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RESUMO

O tomate é uma cultura de grande importancia econémica em todo o mundo, mas €é
severamente afetada por varios geminivirus, como o begomovirus Tomato chrolotic mottle
virus (ToCMoV) que causam perdas significativas na cultura. O objetivo desse estudofoi
identificar proteinas diferencialmente expressas na interacdo ToCMoV-planta hospedeira.
Primeiramente foi verificado o efeito do gene AC2 de ToCMoV na planta modelo Nicotiana
benthamiana. A proteina AC2 é um fator de viruléncia que tem um papel crucial no sucesso
da interacdo virus-planta, atuando como ativador transcricional e em alguns begomovirus,
como supressor de silenciamento de RNA. Entretanto, a funcdo ou funcbes da proteina AC2
do begomovirus ToCMoV ainda ndo foram determinadas. Para esta etapa do trabalho, plantas
de N. benthamiana foram inoculadas com Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor viral
Potato virus X (PVX) e com a construcdo PV X-AC2. Eletroforese bidimensional foi realizada
e a analise por MALDI TOF-TOF revelou proteinas diferencialmente expressas envolvidas
em estresse oxidativo, fotossintese, defesa contra patdgenos, entre outros. Na segunda etapa
do trabalho, foi aplicada a metodologia 2D-nanoUPLC/HDMSF para a analise de folhas de
tomateiro infectadas com o begomovirus ToCMoV. Foram analisados, pela primeira vez, 0s
perfis proteémicos dos genoétipos de tomateiro suscetivel (Santa Clara) e resistente (LAM 157
contendo o locus de resisténcia tcm-1) inoculados com ToCMoV. Proteinas diferencialmente
expressas em resposta ao ToCMoV foram identificadas. Os resultados obtidos neste estudo
revelaram proteinas que podem estar associadas com a suscetibilidade ao ToCMoV, como a
ubiquitina e a proteina de choque térmico 70 (HSP 70). Os efeitos causados pelo fator de
patogenicidade AC2 do ToCMoV e pelo virus integro foram semelhantes e resultaram no
recrutamento de proteinas envolvidas nas vias de ubiquitinagdo, tradugdo e processamento

proteico. Por outro lado, as plantas hospedeiras também desencadearam resposta de defesa na
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tentativa de combater o avanco viral aumentando a expressdo de proteinas como, a histona
H4. Os resultados obtidos neste estudo trazem importantes contribui¢cbes para a melhor
compreensdo das interacbes ToCMoV-planta hospedeira e poderdo contribuir para o

desenvolvimento de estratégias de controle da infecgdo por este begomovirus.

X1V



ABSTRACT

Tomato is a highly important crop cultivated worlwide, which is severely affected by
begomoviruses such as Tomato chrolotic mottle virus (ToCMoV). The aim of the present
study was to identify differentially expressed proteins in the ToCMoV-host plant interaction.
The virulence factor AC2 is considered crucial for a successful virus-plant interaction and is
known to act as a transcriptional activator and in some begomoviruses to function as an RNA
silencing suppressor factor. However, the function or functions of the AC2 protein of the
begomovirus ToOCMoV are not yet determined. In the first part of this study, the model plant
Nicotiana benthamiana was inoculated with Agrobacterium tumefaciens containing the viral
vector Potato virus X (PVX) and with the PVX-AC2 construction. Bidimensional
electrophoresis was performed and MALDI TOF-TOF analysis revealed differentially
expressed proteins involved in oxidative stress, photosynthesis, host defence, among others.
In the second part of this study, we have applied the 2D-nanoUPLC/HDMSF methodology to
analyse tomato plants infected with the begomovirus ToCMoV. For the first time, the
proteomic profiles of the susceptible tomato genotypes (Santa Clara) and resistant (LAM 157
containing the locus of resistance tcm-1) inoculated with ToCMoV were analyzed.
Differentially expressed proteins in response to ToCMoV were identified. The results of this
study revealed proteins that may be associated with the infectivity of ToCMoV, such as
ubiquitin and heat shock 70 (HSP 70). The effects caused by the pathogenicity factor AC2 of
ToCMoV and the intact virus were similar and resulted in the recruitment of proteins involved
in ubiquitination pathways, translation and protein processing. Moreover, the host plant
defense response was also triggered in an attempt to combat viral breakthrough increasing the

expression of proteins such as histone H4. The results obtained provide important
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contributions to the understanding of plant-ToCMoV interactions and may contribute to the

development of strategies to control this infection caused by begomoviruses.
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INTRODUCAO GERAL

O tomate (Solanum lycopersicum) pertence a familia Solanaceae, uma das hortalicas
de maior importancia econémica no mundo, e 0 Seu consumo esta associado a uma dieta sau-
davel e equilibrada, rica em nutrientes (Naika et al., 2006). A cultura do tomate possui tole-
rancia a variagcGes ambientais como temperatura, luminosidade e fotoperiodo, mas a producéo
¢ afetada por varios problemas fitossanitarios, uma vez queessa cultura é suscetivel a diversas
pragas, como insetos, fungos, nematoides, bactérias e virus (Makishima, 2011).

Entre os problemas fitossanitarios, destacam-se as begomoviroses que sdo doencas
causadas por geminivirus do género Begomovirus. Esses fitovirus sdo transmitidos pela mosca
branca (Bemisia tabaci), causando grandes perdas para as areas produtoras de tomate no
mundo (Morales e Anderson, 2001). No Brasil, com a entrada de um novo biotipo da mosca-
branca (B. tabaci, biotipo B) (Franca, Villas Boas e Branco, 1996), foi observado um grande
aumento na incidéncia de begomovirus em tomateiros em todas as regides produtoras do pais
(Faria et al., 2000) e o controle fitossanitario ndo tem se mostrado muito eficiente. Além
disso, esse problema ainda é acompanhado pelos custos elevados no manejo do vetor levando

a poluicdo do meio ambiente (Ribeiro, S., 2006).

Uma das alternativas mais promissoras para 0 manejo integrado mosca branca-
begomovirus € o desenvolvimento de cultivares de tomateiro resistentes a infecgdo por
begomovirus (Morales e Anderson, 2001). No Brasil, ja foram encontradas fontes de
resisténcia a isolados de begomovirus bipartidos em diferentes acessos de tomate (Santana et
al., 2001). Entre elas, destaca-se a linhagem 'TX468-RG' derivada do hibrido 'Tyking'.

Estudos genéticos mostraram que a linhagem ‘TX 468-RG’, resistente a begomovirus



bipartidos, apresenta resisténcia ampla a begomovirus monopartidos e bipartidos. Essa
caracteristica é determinada pela presenca de um locus recessivo denominado tcm-1
(Giordano et al., 2005). Embora estudos genéticos tenham sido realizados na determinacédo da
resisténcia, analises de expressao diferencial nas interacdes planta-begomovirus ainda sao

limitadas.

Uma das ferramentas que vem contribuindo na investigacdo da expressdo global
durante a interacdo virus-planta é a proteébmica, sendo a eletroforese bidimensional (2-DE),
associada a espectrometria de massa (MS), a técnica mais aplicada em estudos de proteoma de
plantas (Di Carli, Benvenuto e Donini, 2012). Diversos trabalhos relataram a utilizagdo dessa
técnica como forma de obter informagfes sobre as interacdes e 0s mecanismos afetados na
planta hospedeira quando infectadas por virus (Pérez-Bueno et al., 2004; Ventelon-Debout et
al., 2004; Casado-Vela, Sellés e Martinez, 2006). Yang et al. (2011) mostraram a visdo global
das proteinas alteradas em soja infectada com Soybean mosaic virus através de 2-DE. Esses
autores identificaram proteinas relacionadas com degradacdo proteica, defesa, metabolismo,
energia, entre outros. Wu et al. (2013) também utilizarama técnica de 2-DE em estudo
comparativo de gendtipos resistente e suscetivel de milho infectado com Sugarcane mosaic

virus, revelando pela primeira vez, 19 novas proteinas responsivas a virus.

Nos Ultimos anos, a abordagem protedbmica tem passado por mudangas. O
aprimoramento de técnicas de cromatografia acoplada a espectrometria de massa (LC/MSMS)
permitiriu 0 surgimento de técnicas alternativas as técnicas convencionais de proteémica,
como a 2-DE. A 2D-LC-MS/MS, por exemplo, é uma metodologia considerada rapida e
sensivel na identificagdo de proteinas emmisturas complexas de proteinas (Link et al., 1999),
tornando-a bastante utilizada. Nessas técnicas baseadas em cromatografia, os dados gerados

pela espectrometria de massa séo coletados, automaticamente processados e comparados com
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espectros tedricos gerados de sequéncias disponiveis nos bancos de dados para a identificacdo

das proteinas (Wang e Hanash, 2003).

A 2D-LC-MS/MS ¢ aplicada com sucesso em analises do perfil protebmico global de
plantas, como foi mostrado por Komatsu et al. (2006). Esses autores identificaram diversas
proteinas reguladas por giberelina em arroz. Além disso, sua aplicacdo foi observada em
estudos de fisiologia da planta (Schneider et al., 2012), e também na caracterizacdo de
fitopatdgenos (Bringans et al., 2009; Soares et al., 2010). Além disso, essa técnica permitiu a
identificacdo de diversas proteinas de planta moduladas em resposta a estresse hidrico
(Larrainzar et al., 2007) e a estresse oxidativo (Kristensen et al., 2004). Apesar de relatos
mostrarem a aplicacdo dessa metodologia na detec¢do de proteinas em plantas, ndo ha relatos

envolvendo sua aplicacdo em estudos de interacdo planta-virus.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Importéancia econdmica do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicon) pertence a familia Solanaceae e é nativo das regi-
0Oes das Ilhas de Galapagos (Darwin, Knapp e Peralta, 2003; Darwin, 2009), Equador, regides
andinas do Peru, norte do Chile, além do México, Bolivia e Colémbia (Rick e Holle, 1990;
Peralta, Knapp e Spooner, 2005).

De acordo com a Food and Agriculture Organisation (FAO), em 2012, o tomate foi
considerado o oitavo vegetal mais produzido no mundo, colocando o Brasil como o oitavo
produtor dessa cultura (Fao, 2012). Essa hortalica apresenta uma grande importancia econo-

mica para o Brasil e segundo o levantamento sistematico de producéo agricola (LSPA/IBGE),



na safra de 2011, a producdo de tomate chegou a 4 milhdes de toneladas, com rendimento
médio de 63 toneladas/hectare. Esse aumento na producéo esta relacionado com o crescimen-
to do consumo do tomate nas formas processada e fresca (Ibge, 2012) que séo destinadas a
industria de alimentos e ao consumo in natura, respectivamente (Makishima, 2011).

O cultivo de tomate envolve diversos setores da economia, como as empresas produto-
ras de insumos, equipamentos agricolas, centrais de abastecimento, atacadistas, redes de su-
permercados e varejées de produtos hortifrutigranjeiros gerando oportunidades de empregos e
renda para toda a cadeia produtiva (http://www.abcsem.com.br/noticia.php?cod=1986). Além
disso, o tomate se destaca por ser um alimento funcional. Estudos tém focado nas suas propri-
edades antioxidantes, devido a altas quantidades de licopeno, associando 0 seu consumo como
um indicador nutricional de habitos saudaveis (Takeoka et al., 2001; George et al., 2004).

Recentemente, um grande avanco foi obtido com a publicacdo do sequenciamento do
genoma de tomate pelo "The Tomato Genome Consortium” (Consortium, 2012). As
informacdes moleculares retiradas desse genoma poderdo fornecer bases para a compreenséo
de problemas fitossanitarios que comprometem a producdo do tomate, como as infeccdes

virais, principalmente aquelas causadas por espécies da familia Geminiviridae.

Geminivirus: organizacdo gendmica

Os virus da familia Geminiviridae constituem um grupo distinto de outros virus de
planta, por serem compostos por DNA circular de fita-simples com 2,5-3,0 Kb (dependendo
do virus) empacotado dentro de particulas isométricas geminadas. A replicagdo viral ocorre
no nucleo das células infectadas através da forma replicativa intermediaria de DNA fita dupla
(Faria e Zerbini, 2000). A maioria dos geminivirus é restrita ao floema, portanto, dificilmente

transmitida por inoculacdo mecanica (Harrison B. D., 1985; Horns e Jeske, 1991). Baseado na
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organizacdo gendmica, inseto vetor e planta hospedeira, 0s geminivirus sdo atualmente
classificados em sete géneros Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus, Begomovirus,
Becurtovirus, Eragroviruse Turncurtovirus

(http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?taxnode_id=20120333, Brown et al., 2012).

A estrutura genébmica dos geminivirus é composta por genes que se sobrepdem em
diferentes fases de leitura orientadas nas duas dire¢des do genoma viral, regido intergénica IR
(large' LIR e/ou 'small' SIR, dependendo do virus) e uma origem de replicacdo (ori) (Rosario,
Duffy e Breitbart, 2012). Nos begomovirus bipartidos, os genes relacionados com replicacéo,
regulacdo da transcricdo e encapsidacéo viral estdo presentes em um componente viral (DNA-
A), enquanto que os genes relacionados com a movimentagdo viral fazem parte de um
segundo componente (DNA-B). Ambos os componentes sdo necessarios para a infecgdo viral
(Timmermans, Das e Messing, 1994). Entretanto, alguns begomovirus, assim como todos 0s
mastrevirus, curtovirus, topocuvirus, becurtovirus, eragroviruse e turncurtovirus apresentam
um Unico componente contendo todos 0s genes necessarios para a infec¢do, sendo
denominados como geminivirus monopartidos (Varsani et al., 2009; Briddon et al., 2010;

Brown et al., 2012; Hernandez-Zepeda, Varsani e Brown, 2013; Heydarnejad et al., 2013).

Begomovirus: Monopartido/Bipartido

Entre os geminivirus, o género Begomovirus é considerado o de maior importancia
econdmica por causar perdas devastadoras na producdo de culturas comerciais em todo o
mundo, com destaque aos crescentes problemas na produgédo de tomate causados pelo Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) que vem se disseminando rapidamente pelo mundo (Hanssen,

Lapidot e Thomma, 2010; Lefeuvre et al., 2010). As espécies de begomovirus infectam


http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?taxnode_id=20120333

dicotiledbneas e sdo transmitidas de modo persistente e circulativo pela mosca-branca

(Bemisia tabaci) (Morales e Anderson, 2001; Varma e Malathi, 2003).

O genoma dos begomovirus monopartidos € composto por um Unico componente com
tamanho aproximado de 3 Kb que codifica as proteinas virais e as fases de leitura podem ser
representadas por V1, V2, V3, C1, C2, C3 e C4. Muitos begomovirus monopartidos estéo
associados a moléculas de DNA-f satélite (também circular de fita-simples). Essa molécula
possui um tamanho aproximado de 1,4 Kb, codificando uma tnica proteina, a fC1, um fator
de patogenicidade (Saunders et al., 2004). Ja foi mostrado que DNA-B requer associa¢do com
begomovirus monopartidos para sua replicacdo, encapsidacao viral e transmissdo por vetor
(Briddon et al., 2001; Briddon et al., 2003), mas também est& associado a movimentacao de
begomovirus bipartido para favorecer infeccdo sistémica na auséncia do componente B

(Saeed et al., 2007).

Nos begomovirus bipartidos, o0 genoma é composto por dois componentes, 0o DNA-A e
DNA-B. O componente A codifica cinco ou seis proteinas e o componente B codifica duas
proteinas. O tamanho de cada um destes componentes varia de 2,5 - 2,6 Kb. No componente
A (DNA-A) estdo os genes que codificam proteinas envolvidas na encapsidacdo viral
(AV1/CP), ativacdo transcricional e em alguns casos, supressdo de silenciamento génico
(AC2/TrAP) e replicacdo viral (AC1/Rep e AC3/REn). Enquanto a proteina AC4 atua como
supressor de silenciamento génico em begomovirus bipartidos, a C4 atua como proteina de
movimento e moduladora de sintomas em begomovirus monopartidos. A proteina AV2 esta
presente apenas em begomovirus do Velho Mundo e no componente B (DNA-B) estdo
presentes dois genes, BV1 e BC1, que codificam a proteina de movimento intracelular (NSP)
e a proteina de movimento intercelular (MP), respectivamente (Jeske, 2009; Fondong, 2013).

Mais recentemente, foi mostrado que a proteina essencial para a replicacdo viral, Rep,



também possui atividade supressora de silenciamento, interferindo na maquinaria de
metilacdo do DNA viral (Rodriguez-Negrete et al., 2013). Além disso, existe uma sequéncia
nucleotidica de cerca de 200 pb altamente conservada entre os dois componentes que esta
presente dentro da regido intergénica (IR). Essa regido comum (CR) ancora uma pequena
estrutura em forma de grampo que possui a sequéncia (TAATATT]AC), origem de
replicacdo, que é reconhecida pela proteina de replicacdo AC1/Rep (Revington, Sunter e

Bisaro, 1989; Laufs et al., 1995; Jeske, 2009).

Entre as proteinas virais, podemos destacar a AC2/TrAP, que é considerada uma
proteina crucial para o estabelecimento da interacdo virus-planta. Diferentes trabalhos
mostraram sua multifuncionalidade, revelando sua acdo como ativador da transcricdo de
outros genes virais, como 0 gene da capa proteica (AV1/CP) e o gene da proteina de
movimento (BV1/NSP) (Sunter e Bisaro, 1991; 1992; 1997). A proteina AC2 também pode
atuar como supressora de silenciamento génico pela ativacdo de genes supressores da planta
hospedeira (Trinks et al., 2005) e é capaz de inativar quinases importantes para o ciclo de
transmetilacdo e para o metabolismo celular (Hao et al., 2003). Além disso, foi mostrado que
AC2 ao interagir com a proteina adenosina quinase altera a resposta de citoquinina,
fitohormonio que atua na proliferacdo celular da planta hospedeira (Baliji, Lacatus e Sunter,
2010). Mais recentemente, foi estudado o perfil global de proteinas em plantas infectadas com
PVX expressando AC2, mostrando que a proteina AC2 interfere na infeccao viral, modulando
proteinas envolvidas em estresse oxidativo, proteinas relacionadas com patogenicidade (PRS),

fotossintese, producdo de energia, entre outros (Carmo et al., 2013).



Tomato chlorotic mottle virus: begomovirus bipartido presente no Brasil

Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) é um begomovirus bipartido amplamente
distribuido pelo Brasil, afetando as regides produtoras de tomate e ja reportado em
Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro (Ambrozevicius et al.,
2002; Ribeiro et al., 2003). Trabalhos foram desenvolvidos com o intuito de caracterizar
isolados de ToCMoV presentes no Brasil (Galvdo et al., 2003), mas somente em 2007,
Ribeiro et al. (2007) reportaram pela primeira vez a sequéncia completa do genoma de um
ToCMoV, isolado de folhas de tomate infectadas na regido nordeste do Brasil (ToCMoV-[Ba-
Sel]). Posteriormente, esse isolado foi alvo de estudos envolvendo silenciamento de RNA,
mostrando que a infeccdo causada por TOCMoV induziu a geracdo de RNA interferente, com
reducdo no acumulo de DNA viral (Ribeiro, Lohuis, et al., 2007). Fontenelle et al. (2007)
também caracterizaram um isolado de ToCMoV, o ToCMoV- [MG-Bt], no qual o DNA-A
apresenta uma propriedade bioldgica peculiar de causar infeccdo sistémica em Nicotiana
benthamiana na auséncia do DNA-B. Foi verificado que o DNA-A também infectou tomate e
outras plantas hospedeiras, como também demonstrou que a capa proteica € requerida para a

movimentacéo sistémica do ToCMoV- [MG-Bt].

O begomovirus ToCMoV que é amplamente disseminado pelo pais, vem sendo
utilizado como alvo de estudos na tentativa de responder questbes relacionadas com o
mecanismo de acdo do virus sobre fatores da planta hospedeira. Até o momento, pouca
informacgdo sobre a visdo global das vias metabdlicas envolvidas durante o processo de
infeccdo foi relatada. Por isso, é importante a busca por novas tecnologias que possam

esclarecer esses mecanismos de interagdo planta-virus.



Genes de resisténcia a begomovirus presente em tomate

Segundo a teoria gene-a-gene, uma planta pode ser resistente a um determinado
patdgeno através de uma heranga monogénica, sendo que essa resisténcia é resultante da
interacdo entre um gene de aviruléncia dominante (Avr) do patdgeno e um gene de resisténcia
dominante (R) no hospedeiro (Flor, 1971). No processo de interacdo patdgeno-hospedeiro,
moléculas proteicas receptoras sdo sintetizadas por genes de resisténcia (R) do hospedeiro e
interagem de forma especifica com moléculas elicitoras especificas do patégeno (Quirino e
Bent, 2003). Quando o hospedeiro reconhece a molécula elicitora do patdgeno, €

desencadeada uma resposta de defesa (Gachomo, Shonukan e Kotchoni, 2003).

Doencas causadas por begomovirus sdo muito dificeis de serem controladas e medidas
preventivas, como o uso frequente de inseticidas sdo adotadas na tentativa de combater o
inseto vetor (mosca-branca). Porém, o uso desses produtos quimicos é oneroso, além de poluir
0 meio ambiente e induzir o desenvolvimento de resisténcia (Horowitz et al., 2002). Com
base nesse cenario, a melhor opc¢éo no controle desses virus vem sendo a busca por cultivares

resistentes.

Os danos causados por geminivirus a cultura de tomate tém levado a uma crescente
busca por fontes de resisténcia para serem utilizadas em programas de melhoramento e no
desenvolvimento de cultivares de tomate resistentes. Trabalhos foram realizados visando a
introgressdo de genes de resisténcia de especies selvagens (Solanaceas) para a obtencdo de
linhagens de tomateiro mais resistentes. Zamir et al. (1994) desenvolveram linhagens de
tomate tolerantes ao Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) pela introgresséo do gene Ty-1
da espécie selvagem S. chilense. Esse gene apresenta dominancia parcial e confere resisténcia

a begomovirus monopartidos e bipartidos. Assim como o gene Ty-1, o locus Ty-2 também foi



introgredido da espécie selvagem, S. hirsutum, conferindo resisténcia ao TYLCV (Hanson et
al., 2000; Hanson, Green e Kuo, 2006). Alem disso, outros genes de resisténcia a TYLCV
foram identificados, Ty-3, Ty4 e Ty-5 (Ji, Schuster e Scott, 2007; Anbinder et al., 2009; Ji,
Scott e Schuster, 2009). Mais recentemente, Verlann et al. (2013) caracterizaram os genes de
resisténcia Ty-1 e o Ty-3 do begomovirus TYLCV e mostraram que, na verdade, eles sdo
alelos que codificam uma RNA polimerase dependente de RNA. Outros trabalhos buscaram
identificar genes de resisténcia associados a outros begomovirus. Bian et al. (2007)
identificaram 0 gene recessivo, tgr-1, que confere alta resisténcia ao begomovirus

monopartido Tomato leaf curl virus (TLCV).

No Brasil foram detectadas fontes de resisténcia a isolados de begomovirus bipartidos
em diversos acessos de espécies selvagens de tomate (Santana et al., 2001). A linhagem TX-
468-RG de S. lycopersicum foi alvo de estudo genético que revelou a presenca de um locus
recessivo, nomeado como tcm-1. Esse locus apresenta resisténcia ampla a diferentes
begomovirus bipartidos (Giordano et al., 2005) e a monopartidos (Garcia-Cano et al., 2008).
Entretanto, nenhuma informacdo sobre os possiveis mecanismos associados ao gene de
resisténcia tcm-1 foi relatada. Recentemente, foi desenvolvida pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria, uma linhagem de tomateiro contendo esse gene. Estudos sdo
necessarios para tentar esclarecer como essa resisténcia atua sobre as vias metabolicas da
planta hospedeira durante a infecg@o viral por begomovirus. Para isso, uma das ferramentas

que vem sendo muito aplicada em estudos de interacdo patdgeno-hospedeiro é a protebmica.
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Protedmica baseada em gel (2-DE)

A protedbmica é o conceito dado a analise sistematica, em larga escala, que visa
caracterizar proteinas expressas em um determinado periodo bioldgico, funcionando como
uma ferramenta complementar em estudos associados a biologia molecular.. Trata-se de uma
ferramenta que busca estudar as proteinas totais expressas em um determinado sistema, seja
pela abundancia, atividade, modificacGes pds-traducionais ou pela interacdo entre elas
(Wright et al., 2012). A protedmica pode ser dividida em duas abordagens: protedmica top-
down e protedbmica bottom-up. A protedmica top-down investiga proteinas intactas,
preservando suas caracterisiticas bioquimicas e modificacGes. Nesta abordagem, é possivel
deduzir a estrutura primaria da proteina e grande parte das modificacdes pos-traducionais
(Salvato e Carvalho, 2010). Ja a protedmica bottom-up é focada na analise de peptideos
digeridos, a partir da clivagem de proteinas, por espectrometria de massa (MS). Além disso,
essa abordagem utiliza ferramentas de cromatografia e estratégias eletroforéticas para auxiliar
na separacdo das proteinas que estdo sendo analisadas (Bogdanov e Smith, 2005; Gevaert et
al., 2007). A eletroforese bidimensional (2-DE) é uma técnica ja bem estabelecida e
rotineiramente utilizada para analises proteémicas (Gorg, Weiss e Dunn, 2004; Lépez, 2007).
Essa técnica surgiu em meados dos anos 70 (Klose, 1975; O'farrell, 1975), mas foi nos anos
90, com o surgimento do termo “protedomica” (Wilkins et al., 1997) que a eletroforese 2-DE
passou a ter uma maior aplicagdo em estudos de larga escala de proteinas expressas. A técnica
consiste na focalizacdo isoelétrica e separacdo pela massa molecular da proteina. Na
focalizacdo isoelétrica (primeira dimenséo), as proteinas sdo separadas até atingirem o ponto
isoelétrico, no qual a carga liquida da proteina é zero. Essas proteinas sdo submetidas a

eletroforese em gel desnaturante e sdo separadas de acordo com sua massa molecular. A
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visualizacdo dessas proteinas pode ser feita por diferentes métodos como marcacao por
moléculas fluorescentes ou radioativas, nitrato de prata e azul de ‘coomasie colloidal’. Todos
esses métodos apresentam vantagens e desvantagens, sendo geralmente o azul de ‘coomasie
colloidal’, o mais utilizado (Monteoliva e Albar, 2004; Santos, Teixeira e Sa-Correia, 2004;
Bezerra J. et al., 2013). A identificacdo e quantificacdo de proteinas podem ser feitas pela
associacdo da técnica de 2-DE a espectrometria de massa (MS). Ja a quantificacdo das
proteinas é realizada utilizando programas especificos que permitem alinhar as proteinas
(spots) de cada gel e permite medir suas intensidades. O calculo para quantificar uma
determinada proteina é baseado no volume desse spot e uma analise estatistica valida as
proteinas diferencialmente expressas. Essas proteinas sdo excisadas do gel, digeridas com

tripsina e identificadas por MS .

A técnica de 2-DE é muito aplicada em protedmica vegetal, podendo ser utilizada na
deteccdo de proteinas expressas em resposta a estresses abidticos e bidticos e bastante
empregada na investigacdo de proteinas envolvidas na interacdo planta-patdégeno. Franco et
al. (2010) identificaram proteinas diferencialmente expressas em raizes infectadas com o
nematdide Meloidogyne paranaensis e M. incognita por 2-DE. Villeth et al. (2009) também
identificaram proteinas exclusivas envolvidas na interacdo entre Xanthomonas campestris pv.
campestris e uma cultivar resistente de Brassica oleracea. Alem disso, a aplicacdo desta
técnica se estende a estudos envolvendo interacdo virus-planta. Casado-Vela et al. (2006)
identificaram em fruto de tomate, proteinas virais do tobamovirus Tobacco mosaic virus
(TMV) e proteinas potencialmente envolvidas na defensa contra a infecgéo viral. Kundi et al.
(2011) avaliaram a resisténcia de Vigna mungo infectada com o begomovirus Mungbean
yellow mosaic India virus (MYMIV) apos tratamento com &cido salicilico (SA) e revelaram

proteinas diferencialmente expressas em resposta ao SA. Mais recentemente, Carmo et al.
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(2013) mostraram que a proteina viral AC2 do begomovirus Tomato chrolotic mottle virus
interfere na infeccdo viral, modulando proteinas envolvidas no processo de defesa, pelo
aumento de expressdo de proteinas relacionadas com estresse oxidativo e proteinas

relacionadas com a patogenicidade (Capitulo | desta tese).

Por décadas, a técnica 2D-PAGE (2-DE) foi considerada uma ferramenta poderosa na
deteccdo de proteinas presentes em uma amostra bioldgica complexa (O'farrell, 1975). Entre-
tanto, esta abordagem apresenta limitagdes que envolvem desde a dificuldade na separacao de
proteinas presentes em ponto isoelétricos extremos, e necessidade de grandes quantidades de
proteinas, como também o fato de ndo permitir a integracdo, de forma 'on-line’, a um sistema
de espectrometria de massa (Wang e Hanash, 2003; Tang et al., 2008). Apesar destas limita-
cOes, a abordagem de 2-DE ainda é uma técnica protedbmica muito utilizada em estudos de

interacdo planta-virus.

Protedmica independente de gel (2D-LC-MS/MS)

Para superar as limitacdes apresentadas pela técnica de 2-DE, novas tecnologias que
utilizam a abordagem proteébmica independente de gel foram desenvolvidas. Nesta aborda-
gem, a identificacdo de proteinas em misturas complexas € feita pela combinacdo de diferen-
tes estratégias de fracionamento associado a espectrometria de massa (Abdallah et al., 2012).
Entre elas, destaca-se a MudPIT (multidimensional proteins identification technology). Essa
tecnologia é considerada rapida e sensivel na identificacdo de proteinas de misturas comple-
xas, utilizando cromatografia liquida multidimensional acoplada a espectrometria de massa
para separar e fragmentar peptideos (Link et al., 1999; Wolters, Washburn e Yates, 2001). As

proteinas sdo posteriormente identificadas a partir dos espectros gerados por MS que sdo
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comparados com espectros teoricos de sequéncias disponiveis em bancos de dados (Wang e
Hanash, 2003).

A tecnologia MudPIT (2D-LC-MS/MS) também vem sendo aplicada em analises
protedmica de plantas. Schneider et al. (2012) buscaram compreender o0 comportamento
fisioldgico de plantas submetidas a excesso de zinco (Zn) através da identificacdo de proteinas
em Noccaea caerulescens. Komatsu et al. (2006) também utilizaram esta metodologia e
identificaram proteinas moduladas por giberelina em arroz. Essa abordagem também vem
sendo utilizada em estudos de fitopatdgenos, causadores de doencas de grande impacto para a
agricultura, como o cancro citrico. Por 2D-LC-MS/MS, foi possivel obter o primeiro mapa
protedmico da mais agressiva linhagem de Xanthomonas patogénica para a laranja (Soares et
al., 2010). Bringans et al. (2009) estudaram outro fitopatdgeno de importancia econémica, o
fungo Stagonospora nodorum. Esses autores validaram mais de 2000 genes desse fungo por
analise comparativa de peptideos gerados por 2D-LC-MS/MS.

Entretanto, ainda s@o poucos os trabalhos que aplicaram a técnica 2D-LC-MS/MS na
identificacdo de proteinas de plantas submetidas a estresses (Kristensen et al., 2004;
Larrainzar et al., 2007). Recentemente, Rodrigues et al. (2012) utilizou a 1D-LC-MS/MS para
identificar proteinas diferencialmente expressas em mamao infectado com Papaya meleira
virus, mas ndo ha outros relatos envolvendo a utilizacdo da técnica de 2D-LC-MS/MS em
estudos de interacdo planta-virus. H4 uma crescente necessidade de compreender melhor os
processos moleculares envolvidos em estresses bioticos e abioticos que afetam culturas de
importancia econdmica, e a utilizacdo dessa ferramenta podera esclarecer 0s mecanismos

envolvidos na resposta da planta a esses estresses.

