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RESUMO

SANTANA, Fernanda Abreu, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2012.
Anédlise protedmica de raizes de soja em resposta a inoculagdo com nematoides de
galha. Orientador: Maurilio Alves Moreira. Coorientadores: Everaldo Gongalves de Barros
e Humberto Josué de Oliveira Ramos.

A expansdo da cultura da soja no Brasil vem sendo acompanhada pelo aumento da
incidéncia de doencas e pragas, sendo esses 0s principais fatores que limitam a obtencéo de
maiores rendimentos da cultura. Dentre os patdgenos que acometem a cultura da soja,
destacam-se os nematoides formadores de galhas por estarem presentes em todo o pais e
causarem serios prejuizos a cultura. Estudos visando o entendimento da resposta da interagao
planta x nematoide tém sido realizados, porém, ainda ha poucas informacdes a esse respeito. A
analise de proteinas por eletroforese bidimensional associada a espectrometria de massa é
uma técnica que tem sido bastante aprimorada e pode ajudar a elucidar aspectos
moleculares da interacdo planta-patdgeno. Neste sentido, objetivou-se com este trabalho
identificar proteinas diferencialmente expressas em raizes de soja em resposta a inoculacao
com nematoides de galha (Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita). Foram
avaliadas amostras de raizes de soja, da cultivar resistente Conquista, coletadas 12, 24 e 48
horas ap0s a inoculacao tendo como controle raizes de plantas ndo inoculadas. As proteinas
foram extraidas pelo método fenol-SDS e separadas por eletroforese bidimensional. Por
meio da andlise comparativa dos géis foram detectadas proteinas diferencialmente
expressas, que foram posteriormente identificadas por espectrometria de massa (MS/MS).
Foram identificadas vérias proteinas/enzimas que estdo associadas a processos de
sinalizacdo celular (anexina), metabolismo de espécies reativas de oxigénio (ascorbato
peroxidase 2, glutationa transferase), proteinas envolvidas com a producdo de horménios
vegetais como etileno e acido jasmonico (proteina relacionada a maturagdo, precursor da
glicoproteina de 31kDa do caule), biossintese de lignina (cafeoil-CoA metiltransferase),
metabolismo de aminodcidos (glutamina sintetase, glutamato desidrogenase, metionina
sintase)  processo de oxido-redugdo (flavoproteianWrbA, isoflavona redutase) e
metabolismo energético (triose fosfato isomerase, enolase, UGPase, aconitato hidratase,
transcetolase, 6 fosfogluconato desidrogenase, fosfoglicerato quinase, fosfoglicomutase,
ATP sintase subunidade alfa). Esses resultados certamente contribuirdo para o
esclarecimento dos mecanismos de defesa da soja ao nematoide de galha e na identificacéo
de genes candidatos, direcionando o desenvolvimento de plantas resistentes por meio da

obtenc¢éo de gendtipos transgénicos.



ABSTRACT

SANTANA, Fernanda Abreu, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2012.
Proteomic analysis of soybean roots in response to inoculation with root knot
nematodes. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Co-advisers: Everaldo Gongalves de Barros
and Humberto Josué de Oliveira Ramos.

