enzyme superoxide dismutase (SOD; spot 19) is one of the proteins responsible for
the antioxidative response, transforming superoxide into hydrogen peroxide (Madanala et
al.,, 2011). The use of SOD to control the ROS concentration in cells is a strategy to
activate the signaling of defense pathways such as those involving mitogen-activated
protein kinases (MAPKSs), which seems to be central in the cellular response to multiple
stressors (Apel and Hirt, 2004).

Actin (spot 22) is an essential component in all living beings, responsible for the
cytoskeleton formation in several cells of organisms (Franklin-Yong and Gourlay, 2008). In
plants, the actin cytoskeleton is also used as a sensor for stress monitoring and is a part of
the mechanisms that trigger the HR and programmed cell death (PCD). The actin
filaments are reorganized, and accumulate and line up near the infection site, thus
allowing isolation of the area where there is PCD (Franklin-Yong and Gourlay, 2008).
Although, there is evidence for the actin-ROS interaction during the HR, the fact has not
yet been proven (Franklin-Tong and Gourlay, 2008). Thus, increased expression of two
LeMir isoforms against the Fol infection as well as that of an enzyme related to ROS and
actin, processes related to HR and MCP, is indicative of the resistance of the BHRS

genotype to this disease.

NDPK (spot 21) is a protein responsible for cellular organization, regulating the
nucleotide groups in the cells (Kihara et al., 2011). It has been reported to be involved in
signal transduction in plants. In potatoes, NDPK was associated with increased tolerance
to multiple stresses (Tang et al., 2008). In rice, there was an increased NDPK1 expression
in response to infection by the pathogen, Xanthomonas oryzae pv oryzae, in addition to
elicitors, such as salicylic acid and jasmonic acid, showing a defensive role of NDPK
against microorganisms (Cho et al., 2004).

GRP (spots 14 and 15) are involved in various pathways and have a structural
function, providing elasticity to the cell wall. They are also involved in post-transcriptional
regulation of genes in response to stress (Wang et al., 2012). Increased GRP expression
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has been reported in response to salt stress, cold, heat, injury, and viral and fungal
infections (Kwak et al., 2005). However, their mechanisms of action have not been fully
elucidated (Wang et al., 2012). The presence of two isoforms of this protein, with
increased expression in response to Fol, corroborates the results of these studies,
suggesting that GRP has a role in plant defense.

A decrease in the expression of some proteins associated with primary metabolism
(spots 1, 5, 8, and 9) was observed in response to the fungus. ATP synthase is a key
protein responsible for energy production (Rexroth et al., 2012). The ROS production,
resulting from the infection, directly affects the efficiency of this enzyme due to oxidation of
its tryptophan residues, resulting in degradation of the enzyme oxidized by specific
proteases (Rexroth et al., 2012). The decreased expression of proteins such as malate
dehydrogenase and triose phosphate isomerase, linked to energy cycles (Sukalovic et al.,
2011), is related to resource reduction for the fungus and limits its development.
Calreticulin is a protein that participates in both the regulation of plant development and
protection against abiotic and biotic stresses (An et al., 2011). With respect to biotic
stresses, calreticulins were found to play a role in defense against viruses (Shen et al.,
2010). Thus, the presence of this protein in the BHRS genotype, even without increased

expression, shows its role in different routes, by which it can interact.

However, some proteins related to stress defense showed decreased expression
(spots 2, 3, and 4). Glutathione S-transferase (GST) is responsible for maintaining the
redox state of plants; it combines electrophilic xenobiotics with glutathione, thus reducing
their toxicity (Sytykiewicz, 2011). Another defense-related protein that also showed
decreased expression upon Fol infection was the class | heat shock resistance (HSP)
protein. This group acts as chaperone, linking other proteins, stabilizing unstable
structures, and facilitating the modeling of inactive proteins. They are expressed rapidly
and abundantly under various stress conditions (Bondino et al., 2012). Decreased
expression of HSP and GST proteins during infection is an unusual event. However, the
decrease of GST may be related to the fact that during the hypersensitivity reaction there

was a need for some ROS being present in the tissue, but this fact needs to be proven.

The present study revealed proteome modifications in the BHRS genotype upon the
Fol challenge that could contribute to the understanding of this plant-pathogen interaction.
The differential expression of the proteins related to defense or stress and primary

metabolism in response to the pathogen supports their fundamental role in the plant
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defense mechanisms. However, further studies are warranted to find other mechanisms

and to identify the initiation of processes such as perception of the infection and signaling.
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Table 1. List of root proteins that were differentially regulated in the BHRS tomato

genotype after challenge with Fusarium oxysporum.

Spot® |dentity” Organism® Accession® Score® pI' Mr Regulation®
ATP synthase
D chain,
mitochondrial, Solanum
1 putative demissum gil48209968 48 6.63 19.37 down
glutathione S-
transferase, Solanum
2 class-phi commersonii gi|2290782 58 5.81 238 down
glutathione S-
transferase, Solanum
3 class-phi commersonii gi|2290782 58 5.81 23.8 down
17.8 kDa class |
heat shock Solanum
4 protein lycopersicum gi|232273 154 5.84 17.75 down
triose
phosphate
isomerase
cytosolic Solanum
5 isoform chacoense gi|38112662 93 5.73 27.25 down
Arabidopsis
6 putative protein thaliana 013269288 97 6.3 22.35 down
uncharacterized
protein
7 At5g39570 Vitis vinifera gi|225452887 67 4.71 43.01 down
ATP synthase
subunit beta,
mitochondrial,
Flags: Nicotiana
8 Precursor plumbaginifolia gi|114421 62 5.95 59.93 down
mitochondrial
malate Solanum
9 dehydrogenase lycopersicum gi|350536645 83 8.87 36.35 down
Arabidopsis
10 calreticulin thaliana gi|1009712 71  4.37 46.7 —
predicted Micromonas sp.
11 protein RCC299 gi|255084065 74 9.26 33.04 up
12 endochitinase  Solanum chilense  gi|767827 95 6.21 27.53 up
pathogenesis-
related protein Solanum
13 (PR-5 protein) lycopersicum gi|7414370 43 5.76 27.52 up
RNA-binding
glycine-rich Nicotiana
14 protein-la sylvestris gi|469070 58 5.58 15.6 up
glycine-rich Solanum
15 protein lycopersicum gi|19322 146 9.98 7.3 up
Solanum
16 Lemir lycopersicum gi]2654440 77 4.83 23.27 up
17 Lemir Solanum gi]2654440 77 4.84 23.28 up



lycopersicum
40S ribosomal

18 protein S12 Hordeum vulgare gi|12229949 105 5.35 15.62
Superoxide
dismutase [Cu- Solanum
19 Zn] lycopersicum gi|350537277 89 5.83 154
20 unknown Glycine max gi|255638991 62 7.51 36.38
nucleoside
diphosphate Solanum
21 kinase lycopersicum gi|350535074 135 7.04 15.07
Solanum
22 Actin tuberosum gi[3219759 40.7 5.38 41.9

Up

Up
Up

Up

Up
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®Number allocated according to the numbers used in Figure
P|dentification of protein annotated by mass spectrometry
‘Plant species from which protein was annotated
dAccession number to the database (nrNCBI)

®*MASCOT score

"Theoretical molecular weight and isoelectric point computed from the calculation tool Mr/pl

from EXPASyY
9Note of the regulation type suffered by the protein
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Figures

Figure 1. Overview of the proteome of tomato roots infected with Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici, separated by two-dimensional electrophoresis. The proteome was resolved

through IEF/SDS-PAGE (12.5%) using a linear pl range 4-7 and molecular mass range 10-
220 kDa.
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Figure 2. Expanded regions of the 2-D gels showing spots of proteins that were
differentially expressed. Panel A shows the spots in the samples from the healthy plant.
Panel B shows the spots in the samples from plants inoculated with Fusarium oxysporum.
The spot numbers indicated by arrows are according to the numbers used in
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Resumo

A murcha de fusario € uma das doengas mais importantes da cultura do
tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e é causada pelo fungo de solo Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). Entender a interagdo entre as proteinas da
planta e do patégeno é a chave para o controle da doenca. A utilizacdo das
ferramentas protedmicas isobaric tags for relative and absolut quantification
(iTRAQ) e a espectrometria via LC-MS/MS tem apresentado resultados
expressivos no estudo dessas interagbes. Assim, 0 presente trabalho teve o
objetivo de estudar as alterac6es no proteoma da raiz do tomateiro infectadas
com o Fol, através marcacdo com iTRAQ e analise por LC-MS/MS. Foram
utilizadas as cultivares, BHRS 2,3 (resistente) e Viradouro (susceptivel), além
de um isolado da raca 3 de Fol. Apos 21 dias de crescimento, as raizes foram
inoculadas com o fungo e apds sete dias, o tecido radicular foi coletado. As
proteinas totais foram extraidas, quantificadas, digeridas com tripsina,
marcadas com ITRAQ, fracionadas e dessalinizadas. A separacao foi feita
através de LC-MS/MS, seguida da analise de bioinformatica e estatistica. A
cultivar Viradouro apresentou 204 proteinas com expressdo diferencial, além
de 41 proteinas do fungo. Nao houveram proteinas reguladas com consisténcia
estatistica na cultivar BHRS 2,3. Proteinas de reconhecimento de fungos, de
sinalizacdo e relacionadas a patogenicidade apresentaram diminuicdo da
expressdo. Além de varias proteinas ribossomais, também reguladas
negativamente. Entre as proteinas com aumento de expressdo, destacam-se
proteinas relacionadas com a explosédo oxidativa. Em relacédo as proteinas do
fungo, a maior parte estd relacionada ao desenvolvimento e proteinas
estruturais. Mas uma enzima relacionada a sintese do &acido jasmoénico,
composto produzido em resposta injurias e patdgenos, pode indicar influéncia
do fungo na biologia da planta.