E importante ressaltar que somente a identificacio de proteinas expressas em um sis-

tema bioldgico ndo € suficiente para responder as questfes biologicas. Para permitir uma me-

-14 -



Ihor interpretacdo dessas interacdes é necessaria uma abordagem quantitativa das proteinas
identificadas (Panchaud et al., 2008). Para isso, diferentes métodos tém sido aplicados para
quantificar proteinas de misturas complexas, mas a aplicacdo de cada um desses métodos ira
depender da forma como sera abordada a anélise quantitativa e o analisador de massa a ser
utilizado (Bantscheff et al., 2007). Essa analise quantitativa pode ser determinada de duas
formas: absoluta ou relativa. Na primeira, a quantidade absoluta de cada proteina presente em
uma mistura pode ser determinada. Enquanto que na segunda abordagem, avalia-se a mudan-
¢a nos niveis de expressao das proteinas identificadas entre duas condicdes biologicas diferen-
tes (Panchaud et al., 2008; Cox e Mann, 2011). Uma variedade de estratégias pode ser aplica-
da nessa forma de quantificacdo, podendo ser categorizadas em "stable-isotope-labeling” e
"label-free”(Thelen e Peck, 2007; Schulze e Usadel, 2010). Entretanto, cada uma dessas estra-
tégias apresentam vantagens e limitacdes que devem ser avaliadas durante a definicdo do de-
senho experimental. A abordagem quantitativa "label-free” vem se tornando muito popular
por ser uma estratégia mais simples e barata quando comparada as outras técnicas (Thelen e
Miernyk, 2012). Nos Gltimos anos, uma nova abordagem quantitativa denominada MSF vem
sendo utilizada, que consiste em um método de quantificacdo label-free baseada na aquisicdo
independente de dados (DIA). Neste método, ha alternancia de duas condi¢des de energia de
colisdo, no qual os peptideos intactos sdo detectados em baixa energia e os fragmentos idnicos
sdo gerados em alta energia de colisdo. Essa abordagem permite que a fragmentacéo dos pep-
tideos ocorra sem isolamento prévio do peptideo precursor. Para correlacionar os fragmentos
ibnicos com seus correspondentes peptideos precurores, sdo levados em consideracdo o tempo
de retencdo, a acuracia de massa e outras propriedades fisioquimicas dos peptideos (Levin,

Hradetzky e Bahn, 2011; Murad et al., 2011).
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No geral, a analise protedmica baseada em técnicas independente de gel tem mostrado
ser uma ferramenta poderosa na identificacdo de potenciais alvos com aplicacdo
biotecnologica, mas possui limitagcbes quando envolve misturas complexas. Segundo
Baggerman et al. (2005), durante a analise MudPIT, apenas parte dos peptideos obtidos da
digestdo de uma amostra complexa é selecionada aleatoriamente para fragmentacdo. Isso
significa que a reprodutibilidade da anélise é baixa, uma vez que, a repeticdo da analise dessa
amostra pode gerar diferencas na lista de proteinas identificadas. Além disso, técnicas
independentes de geis também ndo discriminam isoformas de uma proteina baseadas em um
unico peptideo triptico. Assim, como na técnica de 2-DE, a presenca de uma grande
guantidade de determinadas proteinas pode ocasionar um mascaramento de outras proteinas
menos abundantes e levar a identificacdo de um numero menor de proteinas (Morel et al.,
2006). Apesar dessas limitacOes, essa abordagem tem provado ser mais rapida que métodos
que utilizam analise em géis. Avancos tecnoldgicos dessa metodologia tem permitido uma
melhora na eficiéncia de identificacdo e analise comparativa de proteinas presentes em
misturas complexas, possibilitando até a deteccdo de modificacbes poOs-traducionais na

proteina. (Delahunty e Yates, 2005).
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JUSTIFICATIVA

Devido a diversidade de pragas que atinge a cultura do tomate, em especial 0s
begomovirus, tornou-se necessaria a busca por linhagens de tomateiros resistentes a esses
patdgenos. No Brasil, programas de melhoramento tém visado a selecdo de gendtipos
resistentes a esses fitovirus. Recentemente, foi possivel identificar o gene de resisténcia
denominado tcm-1 (Garcia-Cano et al., 2008). Entretanto, informacdes sobre os mecanismos
de resisténcia envolvidos na interacdo begomovirus—hospedeiro tanto em plantas modelo,
como em tomateiro sdo limitadas. Como forma de obter e gerar mais dados sobre esses
mecanismos, foram utilizadas duas abordagens protebmicas nesse estudo: a eletroforese
bidimensional (2-DE), amplamente aplicada em estudos na area vegetal e a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa (MudPIT) que vem sendo utilizada como
alternativa a técnicas protebmicas baseadas em gel. A interacdo ToCMoV-planta hospedeira
foi analisada utilizando essas abordagens como tentativa de obter uma ampla cobertura

protedmica sobre as vias metabdlicas afetadas durante a infecgéo viral.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar a interacdo planta hospedeira-Tomato chlorotic
mottle virus (ToCMoV), visando compreender os mecanismos de viruléncia do patogeno e

resisténcia da planta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar proteinas moduladas pelo fator de viruléncia AC2 do begomovirus
ToCMoV em planta hospedeira modelo utilizando as ferramentas de eletroforese
bidimensional.

e ldentificar proteinas de tomateiro contendo o locus tcm-1 envolvidas na defesa e/ou
resisténcia ao begomovirus ToCMoV, utilizando cromatografia multidimensional

acoplada a espectrometria de massa.

HIPOTESE

As interacdes begomovirus / hospedeiros (suscetiveis ou resistentes) apresentam um
padréo diferenciado de expressdo proteica proveniente da interacdo entre proteinas virais e

proteinas envolvidas na resisténcia da planta hospedeira.
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CAPITULOI

Identificacdo de proteinas do hospedeiro reguladas pelo fator de viruléncia
AC2 de Tomato chlorotic mottle virus em Nicotiana benthamiana
(Identification of host proteins regulated by the virulence factor AC2 of
Tomato chlorotic mottle virus in Nicotiana benthamiana)

Este capitulo foi publicado com pequenas modificacdes como:

Lilian Silveira Travassos Carmo, Renato Oliveira Resende, Luciano Paulino Silva, Si-
mone Graca Ribeiro and Angela Mehta. (2013). Identification of host proteins modulated
by the wvirulence factor AC2 of Tomato chlorotic mottle virus in Nicotiana
benthamiana.Proteomics 13:1947-1960.
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RESUMO

O tomate, uma das culturas mais importantesno mundo, é severamente afetado por be-
gomovirus bipartidos como o Tomato chrolotic mottle virus (ToCMoV). Para os begomovi-
rus, durante o processo de infeccdo, o fator de viruléncia AC2 é considerado crucial para o
sucesso da interacdo virus-planta e € conhecido por atuar como fator transcricional nas células
infectadas. Em alguns begomovirus, AC2/ TrAp pode também atuar como uma proteina su-
pressora de silenciamento. Entretanto, as funcdes da proteina AC2 do ToCMoV ainda nao
foram determinadas. O objetivo deste trabalho foi identificar as proteinas diferencialmente
expressas na planta modelo Nicotiana benthamianaem resposta a expressao do gene AC2,
isolado de ToCMoV. Plantas de N. benthamiana foram inoculadas com Agrobacterium tume-
faciens contendo o vetor viral Potato virus X (PVX) e com a construcdo PVX-AC2. Eletrofo-
rese bidimensional foi realizada e as proteinas foram identificadas por espectrometria de mas-
sa. Os resultados mostraram que a expressao da proteina AC2 de ToCMoV alterou diversas
proteinas importantes para o desenvolvimento normal da planta, causando um desequilibrio
na homeostase celular. Os resultados obtidos revelaram o efeito de AC2 na modulagdo dos
processos de defesa da planta pelo aumento da expressdo de varias proteinas relacionadas com
estresse oxidativo e patogenicidade, bem como, seu papel na modulacdo do proteoma do hos-

pedeiro envolvido na fotossintese e na producao de energia.

Palavras-Chave: interacdo planta-virus, expresséo diferencial, ToOCMoV
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1. INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicon) € uma das principais hortalicas cultivadas em todo o
mundo sendo severamente afetado por varios patdgenos como, nematoides, fungos, bactérias
e virus. Entre os virus, destacam-se 0s geminivirus, pertencentes ao género Begomovirus
(familia Geminiviridae), que sdo transmitidos por mosca branca e afetam a producdo de
tomate em varios paises (Varma e Malathi, 2003), incluindo o Brasil, onde as perdas podem
variar de 40% a 100% (Faria et al., 2000). Na tentativa de minimizar os prejuizos causados
por esses virus, uma caracterizacdo dos begomovirus presentes nas regides de cultivo de
tomate no Brasil foi realizada. Os resultados revelaram um grupo altamente diversificado e
filogeneticamente distante de begomovirus reportados em outros paises (Castillo-Urquiza et
al., 2008; Albuguerque et al., 2012). Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) é uma das
cinco espécies de begomovirus predominante em varias areas de cultivo de tomateiro no
Brasil. O controle de begomovirus é feito através da aplicacdo de pesticidas contra a mosca
branca, mas sdo métodos onerosos e pouco eficientes. O desenvolvimento de tomateiros
resistentes parece ser a melhor alternativa a ser usada, juntamente com o manejo de mosca
branca/begomovirus. Entretanto, a compreensdo da interacdo entre ToCMoV e a planta
hospedeira suscetivel e/ou resistente é essencial para estabelecer com maior eficiéncia as

estratégias de manejo da doenca.

O fator de viruléncia AC2, isolado de diferentes geminivirus, é considerado crucial
para 0 sucesso da interacdo entre o virus e a planta hospedeira. O gene AC2 codifica a protei-
na multifuncional AC2 (também chamada C2, AL2 e TrAp), que esta presente em todos 0s
membros do género Begomovirus. A proteina AC2 pode ser encontrada no nucleo e no cito-

plasma das células infectadas do hospedeiro (Wang et al., 2003; Yang, X. et al., 2007) e ¢
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conhecida por ativar a transcri¢cdo de outros genes virais, Como a capa proteica e a proteina de
movimentacao intracelular (nuclear shuttle protein-NSP) (Sunter e Bisaro, 1991; 1992). Além
disso, a proteina AC2 de alguns begomovirus pode atuar como supressor de silenciamento
génico pela ativacdo da transcricdo de genes supressores de silenciamento (Trinks et al.,
2005) ou pela inativacdo da adenosina quinase, que é importante para varios processos como
o ciclo de transmetilacdo, na expressdao génica de resposta primaria a citocinina (Baliji,
Lacatus e Sunter, 2010) e inativacdo da quinase ndo fermentadora de sacarose (sucrose non-
fermenting 1 kinase) (Hao et al., 2003).

A proteina viral AC2 pode desempenhar um papel na inibicdo do processo de metila-
¢do, um importante mecanismo de defesa de plantas hospedeiras contra infeccdo viral (Raja et
al., 2008; Lozano-Duran e Bejarano, 2011). AC2 também pode interferir na expressao de
reguladores de varios processos celulares, como as SCFs (Skp1/Cullinl/F-box) que sdo prote-
inas associadas a ubiquitinacdo (Lozano-Duran e Bejarano, 2011). Foi relatado também que
AC2 pode aumentar a suscetibilidade de plantas hospedeiras infectadas por virus (Sunter,
Sunter e Bisaro, 2001).

Apesar das varias informacdes a respeito da multifuncionalidade de AC2, ainda é limi-
tado o conhecimento sobre a funcdo da proteina AC2 do begomovirus ToCMoV ou seu efeito
sobre a expressao global de proteinas da planta hospedeira. Além disso, a funcdo de AC2 do
ToCMoV como supressor de silenciamento ainda ndo foi demonstrada.

Uma das estratégias frequentemente usada para analisar o efeito de uma determinada
proteina em planta é atraves de expressao heterologa usando vetores virais, como o Potato
virus X (PVX) e o Tobacco mosaicvirus (TMV) (Chapman, Kavanagh e Baulcombe, 1992).
Lacorte et al. (Lacorte et al., 2010) construiram versdes desses dois vetores virais compativeis

com a tecnologia Gateway, mostrando que genes de interesse sao eficientemente clonados por
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recombinacdo e expressos com sucesso. Essa abordagem foi utilizada em varios estudos e
mudancas no perfil de transcricdo foram relatadas. Amin et al. (2011) mostraram que a ex-
pressdo transiente de genes de diferentes begomovirus, incluindo o gene C2, alteraram o fené-
tipo das plantas de N. benthamiana, como também modularam os niveis de miRNA. De forma
semelhante, Hong et al. (1997) usaram o vetor viral PV X para avaliar o efeito do gene AC2
isolado de African cassava mosaic virus (ACMV) em plantas modelo transgénicas de N. ben-
thamiana, mostrando o potencial desse sistema para investigacao funcional de AC2 em plan-
tas.

Embora culturas como Phaseolus vulgaris e tomate (Luna et al., 2012) e plantas mo-
delo de Arabidopsis thaliana e Nicotiana spp. terem sido usadas em estudos funcionais de
genes virais (Baliji, Lacatus e Sunter, 2010), N. benthamiana é considerada a melhor escolha
para investigacGes de interacdo planta-patdgeno, uma vez que apresenta regides gendmicas
homologas a outras solandceas de importancia econdmica, como tomate, batata e pimenta.
Além disso, N. benthamiana é suscetivel a diversos patdgenos, incluindo bactéria e virus, en-
tre outros (Goodin et al., 2008). Foi demonstrado que N. benthamiana é uma eficiente hospe-
deira para estudos envolvendo inducdo de silenciamento génico por virus e expressdo transi-
ente de proteina (Voinnet et al., 2003; Senthil-Kumar e Mysore, 2011).

Neste presente estudo, a planta modelo N. benthamiana e o vetor viral PV X foram uti-
lizados para a analise do efeito da proteina AC2 do begomovirus ToCMoV no perfil global de
proteinas da planta hospedeira, na tentativa de compreender melhor as mudangas moduladas
por esse fator de patogenicidade. Foi observado que a proteina AC2 interfere em varios pro-
cessos celulares, com maior efeito sobre a homeostase celular da planta hospedeira, causando

estresse oxidativo e 0 aumento na expressao de proteinas relacionadas com defesa.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Vetor viral, material vegetal e inoculacao

A construcdo do vetor PVX-AC2, usada neste estudo, foi previamente obtida (Ribeiro,
S. G., 2006). Resumidamente, o gene AC2 foi amplificado por PCR a partir de um clone
infeccioso de ToCMoV (Ribeiro, Martin, et al., 2007) com oligonicleotideos especificos
contendo sequéncias que flanqueam os sitiosde attB para permitir a clonagem pelo sistema
Gateway® (Invitrogen). O fragmento de PCR foi introduzido por recombinacdo BP no
plasmideo pDonr 207 usando o mix de enzima BP-clonase Il (Invitrogen), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Em seguida, a reacdo de recombinacdo LR foi feita no vetor de
destinacdo compativel com a tecnologia Gateway, PVX-GW (Lacorte et al.,, 2010),

originando o PVX-AC2 (Figura 1.1).

attB1 attB2

CaMV35S 1 T-nos
LB AC2 RB

Figura 1.1. Diagrama do vetor PVX-AC2. CaMV35S: promotor Cauliflower mosaic virus 35S
(CaMV35S); Replicase: RNA - dependente de PVX RNA polimerase; TGB:PVX triplo bloco génico;
AC2: gene AC2 do Tomato chlorotic mottle virus; CP: capa proteica de PVX; T-nos: sequéncia
terminadora nopalina sintase de Agrobacterium tumefaciens; attB1 e attB2: sitios de recombinacao

Gateway; LB e RB: bordas esquerda e direita do T-DNA.

Plantas de N. benthamiana, apresentando 3-4 folhas verdadeiras, foram usadas para
inoculagdo com Agrobacterium tumefaciens GV3101 contendo PVX-AC2 e o vetor PVX
vazio como controle. Duas folhas foram perfuradas ao redor da nervura central com palito de

dente mergulhado em cultura bacteriana (Bucher et al., 2004). Folhas da regié&o apical foram
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coletadas 5,10,15 e 17 dias ap0s a inoculacdo (dai) para extracdo de proteina e RNA e o0s

sintomas foram monitorados durante este periodo (Figura 1.2 e 1.3).

2.2. Extracdo de RNA e andlise por RT-PCR

Folhas de N. benthamiana inoculadas com PVX-AC2 e PVX coletadas 5,10,15 e 17
dai foram maceradas em nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido usando RNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) de acordo com o manual do fabricante. Para a sintese de cDNA, aproxima-
damente 2ug de RNA total foram misturados com 500 ng de oligo d(T)primer e 0.5 mM
dNTP, com incubagéo por 5 min. a 65°C. Um microlitro de Superscript Reverse Transcriptase
I1 (200 U/uL), 1X First strand buffer (Invitrogen) e 10 mM DTT foram adicionados e a reagéo
foi incubada por 60 min. a 42°C, seguida por mais 15 min. de incubacgéo a 70 °C. Para as rea-
¢bes de PCR foram utilizados primers especificos para capa proteica de PV X (CP) (forward:
ATGTCAGCACCAGCTAGCAC e reverse: GTTATGGTGGTGGTAGAGTG) e para 0 gene
AC2 de ToCMoV (forward: 5’-GGTACCGCGCGGCCGCATGCGCAATTCATCTT-3’ ¢
reverse: 5’-GTCGACGCGGCCGCCTATTTAAATATGTCATCCC-3’). Um total de 0.5 pL
de cDNA sintetizado, 0.15uM de cada primer, 150 uM dNTP, 1 U Taq DNA polimerase e 1X
de tampé&o correspondente (Invitrogen) foram usados para as rea¢des de PCR nas seguintes
condig@es: 4 min. a 95°C, 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 55°Ce 1 minuto a 72°C,
com extensdo final de 4 min. a 72°C. Os fragmentos amplificados foram separados em gel de

agarose a 1% e depois visualizados por coloragdo com brometo de etidio sob luz UV.

2.3. Extracdo de proteinas
Proteinas totais foram extraidas de aproximadamente 2 mg de tecido vegetal macera-

do. Somente plantas infectadas foram usadas para extracdo de proteinas. Dois experimentos
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bioldgicos foram realizados e pelo menos cinco géis de cada amostra foram obtidos. Proteinas
foram extraidas de acordo com Mot &Vanderleyden (1989) pela adi¢do de 750 pL de tampéo
de extracdo (0,7 M sacarose, 0,5 M Tris-HCI, 30 mM HCI, 50 mM EDTA, 0.1 M KClI, e 40
mM DTT) ao material vegetal macerado e 0 mesmo volume de fenol. As amostras foram agi-
tadas por 15 min. e centrifugadas por 3 min a 12 000 rpm. A fase superior foi transferida para
um novo tubo e duas novas extracdes foram feitas com o tampdo de extracdo. As proteinas
foram precipitadas em 0,1 M de acetato de amonio (em metanol), lavadas com acetona 80% e
ressuspendidas em tampéo de solubilizacdo (7 M uréia;1 M tiouréia; 4% m/v CHAPS; 2%
IPG tampédo pH 3-10 NL; 40mM DTT). Para a quantificacdo, foi utilizado o reagente Bio-
Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad), de acordo como manual do fabrican-

te.

2.4. Western blot

Para a analise de Western Blot, proteinas foram extraidas de aproximadamente 1 mg
de tecido macerado das amostras coletadas em 5, 10, 15 e 17 dai. Aproximadamente 40ug de
proteinas totais foram submetidas a SDS-PAGE usando gel de poliacrilamida a 12%. As a-
mostras foram transferidas para membranas de PVDF (Hybond-P/GE Healthcare Life Scien-
ces), a qual foi bloqueada com leite a 5% em PBS-T (68 mM NaCl, 58 mM Na2HPO4, 17
mM NaH2PO4 pH 7.4 e 0,1% v/v Tween-20) por 24 h a 4°C e lavadas duas vezes com leite a
0,5% em PBS-T por 10 min. As membranas foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente
com anticorpo primario anti-capa proteica de PV X (diluido 1:2500 com leite a 0,5% em PBS-
T) e anti-Tomato golden mosaic virus (TGMV) AC2 (diluido 1:2000 em leite a 0,5% em
PBS-T). Apos duas lavagens com leite a 0,5% em PBS-T, foi adicionado o anticorpo secundé-

rio anti-RabbitlgG (Sigma) conjugado com a fosfatase alcalina, diluido 1:10000 em leite a

-26 -



0,5% em PBS-T, e as membranas foram incubadas por 1h a temperatura ambiente. Novamen-
te, as membranas foram lavadas com leite a 0,5% em PBS-T e a imunodeteccdo foi realiza
utilizando as pastilhas SIGMAFAST™ BCIP® (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro

blue tetrazolium/ Sigma) dissolvida em 10 mL de agua.

2.5. Técnica 2-DE e anélise de imagem

Tiras de gel de poliacrilamida (Immobiline DryStrips, 13 cm, pH 3-10 NL) foram hi-
dratadas com 280uL de tampdo de rehidratacdo (com tragos de azul de bromofenol) contendo
aproximadamente 600ug de proteinas por 16 h. A primeira dimensdo foi realizada em um
sistema de eletroforese Multiphorll (GE Healthcare), de acordo com o manual do fabricante
(fase 1: 300 V, 2 mA, 5W, 0:01 h; fase 2: 3500 V, 2 mA, 5 W, 1:30 h; fase 3: 3500 V,2 mA,
5 W, 4:00 h). As tiras foram deixadas em tampdo de equilibrio (1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 6 M
Uréia; 30% Glicerol;2% SDS; 1% azul de bromofenol) com 1 M DTT por 15 min, seguido
por mais 15 min no mesmo tampdao contendo 2,5% de iodoacetamida. A segunda dimenséo
foi realizada em SDS-PAGE usando géis de poliacrilamida a 13% e marcador de massa mole-
cular “Benchmark Protein Ladder” (Invitrogen).

As proteinas foram coradas com Coomassie Blue G-250 e os géis, em replicatas, fo-
ram digitalizados com o ImageScanner 111 (GEHealthcare). Trés géis de cada condicdo que
mostraram alta resolucdo e homogeinicidade no padréo eletroforético foram selecionados e
usados para a analise de dados e imagem no programa Image Master 2D Platinum version
7.05 (GE Healthcare). As proteinas foram automaticamente detectadas, seguido por edicao
manual para melhorar a deteccédo e eliminar possiveis artefatos da técnica. O alinhamento e a
deteccdo de proteinas foram checados manualmente. As proteinas foram aceitas como sendo

diferencialmente expressas, quando apresentaram alteracdo na expressdo de 1,5 vezes e as
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diferencas foram significativas por teste t-Student com um nivel de significancia de 95%. A
analise de imagem foi realizada levando em consideracdo a reprodutibilidade e somente prote-
inas presentes em duas das trés replicatas foram consideradas para analise de expresséo dife-

rencial.

2.6. Identificacdo de proteinas por MS

Os fragmentos do gel, contendo as proteinas diferencialmente expressas, foram lava-
dos por 15 min em acetonitrila a 50% e 25 mM bicarbonato de aménio e entdo desidratadas
com acetonitrila a 100% por 10 min (Shevchenko et al., 1996). Esses fragmentos foram rei-
dratados em 15uL de 0,1ug/uL de solucdo de tripsina (trypsin Sequencing Grade, Promega)
preparada em 50 mM NH4HCO3 e incubada a 37° C por 22 h. Apoés a digestdo, 1uL desta
solucdo foi misturada com 1L deécido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (10 mg/mL em aceto-
nitrila a 50% e acido trifluoracético a 0,1%) e aplicada manualmente na placa de MALDI. Os
peptideos foram analisados em espectrometro de massa UltraFlex 111 ou Auto-Flex Speed
MALDI TOF-TOF (Bruker Daltonics) operado em modos refletor positivo (MS) e LIFT™
(MS/MS).

As listas dos picos representativos dos peptideos tripticos foram geradas pelo progra-
ma FlexAnalysis 3.3 (BrukerDaltonics). Todas as listas de picos correspondentes a MS e
MS/MS foram individualmente confrontadas com o sistema de buscas MASCOT (Matrix
Science, UK) através do banco de dados de proteinas do NCBInr e taxonomia Viridiplantae.
A tolerancia de massa usada nas buscas foi de 150 ppm e apenas a perda de uma clivagem foi
permitida. ModificacOes fixa e variavel foram definidas como carbamidometilacdo de resi-

duos de cisteina e oxidagdo de residuos de metionina, respectivamente.
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O valor de corte para a probabilidade baseada em pontuacdo MOWSE, calculada pelo
MASCOT (com p <0.05), foi usado para aceitar a identificacdo. Para os dados de MS/MS, a
tolerancia peptidica foi de 150 ppm ea tolerancia de massa de ions igual a 0.6 Da, apenas uma
perda de clivagem foi permitida e fragmentos ionizados com carga igual a +1 foram conside-
rados. Quando o pl e a massa molecular das proteinas correspondentes ndo estavam disponi-
veis, esses valores foram calculados através da ferramenta ‘Compute pl/Mw’ do portal EXx-

PASYy (http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas AC2 de varios begomovirus ja foram estudadas e algumas descritas como
supressoras de silenciamento génico (Selth, Randles e Rezaian, 2004; Vanitharani et al.,
2004; Trinks et al., 2005; Wang et al., 2005; Luna et al., 2012). Embora a fung¢do supressora
de silenciamento da proteina AC2 de ToCMoV ainda ndo tenha sido estabelecida, foi
demonstrado que PVX expressando AC2 de ToCMoV provoca sintomas acentuados em
tomateiros, assim como em plantas de N. benthamiana e Datura stramonium (Ribeiro, S. G.,
2006). Estes resultados indicam que AC2 de ToCMoV é um determinante de patogenicidade,
uma caracteristica comum a varias proteinas virais supressoras de silenciamento (Voinnet,
2005). Sintomas similares foram relatados quando o gene C2 do Tomato leaf curl virus
(TLCV) foi expresso em plantas de N. benthamiana (Selth, Randles e Rezaian, 2004),

mostrando que esse gene tem um papel importante na patogenicidade.

Neste estudo, foi analisado o perfil protebmico de plantas de N. benthamiana
inoculadas com o vetor viral PVX expressando a proteina AC2 do begomovirus ToCMoV

visando entender melhor o efeito deste fator de patogenicidade na expressdao global de
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proteinas da planta hospedeira. Os sintomas de N. benthamiana inoculadas com A.
tumefaciens contendo os vetores PVX-AC2 e PV X (controle) foram comparados aos 5, 10, 15
e 17 dai (Figura 1.2). Plantas inoculadas com PV X mostraram sintomas leves, enquanto que
plantas inoculadas com PV X-AC2 apresentaram clorose e lesGes necroticas, encrespamento e
necrose sistémica (Figura 1.3), como observado anteriormente (Ribeiro, S. G., 2006). A
confirmacdo da infeccdo e expressdao de AC2 foi também realizada por RT-PCR usando
‘primers’ especificos para CP de PVX e AC2 de ToCMoV (Figura 1.4). A analise de RT-PCR
mostrou que os mMRNAs de CP e AC2 foram observados aos 5 dai com aumento de
intensidade aos 10, 15 e 17 dai. Embora os niveis de mRNA de AC2 tenham sido mais baixos
em 17 dai, quando comparado a 15 dai, os resultados mostram que AC2 € expressa nos

estagios iniciais da infeccao e seus niveis aumentam durante o desenvolvimento da doenca.

A expressdo da proteina AC2 foi também analisada por Western Blot (Figura 1.4). Os
resultados mostram que a proteina AC2 pdde ser observada em 15 dai, 0 que esta de acordo
com os resultados de RT-PCR, que mostram a deteccdo de mRNAs de AC2 em 5 dai. Embora
a proteina AC2 tenha sido observada apenas aos 15 dai, é provavel que esta proteina esteja
presente numa fase anterior em baixas concentracdes e que a capacidade de detecgdo por
Western blot ndo tenha sido suficiente para permitir a sua visualizacdo. Além disso, 0
anticorpo utilizado foi desenvolvido contra a proteina AC2 de outro virus (TGMV), o qual
possui, 70% de identidade com a sequéncia da proteina AC2 de ToCMoV (Figura 1.4). E
possivel que os niveis baixos de deteccdo tambeém possam ser devido & menor especificidade

do anticorpo.

Em relacdo a resposta da planta, é provavel que, mesmo uma baixa concentracdo da
proteina AC2 desencadeie respostas do hospedeiro e cause alteracbes na expressdo proteica.

Este fato levanta a questdo sobre o ponto de amostragem ideal para a analise de expressdo na
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planta hospedeira. A decisdo sobre o estdgio de infeccdo da planta a ser analisado é
controverso e ainda representa um desafio, uma vez que o momento exato em que a planta
comeca a responder ao patdégeno nao é conhecido. Além disso, é preciso observar as
limitacGes na deteccdo dessas mudancas. Em fases iniciais, por exemplo, a quantidade de
tecido infectado ainda € limitada e provavelmente, poucas células sdo afetadas. Como
também, tempo para que a planta possa responder e produzir sintomas visiveis. Uma maneira
de superar esse dilema é combinar amostras de diferentes pontos de coleta. Esta estratégia foi
relatada em outros estudos de expressdo diferencial (Guimardes et al., 2012; Rawat et al.,
2012) e embora uma visdo mais ampla do processo bioldgico pode ser obtida, alguma perda
de informacdo é inevitavel. Neste estudo, a estratégia de agrupar amostras de diferentes dai
foi utilizada na tentativa de observar as mudancas nos estagios iniciais e finais da infec¢do. As

proteinas totais foram extraidas e analisadas por 2-DE.

A analise dos géis revelou aproximadamente 500 proteinas por gel e como esperado, a
maioria das proteinas foram observadas na faixa de pH de 4 a 7 e variaram em massa de 15-
100 kDa (Figura 1.5). As réplicas dos géis da condicédo controle (plantas inoculadas com vetor
PVX) revelou um coeficiente de correlacdo (r%) > 0,96, indicando uma alta reprodutibilidade
entre as repeticbes. Da mesma forma, a andlise de 2-DE das replicatas das plantas inoculadas
com PVX-AC2 mostrou um r? > 0,98 (Figura 3). Quando a analise de 2-DE de ambas as
amostras (PVX e PVX-AC2) foram comparadas, foi obtido um r? de 0,84, o que sugere que a

proteina AC2 interferiu no perfil protedmico da planta hospedeira.

Quando o perfil proteico das plantas inoculadas PVX-AC2 foi comparado com a
condicdo controle, um total de 42 proteinas mostraram variagdo estatisticamente significativa
acima da razdo de 1,5, incluindo 24 aumentadas e 13 diminuidas, bem como, 3 proteinas

exclusivas das plantas inoculadas com PVX-AC2. Somente 2 proteinas foram observadas
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como exclusivas nas plantas inoculadas com PV X (Figuras 1.5 e 1.6; Tabela 1.1). Um total de
36 proteinas diferenciais foram identificadas com sucesso por MS e sdo mostradas nas
Tabelas 1.2. Foi interessante observar que, a maioria destas proteinas foi regulada
positivamente na presenca do gene AC2 (Figura 1.6) e suas identidades indicam que
diferentes processos bioldgicos foram afetados. Uma tentativa de classificar as proteinas
identificadas foi realizada com base na literatura e seus papeis biologicos sdo discutidos a

sequir.

Sdp

10 dp1

15 dp

17 dp1

Figura 1.2. Visdo das folhas infectadas em 5, 10, 15 e 17 dia apds a infec¢cdo. (A) Sintomas de plantas
N. benthamiana infectadas com PVX-AC2 e (B) Sintomas de plantas N. benthamiana infectadas

com Potato virus X ( PVX), como indicado.
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Figura 1.3: Sintomas de plantas de N. benthamiana infectadas com Potato virus X (PVX) (A,BeC)e
com PVX-AC2 (D, E e F). (A, D): folhas inoculadas com A. tumefaciens contendo PVX e PVX-AC2.
(B, E): Sintomas sistémicos mostrando lesdes de mosaico e necrose, respectivamente, aos 17dias apos
a inoculagdo. (C, F): Visdo global de plantas de N. benthamiana inoculadas com PVX e PVX-AC2,

respectivamente.
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PVX-AC2
Sdpt 10dp 15dp 17dm Sdpi 10dpt 15dpi 17dp
B
- - -~ 'b, ’\ ’\ -~
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Figura 1.4. Expressdo dos genes/proteinas CP (capa proteica de Potato virus X- PVX) e AC2 em
plantas de N. benthamiana infectadas com os vetores PVX e PVX-AC2 . (A) Analise de RT-PCR dos
niveis de expressdo génica de CP e AC2 em 5, 10, 15 e 17 dai. (B) Anélise por Western Blot dos
niveis de expressdo das proteinas CP e AC2 em 5, 10, 15 e 17 dai. (C) Alinhamento das sequéncias

das proteinas de TGMV-AC2 e ToCMoV-AC2, mostrando uma identidade de amino&cidos de 70%.

3.1. Proteinas virais expressas em plantas infectadas com PVX-AC2 e PVX

Vaérias proteinas presentes nos mapas 2D de plantas inoculadas com PV X e com PV X-
AC2 foram identificadas como proteinas virais de PVX, tais como TGB1 (proteinas de mo-
vimento viral, 25 kDa) (spot 102) e a CP (spots 131, 129, 123, 428, e 444) (Figura 1.5 e Figu-

ra 1.6).
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Figura 1.5. Géis representativos de plantas de N. benthamiana infectadas com Potato virus X
(PVX) e PVX-AC2 (A), como indicado, e analise de dispersdo das proteinas gerada pelo
programa ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Helthcare) (B-D). As setas indicam as proteinas
diferencialmente expressas: (+) expressdo aumentada e (-) expressdo diminuida. Proteinas

circuladas indicam proteinas possivelmente exclusivas.
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Proteinas diferencialmente expressas
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Figura 1.6. Diagrama mostrando proteinas que tiveram a expressdo aumentada (barras verdes)
e diminuidas (barras vermelhas) em plantas de N. benthamiana inoculadas com PVX-AC2. O
eixo X representa a razdo de expressao detectada em PV X-AC2 quando comparada com PVX

(PVX-AC2/PVX).

Tabela 1.1. Proteinas diferencialmente expressas e estastisticamente validadas pelo programa
ImageMaster 2D Platinum 7.05.