Palavras Chave: Solanum lycopersicum; Murcha de Fusario; Interacdo Planta-

Patdégeno; Prote6mica; Espectrometria de Massas.
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Introducéo

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € a segunda hortalica mais
cultivada no mundo, perdendo apenas para a batata. Sua producéo atende a
industria de molhos e extratos, utilizados na culinaria de todo o mundo, além do
consumo do produto fresco, destino da maior parte da producéo, ainda mais
reforcada pela busca de alimentos mais saudaveis. Entretanto o tomateiro vem
perdendo sua producédo, devido ao amplo niumero de patdgenos, dentre eles
fungos, bactérias, nematoides e virus, 0os quais a cultura esta sujeita (Vilela et
al., 2012). O fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) € o agente
causador de uma das mais importantes doencas da cultura, a murcha de
fusario, que infecta tanto espécies cultivadas como selvagens de tomateiro. A
doenca pode se manifestar em qualquer estagio de desenvolvimento da planta,
no entanto seus sintomas se manifestam principalmente durante a floragao e
frutificacdo. Além disso, a doenca estd presente em todas as regides onde o

tomate é cultivado (Reis and Lopes, 2012).

Estratégias de controle quimico e culturais da murcha de fusario sédo
onerosas e pouco efetivas na maioria das situacdes (Jones and Woltz, 1981). A
utilizacdo de hibridos resistentes tem sido a melhor e, em algumas situacdes, a
Unica alternativa economicamente viavel para o controle desta doenca, embora
apresente algumas dificuldades, pois induzem o surgimento de racas mais
virulentas do fungo, que requerem um programa continuo de criacdo e a
introducdo regular de novas cultivares resistentes, além da dificuldade na
obtencado de cultivares que apresentem caracteristicas agrondmicas desejaveis

e, também, o tempo necessario para sua obtencéo (Nelson, 1981).

A primeira linha de defesa da planta estd no reconhecimento dos
padrdes moleculares associados a patdgenos (pathogen associated molecular
patterns, PAMPS). Elas sdo moléculas essenciais para 0 microrganismo, que
nao podem ser deletadas ou mutadas e sdo altamente conservadas ao longo
das diversas espécies microbianas (Felix, et al., 1999). O reconhecimento dos
PAMPs pelos receptores de reconhecimento de padrdo (pattern recognition
receptors, PRRS) inicia a resposta imune desencadeada por PAMPs (PAMP-
triggere immunity, PTI) caracterizada por acionar diversos eventos para
contencédo da colonizagdo (Monaghan and Zipfel, 2012).



102
103
104
105
106
107
108
109
110

111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

125

126
127

128
129
130
131
132

133

55

Entretanto, através de moléculas conhecidas como efetores, o patdégeno
consegue sobrepor as defesas da planta e prosseguir com a infecgdo. Os
mecanismos de acdo dos efetores ou proteinas de viruléncia (Avr), ainda ndo
estdo bem elucidados, mas diferentes tipos de proteinas tém sido cada vez
mais descritos (Nicaise; Roux and Zipfel, 2009). Para sobrepor as proteinas
Avr, as plantas fazem uso da imunidade desencadeada por efetores (ETI),
através de familias de genes de resisténcia (R). O resultado final da interacao
genes R e proteinas Avr é o que determina se a doencga continua ou é contida
(Dodds et al., 2006).

Ferramentas protedmicas tem sido amplamente utilizadas no estudo da
interacdo planta patégeno gerando abundante informag&o sobre proteinas
envolvidas nos processos bioldgicos (Park, 2004). A protebmica baseada em
espectrometria de massas permite o estudo global do proteoma, conseguindo
identificar milhares de proteinas em um Unico experimento (ONG; MANN,
2005). Com a adicdo de técnicas, utilizando isobaric tags for relative and
absolut quantification (iTRAQ) é possivel quantificar proteinas. Com essa
técnica é possivel marcar até 8 amostras com tags de mesma massa, nao
prejudicando assim, a identificacdo dos peptideos analisados. Apos a
fragmentagcdo dos peptideos a tag de quantificacdo é liberada e detectada em
MS2 (Unwin RD, 2010). O presente estudo utilizou iTRAQ associado a LC-
MS/MS para comparar o proteoma de plantas de tomateiro, infectadas e nao
infectadas com um isolado da raca 3 do fungo Fol, a fim de identificar e

quantificar proteinas envolvidas nesta interacao.

Materiais e Métodos

Linhagens do tomateiro e isolados do Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici

Foram utilizadas nos experimentos, as cultivares BHRS 2,3, resistente a
murcha de fusario e Viradouro, sensivel a doenca, provenientes do banco de
sementes da Embrapa Hortalicas — CNPH. O isolado 314 da raca 3 do
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, oriundo da colecdo de fungos do
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas — CNPH.

Delineamento experimental
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Para producdo de esporos (usados como indculo), fragmentos de BDA
contendo micélio fungico foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer
com o meio liquido batata dextrose (BD) e mantidos sob agitacdo constante a
12 horas de luz e temperatura ambiente (25°C £ 2°) por sete dias. Apos este
periodo, a suspensédo de conideos foi filtrada em gaze dupla e a concentragéo
inicial foi estimada, com o auxilio de um hemacitdmetro, e em seguida ajustada

para 1x10° conidios x mL-1.

Para a semeadura das cultivares foram utilizadas bandejas de isopor
com 128 células contendo substrato esterilizado (Plantmax®) e mantidas em
casa de vegetagcdo. ApoOs 21 dias do plantio (DAP) as mudas foram removidas
da bandeja e as raizes lavadas para retirar o substrato aderido as mesmas. A
porcdo apical das raizes foi cortada (aproximadamente 2 cm) e mergulhadas
em suspensdo de esporos por 3 minutos. Em seguida, as plantas inoculadas e
plantas controles foram transplantadas para vasos de 1,5 L contendo uma
mistura de argila, esterco bovino curtido, areia e palha de arroz carbonizada
esterilizada. Os vasos foram irrigados 30 min. antes do plantio. Apos o
transplantio, foram adicionados 5 mL da suspensédo de conidios no colo de
cada plantula. As parcelas experimentais constaram de trés vasos com quatro
plantas cada, em um delineamento em blocos casualizados. Ap6s 7 dias de
inoculacdo, as raizes foram coletadas, lavadas com &gua MilliQ, pesadas e
estocadas em ultrafreezer -80 ° C.

Extracdo das Proteinas Totais

As proteinas totais da raiz do tomateiro, controle e infectado foram
extraidas utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Apés a extracdo, as proteinas foram quantificadas
com o Qubit 2.0 (invitrogen).

Gel unidimensional - SDS-PAGE

A gualidade das proteinas extraidas foi analisada em gel desnaturante
de poliacrilamida A solugédo do gel separador a 12,5% continha: Tris-HCI
375mM pH 8,8 / SDS 0,1% / acrilamida-bisacrilamida 12,5% (29:1, p/v) /
TEMED 0,05% (v/v) / persulfato de amoénio 0,05% (p/v). A solugcéo do gel
concentrador a 4% continha: Tris-HCI 125mM, pH 6,8 / SDS 0,1% / acrilamida-
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bisacrilamida 4% (29:1, p/v) / TEMED 0,05% (v/v) / persulfato de aménio 0,05%
(p/v). ApOs a polimerizagdo, o sistema foi montado em uma cuba apropriado e
preenchido com tampao de corrida SDS 1X (Tris base 0,3% (p/v) / glicina
1,44% (p/v) / SDS 0,1% (p/v)). As amostras foram preparadas adicionando-se a
100ug de proteinas liofilizadas, 20ul de tampé&o da amostra, fervidas por 3 min.
e aplicadas no gel. Apds a eletroforese (20mA por 120 min.), o gel foi corado

com Coomassie Brilliant Blue R 250.
Digestdo das proteinas pelo método FASP

Cerca de 100 ug de proteinas foram digeridas pelo método FASP (Filter-
aided sample preparation) (Wisniewski et al, 2009) modificado, utilizando filtros
com cutoff de 30 kDa. As proteinas foram lavadas com solucdo contendo 8 M
de ureia e 0,2 M do tampé&o TEAB (Triethylammonium bicarbonate buffer). Em
seguidas foram reduzidas com DTT e alquiladas com iodoacetoamida. Apos a
alquilacéo, foi adicionada a protease tripsina (Promega), na propor¢ao de 1:100
Mg e encubadas a 37 °C por 18h. Apds esse periodo, os peptideos foram
eluidos e quantificados com o Qubit 2.0 (Invitrogen).

Marcacgédo iTRAQ — 8 plex

A marcacdo com iTRAQ™ seguiu as instru¢bes do fabricante com
pequenas modificagcdes. Em linhas geais, 100 ug do digesto dessalinizado e
seco de cada amostra foi ressuspendido em 30 pyL de 300 mM TEAB e
adicionadas a um frasco do reagente iTRAQ™ j& ressuspendido em 70 pL de
isopropanol. Os frascos ja com as amostras foram agitados e incubados a
temperatura ambiente por 2 horas e em seguida foram misturados na
proporcdo de 1:1:1:1:1:1, cada frasco uma réplica biolégica do experimento
(113, 114, 115 — inoculado; 116, 117, 118 — nédo inoculado).

Fracionamento e Dessalinizacéo

Cerca de 30 pg de peptideos foram divididos em quatro fracdes, por
cromatografia de troca catibnica, utilizando o método de stage tip adaptado de
Rappsilber et al (2007). O fracionamento foi realizado com gradiente salino,
com acetato de amonia, as concentra¢cdes variando entre 0,25 M e 3 M, em
solucdo contendo 20% de acetonitrila (ACN) e 0,5% de acido acético. Cada

fracdo foi dessalinizada por cromatografia de fase reversa, utilizando stage tip
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com resina C18. As amostras foram lavadas com acido acétido 0,1% e eluidas
com gradiente de ACN (25%-100%), em solugéo com &cido acético 0,1%.

Espectrometria de massas — LC - MS/MS

Apds a dessalinizacdo os peptideos foram submetidos a espectrometria
de massas. A cromatografia foi realizada via cromatégrafo UPLC Dyonex 3000
(Thermo Fisher Scientific), utilizando uma coluna capilar feita no laboratério,
com 35 cm de comprimento, 7,5 um de diametro, preenchida com particulas de
C18, de tamanho 1,8 pym. Foi estabelecido fluxo de 300 nL/min para a elui¢éo
dos peptideos, seguindo um gradiente 10 min de tamp&do A (0.1% &cido
férmico), seguido de 200 min, em um gradiente de 2-40% Tampéao B (0,1%
acido formico em ACN). Cerca de 1 ug de peptideos foi carregado em cada
corrida. ApGs a separacdo por cromatografia, os peptideos foram ionizados por
eletrospray, com intensidade do spray de 2,5 Kv, seguido de analise e
aquisicdo dos picos de MS e MS/MS, no Orbitrap Elite (Thermo Fisher
Scientific), com aquisicdo dependente de dados, no modo top 15 (os 15 picos
mais intensos no MS1 s&o fragmentados e levados para o MS2) utilizando
resolucdo de 120.000, com o alcance de deteccao de 300 a 1800 m/z, para
MS1. Para fragmentacéo foi utilizado a dissociagéo por coliséo induzida de alta
energia (HCD), com a energia colisional normalizada de 30 e contagem
méxima de fons para deteccéo selecionada para 10* ions.

Andlise Estatistica

Os espectros foram analisados pelo programa Peaks Studio 7.0
(Bioinformatics Solutions). Foram estabelecidos os filtros para confronto com o
banco de dados: taxa de falsos positivos (FDR) tolerados <1%, peptideos com
carga 0 ou 1 foram retirados da analise e foram utilizados pelo menos dois
peptideos unicos para identificacdo dos peptideos, que foram submetidos a
comparagao com o banco de massas do tomateiro, depositados no UniProt. A
estatistica da quantificacdo foi realizada por meio do teste t moderado (teste
Limma) para protebmica (Schwammle et al, 2013), através do programa
RStudio (RStudio Team, 2015), onde, a expressdo foi considerada
estatisticamente regulada com o valor de p<0,05.
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Resultados

Caracterizagdo do proteoma radicular do tomateiro ap6s a infeccdo com
Fol

A fim de identificar e quantificar as modificagcbes no proteoma do
tomateiro em consequéncia da inoculacdo com o Fol, foram colatados raizes 7
dias apés a inoculagdo com o fungo. As proteinas extraidas das raizes foram
guantificadas, separadas em gel de poliacrilamida para avaliacdo da qualidade
da extracdo (Figura 1), em seguida reduzidas, alquiladas e digeridas. Apos a
digestdo os peptideos foram marcados para a quantificacdo da expressao
proteica com o reagente iTRAQ, que permite a combinacdo de mdultiplas
amostras marcadas, reduzindo o numero de réplicas experimentais, além da
alta sensibilidade e eficiéncia, pois a tag se liga ao N terminal do peptideo e
aos residuos de lisina, garantindo que pelo menos uma tag sera incorporada ao

peptideo.

Apds a andlise no espectrébmetro de massas foi possivel identificar
peptideos correspondentes a aproximadamente 1500 proteinas, com FDR
menor que 0,05, nas cultivares sensivel e resistente a doenca. Depois da
analise dos espectros e validacao estatistica, foram encontradas 204 proteinas
com expressao diferencial na cultivar Viradouro. Destas, 93 proteinas tiveram
sua expressdo aumentada (Tabela 1) 111 proteinas tiveram sua expressao
diminuida (Tabela 2). Além disso, 41 proteinas do fungo (Tabela 3) foram
identificadas. Na cultivar BHRS 2,3, nenhuma proteina teve expressao

diferencial estatisticamente consistente.
Modificacdes no proteoma daraiz do tomateiro

O banco de dados de proteinas do tomateiro possui cerca de 35000
entradas, a maior parte baseada no genoma completo (Tomato Genome
Consortium, 2012). Poir isso, a maior parte das proteinas ainda nao foi
caracterizada, sendo necessario realizar estudos de Gene Ontology (GO), para
caracterizar e agrupar funcionalmente as proteinas com expressao diferencial.
A figura 2 mostra os principais processos bioldgicos, fun¢cées moleculares e
compartimentos celulares as quais as proteinas diferencialmente reguladas

estao distribuidas, de acordo com analise feita no programa blast2GO (Conesa
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et al, 2005). As proteinas reguladas do tomateiro, identificadas neste trabalho,
estdo agrupadas segundo o biological process do Blas2GO como envolvidas
em: processos metabdlicos, processos celulares, respostas a estimulos,
regulacdo biologica, sinalizacdo, desenvolvimento, imunidade, entre outros.
Enquanto que as proteinas do fusario estdo envolvidas em processos
metabdlicos, processos celulares, localizacdo, regulacdo bioldgica, biogénese,

resposta a estimulos e crescimento.
Discusséo

Para que novas abordagens de manejo do Fol sejam desenvolvidas é
necessario um profundo entendimento da patogenicidade do fungo. O
proteoma do tomateiro susceptivel sofreu mudancas em consequéncia a
infeccdo. Usando uma abordagem de proteGmica quantitativa por MS, foi
possivel identificar 204 proteinas reguladas no tomateiro e 41 proteinas do
fungo. A maior parte das proteinas com diminuicdo da expressdo estdo
relacionadas com metabolismo primario, entretanto, algumas proteinas de
defesa e reconhecimento de patdgeno também apresentaram regulacao
negativa. Diversas proteinas relacionadas com a reacdo de hipersensibilidade
e explosédo oxidativa estavam reguladas positivamente, bem como algumas

proteinas de metabolismo de carboidratos.
Modificagdes nos mecanismos de defesa

Uma das principais fontes de defesa contra patdégenos, sdo as proteinas
relacionadas a patogenicidade (PR) (Vitale et al, 2014). A proteina PR-2, que
age como [(3-1,3-glucanase, limitando o desenvolvimento do fungo degradando
B-glicanos, presentes na parede celular do fungo teve a sua expresséo
aumentada na cultivar Viradouro. Entretanto outros trabalhos ja descreveram a
presenca da proteina PR-2 em cultivares sensiveis a doencgas, sugerindo que
esta, ndo seja essencial para a resposta de defesa (Mazzeo et al, 2014).
Outras proteinas PR (1 e 10) tiveram sua expressédo diminuida. A proteina PR-
1, faz parte da resisténcia sistémica adquirida (SAR), induzida por patdgeno,
entretanto, sua atividade bioldgica permanece desconhecida (van Loon et al,
2006). A diminuicdo da expressao desta proteina esta diretamente associada a
diminuicdo da expressdo da proteina Glycine-rich rna-binding, que esta
associada com imunidade da planta associada ao acido salicilico (Hackmann et
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al, 2014). A diminuicdo da sua expressao pode estar relacionada a algum
mecanismo do fungo para nublar sua presenca no tecido radicular do
tomateiro. A proteina PR-10 é conhecida pela sua atividade de ribonuclease e
esta mais caracterizada pela sua atividade direta contra virus (van Loon et al,
2006).

Outra linha de defesa bastante descrita € a reacdo de hipersensibilidade,
gue geralmente esta associada com liberacdo de espécies reativas de oxigénio
e morte celular programada (Proietti et al, 2014). Diversas proteinas
relacionadas com a explosao oxidativa tiveram sua expressdo aumentada apos
0 contato com o Fol sendo 5 isoformas de peroxidases, que oxidam diversos
compostos utilizando H,0,, além de serem consideradas proteinas PR (PR-9)
(Singh et al, 2013; van Loon et al, 2006). Outras proteinas associadas com
ROS sdo a catalase e glutationa-s-transferase, que sdo responsaveis por
manter a homeostase redox, diminuindo o efeito do estresse oxidativo sobre a
planta (Soydam-Aydin et al, 2015; Xu et al, 2015). As espécies reativas de
oxigénio também estdo relacionadas com a producdo e deposicdo de calose,
um polissacarideo da planta, que é depositado na parede celular, numa
tentativa de impedir o avanco do patdgeno (Lopez-Cruz et al, 2016). Esses
compostos reativos também servem como sinalizadores, que desencadeiam
outras vias de defesa e protecdo. Uma das principais vias secundarias de
defesa ativadas é a do acido jasménico, cuja via de sintese possui a enzima
12-oxophytodienoate reductase 11 esta associado com a producdo de ROS
(Lépez-Cruz et al, 2016). Entretanto, algumas proteinas como TMV resistance
protein, polifenol oxidase, miraculin-like e glutarredoxina tiveram sua expressao
diminuida. A proteina de resisténcia ao TMV é um produto da classe de genes
R Toll-interleukin-1 receptornucleotide-binding siteyleucine-rich repeat, familia
j& descrita por conferir resisténcia aos mais diversos patdogenos (Dinesh-Kumar
et al, 2000). J& a diminuicdo da expressédo polifenol oxidase j& foi descrita por
diminuir a resisténcia a patégenos, apesar do seu papel na defesa ainda néo
ter sido bem elucidado (Vitale et al, 2014). A miraculin-like € descrita como
inibidor de proteinase, que atua regulando a protedlise durante a morte celular
programada (Mondego et al, 2011). A glutarredoxina é uma oxidoredutase que
atua regulando o metabolismo dos ROS (Hu et al, 2015). A diminuicdo da
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expressdo de proteinas relacionadas a HR pode estar sendo manipulada pelo
patégeno, que pode utilizar a sinalizacdo dos fitohorménios em beneficio
préprio modificando a biologia da planta, propiciando seu desenvolvimento
(Boyd et al 2012; Lopez-Cruz et al, 2016).