'Mf[tfh' C'Vc')itrfth PVX PVX-AC2 Anova Expressio Identificacéo
22 2 0.319708 0.521057 0.0061382 1.63 Proteina rica em glicna ligante de RNA-1a
31 2 0.23523 0.37265 6.82E-04 1.58 Superdxido dismutase [Cu-Zn] 1
58 2 0.0542656 0.108328 0.0118722 2.00 BTF3
59 2 0.18992 0.28281 0.0187819 1.49 Proteina ribossomal L12-1a
78 2 0.0394448 0.0626032 0.0170283 1.59 Calose sintase
94 2 0.0494843 0.20997 0.0348209 4.24 Ribulose-fosfato 3-epimerase
102 2 0.729865 1.99562 0.0073455 2.73 Proteina de movimento-25 kDa
111 2 0.0693269 0.0218592 0.0199302 -3.17 Maturase K
117 2 0.196501 0.713107 0.0375785 3.63 Quitinase (PR-Q)
123 2 9.68079 1.39387 3.49E-04 -6.95 Capa proteica
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129 2 1.70231 0.339314 2.39E-04 -5.02 Capa proteica

131 2 0.371485 0.207256 0.0056913 -1.79 Capa proteica

162 2 0.0151481 0.0496323 0.0221989 3.28 Canal de anion dependente de voltagem
187 2 0.083911 0.297705 0.0112216 3.55 Endo-1.3-beta-D-glucanase

201 2 0.111568 0.209875 0.0046255 1.88 Anexina

214 2 0.130217 0.0685592 0.0194891 -1.90 Malato desidrogenase

247 2 0.0100075 0.0509956 0.0080524 5.10 Formato desidrogenase mitocondrial
306 2 0.0407904 0.0905173 0.0486385 2.22 SGT1

330 2 0.0798716 0.0436468 0.0067616 -1.83 Peptidase mitoc‘zg‘_j&fgpd)e processamento
338 2 0.170597 0.295748 0.0426168 1.73 Subunidade pda ATP sintase (mitocondria)
379 2 0.0713301 0.184934 9.59E-04 2.59 Dissulfeto isomerase

386 2 0.0420572 0.0679663 0.0211562 1.62 Succinato desidrogenase

394 2 0.0873892 0.158889 0.0305453 1.82 Subunidade p da ATPase (cloroplasto)
406 2 0.100442 0.248624 0.0050854 2.48 BIP 5 /GRP 78)

428 2 0.409725 0.0787743 0.0334465 -5.20 Capa proteica

432 2 0.0726214 0.0269637 0.0400602 -2.69 -

436 2 0.0239951 0.005378 0.0370825 - 4.46 -

439 2 0.0687607 0.0168499 0.0182691 -4.08 Fosforibuloquinase

440 2 0.0635931 0.136992 0.0010374 2.15 Endo-1.3-beta-D-glucanase

444 2 0.215826 0.0174505 0.0073341 -12.37 Capa proteica

451 2 0.132384 0.271458 0.0326013 2.05 Chaperonina 20

455 2 0.0449377 0.0832642 0.0098984 1.85 Fosfomanomutase

461 2 0.0414283 0.0081549 0.048162 -5.08 -

465 2 0.0813387 0.378845 0.00691 4.66 Endo-1.3-beta-D-glucanase

466 2 0.0095054 0.083904 0.0141356 8.83 Proteina biossintética de tiazol

468 2 0.0125818 0.0408619 0.0348014 3.25 -

476 2 0.0308543 0.0058608 0.0304152 -5.26 Subunidade a da ATP sintase (cloroplasto)
483 1 - 0.0821656 0.0064966 - -

487 1 - 0.15434 0.0021081 - NtPRp27

492 1 - 0.0938748 0.0053056 - Epoxido hidrolase

514 1 0.0647793 - 0.0046649 - OEE1

515 1 0.0666339 - 0.0047827 - -

(-) Proteinas que ndo foram identificadas.

A proteina de 25 kDa (TGB1) apresentou uma expressdo mais elevada (2.73 vezes
maior) nas plantas inoculadas com PV X-AC2. Esta proteina ja foi reportada como sendo im-
portante para 0 movimento viral de célula para célula, via plasmodesma, em diferentes plantas
hospedeiras (Krishnamurthy et al., 2002; Howard et al., 2004), além de ser capaz de impedir a
sinalizacdo de silenciamento génico (Voinnet, Lederer e Baulcombe, 2000). Além da proteina

TGB1, a capa proteica também € necessaria para facilitar a movimentacdo viral nas células
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hospedeiras (Verchot-Lubicz, 2005). No entanto, em nosso estudo, a expressdo da capa prote-
ica foi menor nas plantas inoculadas com a construcdo PVX-AC2 (Tabela 1.2). Resultados
similares foram relatados anteriormente por Chapman et al. (1992) e de acordo com esses
autores, embora tenha ocorrido menor acumulacdo de mRNA da capa proteica em plantas
infectadas com PV X-GUS, PVX-GUS infectou a planta sistematicamente, como foi observa-
do em nosso estudo para PVX-AC2 (Figura 1.2).

Vaérios spots de aproximadamente 28 kDa, com distintos pontos isoelétricos foram i-
dentificados como capa proteica (Tabela 1.2). Sabe-se que esta proteina sofre varias modifi-
cacOes pbs-traducionais, como glicosilacdo e fosforilacdo, afetando a estrutura fisica e quimi-
ca da superficie da proteina (Atabekov et al., 2001; Karpova et al., 2006), 0 que pode contri-
buir para a presenca de varios spots da mesma proteina com diferentes pls. Além disso, um
comportamento anémalo da capa proteica de PVX em SDS-PAGE foi anteriormente observa-
do (Koenig, 1972).

O fato de AC2 ndo ter sido observado nos géis 2-DE, pode ser explicado por sua mas-
sa molecular de 14,6 kDa (massa tedrica). Os géis foram feitos com concentracdo de 13%

acrilamida, e, por isso, o limite de deteccéo foi de 15 kDa.

3.2. Interferéncia de AC2 em processos fotossintéticos e na producdo de energia na
planta hospedeira

O sucesso da infeccdo viral € altamente dependente da criagdo de um ambiente ade-
quado para a multiplicacdo e movimentacao viral, que envolve o uso da maquinaria celular do
hospedeiro e a0 mesmo tempo, combate as respostas de defesa do hospedeiro. Os virus regu-
lam varios processos da célula hospedeira, tais como, a transcri¢éo, traducdo e modificagdes

pos-traducionais. Assim, o estudo de proteinas do hospedeiro moduladas durante a infeccéo
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viral, representa uma importante abordagem na identificacdo de potenciais alvos para a enge-
nharia genética visando a resisténcia a infeccao viral.

No presente estudo, foi observado que a presenca da proteina AC2 produziu um dese-
quilibrio celular, principalmente de proteinas envolvidas com processos metabdlicos e fotos-
sintéticos, que sdo comumente afetados durante infeccdes virais. Duas proteinas envolvidas
na fotossintese (ribulose-fosfato3-epimerase e proteina rica em glicina ligante de RNA-1a)
foram aumentadas, embora estresses bidticos regulem negativamente genes relacionados com
a fotossintese (Bilgin et al., 2010). Outras proteinas foram diminuidas, incluindo a fosribulo-
quinase (spot 439; - 4.08 vezes) e uma oxygen-evolving enhacer protein 1 (PsbO), subunidade
do complexo fotossintético 11 que foi exclusiva nas plantas infectadas com PV X. A fosforibu-
loquinase estd envolvida na regulacdo do fluxo de aclcar no ciclo de Calvin (Hariharan,
Johnson e Cattolico, 1998) e é regulada sob condicdes de estresse (Chen et al., 2004). Resul-
tados semelhantes foram observados por Soitamo et al (2012) que mostraram que plantas de
fumo transgénicas expressando AC2 de ACMV apresentaram varios genes relacionados a
fotossintese reprimidos, incluindo PsbO. Estes autores sugerem que essas alteracbes na ex-
pressao dos genes relacionados ao metabolismo do aglcar causem um desequilibrio no meta-
bolismo de carboidratos. Além disso, Soitamo et al. (2011) analisaram plantas de fumo trans-
génica com expressdo constitutiva de HC-Pro (helper-component-proteinase), um supressor
de silenciamento derivado do genoma de potyvirus. Esses autores também mostraram protei-
nas do fotossistema, como proteinas da clororespiracdo e do transporte de elétrons que foram
reprimidas nessas plantas. Similarmente a HC-Pro, a presenca da proteina AC2 também resul-

tou no desequilibrio do metabolismo de carbono em plantas de N. benthamiana.
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Tabela 1.2. Proteinas diferencialmente expressas identificadas por espectrometria de massa.

Massa
NUmer (kDa) pl Cobertura
0 Proteina identificada Organismo Acesso teérica/ tedrica/ Sequéncia peptidica Mascot Busca (%)/N° de Erro RMS E-value Expressdo’
Y (NCBInr)® - - d pep Score peptideo (ppm) (PVX-AC2/PVX)
spot experimenta experimental , .
! matched
Montagem e Movimento viral
102 Pm‘e'(”zasrﬂg‘;')memo Potato virus X 0i[138400 24125 6.38/7.18 K.HGVEFVKPCQVTGLEFK.V 155 MS/MS 7 77 2.8e-12 273
131 Capa proteina Potato virus X 0i|61430 25/28 6.73/5.66 K.TAGATPATASGLFTIPDGDFFSTAR.A 149 MS/MS 10/1 55 1l.1e-11 -1.79
129 . Potato virus X i|61430 25/28 6.73/5.90 R.AQSNDFASLDAAVTR.G 78 MS/MS 6/1 29 0.00012 -5.02
Capa proteina
123 Capa proteina Potato virus X 0i|61430 25/28 6.73/7.14 K.TAGATPATASGLFTIPDGDFFSTAR.A 90 MS/MS 10/1 67 1.2e-05 -6.95
. . K.VPTDTMAQAAWDLVR.H 19 2.4e-07
428 Capa proteina Potato virus X 0i|61430 25/28 6.73/6.56 K. TAGATPATASGLETIPDGDEFSTAR.A 111/58 MS/MS 16/2 21 0.035 -5.20
444 Capa proteina Potato virus X gi|61430 25/28 6.73/6.27 K.VPTDTMAQAAWDLVR.H 79 MS/MS 6/1 32 0.00026 -12.35
Fotossintese e Metabolismo energético
94 Ribulose-fosfato-3- Solanum 0i[2499728 30/23 7.71/6.38 R.GLNPWIEVDGGVGPK.N 83 MS/MS 5/1 63 1.9e-06 424
epimerase tuberosum
Proteina rica em glicina I . . R.GFGFVTFK.D 21 6.7e-05
22 ligante de RNA-1a Nicotiana sylvestris  gi[469070 15/15 5.58/5.00 REGGYGGGGGYGGGRR 76/97 MS/MS 13/2 81 1.16-07 1.63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&AUTO_FORMAT=Semiauto&CDD_SEARCH=on&CLIENT=web&COMPOSITION_BASED_STATISTICS=on&DATABASE=nr&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=(none)&EXPECT=10&FILTER=L&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=None&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GAPCOSTS=11+1&I_THRESH=0.001&LAYOUT=TwoWindows&MATRIX_NAME=BLOSUM62&NCBI_GI=on&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&QUERY=MDILIISLKSLGYSRTHKSLDSGPLVVHAVAGAGKSTALRKLILRHPTFTVHTLGVPDKVSIRTRGIQKPGPIPEGNFAILDEYTLDNTTRNSYQALFADPYQAPEFSLEPHFYLETSFRVPRKVADLIAGCGFDFETNSQEEGHLEITGIFKGPLLGKVIAIDEESETTLSKHGVEFVKPCQVTGLEFKVVTVVSAAPIEEIGQSTAFYNAITRSKGLTYVRAGT&SERVICE=plain&SET_DEFAULTS.x=9&SET_DEFAULTS.y=5&SHOW_OVERVIEW=on&WORD_SIZE=3&END_OF_HTTPGET=Yes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&AUTO_FORMAT=Semiauto&CDD_SEARCH=on&CLIENT=web&COMPOSITION_BASED_STATISTICS=on&DATABASE=nr&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=(none)&EXPECT=10&FILTER=L&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=None&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GAPCOSTS=11+1&I_THRESH=0.001&LAYOUT=TwoWindows&MATRIX_NAME=BLOSUM62&NCBI_GI=on&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&QUERY=MSAPASTTQATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLSKIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAAIKEVCTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNSPPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVTNPAAIMPKEGLIRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTTEAVVTLPPP&SERVICE=plain&SET_DEFAULTS.x=9&SET_DEFAULTS.y=5&SHOW_OVERVIEW=on&WORD_SIZE=3&END_OF_HTTPGET=Yes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&AUTO_FORMAT=Semiauto&CDD_SEARCH=on&CLIENT=web&COMPOSITION_BASED_STATISTICS=on&DATABASE=nr&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=(none)&EXPECT=10&FILTER=L&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=None&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GAPCOSTS=11+1&I_THRESH=0.001&LAYOUT=TwoWindows&MATRIX_NAME=BLOSUM62&NCBI_GI=on&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&QUERY=MSAPASTTQATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLSKIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAAIKEVCTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNSPPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVTNPAAIMPKEGLIRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTTEAVVTLPPP&SERVICE=plain&SET_DEFAULTS.x=9&SET_DEFAULTS.y=5&SHOW_OVERVIEW=on&WORD_SIZE=3&END_OF_HTTPGET=Yes
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110627/FttrraEte.dat&hit=gi%7c61430&db_idx=1&px=1&ave_thresh=53&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&AUTO_FORMAT=Semiauto&CDD_SEARCH=on&CLIENT=web&COMPOSITION_BASED_STATISTICS=on&DATABASE=nr&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=(none)&EXPECT=10&FILTER=L&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=None&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GAPCOSTS=11+1&I_THRESH=0.001&LAYOUT=TwoWindows&MATRIX_NAME=BLOSUM62&NCBI_GI=on&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&QUERY=MSAPASTTQATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLSKIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAAIKEVCTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNSPPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVTNPAAIMPKEGLIRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTTEAVVTLPPP&SERVICE=plain&SET_DEFAULTS.x=9&SET_DEFAULTS.y=5&SHOW_OVERVIEW=on&WORD_SIZE=3&END_OF_HTTPGET=Yes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&AUTO_FORMAT=Semiauto&CDD_SEARCH=on&CLIENT=web&COMPOSITION_BASED_STATISTICS=on&DATABASE=nr&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=(none)&EXPECT=10&FILTER=L&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=None&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GAPCOSTS=11+1&I_THRESH=0.001&LAYOUT=TwoWindows&MATRIX_NAME=BLOSUM62&NCBI_GI=on&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&QUERY=MSAPASTTQATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLSKIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAAIKEVCTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNSPPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVTNPAAIMPKEGLIRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTTEAVVTLPPP&SERVICE=plain&SET_DEFAULTS.x=9&SET_DEFAULTS.y=5&SHOW_OVERVIEW=on&WORD_SIZE=3&END_OF_HTTPGET=Yes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=4113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=4113
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20121129%2FFtEtIxTEO.dat&hit=gi%7C469070&db_idx=1&px=1&ave_thresh=46&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
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) ) Mesembryanthemu  gi[125578 6.03/4.88 R.KPDFDAYIDPQK.Q 3 )
439 Fosforibuloquinase monystallinum . gili5222551 44/40 e 7088 K ILVIEGL HPMYDER Y 80/51  MS/MS I 53 0.00021 4.08
o _ ; MS 34/8 60 0.0056 Exclusiva
514 OEE1(PshO) Nicotiana tabacum  gi|11134054 35/34 5.89/4.96 K.QLVASGKPESFSGEFLVPSYR.G 95/106 MS/MS 6/1 59 3.76-07 (PVX)
476 ATP sintase,
subunidade o, Nicotiana sylvestris  gi[78102516 55/81 5.14/4.96 R.EAYPGDVFYLHSR.L 104 MS/MS 2/1 32 6.3e-08 -5.26
cloroplasto
394 i . : .
ATPaSC‘;bf;‘s;‘;;gade P Nicotiana rustica  gi[114557 53/70 5.15/5.08 K. AHGGVSVFGGVGER.T 99 MSIMS 21 9 1.8¢-06 182
338 ATP sintase, subunidade Nicotiana . - MS 44/17 61 8.3e-09
B, mitocondria plumbaginifolia 911114421 59/55 5.95/4.97 K. AHGGFSVFAGVGER.T %41 Mmgms  2n 64 6.86-06 173
330 Z‘;pt'iifss'zg"ecn‘zgd(r'a' Solanum 0i[587562 s4/56 5.99/5.25 R.AEEPTPVYVGGDYR R O Vi 0.83 0.0034 a3
P MPP) a tuberosum gi[266567 5.71/5.25 R.LNSTVLEEFVAENYTAPR.M 3 40 L4e-13 :
386 S“°°'”atgod:s?\'l‘irlogenase* Ricinus communis  gi[255579273 69/68 6.18/6.09 - 104 Ms 28/14 33 0.0009 162
Canal de anion - .
162 Nicotiana tabacum  gi|161788874 29/31 7.79/8.05 K.ASALIQHEWRPK.S 60 MS/MS 4 75 0.031 3.28
dependente de voltagem
Nicatiana - 66/6 16 0.0079
247 Formato desidrogenase attenuata gi|116739352 19/42 5.63/7.57 K.GHQYIVTPDKEGPDCELEK.H 82/82/96/6 MS 10/1 86 9.4e-05 510
mitocondrial Solanum gi[350538487 42142 6.87/7.57 K.ANEYAEMNPNFVGCAENALGIR.E 0 MSIMS 1211 80 3.3¢-06 :
lycopersicum R.YMPNQAMTPHISGTTIDAQLR.Y 5/1 91 0.018
78 Calose sintase A;ﬁg:‘lj;rf’:'s 0i[334184624 22123 9.21/6.40 - 75 Ms 6/10 64 0.039 1.59
Defesa e Estresse oxidativo
465
Endo-1.3-beta-D- Nicotiana tabacum  gi|L00324 18/35 5.49/4.93 K. HFGLFSPDQR.A 82 MS/MS 6/1 66 9e-06 4.66

glucanase


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3544
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20120328/FtGtCxunm.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20120328/FtGtCxunm.dat#Hit1
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®Mais de um acesso citado indica diferentes “hits” para os peptideos identificados de uma mesma proteina.

® O sinal (-) indica diminuicéo de expresséo.
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Outras proteinas envolvidas no transporte de elétrons no cloroplasto e mitocondria
foram identificadas no presente estudo. A expressao da subunidade o da ATPase do cloroplas-
to foi diminuida em plantas infectadas com PVX-AC2 (spot 476; -5.76 vezes), enquanto da
subunidade P foi aumentada (spot 394; 1.82 vezes). A ATP sintase do cloroplasto é formada
por nove subunidades, sendo que trés delas sdo codificadas no nucleo (atpC, atpD e atpG)
enquanto as outras seis sdo separadas por operons no cloroplasto: operon atpB-atpE (atpB/E)
e 0 agrupamento atpl-atpH-atpF-atpA (Hennig e Herrmann, 1986). Diferencas na expressao
das subunidades o e p da ATPase foram relatadas durante a interacdo de tomateiros resistente
e suscetivel infectado com Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Adi et al., 2012). Foi
reportado que a subunidade o da ATP sintase foi somente observada na interacdo com genoti-
po resistente, enquanto que a expressdo da subunidade B foi aumentada na interacdo com ge-
notipo suscetivel (Adi et al., 2012). Um papel adicional para a subunidade p da ATPase foi
recentemente demonstrado por Chivasa et al. (2011). Esses autores isolaram uma subunidade
B da ATPase mitocondrial responsiva a fumonisina B1 (FB1), uma micotoxina secretada por
fungos do género Fusarium, que inicia a morte celular programada em Arabidopsis. Foi pro-
posto que essa subunidade € um novo regulador de morte celular em plantas (Chivasa et al.,
2005). Embora esses estudos tenham sido desenvolvidos com a subunidade  da ATPase mi-
tocondrial, a subunidade  da ATPase cloroplastica também foi identificada como responsiva
a FB1. E possivel que as diferencas encontradas no padrio de expressdo das subunidades o e
B da ATPase cloroplastica possam ser devidas a uma possivel multifuncionalidade dessas
subunidades.

Em relacdo a ATP sintase da mitocondria, a subunidade B foi aumentada (spot 338;
1.73 vezes). Os resultados mostraram que trés proteinas mitocondriais identificadas em plan-

tas infectadas por PVX-AC2 estdo envolvidas na fosforilagdo oxidativa: peptidase mitocon-
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drial de processamento (o - MPP) (spot 330; -1.83 vezes), subunidade  da ATP sintase e
succinato dehidrogenase (spot 386; 1.62 vezes). Duas outras proteinas mostraram um aumen-
to em plantas infectadas com PVX-AC2: canal de anion dependente de voltagem (spot 162;
3.28 vezes) e formato dehidrogenase mitocondrial (spot 247; 5.1 vezes).

Em plantas, a proteina supressora de silenciamento, BC1, do DNA- [ satélite associado
a begomovirus, foi capaz de regular genes do hospedeiro envolvidos na fotossintese e no pro-
cesso respiratorio (Andleeb et al., 2010). No presente estudo, foram observados resultados
similares para a proteina AC2 ToCMoV, que regulou a expressédo de diferentes proteinas clo-
roplasticas e mitocondriais. O acumulo da proteina mitocondrial canal de anion dependente de
voltagem, succinato dehidrogenase e formato dehidrogenase mitocondrial foram maiores nas
plantas infectadas com PVX-AC2, que mostrou alta severidade de sintomas. Varios estudos
mostraram que a expressdo dessas proteinas é alterada sob condi¢des de estresse, como uma
resposta de defesa (Kusano et al., 2009; David et al., 2010) e pode estar associada ao desen-
volvimento de sintomas.

Por outro lado, a a-MPP teve sua expressdao diminuida nas plantas infectadas com
PVX-AC2. Essa subunidade € um dos componentes que formam a peptidase mitocondrial de
processamento (Glaser et al., 1998) e sob condicdes de estresse, 0s niveis dessa proteina po-
dem ser alterados, resultando em aumento de sintese proteica e producdo energética em mito-
condrias de plantas infectadas (Satoh et al., 2010).

Em geral, ¢ interessante observar que a proteina AC2 do ToCMoV foi capaz de afetar
proteinas importantes envolvidas na respiracdo celular, revelando uma possivel funcdo na
modulacdo do proteoma mitocondrial. Esses resultados fornecem indicios de como os proces-

sos sdo afetados pelas interagcdes begomovirus-planta hospedeira.
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Além das proteinas associadas a fotossintese e producdo energética, foi identificada
uma calose sintase (spot 78; 1.59 vezes), proteina do metabolismo celular. Um aumento no
acumulo de calose foi previamente observado em lesdes induzidas por TMV em plantas de
fumo com deficiéncia de B-1,3-glucanase, que resultou em decréscimo na suscetibilidade ao
TMV (Beffa et al., 1996). Em soja, a repressdo da calose sintase foi observada no 7° dia apés
a inoculacdo e aumentada no 14° dia, podendo estar associada com a reducéo da resposta de
resisténcia ao Soybean mosaic virus (Babu et al., 2008). A massa molecular observada para
a calose sintase (23 kDa) apresentou uma diferenca significativa da massa teorica (226 kDa).
Foi sugerido que a calose sintase representa um complexo enzimatico de multisubunidade,
com polipeptideos variando entre 25 e 92 kDa (Verma e Hong, 2001).

Os resultados obtidos sugerem que a presenca da proteina AC2 foi capaz de causar um
desbalanco na homeostase celular, interferindo no funcionamento da mitocoéndria e do cloro-
plasto. A regulacdo de varios genes e proteinas é dependente do tempo amostrado (dias apds
infeccdo) e muitos deles, podem estar envolvidos com o desenvolvimento de sintomas. No
presente estudo, folhas de diferentes tempos amostrados foram agrupadas para analise e essa
flutuacdo na deteccdo de proteinas foi provavelmente minimizada.

Estudos preliminares em plantas infectadas com virus mostraram que sintomas associ-
ados a doenca estdo correlacionados com o aumento da glicolise, respiracdo e acumulo de
amido, diminuicdo da fotossintese e reducdo da sintese proteica (Herbers et al., 1997; Babu et
al., 2008). Neste estudo, foi observado que AC2 de ToCMoV expressadaem um vetor viral
(PVX) e capaz de interferir em importantes processos celulares da planta hospedeira, indican-
do que uma situacdo similar pode correr em uma infecgdo por ToCMoV, o que refoca a im-

portancia dessa proteina na infeccéo viral.
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3.3. Proteinas relacionadas com defesa e estresse oxidativo moduladas por AC2 na
planta hospedeira

Outros grupos de proteinas induzidas por AC2 de ToCMoV foram as proteinas rela-
cionadas a patogenicidade (PRs). Essas proteinas sdo induzidas pelo sistema de defesa da
planta na tentativa de evitar o desenvolvimento do patdgeno e da infeccdo (Van Loon, Rep e
Pieterse, 2006). Neste estudo, a expressdo de trés PRs foi aumentada em plantas inoculadas
com PVX-AC?2 incluindo os spots identificados como endo-1,3-beta-D-glucanase (spots 465,
187 e 440) com diferentes pontos isoelétricos (Tabela 1.2), quitinase PR-Q (spot 117; 3.63
vezes) e proteina relacionada a patogenicidade de 27 kDa (NtPRp27) (spot 487; exclusiva
para PVX-AC2). Ja foi demonstrado que plantas infectadas com begomovirus aumentam os
niveis de PRs (Mckenzie et al., 2002). Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram a
inducdo dessas proteinas em resposta a PVX-AC2 na auséncia de outras proteinas de ToC-
MoV. Soitamo et al. (2012) também reportaram resultados semelhantes em plantas de fumo
transgénico expressando AC2 de ACMV, com o aumento na expressao de genes de defesa e
associados a estresse oxidativo, composto por transcritos envolvidos na resisténcia sistémica
adquirida, na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS scavenging) e explosao respi-
ratéria (respiratory burst oxidation).

Um supressor do alelo G2 de Skpl, SGT1 (spot 306; 2.22 vezes), foi também identifi-
cado neste estudo, com uma maior expressao em plantas inoculadas com PVX-AC2. Essa
proteina esta envolvida em varios processos biologicos como desenvolvimento da planta, res-
posta de defesa (Meldau, Baldwin e Wu, 2011), dobramento proteico (Zhang et al., 2008) e
degradacéo de proteinas-alvo durante a interacdo com o complexo SCF (Skpl, Cullin, F-box),
que é um complexo de multiproteinas da E3 ubiquitina ligase que cataliza a ubiquitinacdo de

proteinas, importante para a eliminacdo de proteinas dobradas de forma incorreta (Ye et al.,
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2012). Esses resultados indicam que AC2 pode afetar o centro regulatério do processo de ubi-
quitinacdo (Lozano-Duran e Bejarano, 2011) para evitar a citotoxidade, e consequentemente
interferir na expressao de outras proteinas para favorecer a infeccao viral. Lozano-Duran et al.
(2011) utilizaram genética reversa para identificar varios genes do hospedeiro envolvidos na
infeccdo de geminivirus, incluindo um gene Skpl-like 2. Esses autores mostraram que AC2 é
capaz de prejudicar a atividade de SKP1 e de outras proteinas do complexo SCF, provavel-
mente conferindo uma vantagem bioldgica para infeccdo viral, em particular relacionada ao
processo de ubiquitinacdo de proteinas da planta hospedeira.

Foi também identificado um aumento na expressao de varias proteinas envolvidas di-
retamente ou indiretamente em estresse oxidativo, como epoxido hidrolase (spot 492; exclusi-
va para plantas infectadas com PV X-AC2), superdxido dismutase (spot 31; 1.58 vezes), ane-
xina (spot 201; 1.88 vezes), fosfomanomutase (spot 455; 1.85 vezes) e uma possivel proteina
biossintética de tiazol do cloroplasto (spot 466; 8.83 vezes). Sabe-se que a epdxido hidrolase e
a superoxido dismutase estdo diretamente envolvidas em atividade antioxidante e sdo induzi-
das em resposta de defesa para reduzir os efeitos do estresse oxidativo (Newman, Morisseau e
Hammock, 2005). Duas proteinas metabdlicas, uma anexina, e uma fosfomanomutase, e uma
proteina associada a biossintese de vitamina, a possivel proteina biossintética, tiazole do clo-
roplasto, foram relatadas como envolvidas indiretamente com o processo oxidativo (Tunc-
Ozdemir et al., 2009; Zhou, L. et al., 2011). Anexina também esta envolvida na modulacéo da
atividade de calose sintase em algoddo (Andrawis, Solomon e Delmer, 1993), que pode estar
relacionada com a cicatrizacdo de ferimentos em situacOes de estresse (Konopka-Postupolska,
Clark e Hofmann, 2011). Calose sintase também foi identificada neste estudo, conforme dis-

cutido acima, assim como, a anexina, tiveram a expressao aumentada em resposta a AC2.
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O aumento de proteinas envolvidas na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS scavenging) mostra que o efeito de AC2 cria um meio adequado para a infec¢éo viral,
contendo o estresse para evitar a morte celular, que ira desfavorecer o avanco viral. De fato,
tal perfil de proteinas antioxidantes poderia ndo sé amenizar o desenvolvimento de sintomas,
mas também, facilitar a sobrevivéncia viral. Neste caso, AC2 parece prolongar o tempo de

vida celular para facilitar a multiplicacdo e movimentacéo viral nas células hpedeiras.

3.4. Fatores transcricionais e traducionais afetados por AC2

A modulacdo de fatores transcricionais e traducionais por proteinas AC2 de begomo-
virus ja foram previamente reportada. Neste estudo, foi identificada a malato dehidrogenase
citosolica (cyMDH) que foi reprimida em resposta a AC2 do ToCMoV. Resultados semelhan-
tes foram obtidos por Soitamo et al. (2012), quando analizaram o efeito do supressor de silen-
cimento de ACMV em fumo. cyMDH é uma enzima importante no metabolismo que afeta a
estabilidade e a transativagdo de um fator transcricional que controla o ciclo celular, morte
celular e reparo de DNA (Levine, Hu e Feng, 2006). Sob condicGes de estresse, 0s niveis de
cyMDH podem ser alterados, favorendo o crescimento da planta e conferindo tolerancia a
estresses (Yao et al., 2011).

Evidéncias mostraram que a proteina AC2 é também capaz de afetar a expressédo de
proteinas envolvidas no processo transcricional, como os Scarecrow transcription regulators-
like SCL6-I1 e SCL8 (Trinks et al., 2005). Outras proteinas envolvidas nos processos de
transcricdo e traducdo foram identificadas neste trabalho, como a proteina ribossomal L12-1a
(spot 59; 1.49 vezes), o fator transcricional basico BTF3 (spot 58; 2.0 vezes) e a maturase K

(spot 111; -3.17 vezes).
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A maturase K, que foi reprimida nas plantas infectadas com PVX-AC2 é uma enzima
que atua como um fator de splicing pds-traducional em cloroplasto e as proteinas geradas séo
importantes para o correto funcionamento do cloroplasto, incluindo a fotossintese (Barthet e
Hilu, 2007). Altos niveis de maturase K estdo associados ao aumento de atividade fotossinté-
tica (Garavaglia et al., 2010), que néo é usualmente observada em infeccdes.

Este estudo também revelou o acimulo do fator transcricional BTF3 em plantas infec-
tadas com PVX-AC2. BTF3 foi primeiramente estudada em células de mamiferos como fator
transcricional basal envolvido na transcricdo de promotores classe Il (Zheng et al., 1987) e
tem sido implicado em apoptose (Brockstedt et al., 1999). Em plantas, a funcdo desta proteina
ainda ndo esta clara. Foi observado que a deficiéncia de BTF3 em plantas de N. bethamiana
preferencialmente afeta cloroplastos e mitocondrias (Yang, K. S. et al., 2007). Subunidades
de BTF3 também estdo associadas com morte celular mediada por resposta hipersensitiva
(HR) em Capsicum annum contra TMV em uma interacdo resistente, mas ndo em uma susce-
tivel. Os autores sugerem que BTF3 regula a trancricdo de genes relacionados com a patoge-
nicidade durante a infec¢do causada por TMV (Huh, Kim e Paek, 2012). No sistema modelo
utilizado no presente estudo, a BTF3 poderia desempenhar um papel similar desencadeado

pela expressdo da proteina AC2.

3.5. Acumulo de chaperona em plantas infectadas com PV X-AC?2

Trés proteinas envolvidas em dobramento proteico foram identificadas neste estudo e
foram aumentadas em plantas infectadas com PVX-AC2: dissulfeto isomerase (spot 379),
chaperonina 20 (spot 451) e 78 kDa glucose-regulated protein homolog 5 (BiP 5/GRP 78;
spot 406). Foi proposto que a BiP pode regular os efeitos citotoxicos de proteinas de PV X

durante a infeccdo viral para favorecer a multiplicacdo do virus (Ye et al., 2011). Essa respos-
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ta pode ser importante para evitar distarbios celulares e mesmo a morte em casos em que pro-
teinas virais atinjam altos niveis. Similarmente, os resultados encontrados neste estudo indi-
cam que a AC2 ¢ capaz de aumentar a expressdo de BiP e pode contribuir para facilitar a in-
feccdo viral e movimentacdo nas células hospedeiras.

E bem conhecido que as chaperonas sio aumentadas sob condigbes de estresse
(Pedrazzini et al., 1994; Lee, 2001; Lu e Christopher, 2008) e podem formar complexos com
proteina virais durante a infeccdo. Krenz et al. (2010) mostraram que proteina de choque tér-
mico 70 kDa (HSP 70) de Arabidopsis thaliana interage com a proteina de movimento de
Abutilon mosaic virus, propondo que essa interacdo é importante para o transporte viral e in-
ducdo de sintomas. Lozano-Duran et al. (2011) também mostraram a importancia de uma
HSP 70 durante a infeccdo causada por Tomato yellow leaf curl Sardinia virus. Esses autores
propuseram que proteinas de choque térmico podem ser importantes para a rapida maturacéo
e acumulacdo proteica durante um curto ciclo de multiplicacdo viral. Foi mostrado que a HSP
70 interage com SGT1 (Noél et al., 2007), que é essencial para resisténcia a virus (Komatsu et
al., 2010) e também foi identificada neste estudo. A possivel interacdo entre a proteina AC2
do ToCMoV com chaperonas da planta hospedeira ndo foi relatada anteriormente, entretanto,
pode ser que ocorra e possa ser essencial para o sucesso da infeccdo viral através de modifica-

¢do na maquinaria celular do hospedeiro para favorecer a replicacao viral.

4. CONCLUSAO FINAL

Como mencionado inicialmente neste estudo, o sucesso da infecgéo viral depende da
maquinaria da planta hospedeira para o0 avango e a replicacdo viral. Embora varios estudos
tenham sido desenvolvidos para investigar proteinas envolvidas nesses processos, a

identificacdo do exato papel dos genes e proteinas do hospedeiro ainda representa um desafio.
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Neste trabalho, foram usadas técnicas de protedmica para entender melhor os efeitos do fator
de patogenicidade AC2 de ToCMoV no padrao de expressdo proteica da planta hospedeira. A
proteina AC2 foi capaz de alterar significativamente o perfil global de proteinas das folhas de
N. benthamiana e consequentemente, afetar varios processos bioldgicos. Esse € o primeiro
relato do efeito global do fator de viruléncia AC2 de ToCMoV no perfil proteico da planta
hospedeira. Esse estudo revelou que mais de 50% das proteinas diferenciais foram
aumentadas nas plantas de N. benhamiana. Além disso, este estudo destaca o efeito de AC2
na modulacédo de processos de defesa da planta pelo aumento da expressao de varias proteinas
relacionadas com estresse oxidativo e com patogenicidade (PRs), bem como, seu papel na
modulacdo do proteoma do sistema fotossintético e de producdo energética. A proteina que
mostrou maior aumento de expressdo em resposta ao PVX-AC2 foi a possivel proteina
biossintética tiazol (spot 466; 8,8 vezes). Essa proteina estd associada com a biossintese de
tiamina, que é um cofator muito importante em varios processos metabélicos, associado com
0 aumento de tolerancia ao estresse oxidativo (Tunc-Ozdemir et al., 2009) e a resisténcia a
doengas em plantas (Ahn, Kim e Lee, 2005). Baseado nos resultados obtidos, essa nova
informacdo no efeito da proteina AC2 no hospedeiro, revela que esse fator de patogenicidade
tem um papel extremamente importante na interacéo entre o virus e a planta, comprometendo
o0 equilibrio homeostatico da célula. Esta claro que a proteina AC2 tem um papel importante
na infeccdo viral e € essencial para a patogenicidade em fumo. Com base nos resultados deste
trabalho, as proteinas-alvo identificadas podem agora ser selecionadas para estudos futuros

visando a geracgdo de linhagens de plantas tolerantes ou mesmo resistentes ao ToCMoV.
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CAPITULO 11

Identificacdo de proteinas moduladas durante a interacao
tomateiro - TOCMoV através de 2D - nanoUPLC/MS®
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RESUMO

Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) é uma espécie de begomovirus bipartido
amplamente distribuida no Brasil e que infecta a cultura do tomate. No Brasil, programas de
melhoramento tém visado a selecdo de gendtipos de tomate resistentes a begomovirus, como a
linhagem LAM 157 contendo o locus de resisténcia tcm-1. Esta linhagem ¢é resistente a uma
ampla gama de begomovirus bipartidos / monopartidos. O objetivo deste estudo foi identificar
proteinas moduladas em tomateiro em resposta a infecgdo por begomovirus ToCMoV usando
a técnica 2D-nanoUPLC/MSE. As plantas dos gen6tipos quase-isogénicos resistente (LAM
157) e suscetivel (Santa Clara) foram inoculados com o clone infeccioso do begomovirus
ToCMoV (DNA-A e DNA-B) por biobalistica. Plantas bombardeadas com o plasmideo
pBlueScript (pBS) foram utilizadas como controle. Aos 15 dias apds a inoculacdo, toda a
parte apical das plantas foi coletada. Apds a confirmacédo da infeccdo viral por PCR, plantas
infectadas foram utilizadas para extracdo de proteinas e digeridas com tripsina. Os peptideos
tripticos foram separados por cromatografia de fase reversa (RP) em pH basico (primeira
dimensao) e a pH acido (segunda dimensao). Os espectros foram processados e analisados por
ProteinLynx Servidor Global (PLGS). Este trabalhou revelou, pela primeira vez, o perfil
protedmico dos tomateiros resistente LAM 157 e suscetivel Santa Clara em resposta ao
begomovirus ToCMoV. Foram identificadas centenas de proteina em resposta ao ToCMoV,
incluindo proteinas envolvidas no processo fotossintético e no metabolismo celular.
Potenciais proteinas envolvidas com a infectividade viral também foram reveladas, como a
ubiquitina e a protéina ribossomal L14. Foi interessante notar, que proteinas identificadas
neste trabalho podem estar sendo reguladas pelo locus de resisténcia tcm-1, como a histona

H4 e a proteina 14-3-3. Esses resultados poderdo fornecer informagdes importantes sobre os
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mecanismos envolvidos durante a interacdo ToCMoV-tomateiro em gendtipos suscetiveis e

resistentes.
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1. INTRODUCAO

O tomate é uma cultura de grande importancia econémica em todo o0 mundo, mas € se-
veramente afetada por geminivirus (familia Geminiviridae), os quais estdo representados por
sete géneros: Begomovirus, Curtovirus, Topocuvirus, Mastrevirus, Becurtovirus, Eragrovirus
e Turncurtovirus. Entre os begomovirus, destaca-se 0 Tomato chrolotic mottle virus (ToC-
MoV), amplamente distribuido pelo Brasil e transmitido por mosca-branca (Bemisia tabaci).
Trabalhos foram desenvolvidos com o intuito de caracterizar isolados de ToCMoV presentes
no Brasil (Galvéo et al., 2003), mas somente em 2007, Ribeiro et al. (2007) reportaram, pela
primeira vez, a sequéncia completa do genoma de ToCMoV isolado de folhas de tomate in-
fectadas coletadas no estado da Bahia, na regido nordeste do Brasil (ToCMoV-[Ba-Sel]).
Esse begomovirus caracteriza-se por conter o genoma bipartido (DNA A e DNA B). Em be-
gomovirus bipartidos, no componente A (DNA-A) estdo presentes genes que codificam prote-
inas envolvidas na encapsidacao viral (AV1/CP), replicacdo viral (AC1/Rep e AC3/REN),
ativacdo transcricional (AC2/TrAP) e em alguns casos, supressdo de silenciamento génico
(AC2, AC4), enquanto que no componente B (DNA-B), estdo presentes dois genes, BV1 e
BC1 que codificam a proteina de movimento intracelular (NSP) e a proteina de movimento
intercelular (MP), respectivamente (Lazarowitz, 1992). Mais recentemente, foi reportado que
a proteina essencial para a replicacdo viral, Rep, também possui atividade supressora de silen-
ciamento, interferindo na maquinaria de metilagdo do DNA viral (Rodriguez-Negrete et al.,
2013).

O begomovirus ToCMoV vem sendo utilizado em diversos estudos na tentativa de
responder questBes relacionadas com o mecanismo de acdo do virus em plantas de importan-
cia econdmica, como o tomate. No Brasil, programas de melhoramento tém visado a selecéo

de genotipos de tomate resistentes a begomovirus, como é o caso do locus de resisténcia de-
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nominado tcm-1(Giordano et al., 2005; Garcia-Cano et al., 2008). Recentemente, foi desen-
volvida uma linhagem de tomateiro (LAM 157), contendo o locus tcm-1, que apresenta resis-
téncia ampla a begomovirus (Blawid et al., dados ndo publicados). Entretanto, 0 mecanismo
de acdo do tcm-1, durante o processo de infeccdo viral, ndo € conhecido. Até 0 momento,
pouca informacéo sobre a alteracdo global das vias metabodlicas envolvidas no processo de
infeccdo foi relatada, sendo importante a busca por novas tecnologias que possam elucidar
esses mecanismos de interacdo planta-virus.

Por décadas, a técnica de 2D-PAGE foi considerada uma ferramenta poderosa na de-
teccao de proteinas presentes em amostras bioldgicas complexas (O'farrell, 1975). Entretanto,
esta abordagem apresenta limitagdes como, por exemplo, dificuldade na separacdo de protei-
nas presentes em pontos isoelétricos extremos e a necessidade de grandes quantidades de a-
mostra. Devido a essas desvantagens, outras tecnologias vém sendo aplicadas como alternati-
va a técnica de 2-DE, como a MudPIT (multidimensional protein identification technology).
Essa metodologia é considerada rapida e sensivel na identificacdo de proteinas de misturas
complexas, pois os peptideos gerados da digestdo triptica sdo diretamente separados por cro-
matografia liquida e analisados por espectrometria de massa (Link et al., 1999). Nesta abor-
dagem, os espectros gerados por MS/MS séo coletados, automaticamente processados e com-
parados com espectros tedricos gerados a partir de sequéncias disponiveis nos bancos de da-
dos para a identificacdo das proteinas (Wang e Hanash, 2003).

A utilizacdo dessa tecnologia, que associa 0 uso de cromatografia multidimensional a
espectrometria de massa, vem sendo aplicada na identificacdo de proteinas de diferentes orga-
nismos, incluindo plantas (N&gele et al., 2004). Além disso, estudos recentes tém mostrado o
uso da analise por MSF na quantificacdo de proteinas de plantas (Levin, Hradetzky e Bahn,

2011; Murad et al., 2011). Cheng et al. (2009) mostraram que a utilizacdo da técnica de cro-
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matografia liquida associada a analise por MSF (LC/ MSF) foram eficientes para a identifica-
cdo e quantificacdo de proteinas induzidas em resposta a estresses. Barvkar et al. (2012) utili-
zaram essa mesma técnica para a identificacdo de milhares de proteinas envolvidas com o
desenvolvimento de sementes de linho. O uso dessas ferramentas também vem sendo aplica-
das em estudos de soja geneticamente modificados para identificacdo da proteina de interesse
(Murad et al., 2011), assim como, em tomate, para o estudo de proteinas de membrana
(Mbeunkui e Goshe, 2011). Entretanto, ndo ha relatos de estudos de interacdes planta-virus
utilizando a abordagem MudPIT associada a anélise quantitativa por MSF.

Neste estudo a metodologia de 2D-nanoUPLC/MSE foi utilizada para obter
informacBes sobre o perfil protebmico, 0s possiveis mecanismos e vias metabolicas
envolvidos na interacdo entre o begomovirus ToCMoV e linhagens quase-isogénicas de
tomateiro resistente e suscetivel. Os perfis globais de proteinas obtidos por essa metodologia
poderdo auxiliar na compreensdo dos mecanismos de acdo envolvidos no sucesso da interacdo
ToCMoV-planta. A recente divulgacdo do sequenciamento completo do genoma de tomateiro
pelo "The Tomato Genome Consortium” (Consortium, 2012) permitirad a identificacdo de um
maior nimero de proteinas, incluindo proteinas envolvidas na defesa/resisténcia da planta em

interacdes resistentes e suscetiveis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Linhagens quase-isogénicas de tomateiro LAM 157 (resistente) e Santa Clara

(suscetivel) geradas pelo Programa de Melhoramento da Embrapa Hortalicas, foram utilizadas
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para avaliacdo da expressdo diferencial de proteinas em resposta a ToOCMoV. Sementes das
duas linhagens de tomateiro foram germinadas em substrato (Plantmix) e crescidas em casa
de vegetacdo até atingirem o estagio de 2-3 folhas verdadeiras quando foram utilizadas para

inoculagéo.

2.2. Inoculagéo das plantas e coleta de material

Plantas de tomate da linhagem LAM 157 e Santa Clara foram inoculadas com o clone
infeccioso de ToCMoV, isolado BA-Sel (DNA-A e DNA-B; Figura 2.1) e com o plasmideo
pBlueScript (pBS), como controle, de acordo com Ribeiro et al. (2007). Plantulas com 2-3
folhas verdadeiras foram inoculadas, por biobalistica, utilizando aproximadamente 2,5 pg de
cada componente viral ou 5ug do vetor pBlueScript precipitados em particulas de tungsténio
(Blawid et al., 2013). As plantas foram mantidas em camara de crescimento e o
desenvolvimento dos sintomas foi monitorado. No décimo terceiro dia apds a inoculagédo
(dai), folhas foram coletadas e usadas para confirmacdo da infeccdo viral por meio de PCR.
No décimo quinto dai, toda a parte apical das plantas foi coletada, congelada imediatamente

em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C.

2.3.Confirmacéo da infeccéo viral por PCR

As folhas das plantas das linhagens de tomateiro resistente e suscetivel bombardeadas
com o clone infeccioso de ToCMoV e com o vetor de clonagem pBS foram utilizadas para
extracdo de DNA total com o método CTAB (Doyle e Doyle, 1987). Uma folha jovem de

cada planta inoculada foi coletada em microtubo de 1,5 mL e macerada. Em seguida, foram
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adicionados 800 pL de tampao CTAB (2% brometo de hexadeciltrimetil aménio, 1,4 M NaCl,
0,2% 2-mercaptoetanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0) e 400 uL de clorofil
(24:1; cloroférmio: alcool isoamilico). Cada amostra foi agitada vigorosamente, incubada a

54 °C por 10 min. (sob agitag&o) e centrifugada a 13.200 rpm por 10 min.

e
1/cp
AC4 <k
ToCMoV ToCMoV
DNA-A DNA-B
AC1/Rep y BC1/MP BVI/NSP
B
AC3I/REn

ACZfTrap

Figura 2.1. Organizacdo gendmica do Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV).
AC1/Rep: proteina associada a replicacdo, AC2/TRAP: fator transcricional, AC3/REn:
replication enhancer, AV1/CP: capa proteica, BV1/NSP: proteina de transporte nuclear,

BC1/MP: proteina de movimento, CR: regido comum.

A fase aquosa foi recuperada em um novo microtubo de 1,5 mL, no qual foram acrescidos 1,2
volumes de isopropanol (misturado por inversdo). Novamente, cada amostra foi centrifugada
a rotacdo maxima por mais 10 min. e o sobrenadante descartado. Foram acrescidos 500 pL de
etanol 70% e o tubo foi centrifugado & rotacdo maxima por 10 min. O sobrenadante foi des-
cartado e o precipitado seco em centrifuga a vacuo por aproximadamente 15 min. Apos seca-
gem, o DNA foi ressuspendido em agua ultra pura e utilizado em reagdes de PCR com o0s

primers degenerados PAR1v1978 (5’- GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT-3")
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e PAR1c496 (5>-AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG-3") que amplificam um frag-
mento de aproximadamente 1,1 kb do genoma dos begomovirus (Rojas et al., 1993). Foram
utilizados na reacdo 1pL de DNA, 0,15 uM de cada primer, 150 uM de dNTP, 1 U de Taq
DNA polimerase, tampdo correspondente (Invitrogen) a 1X e sob as seguintes condi¢des de
temperatura: 5 min a 95 °C, 30 ciclos por 1 mina95°C, 1 mina55°C, 1% mina72°C, ea
para extensdo final, 5 min a 72 °C. Os fragmentos amplificados foram separados em gel de

agarose 1% e visualizados com corante brometo de etidio sob luz ultravioleta.

2.4. Extracao de proteinas de tomateiros

Para a extracdo de proteina total, foram coletas folhas de plantas confirmadamente
infectadas com ToCMoV. Proteinas totais foram extraidas de aproximadamente 2 mg de
tecido vegetal macerado em nitrogénio liquido. Trés experimentos bioldgicos foram
realizados. Proteinas foram extraidas de acordo com Mot & Vanderleyden (1989) pela adicao
de 750 pL de tampdo de extracdo (0,7 M sacarose, 0,5 M Tris-HCI, 30 mM HCI, 50 mM
EDTA, 0,1 M KCI, e 40 mM DTT) ao material vegetal macerado e 0 mesmo volume de fenol.
As amostras foram agitadas por 15 min. e centrifugadas por 3 min a 12 000 rpm. A fase
superior foi transferida para um novo tubo e duas novas extracdes foram feitas com o tampéo
de extracdo. As proteinas foram precipitadas em 0,1 M de acetato de aménio (em metanol),
lavadas com acetona 80%. O pellet foi seco a 37 °C por 5-10 min., e as proteinas foram
ressuspendidas em 50 mM de bicarbonato de aménio. Proteinas insollveis foram descartadas.
Proteinas totais solUveis das linhagens 157 e Santa Clara infectadas com o virus e seus

respectivos controles negativos foram quantificadas utilizando Qubit® Fluorometer
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2.5.

(Invitrogen). A concentracdo de proteinas totais obtida para cada amostra foi de

aproximadamente 1,3 pg/pL.

Preparacdo das amostras para aquisicdo por 2D-nanoUPLC/HDMSE

A mistura complexa de proteinas das amostras de Santa Clara e LAM 157 foram
preparadas para a aquisicdo por 2D NanoUPLC-HDMSF de acordo com Murad et al. (2011)
com algumas altera¢fes. Um total de 50 pL de amostra contendo 1,3 pg/pL foi utilizado. A
essa aliquota foram adicionados 10 puL de 50 mM bicarbonato de amonio e 25 puL do
surfactante RapiGest™ SF - Waters (0,2% v/v). As amostras foram agitadas e aquecidas a 80
°C por 15 min. Em seguida, as proteinas foram reduzidas pela adicdo de 2,5 puL de 100 mM
DTT, agitadas novamente e aquecidas a 60°C por 30 min. Para alquilacdo, foram utilizados
2,5 pL de 300 mM iodoacetamida. As amostras foram misturadas e incubadas por 30 min., a
temperatura ambiente e protegidas da luz. A digestdo triptica foi feita pela adicdo de 20 pL de
tripsina (400 pL de 50mM bicarbonato de aménio por 20 pg de tripsina). Apds
homogeneizacdo, por agitacdo, as amostras foram incubadas a 37°C por aproximadamente 22
h. Para interromper a digestdo, clivar e precipitar o surfactante, foram adicionados 10 uL de
TFA (acido triofluoracético - 5% v/v) e as amostras foram homogeneizadas e incubadas a
37°C por 90 min. Ap0s essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, durante 30
min., a 10 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e seco
completamente em centrifuga a vacuo. O pellet foi ressuspendido em 50 pL de 200 mM de
formato de aménio. Uma aliquota de 10 pL foi transferida para um vial (Waters), onde foram
adicionados mais 37,5 pL de 200 mM de formato de amdnio e 2,5 yuL de Phosphorylase b

(Waters MassPREP™ Digestion Standard) na concentragao final de 50 fmol. pL’l.

-62 -



2.6. Analise dos peptideos tripticos por 2D-nanoUPLC/HDMSE

Os peptideos tripticos foram analisados pelo sistema nanoACQUITY™ (Waters Corp.,
USA) com tecnologia 2D de fase reversa dupla (RP) acoplado ao espectrometro de massa
Synapt G2 HDMS™ (Waters, Manchester, UK). Os peptideos foram separados em
cromatografia liquida de ultra performance (UPLC), usando uma coluna XBridge™ 300 um x
50 mm nanoEase™ BEH130 C18 de particula de 5 um (primeira dimensdo-PD), uma pré-
coluna (Symmetry C18 5 pum, 5-mm x 300-um) e uma coluna HSST3 C18 (particula de
1,8um, 75um x 150mm de fase reversa) (Waters, USA), segunda dimens&o-SD. Na PD, foi
utilizado como fase mével A 20 mM formato de aménio e como fase movel B, acetronitrila.
Na SD, a fase movel A foi 0,1% éacido férmico (aquoso) e a fase movel B foi 0,1% de &cido
formico em acetronitrila. Foram feitas duas corridas: uma durante 70 min. para checar a
digestdo e quantificacdo da amostra (1D) e outra completa (2D) de 5 h, usando 5 fraces de
cada amostra. Para a primeira corrida, 2 ul de amostra foram transferidos para a coluna de PD
(0,5 min. por 2uL.min.* e 0,1% de fase mével B), no qual os peptideos foram eluidos (2
uL.min.™ e 65% de fase mével B) em 4 min. e diluidos para a pré-coluna da SD usando 0,1%
4cido férmico aquoso com um fluxo de 20 pL.min.* por 20,5 min. (pH 10/pH 3). O
calibrante utilizado para correcdo das massas foi o Glu-fibrino peptide (GFP). Apds a
aquisicdo, as amostras foram quantificadas e uma segunda corrida foi realizada, utilizando as
5 fracGes. O volume injetado foi ajustado para a concentracdo de 500 ng. As amostras foram
inicialmente transferidas para a coluna da PD em 0,5 min. a 2 uL.min.™ e 0,1% fase mével B
e 0s peptideos da primeira fracdo foram eluidos a 2 uL.min.™ e 10.8% de fase mével B por 2
min., sendo diluidos para a pré-coluna da SD usando 0,1% é&cido férmico aquoso com um

fluxo de 20 uL.min.™ por 8,5 min. Os peptideos foram separados usando um gradiente de 7-
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35% de fase mével B por 37 min. com fluxo de 500 nL.min.™, seguido por 5 min. de lavagem
com 85% de fase movel B. A coluna foi reequilibrada e os peptideos das segunda, terceira,
quarta e quinta fracdes foram eluidos usando 14, 16,7, 20,4 e 50% de fase mdvel B,
respectivamente. As mesmas condicdes de diluicdo, fluxo e analise SD utilizadas para a
primeira fracdo, foram utilizadas para as demais fracoes. O calibrante foi injetado em todas as
fragbes. Foram feitas triplicadas técnicas para cada amostra. Durante esse processo, a
temperatura da coluna foi mantida a 35°C. Todas as andlises foram adquiridas em modo
positivo utilizando um nanoelotrospray. Para todas as mensuracdes, o0 espectrdmetro de
massa foi operado em modo positivo com resolu¢do de pelo menos 20000 FWHM (“metade
do maximo da largura do total”, do inglés full-width half-maximum) e em modo de aquisigdo
independente de dados (Levin, Hradetzky e Bahn, 2011). O tempo de aquisicdo do espectro
continuo, em cada modo, foi de 1,5 segundos com um atraso de 0,1 segundo por interscan.
No modo MS de baixa energia, os dados foram coletados a uma energia de colisdo constante
de 3 eV; no modo de alta energia, a energia de colisdo foi rampeada de 27 a 50 eV a cada

intervalo de 1,5 segundos do espectro.

A radiofrequéncia aplicada ao analisador de massas do quadrupolo foi ajustada de tal
maneira que 0s ions com m/z entre 200 e 2000 fossem eficientemente transmitidos,
garantindo assim que quaisquer ions com m/z menores que 200 que fossem observados no
LC-MS tivessem surgido apenas a partir de dissociaces geradas na célula de colisdo
TRANSFER T-wave do equipamento ((Giles et al., 2010). A mobilidade i6nica foi conduzida
sob controle de gas manual com taxa de fluxo do gas da armadilha de fons a 2 mL.min.™, taxa
de fluxo do gas da fonte de ionizagdo 1 mL.min.™, taxa de fluxo do gas de resfriamento 1
mL.min.™, taxa de fluxo da célula de hélio 170 mL.min.™ e taxa de fluxo do gés do sistema de

mobilidade idnica 80 mL.min.™.
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2.7. Identificacdo e quantificacdo das proteinas

Os dados obtidos do 2D-MS/MS foram processados e analisados pelo ProteinLynx
Global Server (PLGS) version 3.0 (Waters) para identificar e quantificar as proteinas. As pro-
teinas foram identificadas usando banco de dados (ITAG2.3-proteins) disponibilizado pelo
The International Tomato Genome Sequencing Project
(http://solgenomics.net/organism/Solanum_lycopersicum/genome) e sequéncias génicas de
ToCMoV disponiveis no banco de dados do NCBI. Os padrbes de digestio Mass PREP
(MPDS) UniProtKB/Swiss-Prot foram apensos ao banco de dados (Phosphorylase - P00489 -
PHS2_RABIT, Bovine Hemoglobin - P02070 - HBB_BOVIN, ADH - P00330 - A-
DH1_YEAST, BSA - P02769 - ALBU_BOVIN). As identificagdes e quantificacdo foram
geradas utilizando algoritmos especificos (Geromanos et al., 2009; Li et al., 2009). Os para-
metros de procura incluem: carbamidomethyl-C (modificacdo fixa); amidacdo C-terminus,
deamidacdo N, deamidacdo Q, methyl N-teminus, methyl C-terminus, glicacdo N-terminus,
O-GlcNac ST e oxidacdo M (modificacdes variaveis); precisdo de massa: 10 ppm e toleréncia
de tempo: 0,25-min. contra a massa tedrica de peptideos, com pelo menos um 'matched’ de
peptideo por proteina; 7 fragmentos i6nicos por peptideos e 3 fragmentos idnicos por pepti-
deo; perda de clivagem -1; limite de 4% de falsos positivos. As proteinas identificadas foram
classificadas em alta confiabilidade (OK = 2), média confiabilidade (OK = 1), e baixa confia-
bilidade (OK = 0). Como critério rigoroso de selecdo, somente foram selecionadas proteinas
com alta confiabilidade (OK = 2) (Hao et al., 2013).

A andlise quantitativa das proteinas foi baseada nas intensidadesde picos dos peptideos
usando Waters Expression & que faz parte do programa PLGS versdo 3.0. Para a quantificagdo
das proteinas, os dados foram normalizados através da opcao de 'autormalizacéo’ do programa

PLGS. A dinamica experimental foi calculada usando o programa Mass Pivot (desenvolvido
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internamente) e a taxa minima de repeticdo para cada proteina foi de 1. Foram realizados trés
experimentos biologicos. Em cada replicata bioldgica foram analisadas quatro condicdes:
plantas de Santa Clara e LAM 157 inoculadas com o pBS (controle) e plantas de Santa Clara
e LAM 157 inoculadas com ToCMoV. Para cada condicdo, um total de nove replicatas técni-
cas foram analisadas. Somente foram consideradas as proteinas presentes em pelo menos 4
replicatas técnicas, garantindo que as proteinas estejam presentes em pelo menos 2 replicatas

bioldgicas (Figura 2.2).

Replicata Replicata } Replicata
Biological Biologica 2 | Biologica 3
[scP 157-P  SC-v 157-V | [scp 157p  SCcv 157-V | SC-P 157-P  SC-V  157-V

/N /U 1N /T 1\
ik i i

1

9 repicatas
Sreplcatas Lécnicas (SC-V)
técnicas(SC-P)

¥

9 rephcatas

9 replicatas tecmicas dhcnicas {15741

(1577

Figura 2.2. Desenho experimental utilizado para identificar as proteinas moduladas durante a
infeccdo viral. Plantas de Santa Clara e LAM 157 foram inoculadas com ToCMoV ou com
pBS (controle) e analisadas em triplicatas por experimento bioldgico. Para cada condicéo
analisada, foram obtidas nove replicatas técnicas. SC-P e 157-P: plantas de Santa Clara e
LAM 157 inoculadas com pBS, respectivamente; SC-V e 157-V: plantas de Santa Clara e

LAM 157 inoculadas com o ToCMoV, respectivamente.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, duas linhagens quase-isogénicas de tomateiro, uma resistente (LAM 157) e
outra suscetivel (Santa Clara) foram inoculadas com o clone infeccioso do begomovirus
ToCMoV e com o plasmideo pBlueScript (pBS), como controle negativo. Essas plantas foram
mantidas em camara de crescimento até 15 dai, quando a parte apical de cada planta foi
coletada, macerada e submetida a extracdo de proteina total. Apos a confirmacdo da infeccédo
viral por PCR, o perfil protebmico global da interacdo ToCMoV- tomateiro foi avaliado por

2D-nanoUPLC/MSE,

3.1. Avaliacdo fenotipica das linhagens resistente e suscetivel inoculadas com
ToCMoV

Plantas das linhagens resistente (LAM 157) e suscetivel (Santa Clara) bombardeadas com
0 plasmideo pBS (controle) e infectadas com ToCMoV foram mantidas em cémara de
crescimento para 0 acompanhamento do progresso da doenca. Durante esse periodo, 0s
sintomas foram monitorados e os primeiros sintomas de clorose somente foram visualizados
nas plantas de Santa Clara por volta de 12-15 dai. Ap6s 15 dai, plantas inoculadas com o virus
foram deixadas na camara de crescimento para acompanhamento dos sintomas. A progressao
da infeccédo foi avaliada durante 30 dias. Sintomas de clorose e encrespamento foram
observados apenas nas plantas suscetiveis Santa Clara infectadas (Figura 2.3 B). Nenhum
sintoma visivel pdde ser observado nas plantas resistentes LAM 157 ou nas plantas

bombardeadas com o plasmideo pBS (controle) (Figura 2.3 A e B).
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Controle

TeCMoV

Figura 2.3. Sintomatologia das plantas de tomateiro inoculadas com ToCMoV 15 (dai) por
bombardeamento. (A) Plantas controles das linhagens suscetivel Santa Clara e resistente
LAM 157; (B) Plantas suscetiveis Santa Clara infectadas com ToCMoV apresentando
sintomas de encrespamento e mosqueado; Plantas resistentes LAM 157 infectadas com

ToCMoV sem sintomas visiveis.

3.2. Confirmacéo da infeccéo viral por PCR

Plantas das linhagens LAM 157 e Santa Clara inoculadas com ToCMoV e plantas

controle foram avaliadas por PCR para confirmacao da infeccdo viral. Apos extracdo de DNA
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e reacdo de PCR, o DNA viral amplificado (aproximadamente 1,1 Kb) foi observado através
de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Uma média de 52% das
plantas resistentes (LAM 157) inoculadas com ToCMoV mostraram o fragmento viral
esperado, enquanto que 91% das plantas suscetiveis (Santa Clara) inoculadas com ToCMoV
mostraram o mesmo fragmento, exemplificado por uma das replicatas biologicas (Figura 2.4).
Trabalhos tém mostrado que a técnica de inoculacdo através de biobalistica, utilizando clone
infecioso, é altamente eficiente para o estabelecimento da infeccédo viral (Gal-On et al., 1995).
Garzon-Tiznado et al. (1993) mostraram que a inoculacdo do clone infeccioso de
begomovirus bipartido por bombardeamento apresentou uma eficiéncia de 60% a 70% de
plantas de pimentdo infectadas, indicando que esta metodologia é adequada para a inoculacéo

viral.

A s 7 B 9 10 11 12

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

C 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 C+

-d -
T “mmmmam amm m-

Figura 2.4. Amplificagdo do DNA de ToCMoV por PCR nas plantas das linhagens resistente
(LAM 157) e suscetivel (Santa Clara) de uma réplica bioldgica. Analise por eletroforese em

gel de agarose 1%. (A) Amostras controlede tomateiro LAM 157 e Santa Clara bombardeadas
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com pBS (1-12); (B) Amostras de tomateiro LAM 157 inoculadas com ToCMoV, mostrando
o fragmento de aproximadamente 1,1Kb para as amostras positivas; (C) Amostras de
tomateiro Santa Clara inoculadas com ToCMoV, mostrando o fragmento de
aproximadamente 1,1Kb para as amostras positivas. C*: controle positivo. Marcador: 1Kb

Plus DNA ladder (Invitrogen).

3.3. Identificacdo de proteinas do hospedeiro moduladas durante a infeccéo viral

Na tentativa de compreender melhor os mecanismos de defesa/resisténcia e de
infectividade envolvidos na interacio ToCMoV-planta hospedeira, foi realizada a
identificacdo e quantificacdo de proteinas solUveis de tomateiro infectado das linhagens
resistente (LAM 157) e suscetivel (Santa Clara). A escolha por proteinas solGveis foi baseada
em trabalhos que relataram a presenca de proteinas envolvidas com resposta de defesa na
fracdo soluvel em plantas durante a infeccdo viral (Bol, Linthorst e Cornelissen., 1990) assim
como de proteinas envolvidas nos processos de transducdo de sinal (Bol, Linthorst e
Cornelissen., 1990; Du e Klessig, 1997; Gorovits et al., 2013). Além disso, foi observado que
a proteina viral AC3 (AL3, C3 ou REn-replication enhancer), esta presente na fracao soltvel
e no extrato bruto de plantas infectadas com o begomovirus bipartido Tomato golden mosaic
virus (TGMV) (Pedersen e Hanley-Bowdoin, 1994). Baseado nessas informacdes, € possivel
que proteinas presentes na porcdo soluvel de plantas do tomateiro da linhagem resistente e
suscetivel possam desempenhar papeis similares durante o processo de infeccdo viral,
auxiliando a planta pela ativacdo de resposta de defesa, como também, proteinas do
hospedeiro que possam ser recrutadas para favorecer a infecc¢éo viral na linhagem suscetivel.

Para a identificacdo das proteinas moduladas em tomateiro durante a infeccdo por

ToCMoV, foi utilizada a técnica de 2D-NanoUPLC/MSE como forma alternativa a técnica de
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2-DE. Plantas confirmadamente infectadas e plantas controle foram selecionadas
aleatoriamente e utilizadas na analise 2D-NanoUPLC/MSE. Foram identificadas 345 proteinas
totais, mas somente proteinas com alta confiabilidade (OK=2) foram avaliadas quanto a
expressao diferencial. Para a analise do perfil proteico do tomateiro infectado com ToCMoV,
foram realizadas comparag6es entre tomateiros resistente/suscetivel infectados com ToCMoV
e seus respectivos controles. Na interacdo envolvendo resisténcia (LAM 157 inoculado X
LAM 157 ndo inoculado) foram identificadas 329 proteinas, sendo 67 diferencialmente
expressas, incluindo 34 aumentadas e 31 diminuidas nas plantas resistentes inoculadas (Figura
2.5; Tabela 2.1). Na interacdo envolvendo suscetibilidade (Santa Clara inoculada x Santa
Clara ndo inoculada) foram identificadas 329 proteinas, sendo 40 proteinas diferencialmente
expressas, incluindo 21 aumentadas, 18 diminuidas e 1 proteina exclusiva nas plantas
suscetiveis inoculadas (Figura 2.5; Tabela 2.2). Além disso, pdde-se observar que entre as
proteinas identificadas, algumas sdo compartilhadas entre as interacbes de resisténcia e

suscetibilidade durante o processo de infeccdo viral (Tabela 2.3).

v

329 329
proteinas proteinas
: : 1 proteina

¥ exclusiva
v

v
v

34 proteinas * @LUEETIEEE © 31 proteinas | 21 proteinas * @EEEIEEEEANN | 31 proteinas

aumentadas : diferanciais y diminuidas | aumentadas : diferenciais R THTIEES

Figura 2.5. Fluxograma mostrando o nimero de proteinas identificadas e diferencialmente

345 proteinas

expressas por meio da técnica 2D-NanoUPLC/MSE,
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3.3.1. Proteinas relacionadas a defesa/resisténcia moduladas na interacéo resistente

Para compreender melhor a amplitude de acdo do gene de resisténcia tcm-1 durante o
processo de infeccdo viral, foi realizada uma comparacdo entre o tomateiro resistente
inoculado com 0 ToCMoV e sua planta controle (15 dai). A analise do perfil proteico revelou,
pela primeira vez, diferentes processos biologicos que pontecialmente séo afetados durante a
infeccdo por este begomovirus e que podem estar sob a acdo do gene de resisténcia tcm-1
(Figura 2.6). Entre as proteinas identificadas, destaca-se a histona H4, que representou 19%
de todas as proteinas diferencialmente expressas nesta analise comparativa. Foram observadas
varias copias de histona H4, com expressdo aumentada, somente nas plantas resistentes
inoculadas, ndo sendo observadas na interacdo entre o tomateiro suscetivel inoculado com

ToCMoV.