Sinalizacao

A proteina de membrana chitin elicitor receptor kinase 1-lke € um
componente essencial para a sinalizacdo da presenca de patdégenos fungicos
(Shimizu et al, 2010). A diminuicdo da expressdo dessa proteina acarreta na
ndo ativacdo ou ativacdo tardia dos mecanismos primarios de defesa (PTI),
permitindo assim, que o fungo se instale e prossiga com a doenca. Teper et al
(2014), demonstraram que a inibicdo da proteina 14-3-3 por efetores suprime a
imunidade mediada por efetores (ETI), segunda linha de defesa da planta,
mediada por genes R. Neste trabalho, trés formas da proteina 14-3-3 estéo
com expressao diminuida. Outras proteinas kinase associadas com sinalizacao
de defesa, adenosine kinase (Liu et al, 2014) e MAPK 2 (Dahal et al, 2009)
tiveram sua expressdo reguladas negativamente, enquanto que duas serine
threonine-protein kinase smgl-like tiveram suas expressbes aumentadas.
Estas ultimas sao descritas por manter a sobrevivéncia do mRNA ou atuar

contra estresse genotoxico.
Metabolismo priméario

Vinte e cinco proteinas ribossomais apresentaram diminuicdo na sua
expressdo em consequéncia do contato com o fungo. 14 proteoformas da
porcdo 60s e 11 proteinas da porcdo 40s. Estas proteinas sdo necessarias
para a sintese proteica, a diminuicdo da sua expressdo acarreta na diminui¢ao
da producéo global de proteinas (Wang et al, 2003). As proteinas relacionadas
com o metabolismo de carboidratos, fructose-bisphosphate cytoplasmic
isozyme 1 (Gong et al, 2010), enolase (Macias-Sanchez et al, 2014),
apresentaram reducdo na sua expressdo, enquanto que alpha-mannosidase
(Hossain et al, 2010) e glucose-6-phosfate (Wakao and Benning, 2005)
apresentaram aumento na sua expressao. Dados protedmicos sobre as
modificacOes causadas por fungos patogénicos sao escassos, tornando a

interpretacdo dos resultados dificil (Vitale et al, 2014).
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Proteinas do Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

A maior parte das proteinas do fungo encontradas estéo relacionadas a
metabolismo primario dele. Foram encontradas proteinas estruturais, lustrin a
(Wang et al, 2005), metabolismo de carboidratos, glycoside hydrolase family 2
(Cao et al, 2014), processos metabdlicos, glutamyl-trna amidotransferase
subunit a like protein. A enzima 4-coumarate- ligase-like 9 faz parte do canal
responspavel por levar o carbono absorvido no metabolismo primario, para o
metabolismo secundario (Schneider et al, 2003). Uma das vias as quais essa
enzima esta ligada, é a do acido jasménico (Schneider et al, 2005), sugerindo
um possivel papel do fungo na regulacdo de uma via de defesa da planta.

Cultivar resistente

A cultivar BHRS 2,3 é descrita como resistente a todas as trés racas do
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, sendo utilizada como controle na
descricao de novos isolados (Reis et al, 2005). Nao existem estudos de tempo
de infeccdo, com o objetivo de descobrir em quanto tempo essa cultivar elimina
o fungo e retorna a homeostase. Estudos anteriores do grupo evidenciaram
diferenca de expressao quatro dias apos a inoculacdo. Possivelmente, em sete
dias a planta elimina a infeccdo e se recupere totalmente, ndo sendo possivel

encontrar proteinas reguladas em func¢éo da interacdo com o fungo.
Concluséao

Os resultados da utilizacdo da marcacdo com iTRAQ associado a
espectrometria de massas high throughput, nunca antes feito no estudo da
interagdo tomateiro/Fol evidenciaram diversas proteinas de defesa,
reconhecimento e sinalizagdo do tomateiro sensivel a murcha de fusario com
expressado diminuida, além de proteinas do fungo, demonstrando que o0 mesmo
estd colonizando o sistema radicular, além de um possivel indicio da sua
influéncia na fisiologia da planta. Futuros estudos poderdo contribuir no
entendimento de como a cultivar BHRS 2,3, resistente ao patdégeno, consegue
resistir e se recuperar da doenca.
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Tabelas

Tabela 1: Proteinas da cultivar Viradouro, com aumento da expressao.

Acesso

Descrigao da Proteina

Organismo

Log10 Tratado/Controle

sp|P30264|CATAL_SOLLC
SplQIXG54|OPR1_SOLLC
tr|K4AQY8|K4AQY8_SOLLC
tr|K4ARZO|K4ARZ0_SOLLC
tr|K4ASG2|K4ASG2_SOLLC
tr|K4ASJ5|K4ASI5 SOLLC
tr|K4ASP6|K4ASP6_SOLLC
tr|K4AT92|K4AT92_SOLLC
tr|K4ATC4|K4ATC4_SOLLC
tr|K4AWSO|K4AWS0_SOLLC
tr|K4AXC1|K4AXC1_SOLLC
tr|K4B055|K4B055_SOLLC
tr|K4B089|K4B089_SOLLC
tr|K4B1Z2|K4B1Z2_SOLLC
tr|K4B2I9|K4B219_SOLLC
tr|K4B3C2|K4B3C2_SOLLC
tr|K4B4Z7|K4B4Z7_SOLLC
tr|K4B711|K4B7I1_SOLLC
tr|K4B7I5|K4B715_SOLLC
tr|K4B7W2|K4B7W2_SOLLC
tr|K4B948|K4B948_SOLLC
tr|K4BAOO|K4BAOO_SOLLC
tr|K4BBN6|K4BBN6_SOLLC
tr|K4BFP3|K4BFP3_SOLLC
tr|K4BIF5|K4BIF5_SOLLC

catalase isozyme 1

12-oxophytodienoate reductase 11

atp synthase f1 subunit alpha
udp-glycosyltransferase 91al-like

dead-box atp-dependent rna helicase 37-like
lignin-forming anionic peroxidase-like
methionine aminopeptidase 2b-like

protein argonaute 4-like

bril suppressor 1 -like 2 isoform 1
eukaryotic translation initiation factor 2 subunit gamma-like
callose synthase 1

cytochrome p450 98a2-like

poly -binding protein 1

ankyrin repeat domain-containing protein 2-like
heat shock 70 kda mitochondrial-like

serine threonine-protein kinase smg1-like
cullin 4

copper-transporting atpase ranl
udp-n-acetylglucosamine diphosphorylase 1
probable carboxylesterase 15

callose synthase 11-like

sucrose synthase 7-like

alpha-mannosidase 2x

peroxidase 72-like

serine threonine-protein phosphatase 7 long form homolog

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

0,512
0,5
0,586
0,555
0,53
0,734
0,429
0,602
0,492
0,517
1,279
0,543
0,596
0,712
0,461
1,255
0,444
0,462
0,448
0,469
0,624
0,411
0,588
0,796
0,806

69



Continuacéo da Tabela 1

tr|K4BIL3|K4BIL3_SOLLC

tr|K4BLI1|K4BLI1_SOLLC
tr|K4BLQO|K4BLQO_SOLLC
tr|K4BLW8|K4BLWS_SOLLC
tr|K4BM69|K4BM69_SOLLC
tr|K4BMH6|K4BMH6_SOLLC
tr|K4BMN7|K4BMN7_SOLLC
tr|K4BN29|K4BN29_SOLLC
tr|K4BPZ0|K4BPZ0_SOLLC
tr|K4BRL8|K4BRL8_SOLLC
tr|K4BSK2|K4BSK2_SOLLC
tr|K4BSP6|K4BSP6_SOLLC
tr|K4BTH6|K4BTH6_SOLLC
tr[K4BVW7|K4BVW7_SOLLC
tr[K4BWN1|K4BWN1_SOLLC
tr|K4COT4|K4COT4_SOLLC
tr|K4C2V9|KAC2V9_SOLLC
tr[K4C3T2|K4C3T2_SOLLC
tr|KACAE2|KAC4E2_SOLLC
tr|K4C4Z6|K4C4Z6_SOLLC
tr|K4C5S4|K4C5S4 SOLLC
tr[K4C5X0|KAC5X0_SOLLC
tr|K4C6MO|KAC6MO_SOLLC
tr|K4C726|K4C726_SOLLC
tr|K4C740|K4C740_SOLLC
tr|K4C744|K4C744_SOLLC
tr|K4C7G1|K4C7G1_SOLLC
tr|K4C9B4|KAC9B4 SOLLC

lipoxygenase homology domain-containing protein 1-like
dnaj homolog mitochondrial

pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump-like

glycine--trna ligase mitochondrial-like

I-ala-d I-amino acid epimerase

coatomer subunit beta -2-like

nucleoporin nup53

aldehyde dehydrogenase family 7 member b4
rna-dependent rna polymerase 6

calreticulin-3-like isoform x1

micos complex subunit mic60

lipoxygenase homology domain-containing protein 1-like
peroxidase 12-like

starch branching enzyme i

probable receptor-like protein kinase at5g15080
peroxidase 3-like

cleft lip and palate transmembrane protein 1 homolog
glutathione s-transferase-like
delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase-like

heat shock protein 83

clathrin heavy chain 1-like

golgin candidate 4

60s ribosomal protein 115-like

subtilisin-like protease

alanine aminotransferase 2-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101249930
protein disulfide isomerase-like 5-2

serine threonine-protein phosphatase bsl2

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

0,483
0,639
0,709
0,619
0,425
0,651
0,543
0,393
0,941
0,597
0,447
0,642
0,751
0,529
1,069
0,756
0,613
0,573

0,39
0,692
0,484
0,628
0,996
0,637
0,404
0,785
0,725
0,492

70



Continuacéo da Tabela 1

tr|[K4CAH3|K4CAH3_SOLLC

tr|K4CB64|KACB64_SOLLC
tr|K4CB67|KACB67_SOLLC
tr|K4CBNO|KACBNO_SOLLC
tr|K4CBX5|K4CBX5_SOLLC
tr[K4CCX1|KACCX1_SOLLC
tr|K4CDF4|K4CDF4_SOLLC
tr|K4CE81|KACE81_SOLLC
tr|K4CEWO|K4CEWO_SOLLC
tr|KACF67|K4CF67_SOLLC
tr|K4CFU2|K4CFU2_SOLLC
tr[KACGU4|KACGU4_SOLLC
tr|K4CIM4|K4CIM4_SOLLC
tr[K4CMU3|K4CMU3_SOLLC
tr|K4CRL4|K4CRL4_SOLLC
tr|K4CSH2|KACSH2_SOLLC
tr|K4CSN4|KACSN4_SOLLC
tr|K4CV09|KACV09_SOLLC
tr|K4CV23|KACV23_SOLLC
tr|K4CV84|KACV84_SOLLC
tr[K4CVM9|KACVM9_SOLLC
tr|KACW74|KACW74_SOLLC
tr|K4CWC6|KACWC6_SOLLC
tr|K4CWL9|KACWLY_SOLLC
tr|K4ACYE7|KACYE7_SOLLC
tr|K4D2Y1|K4D2Y1_SOLLC
tr|K4D3G9|K4D3G9_SOLLC
tr|K4D3LO|K4D3LO_SOLLC