As histonas sdo conhecidas por empacotar 0 DNA através da agregacdo das histonas
H2A, H2B, H3 e H4 (duas de cada), formando assim, o nucleossomo. Além disso, essas
proteinas podem ter papéis importantes durante a interacdo planta-virus. No caso de
interagBes planta-geminivirus, as histonas da planta hospedeira sdo utilizadas para formar os
minicromossomos. Este processo ocorre quando o DNA viral (DNA fita simples) chega no
nucleo, é convertido em DNA circular de fita dupla e empacotado em minicromossomos
(Pilartz e Jeske, 1992). Ja foi mostrado que a proteina histona H3 interage com proteinas de
movimento viral, NSP e MP, do geminivirus Bean dwarf mosaic virus, formando complexo
H3, NSP, MP e DNA viral. Esses autores sugerem que esta histona possa ter um papel na
movimentacdo viral (Zhou, Y. et al., 2011). Géngora-Castillo et al. (2012) revelaram que
tecidos recuperados e sintomaticos de pimentdo infectado com Pepper golden mosaic virus

mostraram um aumento de expressao das histonas H3, H4, H2A e H2B. Estes autores
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sugerem gue essas proteinas possam ter uma importante participacdo na resposta da planta a

infeccdo viral e no processo de recuperagéo.

As histonas também possuem um papel importante na regulacdo da expressao génica
de forma epigenética (Over e Michaels, 2013). Esse mecanismo de regulagdo génica ja foi
relatado em plantas com defesa epigenética contra virus de DNA. Plantas infectadas com
geminivirus utilizaram do mecanismo de metilacdo da histona H3 (H3K9) associada ao DNA
viral para combater a infeccdo (Raja et al., 2008). Além disso, a metilacdo desta histona é
amplamente observada em cromatina viral (Raja et al., 2008). Mais recentemente, foi relatado
que tomateiros resistente e suscetivel ao geminivirus Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
mostraram respostas distintas ao estresse causado pela infec¢do. Foi observado um aumento
duas vezes maior da histona H4 em tomateiro resistente em comparacdo ao tomateiro

suscetivel infectado (Adi et al., 2012).

Foi interessante notar neste trabalho, um aumento da proteina histona H4 no tomateiro com
ampla resisténcia a begomovirus mono e bipartidos (LAM 157) infectado com ToCMoV
guando comparado com a condi¢do controle. Esse resultado ndo foi observado na
comparacdo entre o tomateiro suscetivel Santa Clara infectado com ToCMoV e sua planta
controle, ou seja, ndo houve nenhuma expressdo significativa dessa proteina durante essa
interacdo. Portanto, é possivel que a ativacdo de histona H4 no tomateiro resistente LAM 157
seja um mecanismo de defesa contra a infec¢do causada por ToCMoV e seja controlada pelo

gene de resisténcia tcm-1.
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Figura 2.6. Analise comparativa entre plantas resistentes LAM 157 inoculadas com ToCMoV e nédo inoculadas (controle). O grafico

representa a razdo em escala logaritma (logaritmo natural) das proteinas diferencialmente expressas nas plantas resistentes inoculadas

com ToCMoV.
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Outra proteina interessante identificada neste estudo foi a proteina 14-3-3, com um
aumento de expressdo nas plantas resistentes infectadas com ToCMoV. Essa proteina esta
presente em todas as células eucarioticas, regulando a atividade de uma gama de proteinas-
alvo de importantes processos biologicos (Fu, Subramanian e Masters, 2000; Roberts, 2003).
Em plantas, a proteina 14-3-3 pode atuar em resposta ambiental, metabolica e na resposta de
defesa a patogenos (Roberts, Salinas e Collinge, 2002). Trabalhos tém mostrado a
participacdo dessa proteina como mediador de resisténcia a doengas causadas por fungos e
bactérias. Em interacGes de incompatibilidade foi observado que a proteina 14-3-3 pode
interagir e ativar proteinas importantes para a inducdo de morte celular programada (Finni et
al., 2002; Yang et al., 2009; Oh e Martin, 2011). Por outro lado, no presente trabalho, foi
observado que essa proteina apresentou uma diminuicdo de expressdo no tomateiro suscetivel
Santa Clara infectado com ToCMoV quando comparado com seu controle. Esse fato pode
sugerir que o acumulo da proteina 14-3-3, ocorrido apenas no tomateiro resistente LAM 157,
esteja diretamente ligado a presenca do gene de resisténcia tcm-1, ou seja, é possivel que esse
gene ative vias bioldgicas importantes para acao da proteina 14-3-3 como mediador de defesa

da planta.

Foram também observadas varias proteinas com expressdo diminuida nas plantas
resistentes infectadas com ToCMoV, como a proteina SAUR (Auxin induced SAUR like
protein), rodanese (rhodanese-like), treonina endopeptidase e lacase. As proteinas SAUR sdo
conhecidas por serem induzidas pela ativacdo da auxina, crucial para o desenvolvimento da
planta (Hagen e Guilfoyle, 2002). mostrado que essas proteinas sdo induzidas em plantas
suscetiveis infectadas com geminivirus, possivelmente, para criar condi¢Ges celulares
favoraveis para a replicacdo viral nas folhas apicais (Pierce e Rey, 2013). Assim como a

proteina SAUR, a rodanese também € induzida em plantas suscetiveis infectadas por virus
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(Whitham et al., 2003) e pode ser encontrada no floema (Walz et al., 2004), sistema vascular
utilizado pela maioria dos geminivirus para replicacdo e acumulo viral (Thompson e Schulz,
1999). O mesmo acontece com a treonina endopeptidase, uma enzima proteolitica, que é
induzida em tomate infectado por Potyvirus (Alfenas-Zerbini et al., 2009) e com a lacase,
uma glicoproteina que esta envolvida em diferentes processos como alignificacdo da parede
celular,a regeneracao de protoplasto de fumo (Mayer e Staples, 2002), viruléncia e tolerancia
a estresses ambientais em fungos (Fang et al., 2010). Diferentemente desses resultados, o
presente trabalho mostrou uma reducdo significativa dessas proteinas na planta resistente
infectada por geminivirus. 1sso pode indicar um novo mecanismo de defesa encontrado pela
planta hospedeira, sob controle do gene tcm-1, em combater o patdgeno e consequentemente,

impedir o avanco da infeccéo.

3.3.2. Proteinas relacionadas com a infectividade viral que foram moduladas em

tomateiro suscetivel

Outra comparacdo foi realizada entre plantas de tomateiro suscetivel Santa Clara
infectado com ToCMoV e suas plantas controle (interacdo de suscetibilidade). O objetivo
dessa analise foi tentar compreender os mecanismos envolvidos no processo de infeccdo que
favorecam o begomovirus ToCMoV em sua planta hospedeira. E pela primeira vez, foi
demonstrado o perfil proteico de plantas de tomateiro suscetivel Santa Clara infectados com

ToCMoV.

A anadlise do perfil protebmico do tomateiro suscetivel infectado com ToCMoV

revelou que proteinas associadas a diferentes processos biologicos, como a ubiquitinacéo,
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dobramento proteico, fotossintese e traducdo foram afetados. Esses processos podem indicar

0S mecanismos virais que contribuem para a infectividade de ToCMoV (Figura 2.7).

Entre as proteinas identificadas est4 a ubiquitina. Essa proteina ndo foi visualizada no
tomateiro resistente LAM 157 infectado com esse begomovirus. Sabe-se que a ubiquitina €
uma proteina que se liga a proteinas-alvo (ubiquitinagdo), mediando a protedlise de
importantes proteinas celulares envolvidas em reposta a estresse, ciclo celular, regulagdo
transcricional, reparo de DNA, entre outros (Glickman e Ciechanover, 2002). Foi mostrado
que as vias de ubiquitinacdo sdo alvos de virus de planta em beneficio proprio através de
diferentes mecanismos (Alcaide-Loridan e Jupin, 2012). Diversos trabalhos envolvendo
proteinas de geminivirus tém sido relatados, mostrando a diversidade dos mecanismos
utilizados por esses virus. Varias proteinas virais como, C4, C2, BC1 e Rep interagem com
proteinas do hospedeiro, incluindo proteinas envolvidas no processo de ubiquitinacéo
(Castillo et al., 2004; Eini et al., 2009; Lozano-Duran e Bejarano, 2011; Lozano-Duran,
Rosas-Diaz, Gusmaroli, et al., 2011; S&nchez-Duran et al., 2011; Zhang et al., 2011). Mais
recentemente, foi mostrado queo fator de patogenicidade AC2 (C2, AL2 e TrAP) do
begomovirus TocMoV ¢é capaz de ativar a expressao da proteina SGT1 (Carmo et al., 2013),
proteina que interage com complex SCF (SKP1-Cullin—F-box) da E3 ubiquitin ligase (Zhang
et al., 2008). Com base nesses resultados, € provavel que proteinas virais do ToCMoV
estejam interagindo com proteinas associadas com o processo de ubiquitinagdo na tentativa de
garantir o avanco da infeccdo. A ubiquitina foi também encontrada somente nas plantas-
controle ndo inoculadas de plantas LAM 157, ndo sendo regulada nas plantas resistentes
infectadas. 1sso pode indicar que essa proteina esteja sendo ativada somente para favorecer a
infeccdo viral, como um mecanismo utilizado para driblar as vias béasicas de defesa da planta

hospedeira.
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Uma proteina que parece ter um papel importante durante a infeccdo causada por
ToCMoV foi a proteina de choque térmico 70 (HSP70), chaperona envolvida em diferentes
processos celulares, como o controle das atividades de proteinas reguladoras e o reestabeleci-
mento das conformacdes proteicas nativas sob condi¢cdes de estresse (Rajan e D'silva, 2009).
E bem conhecido que essas chaperonas sdo induzidas em plantas durante a infeccdo viral.
Escaler et al. (2000) mostraram que o aumento de HSP70 em tecido embrionario de ervilha
infectado com diferentes virus esta associado com a replicacéo viral. Resultados semelhantes
também foram obtidos por Wang et al. (2009), que sugeriram que a HSP70 desempenha im-
portantes papéis na replicacdo do Tomato bushy stunt tombusvirus. Lozano-Duran et al.
(2011) também mostraram a importancia da HSP70 na infeccdo causada pelo begomovirus
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus. Esses autores propuseram gue um aumento dessa pro-
teina é requerido para uma completa infeccdo viral. Além disso, foi sugerido que a interacdo
da HSP70 com a proteina de movimento MP do begomovirus Abutilon mosaic virus é im-
portante para o transporte viral e inducdo de sintomas em Arabidopsis thaliana (Krenz et al.,
2010). Mais recentemente, Gongora-Castillo et al. (2012) mostraram que folhas de pimentao
com sintomas causados pelo begomovirus Pepper golden mosaic virus apresentaram niveis
induzidos do gene que codifica a HSP70. Todos esses dados corroboram o resultado encon-
trado neste trabalho, no qual a HSP70 foi aumentada nas plantas de tomateiro suscetivel in-
fectado com ToCMoV. Pela primeira vez, foi mostrada a participacdo dessa chaperona duran-
te a infeccdo causada por ToCMoV. Possivelmente, a HSP70 é recrutada para favorecer a
replicacéo viral e o desenvolvimento de sintomas em plantas hospedeiras.

Outra proteina identificada e que pode estar associada a infectividade de ToCMoV foi
a MLO-like. Essa proteina consiste de sete dominios transmembranicos (Devoto et al., 2003)

e que mostrou um aumento de expressdo maior nas plantas de tomateiro suscetivel infectados
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com ToCMoV. Sob condicGes de estresse abiotico e bidtico, a proteina MLO pode ser
modulada, sugerindo sua participacdo em diversos processos de desenvolvimento da planta
(Chen et al., 2006). Trabalhos tém mostrado que os elevados niveis de expressdo génica de
MLO estdo associados ao aumento de suscetibilidade de fungos fitopatogénicos. Buschges et
al. (1997) propuseram que o gene Mlo é capaz de modular a resposta de defesa e morte
celular em folhas de cevada infectada com Blumeria graminisf. sp. hordei. Assim como foi
observado no trabalho de Kim at al.(2002). Esses autores mostraram que na auséncia de
calmodulina, a proteina MLO regula negativamente a resposta de defesa contra Blumeria
graminis f. sp.hordei. Zheng et al. (2013) também mostraram que 0 aumento de expressdo
desse gene estd associado ao aumento de suscetibilidade ao fungo Leveillula taurica. O
presente trabalho revelou pela primeira vez o aumento da proteina MLO-like associada a
infeccdo por ToCMoV. Baseado nestes trabalhos, € possivel que essa proteina esteja sendo
regulada para combater a resposta de defesa da planta hospedeira, aumentando assim, a

suscetibilidade do tomateiro Santa Clara ao begomovirus ToCMoV.

Foram observadas duas proteinas associadas com a fotossintese que foram significati-
vamente moduladas, a CP43 e a proteina PsaA. Enquanto a CP43 foi modulada positivamente
nas plantas de tomateiro suscetiveis infectadas, a proteina PsaA foi modulada negativamente.
A CP43 faz parte do fotossistema Il, dando estabilidade a esse sistema e sendo essencial na
atividade de processamento do oxigénio (Bricker e Frankel, 2002). Foi relatado que plantas
infectadas com a linhagem flavum do Tobacco mosaic virus mostraram niveis de expresséo
dessa proteina diminuidos (Lehto et al., 2003). Entretanto, Adi et al. (2012) mostraram que a
proteina CP47, que também faz parte do fotossistema Il (Bricker e Frankel, 2002), apresentou
niveis mais elevados em tomateiro suscetivel infectado com o begomovirus Tomato yellow

leaf curlvirus quando comparado com 0 tomateiro resistente.
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Figura 2.7. Andlise comparativa entre plantas suscetiveis Santa Clara inoculadas com ToCMoV e ndo inoculadas (controle). O gréafico
representa a razdo em escala logaritma (logaritmo natural) das proteinas diferencialmente expressas nas plantas suscetiveis inoculadas

com ToCMoV.
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Diferentemente, a proteina PsaA, uma das principais subunidades que esta presente no
centro de reacdo do fotossistema | (PSI) (Golbeck, 1992) é afetada sob condicdes de estresse.
Durante a fotoinibicdo do PSI ocorre adegradacdo das proteinas PsaA/PsaB (Ozakca, 2013).
Esses dados sugerem que as proteinas fotossintéticas respondem de maneira distinta em
tomateiro suscetivel infectado com ToCMoV. Provavelmente, a proteina CP43 esteja sendo
aumentada na tentativa de reestabelecer o PSII afetado pelo avanco da infeccdo viral.
Enquanto que a proteina PsaA pode estar sendo degradada como consequéncia do estresse

oxidativo causado pela infeccdo viral.

Foi observada também a expressdo de uma proteina envolvida na tradugdo de
proteinas, a proteina L14 que pertence ao complexo ribossomal 60S. Essa proteina foi
identificada apenas nas plantas de tomateiro suscetivel infetadas com ToCMoV. Estudos
anteriores mostraram que uma proteina transativadora do Cauliflower mosaic virus pode
interagir com as proteinas L18 e L24 do complexo ribossomal 60S para, possivelmente,
permitir a traducdo policistronica do RNA viral (Leh, Yot e Keller, 2000; Park et al., 2001).
Mais recentemente, Carmo et al. (2013) mostraram que plantas infectadas com PVX
expressando a proteina viral AC2 do ToCMoV apresentam um aumento da proteina
ribossomal L12-1a quando comparada com plantas infectadas apenas com PVX. A proteina
AC?2 é conhecida por transativar outros genes virais, como genes da CP e a NSP (Sunter e
Bisaro, 1991; 1992). E provavel que o ToCMoV esteja recrutando a maquinaria celular da
planta hospedeira para favorecer o avanco viral. 1sso pode ser um indicativo que a proteina
ribossomal (L14) esta sendo recrutada durante a infec¢do para permitir a traducdo de proteinas
virais importantes para completar o ciclo de multiplicagdo viral e possivelmente, isso ocorra

devido a interacdo com a proteina transativadora AC2.
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3.3.3. Proteinas moduladas nas linhagens de tomateiro resistente e suscetivel durante a

infeccdo com ToCMoV

Com base nas analises comparativas feitas entre 0s tomateiros infectados com
ToCMoV e seus controles (LAM 157 | x LAM 157 NI e Santa Clara | x Santa Clara NI), foi
possivel observar que 11 proteinas apresentaram pefis semelhantes nas duas interacfes
analisadas (resisténcia e suscetibilidade). Destas, 5 proteinas foram aumentadas e 6
diminuidas nas duas interacGes. Essas proteinas tém sido associadas a respostas a condicdes
de estresse causado por fatores bioticos ou abioticos. Entre elas estd a proteina contendo
dominios repetitivos de Sell (Sell domain protein repeat containing protein), que é
caracterizada por servir de adaptador na montagem de complexos de macromoléculas, ativada
em condi¢Oes de estresse e participar da degradacdo de proteinas (Mittl e Schneider-Brachert,
2007). Outra proteina aumentada nas duas interacdes é a Proteina 3 ativadora do
processamento de oxigénio (Oxygen evolving enhancer protein 3, PsbQ), uma proteina do
fotossistema 1l que tem mostrado expressdo reduzida em plantas infectadas por tobamovirus
(Pérez-Bueno et al., 2004), mas que em tomateiros infectados com o TYLCV, sua expressdo é
maior no tomateiro resistente (Adi et al., 2012). A expressao da oxalato oxidase, que esta
associada a um aumento de resisténcia a patégenos, como o fungo Sclerotina sclerotiorum
(Donaldson et al., 2001; Hu et al., 2003; Calla et al., 2014) e da Citocinina riboside 5-
monofosfate fosfosribohidrolase (LONELY GUY), enzima que tem um papel importante na
regulagdo do horménio citocinina durante o crescimento e desenvolvimento da planta
(Kuroha et al., 2009) foram também aumentadas nas duas interacGes. Sabe-se que 0 aumento
dos niveis de citocinina contribui para a resposta de defesa da planta contra pat6genos

(Dermastia e Ravnikar, 1996; Choi et al., 2010).
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Algumas proteinas foram reprimidas nas duas interacoes, incluindo a HAD (Haloacido
dehalogenase-superfamilia de hidrolase) que podem estar envolvida em diferentes processos
cataliticos associados a metabolismo primario e secundario, transducéo de sinal, reparacéo de
acido nucleico e transporte de membrana. Essa superfamilia é representadas por enzimas que
atuam na hidrélise de diferentes substratos (Koonin e Tatusov, 1994; Allen e Dunaway-
Mariano, 2004), sendo conservada em diversos organismos (Burroughs et al., 2006). Ja foi
mostrado que essa superfamilia pode favorecer a patogenicidade do fungo fitopatogénico Ver-
ticillium dahliae (EI-Bebany, Rampitsch e Daayf, 2010).

Foi também demonstrada a modulacdo negativa de uma chaperona, a chaperonina 60
(Cpn 60), nas duas linhagens de tomateiro infectadas. A Cpn 60 € uma importante chaperona
para organismos eucariotos e procariotos que pode executar diferentes funcbes além de
dobramento proteico e reparo de dobramento irregular de proteinas (Horwich et al., 2007;
Henderson, Fares e Lund, 2013). Sob condi¢bes de estresse, essas proteinas podem se
acumular (Holland et al., 1998), como por exemplo, em tomateiro resistente infectado com
begomovirus que apresentou uma quantidade maior de chaperonin 60 B quando comparada
com a planta suscetivel (Adi et al., 2012). Foi interessante observar que as plantasi nfectadas
com ToCMoV apresentaram uma diminuicdo da Cpn 60. E possivel que genes que codificam
essas proteinas estejam sendo regulados negativamente pela planta como um mecanismo de
defesa na tentativa de impedir o avanco viral. Ishikawa et al. (2003) mostraram que a delecéo
de um gene que codifica a chaperonin 60 B causa morte celular em Arabidopsis, sugerindo

que a deficiéncia dessa proteina no cloroplasto pode disparar a morte celular em Arabidopsis.

Duas proteinas associadas com estresse oxidativo também foram moduladas nas duas
linhagens de tomateiro infectadas com ToCMoV, uma ferredoxin-NADP" reductase e uma

nucleoredoxina-1 moduladas positivamente e negativamente, respectivamente. A ferredoxin-
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NADP™ reductase possui um papel importante na defesa da planta contra estresses oxidativos
(Krapp et al., 1997), enquanto que a nucleoredoxina € caracterizada como uma tioredoxina
envolvida no crescimento e diferenciacdo celular (Funato e Miki, 2007) e tem expressdo au-
mentada associada a estresse oxidativo (Tomanek et al., 2011; Xue et al., 2013). Porém, a
nucleoredoxina foi diminuida tanto na linhagem de tomateiro resistente quanto na suscetivel
infectadas com ToCMoV. Possivelmente, essa proteina nao seja essencial para combater a
infeccdo causada por ToCMoV, mas que o estresse oxidativo causado por esse begomovirus
pode ter ativado outras rotas metabolicas que envolvam esse tipo de estresse, como a ferredo-
xin-NADP* reductase, por exemplo.

Uma pequena proteina do cloroplasto, a CP12, foi identificada neste trabalho. Essa
proteina esta envolvida na montagem e regulacdo de complexos supramoleculares, como o
complexo PRK/CP12/GAPDH. Entretanto, na forma reduzida, a CP12 é incapaz de reconsti-
tuir esse complexo (Graciet et al., 2003). Além disso, ja foi relatado que uma tioredoxina ati-
va a PRK e a GAPDH através da ruptura desse complexo em resposta a mudancas de intensi-
dade da luz (Howard et al., 2008). Foi mostrado no presente trabalho que a expresséo de
CP12 foi diminuida nas linhagens de tomateiro infectadas por ToOCMoV.

Uma proteina relacionada ao citoesqueleto, a B-tubulina, também foi afetada negati-
vamente nas linhagens de tomateiros avaliadas neste trabalho. Consistente com 0 nosso resul-
tado, Ndimba et al. (2005) mostraram que culturas celulares em suspensdo de Arabidopsis
thaliana submetidas a estresse salino e osmotico mostraram reducéo significativa da proteina
B-tubulina.

Diferentes proteinas foram afetadas de forma parecida nas duas linhagens infectadas
com ToCMoV quando comparadas aos seus respectivos controles. No geral, é possivel que as

proteinas atuando da mesma maneira nas duas linhagens de tomateiro sejam consequéncia

-84 -



apenas da infeccdo causada por ToCMoV, ndo sendo associadas diretamente com as caracte-
risticas estudas (resisténcia/suscetibilidade). 1sso pode indicar que plantas resistente e susceti-

vel apresentam um sistema de defesa basal comum contra o begomovirus ToCMoV.

4. CONCLUSAO FINAL

Neste trabalho foi utilizada uma técnica relativamente recente, a 2D-
nanoUPLC/HDMSE, para identificar e quantificar as proteinas envolvidas no processo de in-
feccdo do begomovirus ToCMoV. Foram identificadas centenas de proteinas envolvidas em
diferentes processos bioldgicos como a fotossinte, metabolismo energético, ubiquitinacéo,
estresse oxidativo, dobramento proteico, enovelamento de DNA e reposta de defesa. As anali-
ses comparativas possibilitaram um maior entendimento sobre possiveis mecanismos envol-
vidos na defesa/resisténcia e suscetibilidade a esse begomovirus. Esse trabalho mostrou pela
primeira vez os perfis proteicos globais de tomateiros resistente (LAM 157) e suscetivel (San-
ta Clara) infectados com o begomovirus ToCMoV. Durante a analise das plantas resistentes,
foi possivel identificar uma gama de proteinas que podem estar sendo moduladas pelo locus
tcm-1 para garantir o desenvolvimento da planta hospedeira. Entre essas proteinas, destaca-se
a histona H4 que representou 35% das proteinas aumentadas nas plantas resistentes infectadas
e que possivelmente represente um novo mecanismo de defesa. As proteinas identificadas na
linhagem de tomateiro resistente LAM 157 poderao esclarecer como diferentes vias metabdli-
cas podem ser utilizadas para combater o patdgeno. Ao mesmo tempo, a analise da planta
suscetivel, Santa Clara, revelou uma variedade de proteinas que podem estar associadas a in-

fectividade de ToCMoV, revelando diferentes vias metabolicas que favorecem o avanco viral,
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com destaque para a ubiquitina e a proteina ribossomal que foi somente encontrada na planta
infectada suscetivel. Entretanto, muitas proteinas mostram comportamentos similares nas du-
as linhagens de tomateiro analisadas. Possivelmente, essas vias metabdlicas sdo moduladas
devido ao processo de infecgcdo, ndo estando associado as caracteristicas estudas. Portanto,
este trabalho podera esclarecer como a interacdo tomate-ToCMoV pode modular processos
bioldgicos para garantir o estabelecimento da infecgédo viral ou mesmo combater o avancgo do

patdgeno.
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Tabela 2.1. Proteinas identificadas em tomateiro resistente infectado com ToCMoV por 2D-NanoUPLC/HDMSE.

. 1571:157NI
a Proteina . 1571b:157NI° 1571:157NlI 1571:157 x c
Accesso OK Identificada PLGS Score Exclusiva Raz0 Log(e) Razdo ng(e)_ P< 005 Expressao Gene Ontology
Variancia
Solyc079066610 2 Fosfoglicerato 11.615.89 - 113 0.12 0.07 1 Aumentada  Ligagio de ATP
2.1 quinase
Solyc07g066600 2 Fosfoglicerato 5.994.80 - 122 0.2 0.16 1 Aumentada  Ligacdo de ATP
2.1 quinase
Proteinase -
Solyc09g011040 2 aspartica 4.161.82 - 1.06 0.06 0.05 1 Aumentada Athld_ade de
11 - peptidase
( nepenthesin-I)
Solyc11g022550 2 Proteina 2.122.46 . 128 025 02 1 Aumentada -
11 desconhecida
Solyc03g034180 . Ligacédo a
21 2 Proteina 14-3-3 19.042.99 - 1.09 0.09 0.07 1 Aumentada fosfoserina
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Solyc03g120620
21

Solyc02g079950
2.1

Solyc04g011390
1.1

GI|218317*

Solyc06g005430
1.1

Solyc01g007510
1.1

Solyc06g072240
1.1

Homeobox
leucine zipper
protein

PsbQ

Histona H4

Ribulose 1.5-
bisfosfato
carboxilase
oxigenase
(subunidade
menor)

HistonaH4

PsbN
(fotossistema I1)

Histona H4

1.395.08

1.719.69

7.806.78

20.377.11

7.806.78

295.64

7.806.78

1.25

1.63

1.14

1.08

1.13

1.26

1.14

0.22

0.49

0.13

0.08

0.12

0.23

0.13

0.18

0.15

0.11

0.06

0.09

0.18

0.11

0.99

0.99

0.99

0.99

0.99

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Ligacéo ao
DNA

Externo a
membrana

Ligacéo ao
DNA

Proteina de
ligagdo/Ligagao
ao fon cobre

Ligacédo ao

DNA

Membrana

Ligacéo ao
DNA
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Solyc08g065220
21

Solyc11g072860
1.1

Solyc06g075960
1.1

Solyc06g075930
11

Solyc12g044230
1.1

Solyc05g054610
1.1

Solyc11g072840
11

Glicina
dehydrogenase.
proteina P

Histona H4

Histona H4

Histona H4

Porteina
0s01g0786800
(fragmento)

Histona H4

Histona H4

1.392.04

7.806.78

7.806.78

7.806.78

1.349.94

7.806.78

7.476.95

1.15

112

1.14

1.13

1.25

1.14

1.13

0.14

0.11

0.13

0.12

0.22

0.13

0.12

0.12

0.11

0.1

0.1

0.23

0.1

0.1

0.99

0.99

0.98

0.98

0.98

0.98

0.98

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Descarboxilante

Ligacéo ao
DNA

Ligacéo ao
DNA

Ligacéo ao
DNA

Intgrada a
membrana

Ligacédo ao
DNA

Ligacéo ao
DNA
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Solyc01g007270
11

Solyc01g007930
2.1

Solyc06g075830
1.1

Solyc02g063140
2.1

Solyc06g066630
1.1

Solyc02g077830
1.1

Solyc06g075850
11

Citocinina
riboside 5-
monofosfate
fosfosribohidrol
ase LOG

Proteina
contendo
dominio Sell

Histona H4

Elongase de
acidos graxos

O-
aciltransferase
(MBOAT)

Proteina
desconhecida

Histona H4

11.805.87

935.52

7.806.78

16.697.45

1.347.69

561.69

7.806.78

1.03

1.15

1.14

1.07

1.27

121

1.13

0.03

0.14

0.13

0.07

0.24

0.19

0.12

0.02

0.12

0.12

0.07

0.24

0.17

0.11

0.98

0.97

0.97

0.97

0.97

0.97

0.96

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Ligagdo

Ligacéo ao
DNA

Atividade de
eleongase de
acidos graxos

Proteina de
ligacéo/
Atividade de
transferase

Ligacéo ao
DNA
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Solyc04g082460
21

Solyc06g072540
1.1

Solyc07g041720
1.1

Solyc02g062130
2.1

Solyc11g066160
1.1

Solyc06g005420
1.1

Solyc02g069410
21

Catalase

ATP sintase.
subunidade
a(cloroplasto)

Oxalato oxidase

Ferredoxina-
NADP redutase

Histona H4

Histona H4

HAD
(Haloacido
dehalogenase)
hidrolase

3.637.91

5.066.97

10.648.01

4.546.31

6.084.02

7.806.78

903.32

1.20

1.09

1.17

1.16

112

1.13

1.08

0.18

0.09

0.16

0.15

0.11

0.12

0.08

0.17

0.11

0.16

0.16

0.11

0.13

0.09

0.96

0.96

0.96

0.95

0.95

0.95

0.95

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Atividade de
oxalato oxidase

NADPH
desidrogenase
Atividade
NADPH
desidrogenase /p
oly (U) RNA
binding

Ligacédo ao
DNA

Ligacédo ao
DNA

Proteina de
ligacéo/atividad
e de hidrolase



http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0003959
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0003959
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0003959
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0003959
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0003959
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0003959
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0003959

Solyc03g123410
11

Solyc03g098770
1.1

Solyc11g042570
1.1

Solyc12g089310
11

Solyc04g007790
2.1

Solyc06g076640
2.1

Solyc12g096210
11

Oxalato oxidase
(germin 171)

Proteina
desconhecida

Proteina
desconhecida

Cadeiaftubulina

Proteina
principal do
latex (major

latex like

protein-MLP)

Cadeia 8
tubulina

Proteina
desconhecida

1.013.42

4.238.77

529.33

3.125.40

4.659.47

2.713.17

610.00

1.23

0.86

0.73

0.84

0.79

0.80

0.59

0.21

-0.15

-0.31

-0.17

-0.24

-0.22

-0.53

0.26

0.17

0.36

0.19

0.22

0.19

0.55

0.95

0.04

0.04

0.03

0.03

0.03

0.03

Aumentada

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Atividade de
oxalato oxidase

Constituinte
estrutural do
citoesqueleto

Resposta a
estresse bidtico

Constituinte
estrutura do
citoesqueleto

-26-
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Solyc00g186050
11

Solyc05g005470
2.1

Solyc11g069790
1.1

Solyc01g098620
2.1

Solyc12g010010
1.1

Solyc03g111610
2.1

Solyc10g080940
11

Proteina
desconhecida

Nucleoredoxina
1

Chaperonina(Cp
n60)

Proteina
desconhecida

Nucleotideo
ciclico de canal
fechado

HAD
(Haloécido
dehalogenase)
hidrolase

Cadeia
tubulina

2.139.14

1.378.12

3.398.96

454.56

2.423.83

2.134.54

3.603.25

0.76

0.86

0.86

0.79

0.80

0.78

0.80

-0.28

-0.15

-0.15

-0.24

-0.22

-0.25

-0.22

0.24

0.16

0.15

0.18

0.22

0.27

0.17

0.03

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Atividade de
tioredoxina-
dissulfeto
redutase

Metabolismo de
proteinas/citopla
sma

Membrana

Proteina de
ligag&o/atividad
e de hidrolase

Integradaa
membrana/Com
plexo proteico
/microttbulo



http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0004791
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0004791
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http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0044267
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Solyc12g062520
11

Solyc01g028810
2.1

Solyc06g005910
2.1

Solyc02g086810
11

Solyc09g009390
2.1

Solyc03g118760
2.1

Solyc01g079470
2.1

Subunidade
adaptadora AP2
(complexo)

Chaperonina
(Cpn60)

Cadeia B
tubulina

Proteina
desconhecida

Monodehidroasc
orbato redutase
(NADH)

Cadeia 8
tubulina

CP12
(cloroplasto)

2.276.01

3.974.59

2.820.30

4.627.93

866.31

2.420.84

2.384.82

0.90

0.84

0.78

0.92

0.73

0.76

0.83

-0.17

-0.25

-0.08

-0.31

-0.27

-0.19

0.11

0.14

0.22

0.06

0.22

0.22

0.16

0.02

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Complexo
adaptador/revest
imento da
clatrina

Metabolismo de
proteinas/ctoplas
ma

Constituinte
estrutural do
citoesqueleto

Atividade de
monodehidroasc
orbato redutase

(NADH)