40s ribosomal protein s8-like
dna-directed rna polymerase chloroplastic

serine carboxypeptidase ii-2

pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump-like

probable inactive purple acid phosphatase 27
cst complex subunit ctcl isoform x1
coatomer subunit alpha-1-like
oligouridylate-binding protein 1-like
glucose-6-phosphate 1- chloroplastic

benzyl alcohol o-benzoyltransferase
two-pore channel 1

protein dj-1 homolog b-like

flowering time control protein fca

CYCLOPS

protein ssuh2 homolog isoform x2
ribonuclease 2-like isoform x2

protein chloroplastic

serine threonine-protein phosphatase bsl1

e3 ubiquitin-protein ligase cip8
beta-glucosidase 11-like

40s ribosomal protein s3a

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101259883
pathogenesis-related protein sth-2-like
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2
protein suppressor of phya-105 1-like isoform x1
tubulin beta-5 chain

protein flug

peroxidase 21

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

0,501
1,601
0,618
0,709
0,5
0,535
0,583
0,368
0,459
0,447
0,503
0,632
1,203
1,078
0,39
0,699
0,472
0,492
0,368
0,378
0,54
1,484
1,687
0,409
0,673
0,401
0,653
0,537

71



547
548
549

Continuacéo da Tabela 1

tr|K4D3L8|K4D3L8_SOLLC

tr|K4D5R6|K4D5R6_SOLLC
tr|K4D9I3|K4D9I3_SOLLC
tr|K4D9R6|K4DIR6_SOLLC
tr|K4DCTO|K4DCTO_SOLLC
tr|K4DF31|K4DF31_SOLLC
tr|K4DG74|K4DG74_SOLLC
tr|K4DH10|K4DH10_SOLLC
tr|K4DHT7|K4DHT7_SOLLC
tr|Q38JD4|Q38JD4_SOLLC
trlU4LIV1|U4ALIVI_PYROM
trJUALN75|U4LN75_PYROM

subtilisin-like protease

tmv resistance protein n-like
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein h2
lysosomal pro-x carboxypeptidase-like
secl family domain-containing protein mip3
19-like isoform 2

cst complex subunit ctcl isoform x1
thioredoxin superfamily protein

serine carboxypeptidase-like 33
temperature-induced lipocalin
12-oxophytodienoate reductase 11
12-oxophytodienoate reductase 11

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

0,549
0,514
0,411
0,614
0,599
0,795
0,535
0,463
0,618
0,647
0,457
0,463

Tabela 2: Proteinas da cultivar Viradouro, com diminui¢do da expressao.

Acesso

Descrigao da Proteina

Organismo

Log10 Tratado/Controle

sp|P21568|CYPH_SOLLC
sp|P35057|H4_SOLLC
sp|P42652|14334_SOLLC
sp|P46291|RL38_SOLLC
sp|P46301|RS25_SOLLC
sp|P49215|RS17_SOLLC
sp|P93212|14337_SOLLC
splQIXGI9JAGUB_SOLLC
splQ9ZR41|GLRX_SOLLC
tr|B2LW68|B2LW68_SOLLC
tr|E2FYCA4|E2FYC4_SOLLC

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
histone h4

14-3-3-like protein a

60s ribosomal protein 138

40s ribosomal protein s25

40s ribosomal protein s17
14-3-3-like partial
n-carbamoylputrescine amidase
Glutaredoxin

basic form of pathogenesis-related protein 1-like

chitin elicitor receptor kinase 1-like isoform x1

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

-1,044
-0,542
-0,818
-0,549
-0,402
-0,748
-0,858
-0,556
-0,425

-0,43
-0,627

72



Continuacéo da Tabela 2

tr|K4AS65|K4AS65_SOLLC

tr|K4ASQB|K4ASQ6_SOLLC

tr|K4ASY4|K4ASY4 SOLLC
tr[K4AT29|K4AT29 SOLLC
tr|K4AT91|K4AT91 SOLLC
tr|K4AXJ5|K4AXJ5_SOLLC
tr|K4BOG3|K4B0G3_SOLLC
tr|K4BOH4|K4BOH4_SOLLC
tr|K4BOY8|K4BOY8_SOLLC
tr|K4B2L1|K4B2L1_SOLLC
tr|K4B438|K4B438_SOLLC
tr|K4B4A8|K4B4A8_SOLLC
tr|K4B4D7|K4B4D7_SOLLC
tr|K4B7W7|K4B7W7_SOLLC
tr|K4B989|K4B989_SOLLC
tr|K4BBL4|K4BBL4_SOLLC
tr|K4BCI5|K4BCI5_SOLLC
tr|K4BDUB|K4BDU6_SOLLC
tr|K4BDY4|K4BDY4_SOLLC
tr|K4BFUO|K4BFUO_SOLLC
tr|K4BIC8|K4BIC8_SOLLC
tr|K4BIG2|K4BIG2_SOLLC
tr|K4BJ57|K4BJ57_SOLLC
tr|K4BK90|K4BK90_SOLLC

tr|K4BKEO|K4BKEO_SOLLC

tr|K4BKK9|K4BKK9_SOLLC

kirola-like
phosphatidylglycerol phosphatidylinositol transfer protein

ubiquitin-conjugating enzyme e2 variant 1d
probable phenylalanine--trna ligase beta subunit
Calmodulin

dna replication licensing factor mcm7

60s ribosomal protein |7a-2-like

40s ribosomal protein s24-1

rapid alkalinization factor

soluble inorganic pyrophosphatase chloroplastic-like
v-type proton atpase subunit b 2

tmv resistance protein n-like

succinyl- ligase

40s ribosomal protein s25-2

polyphenol oxidase

alpha-dioxygenase 1-like

I-ascorbate oxidase homolog

histone h2ax

probable methyltransferase pmt3
14-3-3-like protein a

probable calcium-binding protein cmi13
pectinesterase 2-like

60s ribosomal protein I135a-3-like

60s ribosomal protein 127a-3-like

triose phosphate phosphate non-green chloroplastic-like

germin-like protein subfamily t member 2

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

-0,873

-0,5
-0,554
-0,535
-0,624
-0,486

-0,83
-0,461
-0,816

-447
-0,594
-0,566
-0,667
-0,402

-0,43
-0,491
-0,941
-0,607
-0,403
-0,573

-0,5997
-0,503
-0,689
-0,416

-0,675

-0,544

73



Continuacéo da Tabela 2

tr[K4BKV2|K4BKV2_SOLLC

tr|K4BL13|K4BL13_SOLLC

tr|K4BL38|K4BL38_SOLLC

tr|K4BM85|K4BM85_SOLLC
tr|K4BPH8|K4BPH8_SOLLC
tr|K4BSR4|K4BSR4_SOLLC
tr|K4BUO7|K4BUO7_SOLLC
tr|K4BVU7|K4BVU7_SOLLC
tr|K4BVY4|K4BVY4_SOLLC

tr|K4BW98|KABW98_SOLLC

tr|K4C239|K4C239_SOLLC
tr|K4C2C7|K4C2C7_SOLLC
tr|K4C2F8|KAC2F8_SOLLC
tr|K4C216|K4C216_SOLLC
tr|K4C310|K4C310_SOLLC
tr|K4C3Y3|K4C3Y3_SOLLC
tr|K4C5F9|KAC5F9_SOLLC
tr|K4C778|K4C778_SOLLC
tr|K4C779|K4C779_SOLLC
tr|K4C7C1|K4C7C1_SOLLC

tr[K4C7TO[K4C7TO_SOLLC

tr|K4C882|K4C882_SOLLC
tr|K4C8U3|K4C8U3_SOLLC
tr|K4C950|K4C950_SOLLC
tr|K4CAA1[KACAAL_SOLLC
tr|K4CAS8|KACASS_SOLLC

enolase chloroplastic

atp synthase subunit mitochondrial

40s ribosomal protein s19-3

40s ribosomal protein s7

60s ribosomal protein 135-like

annexin d2-like

39s ribosomal protein 141- mitochondrial
Partial

u-box domain-containing protein 44

aldehyde dehydrogenase family 2 member mitochondrial-like

pleiotropic drug resistance protein 1-like
very-long-chain enoyl- reductase

60s ribosomal protein 135-like

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 12-like
Glutaredoxin

nodal modulator 1

60s ribosomal protein |7a-2-like

60s ribosomal protein |7a-2-like

60s ribosomal protein |7a-2-like

t-complex protein 11

letm1 and ef-hand domain-containing protein anon-60da isoform

2

40s ribosomal protein s7-like
miraculin-like

60s ribosomal protein 19-1-like
cationic peroxidase 1-like

40s ribosomal protein s24-1

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

-0,538
-0,558
-0,539
-0,814
-0,847
-0,457
-0,928
-0,567
-0,874

-0,437
-0,477
-0,547
-0,847
-0,715
-0,425
-0,496

-0,83

-0,83

-0,83
-0,569

-0,727
-0,602
-0,495
-0,543
-0,604
-0,461

74



Continuacéo da Tabela 2

tr|[K4CB25|K4CB25_SOLLC

tr|K4CB31|K4CB31_SOLLC

tr|K4CBV6|KACBV6_SOLLC

tr|K4CEU2|K4CEU2_SOLLC
tr|K4CFM5|KACFM5_SOLLC
tr|K4ACFW5|KACFW5_SOLLC
tr|K4CGU3|K4CGU3_SOLLC
tr|K4CGZ3|K4CGZ3_SOLLC

tr|K4CH48|K4CH48_SOLLC

tr|K4CHH2|K4CHH2_SOLLC
tr|K4CHR6|K4ACHR6_SOLLC
tr[K4ACHY3|KACHY3_SOLLC
tr|K4ACMM7|K4CMM7_SOLLC
tr|K4ACPI7|KACPI7_SOLLC
tr|K4CR67|K4CR67_SOLLC
tr[K4CUX6|KACUX6_SOLLC
tr|K4CV13|K4ACV13_SOLLC
tr|K4DOU1|K4DOU1_SOLLC
tr|K4D1F7|K4D1F7_SOLLC
tr|K4D399|K4D399_SOLLC
tr|K4D3B5|K4D3B5_SOLLC
tr|K4D426|K4D426_SOLLC
tr|K4D452|K4D452_SOLLC
tr|K4DATO|K4DATO_SOLLC
tr|K4D5B4|K4D5B4_SOLLC
tr|[K4D7NO|K4D7NO_SOLLC
tr|K4DA09|KADAO9_SOLLC