Constituinte
estrutural do
citoesqueleto

Proteina de
ligacéo

_.b6_
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Solyc07g055040
11

Solyc06g035970
2.1

Solyc04g071260
2.1

Solyc08g075070
2.1

Solyc04g082230
1.1

Solyc10g009570
2.1

Solyc01g095430
21

Proteina
contendo
dominio Agenet

Cadeia

tubulina

Actina

Profilina

Proteina SAUR

Rodanase

Treonina
endopeptidase

317.91

3.406.20

2.075.63

450.40

846.41

1.183.72

14.753.03

0.76

0.78

0.74

0.61

0.61

0.55

0.62

-0.28

-0.25

-0.49

-0.49

-0.48

0.27

0.2

0.21

0.42

0.26

0.31

0.23

0.01

0.01

0.01

0.01

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Ligacdo ao RNA

Constituinte
estrutural do
citoesqueleto

Constituinte
estrutural do
citoesqueleto

Citoesqueleto de
actina

Ligacédo a
proteina

_56_


http://solgenomics.net/chado/cvterm.pl?cvterm_id=7619

Solyc06g009630
11

Solyc11g065990
1.1

Solyc12g056820
11

Solyc06g076090
2.1

Solyc12g036170
1.1

Solyc08g008590
2.1

CP12

Actina

Lacase

Actina

Proteina
desconhecida

Ubiquitina

40.053.24

3.923.46

631.56

3.923.46

695.62

242.72

157NlI

157NI

0.82

0.84

0.57

0.85

-0.17

-0.57

-0.16

0.11

0.13

041

0.12

Ligacéo a

Diminuida .
proteina

Constituinte
Diminuida estrutural do
citoesqueleto

Atividade de

Diminuida p
ferroxidase

Constituinte
Diminuida estrutural do
citoesqueleto

Exclusiva 157Nl -

Proteina de
ligacéo
dependente de
ATP

Exclusiva 157Nl

-96-

* Numero de acesso referente a sequéncia nucleotidicada proteina homdloga (NCBI database) a proteina desconhecida identificada.

a) Numero de acessso oficial do genoma do tomate construido peloInternational Tomato Annotation Group (ITAG).

b) I - inocunada com ToCMoV; NI: ndo inoculada

¢) Termo ontoldgico associado a cada mMRNA.


http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0043008

Tabela 2.2. Proteinas identificadas em tomateiro suscetivel infectado com ToCMoV por 2D-NanoUPLC/HDMSE,

. SCI:SCNI
a Proteina . SCIP:SCNI° SCI:SCNI . SCI:SCNI x
Accesso OK Identificada PLGS Score Exclusiva Razio Log(e)Razdo Log(e)\;arlanm P< 0.05 Expressao Gene Ontology®
Solyc03g098770 2 Proteina 423877 . 149 0.4 0.18 1 Aumentada -
11 desconhecida
Solyc12g038080 CP43 Externa a
11 2 (fotossistema 1) 1.235.78 - 1.65 0.5 0.4 1 Aumentada membrana
Solyc02g079950 Externa a
21 2 PsbQ 1.719.69 - 1.60 0.47 0.14 1 Aumentada membrana
Solyc00g186050 2 Proteina 2.130.14 . 186 0.62 0.43 1 Aumentada -
11 desconhecida
Atividade
. NADPH
Solyc029062130 2 Ferredoxina- 4.546.31 - 1.27 0.24 0.17 0.99 Aumentada desidrogenase /p
2.1 NADP redutase
oly (U) RNA
binding

-L6-
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Solyc12g010010
11

Solyc07g041720
1.1

Solyc01g007930
2.1

Solyc01g101060
2.1

Solyc02g091560
2.1

Solyc01g080270
2.1

Solyc12094620
11

Nucleotideo
ciclico de canal
fechado

Oxalato oxidase
(germin 171)

Proteina
contendo
dominio Sell

S-
adenosilmetioni
na sintase

Serina
hidroximetiltran
sferase

Alfa/beta
hidrolase

Catalase

2.423.83

10.648.01

935.52

1.341.29

5.533.11

1.600.12

4.811.83

1.40

1.17

1.17

1.27

112

1.14

1.13

0.34

0.16

0.16

0.24

0.11

0.13

0.12

0.29

0.15

0.17

0.24

0.11

0.12

0.14

0.99

0.99

0.97

0.97

0.97

0.97

0.96

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

membrana

Atividade de
oxalato oxidase

Ligacéo

Metabolismo de
carbono (Cy)

Atividade
glicina
hidroximetiltran
sferase

Processo de
oxirreducéo
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http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0004372
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0055114
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Solyc12g099000
11

Solyc05g050970
2.1

Solyc06g009950
1.1

Solyc09g008280
11

Solyc08g008590
2.1

Solyc10g044510
1.1

Solyc12098490
11

S-

adenosilmetioni 1.769.30
na sintase

Transketolase 1 1.716.89

psaB 5.635.63

(fotossistema I)

S-
adenosilmetioni 2.276.53
na sintase
Ubiquitina 242.72
proteina MLO 4 5.192.37
Serina
hidroximetiltran 560.05
sferase

1.23

111

1.07

1.22

1.34

1.13

1.25

0.21

0.1

0.07

0.2

0.29

0.12

0.22

0.22

0.1

0.08

0.19

0.32

0.14

0.27

0.96

0.96

0.96

0.96

0.95

0.95

0.95

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Metabolismo de
carbono (Cy)

Atividade de
transketolase/lig
acdo a proteina

Integradaa
membrana

Metabolismo de
carbono (Cy)

Proteina de
ligacéo
dependente de
ATP

integral to
membrane

Atividade
glicina
hidroximetiltran
sferase



http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0043008
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0016021
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0016021
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0004372
http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0004372
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Solyc07g005820
21

Solyc01g007270
1.1

Solyc09g064480
1.1

Solyc11g011950
11

Solyc01g007520
2.1

Solyc01g028810
2.1

Solyc06g076640
21

Proteina de
choque térmico
70 (HSP70)

Citocinina
riboside 5-
monofosfate
fosfosribohidrol
ase LOG

Galactosiltransfe
rase (fragmento)

Proteina
desconhecida

PsbH
(fotossistema I1)

Chaperonina(Cp
n60)

Cadeiaftubulina

18.045.47

11.805.87

130.55

328.06

6.007.21

3.974.59

2.713.17

114

1.03

0.69

0.83

0.79

0.81

0.82

0.13

0.03

-0.37

-0.19

-0.24

-0.21

0.17

0.03

0.4

0.22

0.25

0.21

0.22

0.95

0.95

0.05

0.05

0.05

0.05

0.04

Aumentada

Aumentada

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Ligacgdo de
ATP/ligacéo a
protéinas
desdobradas

Membrana

Membrana

Metabolismo de
proteinas/ctoplas
ma

Constituinte
estrutural do
citoesqueleto

-00T -


http://solcyc.solgenomics.net/LYCO/NEW-IMAGE?object=GO:0005524
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Solyc10g078600
11

Solyc02g080520
2.1

Solyc03g034180
2.1

GI|218317*

Solyc07g063580
2.1

Solyc03g111610
2.1

Solyc02g063140
21

Proteina ligante
de mirosinase
(fragmento)

Proteina
0s04g0625000
(fragmento)

Proteina 14-3-3

Ribulose 1.5-
bisfosfato
carboxilase
oxigenase
(subunidade
menor)

Proteina
desconhecida

HAD
(Haloécido
dehalogenase)
hidrolase

Elongase de
acidos graxos

529.33

1.593.25

19.042.99

20.377.11

248.41

2.134.54

16.697.45

0.76

0.89

0.93

0.92

0.67

0.76

0.92

-0.27

-0.12

-0.07

-0.08

-0.28

-0.08

0.3

0.13

0.07

0.06

0.32

0.29

0.06

0.04

0.03

0.03

0.02

0.02

0.02

0.01

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Proteina de
ligacéo

Ligagdo a
fosfoserinea

Protéina de
ligacéo/ligacaoa
0 fon cobre

Proteina de
ligagéo/Atividad
e de hidrolase

Atividade de
elongase de
acidos graxos

- 10T -


http://solgenomics.net/chado/cvterm.pl?cvterm_id=6580

Solyc05g005470
21

Solyc02g086810
1.1

Solyc06g009630
1.1

Solyc11g022550
11

Solyc09g015300
1.1

Solyc10g017890
1.1

Solyc06g008260
21

Nucleoredoxina
1

Proteina
desconhecida

CP12

Proteina
desconhecida

psaA
(fotossistema I)

psaA
(fotossistema I)

Proteina
ribossomal L14
(60S)

1.378.12

4.627.93

40.053.24

2.122.46

419.71

346.34

392.26

SCI

0.76

0.85

0.70

0.43

0.44

0.44

-0.28

-0.16

-0.35

-0.85

-0.81

-0.83

0.18

0.09

0.15

0.21

0.35

0.36

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Exclusiva SCI

Atividade de
tioredoxina-
dissulfeto
redutase

Proteina de
ligacéo

Integrada a
membrana

Integrada a
membrana

Constituinte

estrutural do

ribossomo/
ligacdo a0 RNA

- 201 -
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* Numero de acesso referente a sequéncia nucleotidica da proteina homologa (NCBI database) a proteina desconhecida identificad
a.) Nimero de acessso oficial do genoma do tomate construido pelo International Tomato Annotation Group (ITAG).
b) I - inocunada com ToCMoV; NI: ndo inoculada

c) Termo ontolégico associado a cada mRNA.



Tabela 2.3. Proteinas comuns identificadas em tomateiro resistente e suscetivel infectado com ToCMoV por 2D-NanoUPLC/HDMSE,

pLGs  15/II57NIF 1571:157NI] 1571:157N1/ 1571:157N1/
Accesso? OK Proteina Identificada Score SCI:SCNI SCI:SCNI SCI:SCNI SCI:SCNI Expressao Gene Ontology®
Razéo Log(e) Razdo Log(e)Variancia P<0.05
Solyc01g007930.2.1 2 Proteina contendo 935.52 1.15/1.17 0.14/0.16 0.12/0.17 0.97 Aumentada Ligagdo
dominio Sell
Solyc02g079950.2.1 2 PsbQ 1.719.69 1.63/1.60 0.49/0.47 0.15/0.14 1 Aumentada extrinsic to membrane
. Atividade NADPH
Solyc02062130.2.1 2 Fe"e‘iggl'ft‘:;g'ADP 4.546.31 1.16/1.27 0.15/0.24 0.16/0.17 0.95/0.99 Aumentada  desidrogenase /poly (U) RNA
binding
Solyc07g041720.1.1 2 Oggmr?’;';’f)se 10.648.01 117 0.16 0.16/0.15 0.96/0.99 Aumentada  Atividade de oxalato oxidase
Citocinina riboside 5-
monofosfate
Solyc01g007270.1.1 2 fosfosribohidrolase  11:805:87 1.03 0.03 0.02/0.03 0.98/0.95 Aumentada -
LOG
Solyc05g005470.2.1 2 Nucleoredoxina 1 1.378.12 0.86/0.76 -0.15/-0.28 0.16/0.18 0.02/0 Diminuida Atividade de tioredoxina-
dissulfeto redutase
HAD (Haloéacido Lo Proteina de ligago/Atividade
Solyc039g111610.2.1 2 denalogenase)nidrolase 213454 0.78/0.76 -0.25/-0.28 0.27/0.29 0.02 Diminuida de hidrolase
Solyc06g076640.2.1 2 Cadeia B tubulina 2.713.17 0.80/0.82 -0.22/-0.2 0.19/0.22 0.03/0.04 Diminuida Constituinte estrutural do
citoesqueleto
Solyc01g028810.2.1 2 Chaperonina (Cpné0)  3.974.59 0.84/0.81 -0.17/-0.21 0.14/0.21 0.02/0.05 Diminuida Metabolismo de
proteinas/ctoplasma
Solyc02g086810.1.1 2 Unknown Protein 4.627.93 0.92/0.85 -0.08/-0.16 0.06/0.09 0.01/0 Diminuida -
Solyc06g009630.1.1 2 CcP12 40.053.24 0.82/0.70 -0.2/-0.35 0.11/0.15 0 Diminuida Proteina de ligagao

a) Numero de acessso oficial do genoma do tomate construido peloInternational Tomato Annotation Group (ITAG).

b) I - inocunada com ToCMoV; NI: ndo inoculada

c) Termo ontolégico associado a cada mRNA.
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CONSIDERACOES FINAIS

O sucesso da infeccdo viral depende da maquinaria da planta hospedeira para a
replicacdo e avancgo viral. Apesar de estudos anteriores terem relatado a participacdo de
proteinas do hospedeiro durante o processo de infeccdo, ainda existe pouca informacao sobre
0 papel exato dessas proteinas. Neste trabalho, a interacdo da planta hospedeira com o
begomovirus ToCMoV foi investigada na tentativa de compreender 0s mecanismos

envolvidos na resisténcia e viruléncia do patégeno.

Duas abordagens protedmicas foram utilizadas, sendo uma baseada em gel e outra
independente de gel, visando a obtencdo do perfil global de proteinas de plantas hospedeiras
durante a infeccdo por ToCMoV. Ambas as técnicas foram eficientes e revelaram varias
proteinas diferencialmente expressas. Foi interessante notar que o nimero de proteinas
diferenciais identificadas pelas técnicas de 2D-nanoUPLC/MSE e 2-DE foram muito
semelhantes. Uma possivel explicacdo para esse fato € que apenas as proteinas soltveis foram
analisadas por 2D-nanoUPLC/MSE. As diversas proteinas identificadas através das duas
abordagens protedbmicas forneceram indicios do funcionamento das vias metabdlicas que sao

afetadas durante a infecgéo por ToCMoV.

Pela primeira vez, proteinas associadas a infectividade de ToCMoV foram
identificadas. Foi possivel observar que proteinas importantes envolvidas em diferentes
processos biologicos sofreram interferéncia pela presenga viral. O comprometimento do
funcionamento da fotossintese foi bastante evidenciado neste trabalho. O fator de
patogenicidade AC2 do ToCMoV expressado por um vetor viral e a infeccdo causada por
ToCMoV foram capazes de modular algumas vias comuns, como a ubiquitinacao e traducéo,

possivelmente, recrutando proteinas que favoregcam o avango viral.
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Foi possivel observar que as plantas hospedeiras também desencadearam resposta de
defesa na tentativa de combater o virus. Pela primeira vez, este trabalho mostrou o perfil
proteico da planta resistente contendo o locus de resisténcia tcm-1 durante a infec¢cdo causada
por ToOCMoV. Diversas proteinas foram moduladas nas plantas resistentes infectadas, com
destaque para a histona H4, representando 35% das proteinas aumentadas. Os resultados
obtidos forneceram indicios dos mecanismos de defesa/resisténcia associados ao locus tcm-1.
No geral, este trabalho contribuiu para um melhor entendimento das vias metabdlicas que séo
afetadas durante a infec¢do de ToCMoV, revelando proteinas que possam ser alvos de estudos
futuros visando o desenvolvimento de linhagens resistentes e novas estratégias de controle da

infeccéo viral.
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PERSPECTIVAS

Visando complementar os resultados obtidos neste trabalho, pretende-se:

Realizar ensaios para avaliacdo quantitativa da expressdo génica por qRT-PCR de
proteinas selecionadas, potencialmente envolvidas na defesa/resisténcia do tomateiro a

ToCMoV;

Realizar ensaios para avaliacdo quantitativa da expressdo génica de SGT1, que foi
modulada pelo fator de viruléncia AC2 do begomovirus ToCMoV, através de gRT-

PCR.

Validar in vivo o envolvimento de potenciais proteinas associadas a infectividade viral
e a resisténcia ao ToCMoV através da ferramenta de silenciamento génico induzido

por virus (VIGS).
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Tomato, one of the most important crops cultivated worldwide, has been severely affected by
begomoviruses such as the Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV). Virulence factor AC2 is
considered crucial for a successful virus—plant interaction and is known to act as a transcrip-
tional activator and in some begomoviruses to function as an RNA silencing suppressor factor.
However, the exact functions of the AC2 protein of the begomovirus ToCMoV are not yet
established. The aim of the present study was to identify differentially expressed proteins of
the model plant Nicotiana benthamiana in response to the expression of the AC2 gene, iso-
lated from ToCMoV. N. benthamiana plants were inoculated with Agrobacterium tumefaciens
containing the viral vector Potato virus X (PVX) and with the PVX-AC2 construction. 2DE
was performed and proteins were identified by MS. The results showed that the expression of
ToCMoV AC2 alters the levels of several host proteins, which are important for normal plant
development, causing an imbalance in cellular homeostasis. This study highlights the effect
of AC2 in the modulation of plant defense processes by increasing the expression of several
oxidative stress-related and pathogenesis-related proteins, as well as its role in modulating the
proteome of the photosynthesis and energy production systems.
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Differential expression / Plant proteomics / Plant-virus interaction / ToCMoV

Additional supporting information may be found in the online version of this article at
the publisher’s web-site

1 Introduction
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long to the genus Begomovirus (family Geminiviridae), affect

Tomato (Solanum lycopersicon) is one of the most important
vegetable crops cultivated worldwide, and is severely affected
by several pathogens, including nematodes, fungi, bacteria,
and viruses. Whitefly-transmitted geminiviruses, which be-
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tomato productivity in several countries around the world [1],
including Brazil, where losses can range from 40 to 100% [2].

In an attempt to minimize the damage caused by these
viruses, characterization of the begomoviruses present in the
tomato cultivating regions in Brazil has been carried out and
revealed a highly diverse group, phylogenetically distant from
the begomoviruses reported in other countries [3,4]. Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV) is one of the five predomi-
nant begomovirus species and is prevalent in several tomato
cultivating areas in Brazil. The control of begomoviruses is
achieved by applying pesticides that target the whitefly vec-
tor and therefore are costly and not totally efficient. The
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: In the present study we have identified and characterized the proteins expressed during
Arecaceae different developmental stages of Elaeis guineensis calli obtained from zygotic embryos. We
Micropropagation were interested in the possible proteomic changes that would occur during the acquisition of
Embryogenic callus somatic embryogenesis and therefore samples were collected from zygotic embryos (E1),
Protein expression analysis swollen explants 14 days (E2) in induction medium, primary callus (E3), and pro-embryogenic

callus (E4). The samples were grinded in liquid nitrogen, followed by total protein extraction
using phenol and extraction buffer. Proteins were analyzed by two-dimensional electropho-
resis (2-DE) and the differentially expressed protein spots were analyzed by MALDI-TOF mass
spectrometry (MS and MS/MS). Interestingly, we have identified proteins, which can be used
as potential candidates for future studies aiming at the development of biomarkers for
embryogenesis acquisition and for the different stages leading to pro-embryogenic callus
formation such as type Illa membrane protein cp-wap13, fructokinase and PR proteins. The
results obtained shed some light on the biochemical events involved in the process of somatic
embryogenesis of E. guineensis obtained from zygotic embryos. The use of stage-specific
protein markers can help monitor cell differentiation and contribute to improve the protocols
for successfully cloning the species.

Biological significance

Understanding the fate and dynamics of cells and tissues during callus formation is
essential to understand totipotency and the mechanisms involved during acquisition of
somatic embryogenesis (SE). In this study we have investigated the early stages of somatic
embryogenesis induction in oil palm and have identified potential markers as well as

7 This article is part of a Special Issue entitled: Environmental and structural proteomics.
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proteins potentially involved in embryogenic competence acquisition. The use of these

proteins can help improve tissue culture protocols in order to increase regeneration rates.

This article is part of a Special Issue entitled: Environmental and structural proteomics.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Somatic embryogenesis is a powerful process based on the
totipotence of plant cells that allows the regeneration of plants
without the occurrence of gamete fusion [1]. In this morpho-
genic pathway, the induction phase is an event mediated by
several factors, such as nutritional composition, culture medi-
um pH and heat shocks. The use of growth regulators such as
auxins is also very important and is considered essential in the
process [2,3].

For several plant species, including the oil palm Elaeis
guineensis, somatic embryogenesis is one of the most impor-
tant tools for cloning elite genotypes [4-6]. However, the
success in the formation of embryogenic callus, differentia-
tion into somatic embryos and plant regeneration demands a
better understanding of the entire process. Basically, somatic
embryogenesis can be divided into two phases: induction and
expression. During the induction phase, generally somatic
cells are undifferentiated, acquire embryogenic competence
and proliferate as embryogenic formations. In the expression
phase, the embryogenic cells differentiate to form somatic
embryos and thereafter plants.

Pioneer studies of in vitro somatic embryogenesis were
initiated in carrots [7]. Later, several other studies followed
trying to identify the factors that control this morphogenic
route in plants, however, most of them focused on nutritional
and hormonal needs in the different species [8]. Therefore, the
biochemical and molecular mechanisms that regulate somat-
ic embryogenesis are not well understood. Several studies
have been conducted comparing somatic and zygotic embryos
and a differential expression of stress- and storage-related
proteins has been identified [9-11]. However, few studies have
focused in the earlier stages of embryogenesis [12,13].

Although it is known that during the acquisition of
embryogenic competence by the somatic cells, a cellular
reprogramming occurs and several genes are specifically
activated [14,15], information regarding the synthesized
mRNAs and proteins is still limited. One of the first genes
described as involved in the expression of cellular compe-
tence was SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) in
Daucus carota [16], and the expression of this gene is currently
used as a genetic marker of the embryogenic process [17].
Recently, it has been suggested that the E. guineensis Eg707
gene, with similar expression to that of AtSERK1 (Arabidopsis
thaliana somatic embryogenesis receptor kinase 1), may be
involved in the induction of somatic embryogenesis and could
be used as a marker for detecting early stages of oil palm
somatic embryogenesis [13].

Although somatic embryogenesis has been used for
micropropagation of E. guineensis [18,19], there are few studies
regarding cellular metabolism, including the expression of
proteins during this process. Knowledge of the physiological
and biochemical events involved can allow a better compre-
hension of control points of this morphogenic route and

therefore help improve the protocols to successfully clone this
species. Due to the limited amount of information regarding
protein expression of E. guineensis during the somatic em-
bryogenesis process, we have conducted a proteomic study in
order to get a global view of the proteins expressed during the
different embryogenic stages of induction and development
of pro-embryogenic calli. We have focused on the initial
stages of embryogenesis as an attempt to identify proteins,
which may play important roles in triggering the acquisition
of embryogenic competence.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Cultures were established from zygotic embryos obtained
from mature seeds of oil palm (E. guineensis Jacg.), cultivar BRS
C2328. The mature seeds were kindly supplied by Embrapa
Amazonia Ocidental (Station of Rio Urubu), located in Rio
Preto da Eva city, Amazonas State, Brazil. The standard
somatic embryogenesis (SE) protocol was used with the callus
induction medium (CIM) [4] comprising salts and vitamins, as
proposed by Murashige and Skoog [20], supplemented with
20 gL' sucrose, 0.5 gL7* glutamine, 2.5 g'L™" activated char-
coal, 450 uM 4-amino-3,5,6-trichloro picolinic acid (Picloram),
and solidified with 2.5 g-.L* Phytagel (Sigma®). The explants
were kept in this phase for a period of up to 150 days, until
pro-embryogenic calli were obtained. A total of four induction
stages of somatic embryogenesis were analyzed and the zygotic
embryo was considered as the first stage (E1); the swollen
explant in the beginning of induction after 14 days in culture
was considered the second stage (E2), the primary callus at
60 days as the third stage (E3) and the pro-embryogenic callus
at 150 days as the fourth stage (E4). At least 10 biological
replications were prepared for each embryogenic stage. Ap-
proximately 10 zygotic embryos were placed in each culture
medium plate and, based on anatomical analysis (described in
the headings 2.2 and 2.3 below), samples were scraped from
the medium. Only tissue presenting typical features of each
embryogenic stage were selected and separated for analysis.

2.2. Microscopy and histochemical analysis

The plant material from three biological replicates was
immersed in 70% FAA (Formalin-Acetic Acid-Alcohol) fixative
solution (Formaldehyde, acetic acid and ethanol 70%, at a
ratio of 1:1:18 v/v) [21], under vacuum, for 24 h. The samples
were then dehydrated in an increasing ethanol series (70%-—
100%), infiltrated, and embedded in historesin (Leica®),
according to the manufacturer’'s recommendations. Seriated
transversal and longitudinal sections (7 pm) were obtained
using a manual rotator microtome (Leica model RM 2125). The
sections were spread out, and placed on microscopic slides on
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a hot plate heated to 40 °C. The sections were then stained
with Toluidine blue [22], and submitted to Lugol’s iodine
test [21] to detect starch levels, followed by slide-coverslip
mounting with Entellan (Merck®). The results were recorded
in an optical microscope (Motic BA 300) attached to a digital
image capture system (Software ImagePro 4.5).

2.3. Scanning electron microscopy

Samples from three biological replicates were fixed in Karnovsky
[21] and post-fixed in 2% osmium tetroxide and sodium
cacodylate buffer 0.05 M, pH 7.1 for 3 h. Samples were washed
three times with the fixation buffer, dehydrated through
growing ethanol concentration solutions (30%-100%), dried to a
critical point with CO, and gold-coated. The specimens were
examined under a scanning electron microscope.

2.4. Protein extraction

Plant materials from three biological replicates in the different
embryogenic stages were pulverized in liquid nitrogen using a
pistil and a mortar and approximately 100 mg was transferred
to polypropylene microtubes (1.5 mL). Protein extraction was
performed using 750 pL of extraction buffer (0.7 M sucrose;
0.5 M Tris; 0.07 M HCI; 0.05 M EDTA; 0.1 M KCl, 0.04 M DTT)
and the same volume of phenol. The tubes were maintained
under vortex agitation for 15 min and centrifuged for 3 min at
12000 g. The supernatant was transferred to new tubes and
the process was repeated three times. Protein precipitation
was performed by the addition of five volumes of ammonium
acetate 0.1 M in methanol. The pellet was washed with 500 pL
acetone 80% and suspended in 80 pL of solubilization buffer
(7 M urea; 1 M thiourea; 4% (m/v) chaps; 2% IPG buffer pH 3-10
(non-linear) NL; 0.04 M DTT). Protein concentrations were
estimated using the Bradford Reagent (BioRad). In general a
protein yield of approximately 800 pg per g of ground material
was obtained.

2.5. Bidimensional electrophoresis

Immobiline DryStrips of 13 cm, pH 3-10 NL (GE Healthcare) were
rehydrated with 250 pL of rehydration buffer (7 M urea; 2 M
thiourea; 2% chaps; 2% IPG Buffer pH 3-10 NL; 0.002%
bromophenol blue 1%) containing approximately 400 pg of
proteins for 16 h. Strips were loaded onto a Multiphor II system
(GE Healthcare) and electrofocused at 18 °C using a gradually
increasing voltage (phase 1: 300 V, 2 mA, 5 W, 0:01 h; phase 2:
3500 V,2 mA, 5 W, 1:30 h; phase 3: 3500 V, 2 mA, 5 W, 4:00 h),
according to the manufacturer’s instructions. The strips were
then maintained in equilibration buffer (Tris-HCl 1.5M
PH 8.8; Urea 6 M; Glycerol 30%; SDS 2%; bromophenol blue
1%) with 1 M DTT for 15 min followed by 15 min in the same
buffer containing 2.5% iodoacetamide. Second dimension was
performed by SDS-PAGE using 14% polyacrylamide gels and
the molecular mass marker “Benchmark Protein Ladder”
(Invitrogen). Two gels were run in parallel using the Biometra
Electrophoresis system V16-2 (16 x 16 cm) (Biometra). Pro-
teins were stained with a Colloidal Coomassie Blue solution
(0.1% Coomassie G250; 2% phosphoric acid; 10% ammonium
sulphate and 20% methanol) and at least four gel replicates

were obtained and digitalized with an Image Scanner III (GE
Healthcare). The calibration of the Scanner was performed,
according to the manufacturer’s instructions. Image and data
analyses of the scanned gels were performed using the Image
Master 2D Platinum, which allows spot detection, quantifica-
tion, background subtraction, and spot matching among
multiple gels. In order to compensate for slight variations in
sample loading, gel staining, and destaining, data were
normalized by expressing protein abundance as relative
volume (% vol). The proteins were accepted as having been
differentially expressed when they were significant in
Student’s t-test at a significance level of 95%. Image analysis
was performed on the set of reproducible spots from each stage.

2.6. In gel digestion and mass spectrometry analysis

Gel spots showing a fold change of +2.0 were cut, washed for
15 min in 50% acetonitrile and 25 mM ammonium bicarbonate
and then dehydrated with acetonitrile 100%, for 10 min [23]. The
gel spots were rehydrated in 15 uL solution containing 50 mM
NH,HCO; and trypsin Sequencing Grade (Promega) and incu-
bated at 37 °C for 22 h. After the digestion, 1 pL of the solution
was mixed with 1 uL of alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(10 mgmL™" in 50% acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic acid)
and applied onto MALDI target plate. Peptides were analyzed in
a MALDI TOF-TOF UltraFlex III (Bruker Daltonics, Germany)
operating in the positive reflector (MS) and LIFT™ (MS/MS)
Modes. Peak lists were generated using the FlexAnalysis 3.0
software (Bruker Daltonics). The sophisticated numerical anno-
tation procedure (SNAP) algorithm was used to detect the
monoisotopic peak values, with a quality factor threshold of 30
and 6 as S/N threshold. Database searches were performed
using the MASCOT search engine (Matrix Science, UK) with the
NCBInr protein database and Viridiplantae taxa. The mass
tolerance was 80 ppm and one missed cleavage was allowed.
Carbamidomethylation of cysteines, oxidation of methionine,
and acrylamide-modified cysteines were considered for PMF
searches. For accepting the identification, the cutoff value for
the Probability Based Mowse score calculated by MASCOT (at
p < 0.05) was used. For MS/MS data, the peptide mass tolerance
was 0.5 Da, allowance of 1 missed cleavage, and charge state of
+1. When the pI and MW of matched proteins were not
available, these values were calculated using ExPASy Compute
p/Mw tool (http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html). MS and
MSMS data searches were individually performed using the
MASCOT search engine (Matrix Science, UK). When only one
peptide was identified, the sequence generated by the MASCOT
program was checked by manual de novo sequencing using the
FlexAnalysis 3.0 software (Bruker Daltonics).

3. Results and discussion
3.1. Anatomical and histological analysis

Mature zygotic embryos were used as explants for the somatic
embryogenesis of E. guineensis (Fig. 1A and B). At this stage, the
embryo is conical, and small when compared to the total
volume of the endosperm, measuring around 5 mm and
consisting of a distal and a proximal region. The distal region
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Fig. 1 - Elaeis guineensis Jacq explant used for somatic embryogenesis induction. A: Zygotic embryo (bar = 2 mm).

B: Longitudinal cut of the zygotic embryo (bar = 200 pm). C: Zygotic embryo at 14 days in induction medium (450 pM Picloram),
presenting bands in the distal region (bar = 5 mm). D: Accumulation of starch in the parenchyma cells adjacent to the region of
intense division of procambial cells (bar = 100 pm). E: Explant at 60 days in induction medium, presenting primary callus
(bar = 1 cm). F and H: Primary callus with meristematic cells, characterized by the dense cytoplasm and evident nucleus with
intense cell division at 60 days in the induction medium (bar = 100 pm). G: Details of the amyloplast (bar = 10 pm). I: Explant
at 150 days in the induction medium, presenting pro-embryogenic callus (bar = 1 cm). J: Formation of pro-embryos (arrow)
(bar = 100 pm). PR: proximal region; DR: distal region; EE: embryonary axis; PrC: procambial cells; PC: primary callus; MGC:
meristematic cells; PEC: pro-embryonary callus; PE: pro-embryos.

corresponds to the haustorium and contains three types of
cells: those of the fundamental meristem, those of the
procambium and those of the protoderm. The proximal region
is extended with the tissues adjacent to the embryonic axis.

The zygotic embryos presented the first signs of cell
proliferation after 14 days on callus induction medium, when
it was possible to observe swelling and the formation of bands
in the distal region of the explant (Fig. 1C). In this phase, the
histological observations showed that the first cell divisions
occur in the procambial cells and in the parenchyma cells
adjacent to the vascular tissue (Fig. 1D). An accumulation of
starch grains occurred in the parenchymatic tissue, particularly
in the cells adjacent to the centers of cell division (Fig. 1D and G).

The proliferation of primary calli with yellowish coloration
was observed after 60 days in induction medium (Fig. 1E).
Through the histological analysis, numerous nodular structures
were observed, consisting mainly of meristematic cells, pre-
senting isodiametric form cells, with dense cytoplasm, volumi-
nous nucleus, and clearly evident nucleoli (Fig. 1F and H). At
150 days of cultivation, the explants presented embryogenic
calli with nodular appearance, compact consistency, and
yellowish coloration (Fig. 1I). The histological analysis in this
phase showed regions with intense formation of proembryos
(Fig. 1)).

3.2. Proteomic analysis

The analysis of the proteomic profiles of the embryogenic
stages revealed approximately 200-500 reproducible protein
spots ranging in pH from 3 to 10 and in mass from 10 to
160 kDa. A high variation in protein content could be observed
in the different stages analyzed, even though equal protein
amounts were loaded onto the gels. The zygotic embryo
presented the lowest diversity of protein spots (Fig. 2). This
intriguing but common event, which has been reported earlier
[10,24], occurs due to the high accumulation of certain protein
groups, such as globulins, in each embryogenic stage [25] and
to intense cellular reprogramming that occurs during the
transition from somatic to embryogenic tissue. Initially, all
four stages were compared using the Image Master 2D
Platinum software (GE Healthcare), however, the high varia-
tion observed in the 2D maps resulted in matching errors,
especially when the most diverse stages were compared (E1
and E4). Since we were interested in studying the changes that
occur during the embryogenesis competence acquisition,
firstly the zygotic embryo profile (E1) was compared to that
of 14 days in induction medium (E2). After that, a second
comparison was performed of the profiles at 14 (E2), 60 (E3)
and 150 (E3) days in induction medium in order to understand

Please cite this article as: Silva RC, et al, Proteomic identification of differentially expressed proteins during the acquisition of
somatic embryogenesis in oil palm..., ] Prot (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2014.03.013



http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2014.03.013

JOURNAL OF PROTEOMICS XX (2014) XXX-XXX 5

A
ZE 14 days
199 proteins 503 proteins
B
ZE 14 days
105 proteins 371 proteins

Fig. 2 - Number of exclusive and common proteins to the
different stages of somatic embryogenesis in Elaeis
guineensis. A) distribution of all proteins detected by Image
Master 2D Platinum (GE Healthcare) and B) distribution of
differential proteins significant in Student’s t-test.

the behavior of proteins during somatic embryogenesis
induction. The separation of the comparisons into two
groups was crucial to reduce complexity and produce reliable
results.