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 23
transmembrane 9 superfamily member 4-like
60s ribosomal protein 17-4

acetyl- cytosolic 1

ketol-acid chloroplastic

protein stabilized1

increased dna methylation 1-like

proton pump-interactor 1-like

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14-like isoform x1

grpe protein mitochondrial-like isoform x1
fructose-bisphosphate cytoplasmic isozyme 1
phosphoglycerate cytosolic

60s ribosomal protein 17-4

v-type proton atpase subunit e-like

histone h2a

elongation factor mitochondrial

cugbp elav-like family member 5

glycine-rich rna-binding

v-type proton atpase subunit b2
ubiquitin-conjugating enzyme e2 variant 1d
40s ribosomal protein s14-2

udp-glucuronate decarboxylase protein 1
adenosine kinase 2

40s ribosomal protein s17

endoribonuclease dicer homolog 2-like isoform x1
glucuronoxylan 4-o-methyltransferase 3-like

copper ion binding isoform 1

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

-0,374
-0,533
-1,138
-0,535
-0,513
-0,783
-1,015
-0,535

-0,469
-0,453
-1,255
-0,698
-0,635
-0,505
-1,023
-0,532
-0,787
-0,434
-0,546
-0,554
-0,613
-0,453
-0,477
-0,748
-0,425
-0,551
-0,499

75



550
551

Continuacéo da Tabela 2

76

tr|K4DA71|K4DA71_SOLLC

proteasome subunit beta type-4-like Solanum lycopersicum -0,527
tr|[K4DA99|K4DA99_SOLLC major intrinsic protein 2 Solanum lycopersicum -0,612
tr|K4DAC6|K4DAC6_SOLLC elongation factor 1-alpha-like Solanum lycopersicum -0,651
tr|[K4DB31|K4DB31_SOLLC histone h2a Solanum lycopersicum -0,814
tr|[K4DB32|K4DB32_SOLLC histone h2a Solanum lycopersicum -0,814
VIkiDB4GIKeD4G_SoLLC IRy esdue uccinyanstase comperint o2 o ycopersiar
tr|K4DED5|K4DED5_SOLLC kinesin-4-like isoform x1 Solanum lycopersicum -0,491
tr|K4DFE6|K4DFE6_SOLLC nadp-dependent malic chloroplastic-like Solanum lycopersicum -0,527
tr|[K4DH95|K4DH95_SOLLC rop guanine nucleotide exchange factor 14 Solanum lycopersicum -0,429
tr|K4DHE3|K4DHE3_SOLLC 60s ribosomal protein 19-1-like Solanum lycopersicum -0,787
tr|K4DHK7|K4DHK7_SOLLC 60s ribosomal protein 113a-4-like Solanum lycopersicum -0,459
tr|[K4DHW9|K4DHW9_SOLLC udp-glucuronic acid decarboxylase 4-like Solanum lycopersicum -0,453
tr|[K4DI20|K4DI120_SOLLC Calmodulin Solanum lycopersicum -0,624
tr|048616|048616_SOLLC mitogen-activated protein kinase kinase 2-like Solanum lycopersicum -0,507
tr|Q152U7|Q152U7_SOLLC multiprotein-bridging factor 1b-like Solanum lycopersicum -1,459
tr|Q152U8|Q152U8_SOLLC multiprotein-bridging factor 1b-like Solanum lycopersicum -1,459
tr|Q152U9|Q152U9_SOLLC multiprotein-bridging factor 1b-like Solanum lycopersicum -1,459
tr|Q4W5U7|Q4W5U7_SOLLC calnexin homolog Solanum lycopersicum -0,495
tr|Q8RXB7|Q8RXB7_SOLLC tyramine n-feruloyltransferase 4 11-like Solanum lycopersicum -0,684
tr|Q9LEG3|QILEG3_SOLLC short-chain dehydrogenase reductase 3b-like Solanum lycopersicum -0,416
Tabela 3: Proteinas do Fol identificadas.
Acesso Descrigao da Proteina Organismo

trJAOAOD2XXP2|ADAOD2XXP2_FUSO4
tr)AOAOD2XWKI|AOAOD2XWKY_FUSO4
tr)AOAOD2XQZOJAOAOD2XQZ0_FUSO4

ecm?29 protein
g protein coupled receptor like protein

fatty acid synthase subunit alpha

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
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trJAOAOD2X807|AOAOD2X807_FUSO4

trAOAOD2XCF6|AOAOD2XCF6_FUSO4
tr|AOAOD2XIL5|A0OAOD2XIL5 _FUSO4
tr|AOAOD2Y976|A0AOD2Y976_FUSO4
trAOAOD2Y032|A0A0D2Y032_FUSO4
Icl|HE956757.1_prot_CCJ06152.1_701
trAOAOD2XHI6|A0AOD2XHI6_FUSO4
tr|AOAOD2Y5G8|AOAOD2Y5G8_FUSO4
tr|AOAOD2X8J5|A0A0D2X8J5 FUSO4
tr|AOAOD2Y2A4|AOAOD2Y2A4 _FUSO4
trAOAOD2XTOOJAOAOD2XT00_FUSO4
trAOAOD2Y7D6|A0AOD2Y7D6_FUSO4
trAOAOD2YE50|JAOAOD2YE5S0_FUSO4
trAOAOD2XB12|AOAOD2XB12_FUSO4
trAOAOD2XUE6|AOAOD2XUE6_FUSO4
trAOAOD2XAN4|AOAOD2XAN4_FUSO4
tr|AOAOD2XZP3|A0AOD2XZP3_FUSO4
tr|AOAOD2Y2R5|A0A0D2Y2R5_FUSO4
trAOAOD2XUU4|AOAOD2XUU4_FUSO4
tr|AOAOD2XH38|A0AOD2XH38_FUSO4
trAOAOD2XVM3|AOAOD2XVM3_FUSO4
g16522.t1
augustus-Contig101-abinit-gene-0.9-mRNA-1
trAOAOD2XCR4|AOAOD2XCR4_FUSO4
P20278

g19818.t11
trAOAOD2X8I6|AOAOD2X816_FUSO4
tr|AOAOD2Y2S1|AOAOD2Y2S1_FUSO4

voltage gated ca2+ channel

Atpase

nitrate reductase

iron-sulfur clusters transporter mitochondrial
interferon-regulated resistance gtp-binding protein
glucan biosynthesis protein d

myosin-like protein

Mitofusin

nuclear gtp-binding protein nugl

glycoside hydrolase family 2
phosphatidylinositol phospholipase gamma-1
haloacid type ii

polyketide synthase

nuclear transport factor

rbtmx2 protein

e3 ubiquitin-protein ligase huwel

nuclear matrix protein p84

pre-mrna-splicing factor spp42

26s proteasome regulatory subunit n3
mediator of rna polymerase ii transcription subunit 13
related to lustrin a

calcineurin subunit b-like

bsd domain-containing protein

cation exchanger

50s ribosomal protein 136

4-coumarate-- ligase-like 9

€3 ubiquitin-protein ligase ubrl

40s ribosomal protein s14

Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.

sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.

lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
lycopersici
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trAOAOD2XUUSJAOAOD2XUUS_FUSO4

Phatr2|45889_estExt_fgeneshl_pg.C_chr_80234
augustus-Contig94-abinit-gene-0.12-mRNA-1
MCOS_0001000901-mRNA-1
augustus-Contig95-abinit-gene-0.45-mRNA-1
MCOS_0000830201-mRNA-1
tr|AOAOD2Y3J5|A0A0D2Y3J5 FUSO4
trAOAOD2YF37|AOAOD2YF37_FUSO4
tr|AOAOD2XN76|A0AOD2XN76_FUSO4
trAOAOD2Y2R2|A0AOD2Y2R2_FUSO4

exosome complex exonuclease rrp6

clathrin heavy chain

phosphatidylserine decarboxylase

atp synthase subunit mitochondrial

regulator of chromosome condensation repeat-containing protein
ribosomal protein 117

glutamyl-trna amidotransferase subunit a like protein

nitrate assimilation regulatory protein nira

zinc finger protein zasl

cop9 signalosome complex subunit 1

Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.
Fusarium oxysporum f.

. lycopersici
. lycopersici
. lycopersici
. lycopersici
. lycopersici
. lycopersici
. lycopersici
. lycopersici
. lycopersici
. lycopersici
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Figuras

Figura 1. Gel SDS-PAGE unidimensional representativo de 100ug das proteinas
totais extraidas da raiz do tomateiro coradas com Coomassie Blue R-250. M — Marcador
de massa molecular; T1-T3 - Réplicas bioldgicas da cultivar BHRS 2,3, ndo inoculado;
T4-T6 — Réplicas biolégicas da cultivar Viradouro, ndo inoculado; T7-T9 - Réplicas

biolégicas da cultivar BHRS 2,3, inoculado; T10-T12 — Réplicas biolégicas da cultivar
Viradouro, inoculado.
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Figura 2: Distribuicdo da categoria processos bioldgicos do programa de ontologia génica BlastGO
das proteinas da cultivar de tomateiro Viradouro reguladas apos a infeccdo com o fungo Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici . A — proteinas com expressdo aumentada; B — proteinas com
expressao diminuida; C — proteinas do fungo.
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Resumo
Com o objetivo de identificar proteinas envolvidas com o reconhecimento

e sinalizagdo da murcha de fusério, o proteoma da raiz de duas cultivares de
tomateiro (Solanum lycopersicum L.), BHRS 2,3 (resistente) e Viradouro
(sensivel), foi analisado. Plantas com 21 dias de crescimento foram inoculadas
com a raca 3 do fungo, por ser a mais agressiva, e 24 horas ap0s a inoculacao,
as raizes foram coletadas. As proteinas foram entdo extraidas, quantificadas,
digeridas com tripsina, marcadas com o reagente iTRAQ, fracionadas e
dessalinizadas. A separagdo dos peptideos foi feita por meio do cromatografo
Dionex 3000 e a analise das massas com o espectrometro Orbitrap Elite. Seis
proteinas foram identificadas com expressao diferencial na cultivar resistente,
dentre elas a proteina de membrana remorina, conhecida como uma proteina
de reconhecimento de patdgenos, mas nunca antes descrita na interacao
tomateiro/fusario. A cultivar Viradouro ndo apresentou proteinas com regulacao
da expressédo. Os resultados mostraram que a cultivar BHRS 2,3 conseguiu
reconhecer o patdégeno apOs 24 horas de contato com o Fol e proteinas
envolvidas na sinalizagdo de defesa da planta evidenciaram uma possivel rede

de comunicacado apos interagdo com o fungo.

Palavras chave: Tomateiro, defesa, fusario, fitopatégenos,Protedmica,
ITRAQ,
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Introducéo

Doencas causadas por microrganismos sao dos maiores desafios da
agricultura moderna. Devido a natureza agressiva da maior parte das doencas,
danos severos sdo causados as lavouras em todo mundo. Para combater
esses patogenos, diversas estratégias sdo abordadas, sendo o uso de
defensivos agricolas a mais utilizada. Entretanto, agrotoxicos causam dano ao
meio ambiente e salude do ser humano, além dos custos no desenvolvimento,
manipulacdo e controle, que acabam aumentando o valor do produto final.
Assim, a melhor alternativa para o controle de doencas € a utlizacdo de
genatipos resistentes.

Patdgenos podem ser reconhecidos pelas células vegetais através de
receptores de reconhecimento de padrdes da membrana plasmatica e
receptores intracelulares que reconhecem os padrdes moleculares associados
a patégenos, PAMPs, em um processo chamado sistema imune inato (Souza
et al, 2016). Apdés o reconhecimento € acionada a resposta imune
desencadeada pelos PAMPs (PTIl), onde sé&o ativadas vias de defesas nao
especificas (Monaghan and Zipfel, 2012). Entretanto, patégenos podem
sobrepor as defesas basais da planta, através de efetores ou proteinas e
viruléncia (Avr), que inativam proteinas de reconhecimento e sinalizacao,
interferem em vias de defesa ou impedem que as plantas reconhegcam o0s
padrdes. As plantas por sua vez, possuem receptores especificos para os
efetores, que quando reconhecidos, ativam a imunidade desencadeada por
efetores (ETI), através dos genes R, que é segunda linha de defesa, mais
especifica e eficiente contra o patégeno (Dodds et al, 2006). Plantas que néo
conseguem reconhecer os efetores sdo susceptiveis ao patdgeno, resultando

em susceptibilidade desencadeada por efetores (Jones and Dangl, 2006).

O estudo das proteinas de reconhecimento, bem como as presentes nas
cascatas de sinalizacdo € a chave para o entendimento dos mecanismos que
desencadeiam a PTI e a ETI. Apesar dos avangos nas redes de sinalizagao
obtidos nos ultimos anos, ainda existem diversas lacunas dentro e entre as vias
gue precisam ser preenchidos. Essas respostas podem ajudar a compreender
0 que faz as cultivares seres sensiveis ou resistentes as doengas (Bigeard et
al, 2015).
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Isobaric tags for relative and absolut quantification (iTRAQ) € atualmente
uma das ferramentas protedOmicas mais robustas, que permite a quantificacdo
de proteinas por meio da adi¢cdo de tags ao N-terminal dos peptideos, bem
como a identificacdo de destas proteinas oriundas de mdaltiplas amostras em
um mesmo experimento (Chen et al, 2016). iITRAQ tem sido utilizado para
quantificar proteinas envolvidas na sinalizagdo apds contato com patdgenos
em diversas plantas, como pinheiro (Lippert et al, 2009), batata (Lim et al,
2013), tomate (Parker, et al, 2013), pepino (Liu et al, 2015), e Arabidopsis
(Smith et al, 2015).

O tomateiro, Solanum lycopersicum L. é uma das hortalicas mais
cultivadas no mundo. Entretanto, um dos maiores limitantes da sua producéo é
o ataque de diversos patégenos (Vilela et al., 2012), em especial do fungo de
solo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). Esta doenca pode causar
100% de perda a lavoura e o fungo consegue sobreviver no solo por varios
anos, através de esporos de resisténcia. Por isso o uso de cultivares
resistentes constitui a melhor forma para sobrepor a doenca (Reis and Lopes,
2012). Assim, este trabalho teve o objetivo de analisar o proteoma da raiz do
tomateiro, apos inoculagdo com o Fol, a fim de identificar proteinas de
reconhecimento e sinalizagdo reguladas, utilizando iIiTRAQ e LC-MS/MS, por
meio do espectrometro de massas Orbitrap Elite.

Resultados

Com o objetivo de identificar proteinas do tomateiro que estejam
relacionadas com o reconhecimento e resposta inicial a infecgdo com o fungo
Fol, raizes das cultivares sensivel e resistente a doenca foram coletadas 24
horas apés a inoculacdo. Foram extraidas proteinas da parede celular e apos a
quantificacéo as proteinas foram reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina.
Os peptideos gerados foram marcados com o reagente iTRAQ, fracionadas,
dessalinizadas e analisadas via LC-MS/MS.

Cerca de 1200 proteinas apresentaram compatibilidade com o banco de
proteinas do tomateiro apdés a andlise dos espectros. A cultivar BHRS 2,3,
apresentou seis proteinas com expressdo diferencial estatisticamente
significativa. Destas, cinco apresentaram aumento na expressao e uma

diminuicdo (Tabela 1). Em relacdo as proteinas com aumento na expressao,
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destaca-se a proteina remorina, uma proteina de membrana relacionada com o
reconhecimento de patégenos, que se apresentou mais de 2,5 vezes expressa.

N&o houve expressao diferencial de proteinas na cultivar sensivel a doenca.
Discusséo

A parede celular é o primeiro tecido a entrar em contato com o fungo.
Devido a isso, as proteinas que nela se encontram s80 as responsaveis por
reconhecer e iniciar a sinalizacao para resposta e sequente controle da doenca
(Delteil et al. 2016). Ao se estudar o proteoma da parede celular do tomateiro,
apos a inoculagcdo com o Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, pode-se
identificar proteinas de superficie reguladas, 24 horas ap0s o inicio da infec¢ao.

Reconhecimento de patdégeno

Remorinas sao proteinas presentes em todas as plantas, fazendo parte
de uma familia multi gene, sendo dividida em 6 subgrupos com um C-terminal
altamente conservado e um N-terminal altamente variavel ao longo dos grupos.
Primeiramente uma remorina foi descrita pela localizacdo na membrana
plasmatica e sendo fosforilada, onde foi sugerido o desempenho na sinalizagéo
célula a célula e ligacdo com a defesa de plantas (Raffael et al. 2009; Jarsch
and Ott. 2011; Tapken and Murphy. 2015).

Essa proteina de superficie esta associada ao reconhecimento elicitores
de diversos patdgenos. Ela interage com flg22, elicitor bacteriano bastante
conhecido (Felix, et al. 1999), também ¢é ativada por moléculas fangicas de
quitina (Jarsch and Ott. 2011) e por xilanase fungica (Benschop et al. 2007),
sendo fosforilada e desencadeando a MAMP. Widjaja et al (2009) também
relataram atuagéo de uma isoforma da remorina na Effector Triggered Immunity
(ETI), apo6s a inducdo dessa resposta por um efetor bacteriano. Entretanto ndo
h& relatos da sua associacdo com a interacdo tomateiro e o fungo Fol, sendo
este o primeiro relato de um possivel papel da remorina com o reconhecimento

do fungo pela cultivar resistente a doenca.
Proteinas de desenvolvimento

Proteinas de desenvolvimento como histonas H2A (Koning et al. 1991) e
fator de elongacgéo 1-a (Suhandono, Apriyanto and lhsani. 2014) apresentaram

aumento na sua expressao. Estas proteinas estao relacionadas com a divisao
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celular e sintese de proteinas, e tem sua expressdo aumentada em tecidos
com alta taxa de desenvolvimento. Entretanto, apesar do seu papel regular na
biossintese de proteinas, ja foi descrita a relagdo do fator de elongacédo 1-q,
com transducdo de sinal, em consequéncia de influencia ambiental e

modificacdes na parede celular (Yang et al. 1993).
Transportadores de prétons

A enzima ATP sintase subunidade a é a responsavel pela sintese da
principal molécula de energia das células, o ATP (Allegretti et al. 2015). Esta
enzima aciona diversos mecanismos de resisténcia a estresses bibticos e
abidticos em plantas, através do transporte de protons ou fornecendo
moléculas de sinalizacdo (Mouekouba et al. 2014). Foi observado o aumento
da expressdo dessa enzima na resisténcia das folhas de tomateiro ao mofo

cinzento (Mouekouba et al. 2014).
Proteinas de resisténcia a estresses

A proteina Heat shock cognate 70 kDa protein 2 € uma chaperona, e
contribui para a homeostase celular, tendo sua expressao aumentada sob
condicdes de estresse (Lee et al. 2009). O aumento da sua expressao esta
ligado a diversos fatores como, estresse hidrico e de temperatura, além de
conferir termo tolerancia e contribuir no desenvolvimento de sementes (Rao et
al. 2010). O procedimento de inoculacdo causa grande estresse a planta,
devido a retirada da planta do solo, corte de raizes, replantio, 0 que pode
aumentar a expressao dessa proteina. Apos o reestabelecimento da planta no
solo a homeostase tende a ser reestabelecida e a necessidade da proteina
diminui.