The well resolved differential spots (Fig. 3) were analyzed
by mass spectrometry and identified using the Mascot
Program. All identifications (MS and MS/MS) were manually
checked using FlexAnalysis 3.0 software and only reliable
results were included for discussion in Tables 1 and 2. The
proteins identified were categorized into groups according to
their biological function, as well as their role in metabolic
pathways. Although many of the identified proteins have
overlapping functions, we have attempted to categorize them
in a comprehensive manner.

Although several proteins were excised for MS and MS/MS
analysis (>100 spots), a limited number of protein spots could
be unequivocally identified. Several positive identifications
obtained by the Mascot Program were disregarded from the
analysis after manual checking, which resulted in an identi-
fication rate of approximately 40%. This percentage is slightly
lower than those obtained for embryogenic cell suspension
cultures of Medicago truncatula [26] and cowpea [27], which was
around 55% and for early somatic embryogenesis in Picea
glauca, which was 62% [28]. The lack of sequence information
in the databases significantly hinders current protein identi-
fication, however a total of 45 proteins could be identified in
the present study and their possible functions, based on
literature findings, are discussed below.

3.2.1. Comparison of the proteomic profiles of stages E1 (zygotic
embryos) and E2 (14 days in induction medium)

The comparison of stages E1 and E2 showed 164 overlapping
protein spots as well as a high number of unique proteins to
stage E2 (Fig. 2 and Fig. 3). All proteins identified (Table 1) were
searched for in the comparison of stages E2, E3 and E4 and
those showing differential expression and statistical valida-
tion are discussed.

As mentioned before, the somatic embryogenesis process
involves the acquisition of embryogenic capacity by the somatic
cells through dedifferentiation and cellular reprogramming,
which is associated with the expression of specific genes [14].
The higher number of exclusive protein spots observed in stage
E2, which is the stage of induced callus at 14 days, may be due
to the high mitotic activity during cellular proliferation
(Fig. 1D). The cellular cycle is dependent on the synthesis of
new proteins that cause morphological and biochemical
changes associated to mitotic activity [29,30]. Indeed a protein
(spot E319) involved with cellular proliferation was identified in
stage E2 as a type Illa membrane protein cp-wap13 (Table 1). It
has been reported that high rates of cell division require
proteins such as type Illa membrane protein cp-wapl3,
involved in cell wall degradation, loosening and biosynthesis
[31,32]. This protein spot, when searched for in the comparison
of stages E2, E3 and E4 (spot 219), showed a reduced intensity in
stage E3 and increased in E4. This protein was only detected
during the somatic embryogenesis process and not in the
zygotic embryo and therefore, it could be considered a potential
candidate to be used in future studies to verify its relation to
somatic embryogenesis induction.

Interestingly, fructokinase (spot E306 and spot E311), which
is a primary enzyme of glycolysis and is involved in starch
synthesis, was unique to stage E2 when compared to E1. This
protein has been reported previously as exclusively increased in
developed calli compared with corm explant [33]. The expres-
sion of this protein in our study is in agreement with the
histochemical analysis, which showed the accumulation of
starch grains in the parenchyma, especially in cells localized
next to the centers of cell division (E2), in primary callus (E3),
and in pro-embryogenic callus (E4). Indeed, spot E306 was also
observed in the comparison of stages E2, E3 and E4 (spot 203)
and was increased in stage E3 and decreased in stage E4 when
compared to stage E2. This protein was not observed in stage E1,
and according to the anatomical analysis, the zygotic embryo
does not contain starch grains as energy source, indicating
that starch synthesis occurred during the first two weeks of
somatic embryogenesis induction (Fig. 1D and G). The deposi-
tion of starch in the cortex of the embryogenic callus has been
observed in several species [8,34], and is mobilized and used as
an energy source by the meristematic cells during intense cell
division and differentiation.

Proteins showing quantitative differences in stages E1 and
E2 were also observed. Most differential protein spots presented
increased intensity in stage E2 (Fig. 2). These results again are in
agreement with the intense cellular proliferation and activity
that occur during the induction of somatic embryogenesis.
Stress-related proteins such as glutathione S-transferase and
peroxidase, both enzymes related to detoxification of reactive
oxygen species (ROS) abundantly produced during somatic
embryogenesis were observed among the differential protein
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Fig. 3 - 2-DE profile of the different stages of somatic embryogenesis in Elaeis guineensis. A) Zygotic embryo, B) explant at
14 days in the induction medium, C) primary callus at 60 days in induction medium, D) pro-embryogenic callus at 150 days in
the induction medium. Approximately 400 pg of proteins were resolved in IPG strips of pH 3-10 NL and polyacrylamide gels

14% and stained with Colloidal Coomassie blue.

spots identified. The knowledge of the expression pattern of
different stress-associated proteins during in vitro embryogen-
esis is important since stress itself has a crucial role as a trigger
of the somatic embryogenesis process [35]. The high amount of
endogenous phytohormones, especially auxin, is considered as
the most important factor for the acquisition of embryogenic
competence [28]. The high auxin concentrations cause an
oxidative stress due to the increase in ROS, a process previously
reported during SE in several plant species [36-38]. The
expression of peroxidase and glutathione S-transferase identi-
fied in the present study could be associated to the protection of
the cell against the hazardous effects of the amount of ROS, by
eliminating these radicals and allowing the continuity of the
embryogenic process.

A protein (spot E73) from explant origin (zygotic embryo)
was also identified and showed identity to a Class 1 LMW heat

shock protein (Table 1). This protein was decreased in stage E2
when compared to stage E1. The expression of small heat
shock proteins has been well characterized in developing
seeds [39] as well as during initiation of SE [14]. Our results are
in agreement with other studies showing that during germi-
nation HSPs are abundant during the first few days and then
decline [40-42]. Indeed, in our study, the heat shock protein
identified was not observed in stages E3 and E4 (spot 515).

Overall, in the comparison of stages E1 and E2, proteins
related to cellular proliferation, stress and energy production
were predominant. Oxidative stress management has been
reported as one of the main events for the successful develop-
ment of somatic embryogenesis [33]. The proteins identified
in this study should be further investigated in order to asso-
ciate their specific function to somatic embryogenesis com-
petence acquisition.
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Table 1 - Differential protein spots identified in the comparison of zygotic embryos and swollen explants 14 days in

induction medium.

Spot Protein identification Peptide sequence Organism Mascot  Fold change
number score 14d/EZ

19E Phosphoglycerate kinase K.KPFVAIVGGSK.V Polytomella parva 49 +3.3
K.MVAALPDGGVLLLENVR.F Gossypium hirsutum 102

21E Actin - Populus trichocarpa 78 +2.9
K.IWHHTFYNELR.V Glycine max 75
K.SYELPDGQVITIGAER.F Oryza sativa 133
K.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A Oryza sativa 66

73 E Class-1 LMW heat shock protein K.VEVEEGNVLQISGER.T Ananas comosus 77 -2,6

81E Glutathione S-transferase K. AWWEAVSSRPACK.K Elaeis guineensis 68 +2.6
K. AWWEAVSSRPACKK.V 54
R.NPFGQVPAFEDGALMLHESR.A 67

106 E Alcohol dehydrogenase K.GTFFGNYKPR.S Solanum lycopersicum 71 +2.4
K. THPMNFLNER.T Oryza sativa 56
K.FITHSVSFAEINK.A Saccharum officinarum 92
R.IIGVDLNPNRFEEAK.K Gossypium hirsutum 57
K.GSTVAIFGLGAVGLAAAEGAR.I Oryza sativa 133

125 E Phosphoglucomutase, cytoplasmic K.ATGAFILTASHNPGGPHEDFGIK.Y  Solanum tuberosum 43 +2.4

157 E Putative thioredoxin-dependent - Elaeis guineensis 108 +2.7

peroxidase K.VANIEEGGAFTISGADEILK.A 197

K.FLADGSGSYTHALGLELDLSEK.G 127

306 E Fructokinase R.LPLWPSEQAAR.D Dimocarpus longan 50 Exclusive to 14d
K.IFHYGSISLISEPCR.T Arabidopsis thaliana 96

311 E Fructokinase K.IFHYGSISLISEPCR.T Arabidopsis thaliana 88 Exclusive to 14d

319E Type Illa membrane protein cp-wap13 K.VPEGFDYELYNR.N Vigna unguiculata 77 Exclusive to 14d

377E Methionine adenosyltransferase - Zea mays 200 Exclusive to 14d
K. TAAYGHFGR.E Dianthus caryophyllus 46
K.TIFHLNPSGR.F Arabidopsis thaliana 69
R.FVIGGPHGDAGLTGR.K Dianthus caryophyllus 66
K.VLVNIEQQSPDIAQGVHGHFTK.C  Arabidopsis thaliana 81

391E Methionine adenosyltransferase - Dendrobium crumenatum 100 Exclusive to 14d
K.TIFHLNPSGR.F Arabidopsis thaliana 55
R.FVIGGPHGDAGLTGR.K Dianthus caryophyllus 97
K.VLVNIEQQSPDIAQGVHGHFTK.C  Arabidopsis thaliana 60

The symbol “-” in the peptide sequence column indicates that peptide mass fingerprinting (PMF) was performed and therefore no peptide

sequence was generated.

3.2.2. Comparison of the proteomic profiles of stages E2, E3
and E4

Three stages of somatic embryogenesis of oil palm (E2, E3 and
E4) were compared in order to study the possible changes that
occur during early somatic embryogenesis induction (Fig. 3). A
total of 334 proteins were commonly expressed, as well as
several proteins unique to each stage: 73 to stage E2, 15 to E3
and 35 to E4 (Fig. 4). Thirty three proteins showing at least 2
fold difference in expression were identified (Table 2). Repre-
sentative graphs for the mean percentage volumes (% vol.) of
each of the identified protein spots are given in Table 2. In our
study, we have observed three predominant protein functions
during somatic embryogenesis: stress, energy production and
protein folding. Rode et al. [11], in the comparison of zygotic
and somatic embryos of Cyclamen persicum, reported similar
results, showing that 55% of the identified proteins belonged
to three categories: glycolysis, stress response and protein
folding. It seems that proteins involved in these physiological
functions are predominant in the embryogenesis process and
play important roles in somatic embryo development. Pro-
teins related to these and other biological functions identified
in our study are discussed below.

3.2.2.1. Signal transduction and energy metabolism proteins
involved in cellular proliferation. Calcium is an essential
messenger in plants during several biological processes in
response to hormones and stress signals. This response is
obtained by the binding of calcium (Ca®*) to proteins that act
as biological sensors, activating or inhibiting biochemical
reactions [43]. Annexin, identified in the present study (spot
164), binds to phospholipids in a Ca®*-dependent manner and
is postulated to be involved in mitogenic signal transduction
[44]. This protein had its expression increased from stage
E2 to E4 (Table 2), which are the stages with high cellular
proliferation.

In order to sustain cellular division, a high amount of energy
is also required. In the present work we have identified several
proteins related to energy metabolism such as enolase, alcohol
dehydrogenase and glyceraldehyde 3-phosphate dehydroge-
nase (Table 2). Enolase was expressed in all stages analyzed,
however, a higher expression level was observed in stages E3
and E4. Enolase is responsible for the catalysis of the conversion
of 2-phosphoglycerate (2-PG) to phosphoenolpyruvate (PEP), in
the glycolytic pathway, converting glucose to pyruvate, produc-
ing NADH and ATP [45]. The higher expression of enolase during
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Table 2 - Differential protein spots identified during early stages of somatic embryogenesis in oil palm.

Spot Protein identification Peptide sequence Organism Mascot Spot pattern
number score (Relative spot volume)
2 Heat shock protein (HSP90) - Vitis pseudoreticulata 92 4
K.HFSVEGQLEFK.A Arabidopsis thaliana 82 3
K.GIVDSEDLPLNISR.E Arabidopsis thaliana 44 2 T
K.HNDDEQYVWESQAGGSFTVTR.D Arabidopsis thaliana 55 1 - T
0
14 days 60 days 150 days
25 Enolase - Guzmania wittmackii x Guzmania lingulata 117 3 T
K.MGVEVYHHLK.A Alnus glutinosa 59 )
K.KIPLYQHIANLAGNK.Q Oryza sativa 87 ) . -
R.AAVPSGASTGIYEALELR.D Ricinus communis 132 0
14 days 60 days 150 days
26 Enolase R.AAVPSGASTGIYEALELR.D Ricinus communis 155 6
4 T
2 T .
0
14 days 60 days 150 days
47 40S ribosomal protein S12 K.AHTAIISVR.C Hordeum vulgare 46 0.8
K. TLGEWAGLCK.I 74 0.6 T
0.4 _
0.2
0
14 days 60 days 150 days
57 Ascorbate peroxidase R.TGGPFGTMR.F Raphanus sativus 55 1.5
R.LAWHSAGTYDVSTK.T Ammopiptanthus mongolicus 112 1 .
0.5 - !
0
14 days 60 days 150 days
66 Mixture Triosephosphate isomerase, K.FFVGGNWK.C Coptis japonica 68 0.5
cytosolic K.VIACVGETLEQR.E Coptis japonica 63 0.4 T T
Probable ATP synthase 24 kDa R.EKADLFSESQR.I de novo Vitis vinifera - 8; .
subunit, mitochondrial 01
0
14 days 60 days 150 days
144 Beta-1,3-glucanase R.TYNQNLINHVGQGTPR.R Musa balbisiana 69 0.2
0.1 T
T T
0

14 days 60 days 150 days
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160

161

164

167

173

174

185

186

Alcohol dehydrogenase

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Annexin

Ricin

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Formate dehydrogenase

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

K.GSSVAVFGLGAVGLAAAEGAR.I

R.VPEADVSVVDLTVR.L
K.FVAWYDNEWGYSSR.V

KMVAWYDNEWGYSSR.V + Oxidation (M)

K.LLVPLVSSYR.Y
R.SLEEDVASHVTGDFR.K

R.DEYQHWIK.D
K.HSIGATHPVR.L
R.DGKVVLAPANPR.D

K.YDTVHGQWK.H
R.VPTVDVSVVDLTVR.L
K.LVSWYDNEWGYSSR.V
K.GILGYVDEDLVSTDFLGDSR.S

K.KGVLIVNNAR.G
R.LKPFNCNLLYHDR.L
K.NLQLLLTAGIGSDHIDLK.A

K.YDTVHGQWK.H
R.VPTVDVSVVDLTVR.L
K.LVSWYDNEWGYSSR.V
K.GILGYVDEDLVSTDFLGDSR.S

K.QVTVFGIR.N
K.AGIALNDHFVK.L
R.VPTVDVSVVDLTVR.L
K.MVAWYDNEWGYSSR.V
K.GILGYTEDDLVSTDFIGDSR.S

Dioscorea tokoro

Elaeis guineensis
Populus balsamifera
Cuscuta pentagona
Elaeis guineensis

Capsicum annuum
Triticum urartu

Oryza sativa
Glycine max
Brachypodium distachyon

Populus maximowiczii x Populus nigra
Hordeum vulgare

Antirrhinum majus

Magnolia liliiflora

Helianthus annuus

Quercus robur
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Vitis vinifera

Oryza sativa
Hordeum vulgare
Antirrhinum majus
Magnolia liliiflora
Helianthus annuus

Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Zea mays
Antirrhinum majus
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis

129

74
87
117
77

48
78

46
63
80

84
62
117
102
166

76
40
79
108

84
61
110
107
109

109
47
75
125
65
122

0.8
0.6
0.4
0.2

1.2
0.8
0.4

1.2
0.9
0.6
0.3

0.6
0.4

0.2

0.6
0.4
0.2

0.2

0.1

0.2

0.1

14 days 60days 150 days

14 days 60 days 150 days

ro

14 days 60days 150 days

14 days 60 days 150 days

14 days 60days 150 days

14 days 60 days 150 days

T

14 days 60 days 150 days

. T

14days 60 days 150 days
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Table 2 (continued)

Spot Protein identification Peptide sequence Organism Mascot Spot pattern
number score (Relative spot volume)
187 7S globulin = Elaeis guineensis 229 3
K.LLLGVANYR.V 45 2 g
R.AGTIVSFANR.G 50
R RPFNLFHK.R 50 1
R.EEVFMAGPEER.G 81 0 -
R.ESDPYFFDEESFLHR.V 73 14 days 60 days 150 days
K.ELAFDLPEREVDEVLNAPR.E 80
197 Malic enzyme K.STVGGGVEDVYGEDR.A Populus trichocarpa x Populus deltoides 44 0.3 T
0.2 T
0.1
0
14 days 60 days 150 days
242 Putative class III chitinase YYDEL/INNYSATV.K de novo Elaeis guineensis = i
> T
2
1 -
0
14 days 60 days 150 days
272 7S globulin - Elaeis guineensis 76 0.4
R.EEVFMAGPEER.G 72 0.3
R.ESDPYFFDEESFLHR.V 102 0.2
0.1 B
Q -
14 days 60 days 150 days
287 7S globulin - Elaeis guineensis 201 0.4
R.RPFNLFHK.R 46 0.3 T
R.EEVFMAGPEER.G 78 0.2
R.ESDPYFFDEESFLHR.V 93 0.1 T
K.VSCGTTFIVPAGHPSVSVSSR.N 44 0 a
K.ELAFDLPEREVDEVLNAPR.E 84 14 days 60 days 150 days
288 7S globulin - Elaeis guineensis 259 0.2
R.ESDPYFFDEESFLHR.V 71 T
0.1 .
0
14 days 60 days 150 days
302 2,3-Bisphosphoglycerate-independent K.ALEYEDFDKFDR.V Mesembryanthemum crystallinum 66 0.8
phosphoglycerate mutase K.LPSHYLVSPPEIER.T Ricinus communis 51 0.6 T T
K.AVGPIVDGDAVVTENFR.A Arabidopsis thaliana 61 0.4
0.2 ”
0
14 days 60 days 150 days

ot
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319

322

334

368

369

449

454

492

Putative non-symbiotic hemoglobin

class 1

Peroxidase

Ricin

7S globulin

7S globulin

Putative class III secretory peroxidase

Beta-1,3-glucanase

Glutelin

K.THAMSVFVMTCESAAQLR.K

K.QATPNLNSLR.G
-.MGNISPLTGSSGEIR.-
R.DSVVALGGPSWTVLLGR.R

K.HSIGATHPVR.L
R.DEYQHWIK.D
R.DGKVVLAPANPR.D
R.VKDQEGYPAFALVNK.V

R.ESDPYFFDEESFLHR.V
K.ELAFDLPEREVDEVLNAPR.E

R.EEVFMAGPEER.G
R.ESDPYFFDEESFLHR.V
K.ELAFDLPEREVDEVLNAPR.E

R.MHFHDCFVR.G
K.VSCADIVAFAAR.D

R.TYNQNLINHVGQGTPR.R

R.LVYIIQGR.G
R.GLLLPSFSNAPR.L

Wolffia arrhiza

Arabidopsis thaliana
Glycine Max
Oryza sativa

Glycine max
Oryza sativa
Brachypodium distachyon
Brachypodium distachyon

Elaeis guineensis

Elaeis guineensis

Oryza sativa
Zea mays

Musa balbisiana

Elaeis guineensis

78

52
57
93

79
56
68
64

160
110
91

207
78
106
80

68
56

59

74
60
66

0.3
0.2
0.1

0

0.3
0.2
0.1

0

0.6
0.4
0.2

0.2

0.1

0.3
0.2
0.1

14 days 60 days 150 days

14 days 60 days 150 days

14 days 60 days 150 days

I

=

14 days 60 days 150 days

-

14 days 60 days 150 days

14 days 60 days 150 days

14 days 60 days 150 days

14 days 60 days 150 days
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Table 2 (continued)

Spot Protein identification Peptide sequence Organism Mascot Spot pattern
number score (Relative spot volume)
495 Superoxide dismutase [Cu-Zn] R.AVVVHADPDDLGKGGHELSK.S Zea mays 92 0.2
0.1
0
14 days 60days 150 days
499 7S globulin = Elaeis guineensis 114 0.2
R.RPFNLFHK.R 43 0.15 T
R.EEVFMAGPEER.G 69 0.1
R.ESDPYFFDEESFLHR.V 116 0.05
K.ELAFDLPEREVDEVLNAPR.E 73 0
14 days 60 days 150 days
512 Cystathionine beta-synthase K.GADGSWLWCTTDDTVYDAVK.S de novo Theobroma cacao = 0.2
(CBS) family protein isoform 2
0.1 T
0

14 days 60 days 150 days

The symbol “-” in the peptide sequence column indicates that peptide mass fingerprinting (PMF) was performed and therefore no peptide sequence was generated.
de novo — the sequence of the peptide was obtained manually and compared to the NCBI database (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Fig. 4 - Number of exclusive and common proteins to the different stages of somatic embryogenesis in Elaeis guineensis.
A) distribution and B) graphical view of all proteins detected by Image Master 2D Platinum (GE Healthcare) and C) distribution of

differential proteins significant in Student’s t-test.

development of somatic embryogenesis has been well docu-
mented [28,46].

The two other energy-related proteins identified (alcohol
and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenases) were only
detected in E3 and, as mentioned earlier, an intense cell
division was observed in the anatomical analysis in this stage
(Fig. 1H and J). One of the ways to obtain glucose during the
induction of pro-embryogenic callus is by degrading starch
accumulated by the cells, forming glycolytic intermediaries
that when submitted to oxidative catalysis, supply the high
levels of ATP necessary for cellular metabolism [47]. However,
during the glycolytic pathway, for the reduction of NAD" to
NADH, a group of dehydrogenase enzymes (ADH) are neces-
sary, demonstrating the interdependence of enolase and ADH
proteins during energy metabolism [48]. These cellular activ-
ities in the in vitro stress conditions of somatic embryogenesis
demand high energy levels, which may account for the higher
expression of energy metabolism proteins during the devel-
opment of somatic embryogenesis.

3.2.2.2. Storage proteins. Storage proteins have been widely
studied in developing seeds of several plant species [45,49,50]. It
is well known that storage proteins serve as carbon, nitrogen

and sulfur sources during embryo development in seeds [51]
while carbohydrates and lipids are used as a source of energy
and carbon skeletons [52].

Several protein spots were identified in this study as the
storage proteins globulins and glutelins. Most globulin 7S spots
were expressed in all stages, but showed the highest expression
level in stage E1 and the lowest in E4 (Table 2). Globulin is a
storage protein rich in basic amino acids and the accumulation
begins several days after pollination, concomitantly with the
maximum levels of seed maturation [53]. On the other hand,
glutelin was expressed only in stages E1 and E2. Storage proteins
are classified into four groups according to their solubility
properties: albumins, globulins, prolamins and glutelins [54].
The differential accumulation of specific storage proteins during
different stages of embryo development has been reported [55,56]
and may be indicators of embryo developmental stages [57]. In oil
palm, glutelin accumulation could be used as a biological marker
of an early stage of somatic embryogenesis, since it was only
observed in the first stage of somatic embryogenesis.

3.2.2.3. Stress-related proteins. In this study, several pro-
teins related to stress were increased during the formation of
pro-embryogenic callus, including two pathogenesis-related
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(PR) proteins: beta 1,3-glucanase and chitinase. PR proteins
have been observed during early stages of somatic embryo-
genesis in several species [58,59].

Proteins involved in oxidative stress response were also
identified in this study, including one superoxide dismutase
unique to stage E2, a putative secretory peroxidase unique to
stage E4, an ascorbate peroxidase detected in all stages and a
peroxidase present in stages E3 and E4. The occurrence of
different peroxidases in embryos during germination has
been reported previously [60]. However, the differential
behavior of these peroxidases in the somatic embryogenesis
stages is intriguing. The importance of secretory proteins in
somatic embryogenesis has been reported [61,62] and it has
been shown that some secreted proteins have the ability to
restore somatic embryogenesis when added to the medium
[63]. These are important outcomes of proteomic studies by
revealing proteins, which can be used to enhance somatic
embryogenesis protocols and increase regeneration rates.

Interestingly, we have identified a hemoglobin, which
showed higher abundance in stage E4 (Table 2). Plant hemoglo-
bins have been grouped into 3 classes: class 1, up-regulated by
abiotic and biotic stresses [64,65], class 2, up-regulated by low
temperatures [66], cytokinin [67] and ABA [68] and class 3, with
limited studies. Hemoglobins act as key regulators of pro-
grammed cell death (PCD) during embryogenesis by regulating
the cellular homeostasis of nitric oxide (NO). Expression of
specific hemoglobins can alter PCD in plants by scavenging the
NO, thus, interrupting the cell death process. PCD is an essential
process for the formation of somatic embryos and a positive
correlation between the number of cells undergoing PCD and
the frequency of somatic embryo formation has been observed
[69]. It is possible that the increase in hemoglobin levels at stage
E4 in our study may be related to PCD and somatic embryo
formation, since after this stage globular embryos are formed.

3.2.2.4. Protein processing.  In the present study, a heat shock
protein (HSP90), related to protein processing, was identified
in all stages of somatic embryogenesis (E2-E4) with a higher
intensity in stage E2. Heat shock proteins have an important
role in the process of embryogenesis [70,71], including HSP90
[72,73]. Regarding somatic embryogenesis, the involvement of
heat-shock proteins has also been reported [59]. Cordewener
et al. [74] showed that embryogenesis competence of micro-
spores is correlated to HSP protein synthesis in Brassica napus.
Milioni et al. [75] also suggested that the embryogenic com-
petence may also be supported by the active expression of hsp
genes and their mRNA accumulation. HSP90 seems to be an
interesting candidate to be further investigated regarding its
ability to induce embryogenic competence in oil palm.

4. Concluding remarks

In the present study, we have identified several differentially
expressed proteins during the early embryogenic stages of
E. guineensis and detected proteins, which were stage-specific.
This is the first proteomic report of E. guineensis somatic
embryogenic tissues. Most studies related to somatic embryo-
genesis have focused on the comparison of zygotic and
somatic embryos or among the different somatic embryos

(globular, torpedo and cotiledonary), and have revealed impor-
tant information regarding the genes and proteins expressed.
However, few studies have dealt with the early stages of
embryogenesis, when the embryogenic competence is ac-
quired. The ability to control oxidative stress and preserve
protein structure seems to be a key component for a successful
embryogenesis process. Several of the proteins identified in this
study had been previously reported, however, we have shown
in more detail through a time course of the early embryogenic
stages, the specific stage in which the proteins are expressed.
Interestingly, we have identified proteins, which can be used as
potential candidates for future studies aiming at the develop-
ment of biomarkers for embryogenesis acquisition and for the
different stages leading to pro-embryogenic callus formation
such as type Illa membrane protein cp-wap13, fructokinase and
PR proteins. Future studies to analyze the specific expression of
these proteins by techniques such as RT-qPCR may confirm the
differential expression and stage specificity.
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development of resistant tomato plants seems to be the best
alternative to be used together with integrated crop manage-
ment of whitefly/begomoviruses. Therefore, the comprehen-
sion of the interaction between ToCMoV and the host plant
is essential to establish more efficient disease management
strategies.

The virulence factor AC2, isolated from different gemi-
niviruses, is considered crucial for a successful interaction
between the virus and the host plant. The AC2 gene en-
codes the multifunctional protein AC2 (also called C2, AL2,
and TrAP), which is present in all members of the Bego-
movirus genus. The AC2 protein can be found in the nu-
cleus and in the cytoplasm of the infected host cell [5, 6]
and is known to activate the transcription of other virus
genes, such as the coat protein and the nuclear shuttle pro-
tein genes [7, 8]. Moreover, the AC2 protein of some bego-
moviruses can act as a suppressor of RNA silencing by ac-
tivating the transcription of host silencing suppressor genes
[9] or by inactivating the host adenosine kinase [5], which
is important for several processes such as the transmethy-
lation cycle, expression of primary cytokinin-responsive
genes [10], and inactivation of sucrose nonfermenting 1
kinase [11].

It has also been suggested that the AC2 protein may play
a role in the inhibition of the methylation process, an im-
portant defense mechanism of the host plant against viral
infection [12, 13]. Additionally, it has been shown that AC2
can interfere in the expression of important regulators of sev-
eral cellular processes, such as SCFs (Skp1/Cullin1/F-box),
enzymes associated to ubiquitination [12]. AC2 has also been
reported to increase the host plant susceptibility to infections
caused by viruses [14].

In spite of the large amount of information available re-
garding the multifunctionality of AC2, there is limited knowl-
edge of the function of the AC2 protein isolated from the
begomovirus ToCMoV or of its effect over the global protein
expression of the host plant. Moreover, the function of ToC-
MoV AC2 as a silencing suppressor has not been established
yet.

One of the strategies often used to analyze the effect of a
given protein in a plant is heterologous expression using viral
vectors, such as the Potato virus X (PVX) and Tobacco mosaic
virus (TMV) [15]. Lacorte et al. [16] have constructed Gateway-
compatible versions of these two vectors and showed that the
targeted genes were efficiently cloned by recombination and
successfully expressed. This approach has been used in sev-
eral studies and changes in the transcription profile have
been reported. Amin et al. [17] showed that the transient
expression of genes from different begomoviruses, includ-
ing the Trap/C2 gene, altered the phenotype of Nicotiana
benthamiana plants and also modulated the miRNA levels.
Similarly, Hong et al. [18] used the viral vector PVX to evalu-
ate the effect of AC2 gene isolated from African cassava mosaic
virus (ACMV) in transgenic model plant N. benthamiana and
showed the potential of this system for AC2 functional inves-
tigation in planta.

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Although crop plants such as Phaseolus vulgaris and tomato
[19], and the model plants Arabdopsis thaliana and Nico-
tiana spp. have been used for virus gene functional studies
[5,9,10,12,13,19], N. benthamiana has been considered the
best choice for plant—pathogen interaction investigations,
since it presents homologous genomic regions to other agro-
nomically important solanaceous plants such as tomato,
potato, and pepper. Moreover, N. benthamiana is susceptible
to several pathogens, including bacteria and viruses, among
others [20]. It has been shown that N. benthamiana is an effi-
cient host for studies involving virus-induced gene silencing
and protein transient expression [21,22].

In this study, we have used the model plant N. benthamiana
and the PVX-based viral vector to analyze the effect of the AC2
protein encoded by the begomovirus ToCMoV in the global
protein profile of the host plant in an attempt to better un-
derstand the changes modulated by this pathogenicity factor.
We show that the AC2 protein interferes with several cellular
processes, with major effects on the cellular homeostasis of
the host plant, causing oxidative stress and the upregulation
of defense-related proteins.

2 Materials and methods
2.1 Vector, plant material, and inoculations

The PVX-AC2 vector construction used in this study was
previously obtained [23]. Briefly, the AC2 gene was PCR-
amplified from a ToCMoV infectious clone [24] with spe-
cific primers containing attB-flanked sequences to allow
Gateway® (Invitrogen) cloning. The PCR fragment was in-
troduced by BP recombination, using BP-clonase II enzyme
mix (Invitrogen) according to the manufacturer’s instruc-
tions, into pDonr207. Subsequent LR recombination, using
LR-clonase IT enzyme mix (Invitrogen) according to the man-
ufacturers’ instructions, into the Gateway-compatible desti-
nation vector PVX-GW [16] originated PVX-AC2 (Supporting
Information Fig. 1). N. benthamiana plants presenting 3—4
leaves were used for inoculation with Agrobacterium tumefa-
ciens GV 3101 containing the PVX-AC2 and PVX empty vector
as control. A total of 2 leaves were punctured around the cen-
tral vein with a toothpick dipped in bacterium culture [25].
Leaves from the apical region were collected at 5, 10, 15, and
17 days after inoculation for protein and RNA extraction and
the symptoms were monitored during this period (Fig. 1
and Supporting Information Fig. 2).

2.2 RNA extraction and RT-PCR analysis

Leaves from N. benthamiana inoculated with PVX-AC2
and PVX alone were collected at 5, 10, 15, and 17 dpi and
pulverized in liquid nitrogen. Total RNA was extracted
using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), according to
the manufacturer’s instructions. For cDNA synthesis,
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Figure 1. Symptoms of N. benthamiana plants infected with PVX
(A, B, and C) and with PVX-AC2 (D, E, and F). (A, D) close-up
view of leaves inoculated with A. tumefaciens containing PVX
and PVX-AC2. (B, E) Systemic symptoms showing mosaic le-
sions and necrosis, respectively, at 17 days after inoculation.
(C, F) Overview of N. benthamiana plants inoculated with PVX
and PVX-AC2, respectively.

approximately 2 pg of total RNA were mixed with 500 ng
oligo d(T) primer and 0.5 mM dNTP and the reaction was
incubated for 5 min at 65°C. A total of 1 pwL Superscript
Reverse Transcriptase II (200 U/pL), 1 X First strand
buffer (Invitrogen), and 10 mM DTT were added and the
reaction was incubated for 60 min at 42°C, followed by
15 min at 70°C. PCR reactions were performed using the
primers specific for the PVX coat protein (CP) (forward:
ATGTCAGCACCAGCTAGCAC and reverse: GTTATGGTG-
GTGGTAGAGTG) and ToCMoV AC2 gene (forward: 5'-
GGTACCGCGCGGCCGCATGCGCAATTCATCTT-3' and
reverse: 5-GTCGACGCGGCCGCCTATTTAAATATGT
CATCCC-3'). A total of 0.5 pL of the synthesized cDNA,
0.15 pM of each primer, 150 uM dNTP, 1 U Taq DNA
Polymerase, and 1X of the corresponding buffer (Invitrogen)
were used for PCR reactions in the following conditions:
4 min at 95°C, 30 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 55°C, and
1 min at 72°C, and a final extension of 4 min at 72°C. The
amplified fragments were separated in 1.0% agarose gels
and visualized after ethidium bromide staining under UV
light.
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2.3 Protein extraction

Total proteins were extracted from approximately 2 mg of
ground tissue pooled from the different sampling points.
Only plants successfully infected were used for protein ex-
traction. Two biological replicates were performed and atleast
five gels from each sample were produced. Proteins were ex-
tracted according to Mot and Vanderleyden [26] by adding
750 pL of extraction buffer (0.7 M sucrose, 0.5 M Tris-
HCI, 30 mM HCI, 50 mM EDTA, 0.1 M KCl, and 40 mM
DTT) to the plant material and the same volume of phe-
nol. Samples were agitated for 15 min and centrifuged
for 3 min at 12 000 rpm. The upper phase was trans-
ferred to a new tube and reextracted twice with extraction
buffer. Proteins were precipitated in 0.1 M ammonium
acetate in methanol and washed with 80% acetone. Pro-
teins were resuspended in rehydration buffer (7 M urea;
1 M thiourea; 4% m/v CHAPS; 2% IPG buffer pH 3-
10 NL; 40 mM DTT) and the amount was estimated using the
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) by
following the manufacturer’s instructions.