Nesse estudo, foi possivel identificar proteinas relacionadas com o
inicio da interacdo entre o tomateiro e o fuséario. A proteina de remorina,
descrita pela primeira vez nesse trabalho e relacionada ao reconhecimento de
patdgenos, na interacdo tomateiro-Fol, teve sua expressdo aumentada. Esses
resultados pederdo contribuir para futuros estudos sobre a interagdo entre a
planta e o fungo, pois indica uma possivel porta de entrada para o
desencadeamento dos mecanismos de defesa do tomateiro.
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Materiais e Métodos
Linhagens do tomateiro e isolados do Fusarium

Foram utilizadas nos experimentos, as cultivares BHRS 2,3 e Viradouro
resistente e sensivel a murcha de fusério, respectivamente. As linhagens foram
provenientes do banco de sementes da Embrapa Hortalicas — CNPH. O isolado
314 da raca 3 do Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, foi fornecido pelo

Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas — CNPH.
Delineamento experimental

Para producdo de esporos (usados como indculo), blocos de BDA
contendo micélio fungico foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer
com o meio liquido batata dextrose (BD) e mantidos sob agitacdo constante a
12 horas de luz e temperatura ambiente (25°C £ 2°) por sete dias. Apos este
periodo, a suspensao foi filtrada em gaze dupla e a concentragéo inicial foi
estimada, com o auxilio de um hemacitbmetro, e em seguida ajustada para

1x106 conidios x mL-1.

Para a semeadura das cultivares foram utilizadas bandejas de 128
células contendo substrato esterilizado (Plantmax®) e mantidas em condi¢cfes
de casa de vegetagdo em condicbes ambiente e com duas irrigacbes diérias
(uma pela manha e outra pela tarde). Apos 21 dias do plantio (DAP) as mudas
foram removidas da bandeja e as raizes lavadas para retirar 0 substrato
aderido as mesmas. A por¢ao apical das raizes foi cortada (aproximadamente
2 cm) e mergulhadas em suspenséo de esporos por 3 minutos. Em seguida, as
plantas inoculadas e plantas controles foram transplantadas para vasos de 1,5
L contendo uma mistura de argila, esterco bovino, areia e palha de arroz
carbonizada esterilizada, ap6s a irrigacdo. Apdés o transplantio, foram
adicionados 5 mL da suspensdo de conidios no colo de cada plantula. As
parcelas experimentais foram compostas de trés vasos com quatro plantas
cada, em um delineamento em blocos casualizados. Ap6s 24 horas de
inoculacdo, as raizes foram coletadas, lavadas com &gua MilliQ, pesadas e
estocadas em ultrafreezer -80 ° C.

Extracdo das Proteinas
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As proteinas foram extraidas segundo Feiz et al (2006), com
modificagbes. Cinco gramas de raiz foram macerados com N liquido com o
auxilio de almofariz e pistilo. Ao pé foi adicionado 15% dePVPP (w/w), em
seguida homogeneizado com o tamp&o de sacarose [0,7M Sacarose; 0,5M
Tris-HCL pH8; 10mM EDTA; 4mM acido ascérbico; 1ImM PMSF; 0,4% 3
mercaptoetanol] e centrifugado a 13.000g por 30 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado trés vezes com solugéo 6% de PVP, seguida
de centrifugacdo 13.000 por 10 min. Em seguida houveram duas extracdes
com tampao CaCl, [200mM CacCl,; 50mM acetato de sédio] e duas extracbes
com solucdo de LiCl [3M LiCl; 50mM acetato de sodio]. Os sobrenadantes
foram misturados e precipitados com Acetona 80% (v/v) +0,2% de DTT (viw),
seguida de duas lavagens com acetona 80% (v/v). As proteinas foram entéo
guantificadas com o Qubit 2.0 (invitrogen).

Digestdo das proteinas pelo método FASP

Cerca de 100 ug de proteinas foram digeridas pelo método FASP (Filter-
aided sample preparation) (Wisniewski et al. 2009) modificado, utilizando filtros
com cutoff de 30 kDa. As proteinas foram lavadas com solucdo contendo 8 M
de ureia e 0,2 M de do tamp&o TEAB. Em seguidas foram reduzidas com DTT
e alquiladas com iodoacetoamida. Apos a alquilacéo, foi adicionada a protease
tripsina (Promega), na proporgéo de 1:100 ug e encubadas a 37 °C por 18h.
Apos esse periodo, os peptideos foram eluidos e quantificados com o Qubit 2.0
(Invitrogen).

Marcacgédo iTRAQ — 8 plex

A marcacdo com iTRAQ™ seguiu as instru¢bes do fabricante com
pequenas modificacdes. Brevemente, 100 ug do digesto dessalinizado e seco
de cada amostra foi ressuspendido em 30 pL de 300 mM TEAB e adicionadas
a um frasco do reagente iTRAQ™ ja ressuspendido em 70 pL de isopropanol.
Os frascos ja com as amostras foram agitados e incubados a temperatura
ambiente por 2 horas e em seguida foram misturados na proporcdo de
1:1:1:1:1:1, cada frasco uma réplica biolégica do experimento (113, 114, 115 —
inoculado; 116, 119, 121 — n&o inoculado).

Fracionamento e Dessalinizacéo
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Foram fracionados, 30 pyg de peptideos por cromatografia de troca
cationica, utilizando o método de stage tip adaptado de Rappsilber et al (2007).
O fracionamento foi realizado com gradiente salino, com acetato de amoénia, as
concentragbes variando entre 0,25 M e 3 M, em solugdo contendo 20% de
acetonitrila (ACN) e 0,5% de acido acético. Cada fragcéo foi dessalinizada por
cromatografia de fase reversa, utilizando stage tip com resina C18. As
amostras foram lavadas com &cido acétido 0,1% e eluidas com gradiente de
ACN (25%-100%), em solugdo com acido acético 0,1%.

Espectrometria de massas — LC - MS/MS

Apds a dessalinizacdo os peptideos foram submetidos a espectrometria
de massas. A cromatografia foi realizada via cromatégrafo UPLC Dyonex 3000
(Thermo Fisher Scientific), utilizando uma coluna capilar feita no laboratério,
com 35 cm de cumprimento, 7,5 um de diametro, preenchida com particulas de
C18, de tamanho 1,8 pym. Foi estabelecido fluxo de 300 yL/min para a eluicéo
dos peptideos, seguindo um gradiente 10 min de tampdo A (0.1% &cido
férmico), seguido de 200 min, em um gradiente de 2-40% Tampao B (0,1%
acido formico em ACN). Cerca de 1 ug de peptideos foi carregado em cada
corrida. ApOs a separacdo por cromatografia, os peptideos foram ionizados por
eletronspray, com intensidade do spray de 2,5 Kv, seguido de analise e
aquisicdo dos picos de MS e MS/MS, no Orbitrap Elite (Thermo Fisher
Scientific), com aquisicdo dependente de dados, no modo top 15 (os 15 picos
mais intensos no MS1 s&o fragmentados e levados para o MS2) utilizando
resolucdo de 120.000, com o alcance de deteccao de 300 a 1800 m/z, para
MS1. Para fragmentacéo foi utilizado a dissociagéo por coliséo induzida de alta
energia (HCD), com a energia colisional normalizada de 30 e contagem
méxima de fons para deteccéo selecionada para 10* ions.

Andlise Estatistica

Os espectros foram analisados pelo programa Peaks Studio 7.0
(Bioinformatics Solutions). Foram estabelecidos os filtros para confronto com o
banco de dados: taxa de falsos positivos (FDR) tolerados <1%, peptideos com
carga 0 ou 1 foram retirados da analise e foram utilizados pelo menos dois
peptideos unicos para identificacdo dos peptideos, que foram submetidos a
comparacdo com o banco de peptideos, depositados no UniPro. A estatistica
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da quantificacao foi realizada por meio do teste t moderado (teste Limma) para
protedmica (Schwammle et al. 2013), através do programa RStudio (RStudio
Team. 2015), onde foi a expressao foi considerada estatisticamente regulada
com o valor de p<0,05.
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406 Tabela 1: Proteinas da cultivar BHRS 2,3, reguladas ap0s 24 horas de infeccao

407 com o Fol.

Acesso

Descrigao da Proteina

Organismo

log10 Controle/Infectado

tr|QIXEX8|QIXEX8_SOLLC
tr|K4DAC6|KADAC6_SOLLC
tr|KACAR4|KACAR4_SOLLC
tr|K4DBMO|K4DBMO_SOLLC
tr|K4D7X4|KAD7X4_SOLLC
tr|K4D473|K4D473_SOLLC

Remorin 1
Elongation factor 1-alpha
Histone H2A
Histone H2A
ATP synthase subunit alpha
Heat shock cognate 70 kDa protein 2

Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum

1,293970428
0,899020563
0,806427568
0,806427568
0,603860536
-0,783017322

408
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Pode-se concluir que diversos mecanismos estdo envolvidos na defesa
do tomateiro conta o fungo Fusarium Oxysporum f. sp. lycopersici, entretanto
esses mecanismos sdo padrao de defesa contra patdégenos, logo outras
caracteristicas conferem a cultivar BHRS 2,3 a caracteristica de resistente a
doenga;

O fusério parece estar influenciando biologia da cultivar Viradouro,
impedindo que a planta reconhecga sua presenca e induzindo a diminui¢do das
proteinas relacionadas a defesa. Mas ainda assim, alguns mecanismos, como
a reacao de hipersensibilidade puderam ser observadas, indicando resposta da
planta, ainda que nao seja suficiente para debelar a infeccao.

A proteina de reconhecimento de patdgenos remorina, encontrada mais
de duas vezes e meia expressa na cultivar BHRS 2,3, nunca antes havia sido
descrita na interacdo do tomateiro com o fusario, embora ja seja bem descrita
em estudos de resisténcia de outras cultivares a patdgenos. Esta proteina pode
ser a chave para a rapida resposta do gendétipo resistente a doenca e seu
eficiente controle do fungo.
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