2.4 Western blot

For Western blot analysis, proteins were extracted from ap-
proximately 1 mg of ground tissue from the different sam-
pling points (5, 10, 15, and 17 dpi) separately. Approximately
40 p.g of total proteins were submitted to SDS-PAGE using a
12% polyacrylamide gel. Samples were transferred to a PVDF
membrane (Hybond-P/GE Healthcare Life Sciences), which
was blocked with 5% milk in PBS-T (68 mM NacCl, 58 mM
Na,HPO,, 17 mM NaH,PO, pH 7.4, and 0.1% v/v Tween-
20) overnight at 4°C and washed twice with 0.5% milk in
PBS-T for 10 min. The membranes were incubated for 2 h
at room temperature with the primary anti-CP antibody for
PVX coat protein (diluted 1:2500 in 0.5% milk in PBS-T)
and anti-Tomato golden mosaic virus (TGMV) AC2 for AC2
(diluted 1:2000 in 0.5% milk in PBS-T). After two washes
with 0.5% milk in PBS-T, secondary antibody Anti-Rabbit
IgG (Sigma) alcaline phosphatase conjugate, diluted 1:10 000
in 0.5% milk in PBS-T, was added and membranes were
incubated for 1 h at room temperature. Membranes were
washed with 0.5% milk in PBS-T and immunodetection was
performed using SIGMAFAST " BCIP® (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium) tablets (Sigma)
dissolved in 10 mL of water.

2.5 2DE and image analysis

Immobiline DryStrips of 13 cm, pH 3-10 NL were rehydrated
with 280 wL of rehydration buffer and traces of bromophe-
nol blue containing approximately 600 pg of proteins for
16 h. The first dimension was performed using a Multiphor
IT Electrophoresis system (GE Healthcare), according to the
manufacturer’s instructions (phase 1: 300 V, 2 mA, 5 W,
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0:01 h; phase 2: 3500 V, 2 mA, 5 W, 1:30 h; phase 3: 3500 V,
2mA, 5 W, 4:00 h).

The strips were maintained in equilibration buffer
(1.5 M Tris-HCl pH 88; 6 M Urea; 30% Glycerol;
2% SDS; 1% bromophenol blue) with 1 M DTT for
15 min followed by 15 min in the same buffer containing
2.5% iodoacetamide. The second dimension was performed
by SDS-PAGE using 13% polyacrylamide gels and the molec-
ular mass marker “Benchmark Protein Ladder” (Invitrogen).
Proteins were stained with Coomassie Blue G-250 and the
gel replicates were digitalized with the ImageScanner I1I (GE
Healthcare).

Three gels from each condition showing highest spot res-
olution and homogeneity in the electrophoretic pattern were
selected and used for image and data analysis with the soft-
ware Image Master 2D Platinum version 7.05 (GE Health-
care). Spots were automatically detected, followed by manual
editing to improve detection and eliminate technical artifacts.
In order to compensate for slight variations in sample loading,
gel staining, and destaining, data were normalized by express-
ing protein abundance as relative volume (% vol). Automated
matching was performed and spot alignment was improved
by manual spot detection and matching. The proteins were
accepted as having been differentially expressed when they
displayed a fold change of 1.5 and differences were signifi-
cant in Student’s -test at a significance level of 95%. Image
analysis was performed on the set of reproducible spots from
each stage and only spots present in two of three replicates
were considered for the differential expression analysis.

2.6 Protein identification by MS

Gel spots were washed for 15 min in 50% acetonitrile and
25 mM ammonium bicarbonate and then dehydrated with
100% acetonitrile for 10 min [27]. The gel spots were re-
hydrated in a 15 pL solution of trypsin Sequencing Grade
(Promega) 0.1 pg/nL prepared in 50 mM NH,HCO; and
incubated at 37°C for 22 h. After digestion, 1 nL of the solu-
tion was mixed with 1 pL of alpha-cyano-4-hydroxycinnamic
acid (10 mg/mL in 50% acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic
acid) and applied manually onto the MALDI plate. Peptides
were analyzed by Ultra-Flex III or Auto-Flex Speed MALDI
TOF-TOF (Bruker Daltonics) mass spectrometers operating
in positive reflector (MS) and LIFT™ (MS/MS) modes.
Peak lists were generated using the FlexAnalysis 3.3 soft-
ware (Bruker Daltonics). The sophisticated numerical annota-
tion procedure algorithm was used to detect the monoisotopic
peak values, with a quality factor threshold of 30 and 3 as S/N
threshold. All MS and MS/MS peak lists were individually
searched using the MASCOT search engine (Matrix Science,
UK) with the NCBInr protein database and Viridiplantae tax-
onomy. The mass tolerance used in the searches was 150 ppm
and one missed cleavage was allowed. Carbamidomethylation
of cysteine residues and oxidation of methionine residues
were considered as fixed and variable modifications, respec-
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tively. The cutoff value for the Probability Based Mowse score
calculated by MASCOT (at p < 0.05) was used to accept
the identification. For MS/MS data, the peptide mass tol-
erance was 150 ppm, MS/MS ion mass tolerance at 0.6 Da,
allowance of 1 missed cleavage, and charge state +1. When
the pI and MW of matched proteins were not available, these
values were calculated using ExPASy Compute pI/Mw tool
(http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html).

3 Results and discussion

AC2 proteins have been studied in several begomoviruses
and some have been described as gene silencing suppres-
sors [9,19,28-30]. Although the silencing suppression prop-
erty of ToOCMoV-AC2 has not been established yet, it has been
shown that PVX-ToCMoV-AC2 causes enhanced symptoms
in tomato, as well as N. benthamiana and Datura stramo-
nium plants [23]. These results indicate that ToCMoV-AC2 is
a pathogenicity determinant, which is a characteristic shared
by several virus silencing suppression proteins [31]. Similar
enhanced symptoms have been reported when the Tomato
leaf curl virus (TLCV) C2 gene was expressed in N. benthami-
ana plants [29], showing that this gene has an important role
in pathogenicity. In this study, we have analyzed the pro-
teomic profile of N. benthamiana plants inoculated with PVX
viral vector expressing the AC2 protein of the begomovirus
ToCMoV to better understand the effect of this pathogenic-
ity factor on the global protein expression of the host plant.
Symptoms of N. benthamiana inoculated with A. tumefaciens
containing PVX-AC2 and PVX control vectors were compared
at 5, 10, 15, and 17 days after inoculation. Plants inocu-
lated with PVX alone showed typical symptoms of mild mot-
tling, whereas PVX-AC2 inoculated plants presented chlorotic
and necrotic lesions, curled leaves, and systemic necrosis
(Fig. 1), as previously observed [23]. The successful infection
and expression of AC2 was also confirmed by RT-PCR using
PVX CP and ToCMoV AC2-specific primers (Fig. 2). The RT-
PCR analysis showed that the CP and AC2 mRNAs could be
observed at 5 dpi with increasing intensities at 10, 15, and
17 dpi. Although slightly lower AC2 mRNA levels could be
observed at 17 dpi when compared to 15 dpi, the results show
that AC2 is expressed at an early stage of infection and its
levels increase during disease development.

The expression of the AC2 protein was also detected by
Western blotting analysis (Fig. 2). The results show that the
AC2 protein could be detected at 15 dpi, which is consistent
with the RT-PCR results that show an earlier AC2 mRNA
detection at 5 dpi. Although the detection of AC2 protein
was only observed at 15 dpi, it is probable that this protein
is present at an earlier stage in low amounts, but was be-
yond the detection capacity of the Western blot analysis and
therefore could not be visualized. Moreover, since the anti-
body used was developed against an AC2 protein from an-
other virus (TGMYV) showing 70% protein sequence identity
to ToCMoV AC2 (Fig. 2), it is possible that the lower levels of
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detection observed may also be due to the lower specificity of
the antibody.

Regarding the plant response, it is probable that even low
amounts of AC2 protein trigger host response and cause
changes in protein expression. This raises the question about
the ideal sampling point for host plant expression analysis.
The decision on the stage of plant infection to be analyzed
is challenging and debatable, since the exact moment when
the plant begins to respond to the pathogen is not known.
Moreover, one has to bear in mind the limitations in detect-
ing these changes. At early stages, e.g. the amount of tissue
infected is still limited and probably few cells are affected.
Moreover, it takes time for the plant to respond and pro-
duce visible symptoms. One way to overcome this dilemma
is by pooling samples from different points. This strategy has
been reported in other differential expression studies [32,33],
and it is certain that, although a broader overview of the bio-
logical process can be observed, some loss of information is
inevitable. In this study, we have used this strategy and pooled
samples from different dpi in an attempt to observe changes
from the earlier to the later stages of infection. Total proteins
were extracted from these pools and analyzed by 2DE.

host plant.
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Figure 2. Expression of CP (PVX coat
protein) and AC2 genes/proteins in
N. benthamiana plants infected with
PVX-AC2 and PVX vectors. (A) RT-
PCR analysis of the expression lev-
els of CP and AC2 genes at 5, 10,
15, and 17 days after inoculation. (B)
Western blot analysis of the expres-
sion levels of CP and AC2 proteins
at 5, 10, 15, and 17 days after inoc-
ulation. (C) Alignment of TGMV-AC2
and TocMoV-AC2 protein sequences,
showing an amino acid identity of
70%.

The 2D gels analyses revealed approximately 500 protein
spots per gel and, as expected, most proteins were observed
in the pH range from 4 to 7 and in mass from 15 to 100 kDa
(Fig. 3). The gel replicates from the control condition (empty
PVX inoculated plants) revealed a correlation coefficient (r?)
> 0.96, indicating a high reproducibility among the replicates.
Similarly, the analysis of the 2D map replicates from the
PVX-AC2 inoculated plants showed an r*
When the 2D maps of both samples (PVX and PVX-AC2) were
compared, a mean r* of 0.84 was obtained, which suggests
that the AC2 protein interfered in the proteomic profile of the

> 0.98 (Fig. 3).

When the protein profile of the PVX-AC2 inoculated plants
was compared to the control condition, a total of 42 protein
spots showed statistically significant variation above a min-
imum ratio of 1.5, including 24 up- and 13 downregulated,
as well as three proteins exclusive to PVX-AC2 inoculated
plants and two only observed in PVX inoculated plants (Figs. 3
and 4). A total of 36 differential protein spots were success-
fully identified by MS and are shown in Table 1 and Support-
ing Information Table 1. Interestingly, most of these proteins
were upregulated in the presence of the AC2 gene (Fig. 4)
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Figure 3. 2D maps of N. benthamiana plants inoculated with PVX and PVX-AC2 (A), as indicated, and scatter plot analysis of protein spots
generated by the ImageMaster 2D Platinum 7.0 program (GE Healthcare) (B-D). Arrows indicate the differentially expressed proteins: (+)
upregulated, (-) downregulated. Circled spots indicate putative exclusive proteins. (B) Comparison between the PVX gel replicates (r? >
0.96). (C) Comparison between the PVX-AC2 gel replicates (2 > 0.98). (D) Comparison between PVX and PVX-AC2 gel replicates.

and their identities indicate that different biological processes
could be affected. An attempt to categorize the proteins iden-
tified was performed based on the literature and their bio-
logical roles are discussed below. Additionally, a metabolic
pathway diagram depicting the influence of AC2 on host pro-
teins was generated using SRI International Pathway Tools
(version 15.5) based on the protein EC number (Supporting
Information Fig. 3).

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3.1 Viral proteins expressed in PVX-AC2 and PVX
infected plants

Several spots corresponding to PVX viral proteins, such as
TGB1 (25 kDa viral movement) (spot 102) and the CP (spots
131, 129, 123, 428, and 444) were identified in the 2D gel
maps of PVX and PVX-AC2 inoculated plants (Figs. 3 and 4).
The 25 kDa protein (TGB1) presented higher expression
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(2.73-fold increase) in the plants inoculated with PVX-AC2.
This protein was shown to be important for viral move-
ment from cell to cell, via plasmodesma, in different host
plants [34, 35] and can prevent the signaling of gene silenc-
ing [36]. In addition to the TGB1 protein, the coat protein is
also required to facilitate viral movement in the host cells [37].
However, in our study, the expression of the coat protein
was lower in plants inoculated with the PVX-AC2 construc-
tion (Table 1). Similar findings have been reported earlier
by Chapman et al. [15], and according to these authors, al-
though there was a lower accumulation of coat protein mRNA
in PVX-GUS infected plants, PVX-GUS did infect the plant
systemically, as was observed in our study for PVX-AC2
(Fig. 1).

Several spots of approximately 28 kDa with distinct iso-
electric point were identified as coat protein (Table 1). It is
well known that this protein undergoes several posttransla-
tional modifications such as glycosylation and phosphory-
lation, affecting the physical and chemical structure of the
protein surface [38, 39], which may account for the pres-
ence of several spots from the same protein with differ-
ent pls. Additionally, an anomalous behavior of the PVX
CP electrophoresis mobility in SDS-PAGE was previously
observed [40].

The fact that AC2 was not observed in the 2D gels can
be explained by the molecular mass of this protein, which is
14.6 KDa (theoretical). Our gels had a concentration of 13%
acrylamide, and therefore the limit for spot detection was
around 15 KDa.

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3.2 AC2 interferes in the photosynthetic processes
and energy production

A successful viral infection is highly dependent on creating a
suitable environment for viral multiplication and movement,
which involves using the cellular machinery of the host and at
the same time counteracting host defense responses. Viruses
regulate several processes in the host cell such as transcrip-
tion, translation, and posttranslational modifications in order
to fulfil this task. Therefore, the study of host proteins mod-
ulated during successful viral infection represents an impor-
tant approach in identifying potential targets for engineering
viral resistance.

In the present study, it was observed that the pres-
ence of the AC2 protein produced a cellular imbalance,
mainly of proteins involved in the metabolic and photo-
synthetic processes, which are also commonly affected dur-
ing viral infections. Two proteins involved in photosynthesis
(Ribulose-phosphate 3-epimerase and RNA-binding glycine-
rich protein-1la) were upregulated, although usually biotic
stresses negatively regulate genes related to photosynthe-
sis [41]. Two other proteins were downregulated includ-
ing phosphoribulokinase, which showed a fold change of —
4.08 (spot 439) and the oxygen-evolving enhancer protein 1
(PSBO), a subunit of the chloroplast photosynthetic com-
plex II that was exclusive to PVX infected plants. Phospho-
ribulokinase is involved in the regulation of the sugar flow
in the Calvin cycle [42], and is regulated under stress con-
ditions [43]. Similar results were also observed by Soitamo
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Table 1. Protein identifications of differential spots from 2DE analysis by MALDI-TOF MS and MS/MS

Spot Protein Organism Acession # Fold change®
number identification (NCBInr)? (PVX-AC2/PVX)
Viral movement and assembly
102 25 kDa movement protein Potato virus X gi|138400 2.73
131 Coat protein Potato virus X gi|61430 -1.79
129 Coat protein Potato virus X gi|61430 -5.02
123 Coat protein Potato virus X gi|61430 -6.95
428 Coat protein Potato virus X gi|61430 -5.20
444 Coat protein Potato virus X gi|61430 -12.35
Photosynthesis and energetic metabolism
94 Ribulose-phosphate 3-epimerase Solanum tuberosum gi|2499728 4.24
22 RNA-binding glycine-rich protein-1a Nicotiana sylvestris gi|469070 1.63
439 Phosphoribulokinase Mesembryanthemum crystallinum gi|125578 -4.08
gi|15222551
514 Oxygen-evolving enhancer protein 1, Nicotiana tabacum gi|11134054 Exclusive (PVX)
chloroplastic (OEE1)
476 ATP synthase, alpha subunit Nicotiana sylvestris gi|78102516 -5.26
chloroplast
394 ATPase, beta subunit chloroplast Nicotiana rustica gi|114557 1.82
338 ATP synthase, beta subunit Nicotiana plumbaginifolia gi|114421 1.73
mitochondrial
330 Mitochondrial-processing peptidase Solanum tuberosum gi|266567 -1.83
subunit alpha
gi|587562
386 Succinate dehydrogenase, putative Ricinus communis gi/255579273 1.62
162 Voltage-dependent anion channel Nicotiana tabacum gi|161788874 3.28
247 Mitochondrial formate Nicatiana attenuata gi|116739352 5.10
dehydrogenase
Solanum lycopersicum gi|350538487
78 Callose synthase Arabidopsis thaliana gi|334184624 1.59
Defense and oxidative stress
465 Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase Nicotiana tabacum gi|100324 4.66
187 Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase Nicotiana tabacum gi|100324 3.55
Solanum tuberosum gi|3395595
440 Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase Nicotiana tabacum gi|100324 2.15
117 Acidic chitinase PR-Q Nicotiana tabacum gi|116342 3.63
gi|19773
487 27 kDa pathogenesis-related protein Nicotiana tabacum gi|5360263 Exclusive (PVX-AC2)
(NtPRp27)
306 Suppressor of G2 allele of Skp1 Nicotiana benthamiana gi|58760268 2.22
(SGT1)
gi|29468339
492 Epoxide hydrolase Nicotiana benthamiana gi|189306755  Exclusive (PVX-AC2)
31 Superoxide dismutase Nicotiana gi|134616 1.68
(Cu-Zn) Plumbaginifolia gi|134612
201 Annexin Nicotiana tabacum gi|2467253 1.88
455 Phosphomannomutase Nicotiana tabacum gi|122194125 1.85
466 Putative chloroplast thiazole Nicotiana tabacum gi|30013665 8.83
biosynthetic protein
Transcription and translation
214 Cytosolic malate dehydrogenase Nicotiana tabacum gi|10798652 -1.90
59 Ribosomal protein L12-1a Nicotiana tabacum gi|20020 1.49
58 Basic transcription factor (BTF3) Nicotiana benthamiana gi|90823167 2.00
111 Maturase K, chloroplast Chamerion angustifolium gi|379039935  -3.17
Chaperones
379 Protein disulfide isomerase Nicotiana benthamiana gi|257222620 2.59
451 Chaperonin 20 Arabidopsis thaliana gi|15242045 2.05
406 78 kDa glucose-regulated protein Nicotiana tabacum gi|729623 2.48

homolog 5

a) More than one accession cited indicates different hits for peptides identified from the same protein.
b) The “~" signal indicates downregulation.

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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et al. [44] who showed that transgenic tobacco plants
expressing AC2 from ACMV, had several photosynthe-
sis genes downregulated, including PSBO. They suggest
that these alterations in sugar metabolism-related gene ex-
pression imply a carbon metabolism imbalance. Soitamo
et al. [45] analyzed transgenic tobacco plants, which con-
stitutively expressed the helper component-proteinase (HC-
Pro), an RNA-silencing suppressors derived from potyvi-
ral genome. These authors also showed the downregula-
tion of photosynthetic proteins such as chlororespiration
and cyclic electron transport proteins. It seems that, simi-
larly to HC-Pro, the presence of the AC2 protein also re-
sulted in a carbon metabolism imbalance in N. benthamiana
plants.

Other proteins involved in electron transport in chloro-
plast and mitochondria were also identified in the present
study. Interestingly, the o subunit of the chloroplast
ATPase was downregulated in PVX-AC2 plants (spot 476;
—5.26-fold), while the B subunit was upregulated (spot 394;
1.82-fold). The chloroplast ATP synthase is formed by nine
subunits, three of which are encoded in the nucleus (atpC,
atpD, and atpG) while the other six by two separate operons
in the chloroplast: the atpB-atpE (atpB/E) operon and the
atpl-atpH-atpF-atpA cluster [46]. Differences in expression
of the o and B ATPase subunits have been reported during
the interaction of tomato plants resistant and susceptible to
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) [47]. It was shown
that the a subunit of ATP-synthase was only observed in the
resistant interaction, while the B subunit was upregulated
in the susceptible interaction [47]. An additional role for the
ATPase B subunit has been recently demonstrated by [48].
These authors isolated a mitochondrial ATP synthase  sub-
unit responsive to fumonisin B1 (FB1), a mycotoxin secreted
by fungi from the genus Fusarium that initiated programed
cell death in Arabidopsis [49], and propose that this subunit
is a novel plant cell death regulator. Although these stud-
ies were performed with mitochondrial ATPAse  subunit,
choloplast ATPase B subunit was also identified as responsive
to FB1. It is possible that the differences found in the expres-
sion patterns of a and B chloroplast ATPase subunits in this
study may be due to a possible multifunctionality of these
subunits.

Regarding the mitochondria ATP synthase, the B sub-
unit was upregulated (spot 338; 1.73-fold, respectively).
Our results showed that three mitochondrial proteins
identified in PVX-AC2 plants are involved in oxidative
phosphorylation: mitochondrial processing peptidase (a-
MPP) (spot 330; —1.83-fold), B subunit of ATP synthase,
and succinate dehydrogenase (spot 386; 1.62-fold). Two
other proteins showed upregulation in PVX-AC2 infected
plants: voltage-dependent anion channel (spot 162; 3.28-
fold) and mitochondrial formate dehydrogenase (spot 247;
5.1-fold).

It has been reported in planta that BC1 silencing suppres-
sor protein from the begomovirus-associated DNA-(3 satellite
was able to regulate host genes involved in photosynthesis and
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respiratory processes [50]. We have observed similar results
in this study for the AC2 protein of ToCMoV, which regu-
lated the expression of different chloroplast and mitochon-
dria proteins. The accumulation of the mitochondrial protein
voltage-dependent anion channel, succinate dehydrogenase,
and mitochondrial formate dehydrogenase were higher in
PVX-AC2 infected plants, which showed a higher severity in
the symptoms. Several studies have shown that the expres-
sion of these proteins is altered under stress conditions as a
defense response [51,52] and may be associated to symptom
development.

On the other hand, a-MPP was downregulated in PVX-
AC2 infected plants. This subunit is one of the components
that forms the mitochondrial processing peptidase [53] and
under stress conditions, the levels of this protein can be al-
tered, resulting in the increase of protein synthesis and energy
production in the mitochondria of infected plants [54].

In general, it is interesting to observe that the ToCMoV
AC2 protein was able to affect important proteins involved in
cellular respiration, revealing a possible function in modulat-
ing the mitochondrial proteome. These results give some
insight as to the processes affected by begomovirus-host
interactions.

Besides proteins associated to photosynthesis and energy
production, we also identified a callose synthase (spot 78; 1.59-
fold), a cellular metabolism protein. An increased accumu-
lation of callose has been previously observed around TMV-
induced lesions in B-1,3-glucanase-deficient tobacco plants,
which resulted in decreased susceptibility to TMV [55]. In
soybean, repression of callose synthase at 7 days after in-
oculation and later upregulation at 14 days postinoculation
was observed, which may be associated with a delayed re-
sistance response [56]. The molecular mass observed for the
identified callose synthase (23 kDa) presented a significant
difference to the theoretical mass (226 kDa). It has been sug-
gested that callose synthase represents a multisubunit en-
zyme complex, with polypeptides varying between 25 and 92
kDa [57].

Taken together, these results suggest that the presence of
the AC2 protein was able to cause an imbalance in cellu-
lar homeostasis, interfering in chloroplast and mitochondria
functioning. The up- or downregulation of several genes and
proteins is dependent on sampling time (days after infection)
and many of them may be involved in symptom development.
In the present study, leaves of different sampling points were
pooled together and therefore this fluctuation in protein de-
tection was probably minimized.

Previous studies in virus-infected plants have shown that
disease symptoms are correlated with increased glycolysis,
respiration, and starch accumulation, decreased photosyn-
thesis and reduced protein synthesis [56, 58]. In this study,
we show that ToOCMoV AC2 expressed from a PVX viral vec-
tor is capable of interfering in important cellular processes
in the host plant, indicating that a similar situation may oc-
cur in ToCMoV infection, highlighting the importance of this
protein in viral infection.
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3.3 AC2 modulates defense-related proteins and
oxidative stress in the host plant

Another group of proteins induced by ToCMoV AC2 was the
pathogenesis-related proteins (PRs). These proteins are in-
duced by the plant defense system in an attempt to avoid
pathogen development and infection [59]. In this study, three
PRs were upregulated in PVX-AC2 inoculated plants, includ-
ing spots identified as glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase
(spots 465, 187, and 440) with different isoelectric points
(Table 1), acidic chitinase (spot 117; 3.63-fold), and 27 kDa
pathogenesis-related protein (NtPRp27) (spot 487; exclusive
to PVX-AC2). It has been reported that plants infected with
begomovirus increase the levels of PR proteins [60]. The re-
sults obtained herein, showed the induction of these proteins
in response to PVX-AC2 in the absence of other ToCMoV pro-
teins. Soitamo et al. [44] have likewise shown similar findings
in transgenic tobacco plants expressing ACMV AC2, which
presented upregulation of defense and oxidative stress asso-
ciated genes, comprising transcripts involved in the systemic
acquired resistance, ROS scavenging, and respiratory burst
oxidation.

Interestingly, a suppressor of G2 allele of Skp1, SGT1 (spot
306; 2.22-fold), was also identified in this study, with a higher
expression level in plants inoculated with PVX-AC2. This pro-
tein is involved in several biological processes such as plant
development, defense response [61], protein folding [62], and
degradation of target proteins during the interaction with
the SCF complex (SKP1, Cullin, F box), which is a multi-
protein E3 ubiquitin ligase complex that catalyzes protein
ubiquitination and is important for the elimination of mis-
folded proteins [63]. These results indicate that AC2 may af-
fect the regulatory centre of the ubiquitination process [12] to
avoid cytotoxicity, and consequently interfere with the expres-
sion of other proteins to favor viral infection. Lozano-Durin
et al. [64] used reverse genetics to identify several host genes
involved in geminivirus infection, which included an SKP1-
like 2 gene. These authors show that AC2 is capable of hin-
dering the activity of SKP1 and other SCF complex proteins,
probably conferring a biological advantage for the viral infec-
tion, in particular related to the ubiquitination processes of
plant proteins.

We have also identified several upregulated proteins in-
volved directly or indirectly in oxidative stress, such as epox-
ide hydrolase (spot 492; exclusive to PVX-AC2), superoxide
dismutase (spot 31; 1.58-fold), annexin (spot 201; 1.88-fold),
phosphomannomutase (spot 455; 1.85-fold) and a putative
chloroplast thiazole biosynthetic protein (spot 466; 8.83-fold).
It is well known that epoxide hydrolase and superoxide dis-
mutase are directly involved in antioxidant activity and are
induced as a defense response in order to reduce the effects
of oxidative stress [65]. Two metabolism proteins, an annexin
and a phosphomannomutase, and one associated to vitamin
biosynthesis, the putative chloroplast thiazole biosynthetic
protein, have been reported to be indirectly involved with
the oxidative process [66, 67]. Annexin has also been impli-
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cated in the modulation of callose synthase activity in cot-
ton [68], which may be related to wound healing and stress
situations [69]. Callose synthase was also identified in this
study, as discussed above, and like annexin, was upregulated
in response to AC2.

Interestingly, the upregulation in ROS scavenging proteins
show that the effect of AC2 occurs toward creating a suitable
environment for virus infection by containing stress to avoid
cellular death, which would be unfavorable for viral spread.
Indeed, such an antioxidant protein profile could not only
ameliorate disease symptoms but also facilitate viral survival.
In this way, AC2 seems to prolong cell lifespan facilitating
virus multiplication and virus movement in host cells.

3.4 Transcription and translation factors affected by
AC2

The modulation of transcription and translation factors by
begomovirus AC2 proteins has been previously reported.
In this study, we identified a cytosolic malate dehydroge-
nase (cyMDH) that was downregulated in response to the
ToCMoV AC2. Similar results were obtained by Soitamo
et al. [44], when analyzing the effect of a silencing suppres-
sor from ACMV in tobacco. cyMDH is an important enzyme
in metabolism, which affects the stability and transactivation
of a transcriptional factor that controls cellular cycle (arrest),
cell death, and DNA repair [70]. Under stress conditions, the
level of cyMDH can be altered, favoring plant growth and
conferring tolerance to stress [71].

Evidence has shown that the AC2 protein is also able to af-
fect the expression of proteins involved in the transcriptional
process, such as the Scarecrow transcription regulators-like
SCL6-II and SCL8[9]. Interestingly, other proteins involved in
the transcription and translation processes were also identi-
fied in this work, such as the ribosomal protein L12-1a (spot
59; 1.49-fold), the basic transcription factor BTF3 (spot 58;
2.0-fold), and maturase K (spot 111; —3.17-fold).

Maturase K, which was downregulated in PVX-AC2 in-
fected plants, is an enzyme that acts as a posttranslational
splicing factor in the chloroplast and the generated pro-
teins are important for the correct functioning of the chloro-
plast, including photosynthesis [72]. It has been reported that
higher levels of maturase K are associated to increased pho-
tosynthetic activity [73], which is not usually observed upon
pathogen infection.

Our study also revealed the accumulation of the transcrip-
tion factor BTF3 in PVX-AC2 infected plants. BTF3 was first
studied in mammalian cells as one of the basal transcription
factors involved in initiation of transcription from class II
promoters [74] and have been implicated in apoptosis [75].
In plants, the function of this protein is still not clear. It
was observed that BTF3 deficiency in N. benthamiana plants
preferentially affects chloroplasts and mitochondria [76]. Sub-
units of BTF3 have also been associated with HR-mediated
cell death in Capsicum annuum against TMV in a resistant
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interaction but not in a susceptible one [77]. The authors
suggest that BTF3 regulates the transcription of defense-
related genes upon TMV infection [77]. In our model sys-
tem, the BTF3 could play a similar role triggered by AC2
expression.

3.5 Chaperone accumulation in PVX-AC2 infected
plants

Three proteins involved in folding were identified in this
study and were upregulated in PVX-AC2 infected plants:
disulfide isomerase (spot 379), chaperonin 20 (spot 451), and
78 kDa glucose-regulated protein homolog 5 (BiP 5/GRP 78;
spot 406). Interestingly, it has been proposed that BiP might
regulate the cytotoxic effects of PVX proteins during virus
infection in order to reduce cytotoxicity and consequently
necrosis to favor viral multiplication [78]. This response may
be important to avoid cellular disturbance and even death
in cases in which viral proteins reach high levels. Similarly,
our results indicate that AC2 is also able to enhance BiP ex-
pression and may contribute to facilitate virus infection and
movement in host cells.

It is well known that chaperones are upregulated under
stress conditions [79-81] and may form complexes with vi-
ral proteins during infection. Krenz et al. [82] reported that
the Arabidopsis thaliana heat shock protein 70 kDa (HSP70)
interacts with the movement protein of the Abutilon mosaic
virus, and propose that this interaction is important for viral
transport and symptom induction. Lozano-Durin et al. [64]
also showed the importance of an HSP70 in Tomato yellow
leaf curl Sardinia virus infection. These authors propose that
heat shock proteins may be important for rapid protein matu-
ration and turnover during a short virus multiplication cycle.
HSP70 has also been reported to be a major interactor of
SGT1 [83], which is essential for resistance to viruses [84]
and was also identified in our study. The possible interaction
between the AC2 protein of ToCMoV with host plant chap-
erones was not reported previously, however, it may occur
and could play a key role in favoring successful viral infection
by providing the host protein modification machinery for the
virus to replicate in the plant.

4 Concluding remarks

As mentioned earlier in our study, a successful viral infec-
tion relies on the host plant machinery for viral replication
and spread. Although several studies have been performed
to investigate host proteins involved in these processes, the
identification of the exact role of the host genes and proteins is
still a challenging task. In this work, we have used proteomic
techniques to better understand the effects of the ToCMoV
AC2 pathogenicity factor in the protein expression pattern
of the host plant. The AC2 protein was able to significantly
alter the global protein profile in N. benthamiana leaves, and
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consequently affect several critical biological processes. This
is the first report of the global effect of the virulence factor
ToCMoV AC2 in the protein profile of a host plant. This study
revealed that more than 50% of the differentially expressed
proteins were upregulated in N. benthamiana plants. More-
over, this study highlights the effect of AC2 in the modula-
tion of plant defense processes, by increasing the expression
of several oxidative stress-related and PR proteins, as well
as its role in modulating the proteome of the photosynthe-
sis and energy production systems. Interestingly, the protein
that showed the most pronounced upregulation in response
to PVX-AC2 was the putative thiazole biosynthetic protein
(spot 466; 8.8-fold change). This protein is associated to thi-
amine biosynthesis, which is a very important cofactor in
several metabolic pathways and has also been associated with
enhanced tolerance to oxidative stress [67] and resistance to
plant diseases [85]. Based on the results obtained, this new in-
formation on the effect of the AC2 protein in the host reveals
that this pathogenicity factor has an extremely important role
in the interaction between the virus and the plant, which com-
promises the homeostatic equilibrium of the cell. It is clear
that the AC2 protein plays a key role in viral infection and
is essential for pathogenicity in tobacco. Based on the results
obtained, target proteins can now be selected to direct future
studies aiming at the generation of plant lineages tolerant or
even resistant to ToCMoV.
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