The expansion of soybean cultivation in Brazil has been accompanied by increases in
occurrence of diseases and pests of this species, with these factors now limiting the
obtainment of higher crop yields. Amongst the pathogens that attack soybean root knot
nematodes are notable for occurring throughout the country and causing serious crop
damage. Studies aiming to improve our understanding of plant-nematode interactions have
been carried out but there remains a lack of information in this area. The analysis of
proteins by 2D-electrophoresis associated with mass spectrometry is a well established and
refined technique that can be used to investigate the molecular aspects of plant-pathogen
interactions. The objective of this work was therefore to identify proteins in soybean roots
that are differentially expressed in response to inoculation with root knot nematodes
(Meloidogyne javanica and Meloidogyne incognita). Samples of roots from the resistant
“Conquista” variety were evaluated which had been collected 12, 24 and 48 hours after
inoculation and roots from non-inoculated plants were used as a control. Proteins were
extracted using the phenol-SDS method and separated by 2D electrophoresis. Differentially
expressed proteins were then detected by comparative analysis of the gels and identified
using mass spectrometry (MS/MS). Various proteins/enzymes associated with cell
signalling (annexin), metabolism of reactive oxygen species (ascorbate peroxidase,
glutathione transferase), production of the plant hormones ethylene and jasmonic acid
(protein related to maturation, the precursor of the 31kDa glycoprotein stem), lignin
biosynthesis (Caffeoyl-CoA methyltransferase), amino acid metabolism (glutamine
synthase, glutamate dehydrogenase, methionine synthase), redox processes (flavoprotein
WTrbA, isoflavone reductase) and energy metabolism (triose phosphate isomerase, enolase,
UGPase, aconitate hydratase, transketolase, 6-phosphogluconate dehydrogenase,
phosphoglycerate kinase, phosphoglucomutase, ATP synthase alpha subunit). These results
will help to clarify the mechanisms of soybean defence against root knot nematodes and
identify candidate genes that may be used in the development of transgenic plants with

resistance to nematodes.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos 40 anos, a soja foi a cultura que mais cresceu entre as grandes culturas
produtoras de gréos, em nivel mundial e nacional. No Brasil, desde a década de 1970 a area
cultivada, producdo e produtividade da soja vém crescendo (Conab, 2012), o que se deve
aos esforcos dos diversos programas de melhoramento com o desenvolvimento de
variedades adaptadas as diferentes regifes do Pais e também ao desenvolvimento de
cultivares resistentes as principais doencas que acometem a cultura da soja (Embrapa,
2010).

As doencas que afetam a soja sdo responsaveis por prejuizos significativos nas
safras, pois limitam o rendimento, a lucratividade e o sucesso da producdo (Juliatti et al.,
2003). No Brasil, ja foram identificadas cerca de 50 doencas relacionadas a cultura da soja,
entre fungos, bactérias, virus e nematoides. Os nematoides causam sérios problemas de
reducdo de rendimento da soja nas principais regides do mundo onde esta cultura é
cultivada (Inomoto et al., 2010).

Dentre as espécies de nematoides com capacidade de parasitar a soja, 0s nematoides
formadores de galhas (Meloidogyne spp.) sdo os de maior importancia econémica (Silva,
2001), sendo as espécies Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita as mais
importantes devido ao fato de apresentarem uma ampla distribuicdo geografica e serem
polifagas (Asmus, 2001).

O método mais eficaz e econdbmico do controle de nematoides € por meio da
resisténcia genetica. Estudos visando o entendimento da interacdo patégeno x hospedeiro,
em nivel molecular, tém sido realizados (Davis et al., 2004; Williamson; Kumar, 2006;
Baum et al., 2007), porém, ainda ha poucas informacfes sobre esta interacdo (Abad,;
Williamson, 2010), que sdo necessarias para o entendimento dos mecanismos de
desenvolvimento da doenga.

A analise protedbmica tem sido utilizada para a identificacdo de proteinas
diferencialmente expressas permitindo a identificacdo de genes envolvidos em processos
bioldgicos importantes em diferentes vias metabélicas. Em relacdo ao estresse bidtico, a
analise protedmica possibilita a identificacdo de proteinas envolvidas nos mecanismos de
defesa de plantas, sendo um importante foco na busca de alternativas para o
desenvolvimento de plantas resistentes.

Nesse sentido, objetivou-se com este trabalho identificar proteinas diferencialmente
expressas pela soja em resposta a inoculacdo com Meloidogyne javanica e Meloidogyne
incognita utilizando a eletroforese bidimensional e a espectrometria de massa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econdmica da soja

Os relatos de introducdo da soja no Brasil sdo de 1882, na Bahia. Em 1891, novos
gendtipos foram avaliados no Estado de S&o Paulo, e em 1900 no Rio Grande do Sul, onde
tiveram mais sucesso. No entanto, apenas na década de 1970 essa cultura adquiriu

importancia econémica para o Pais (Embrapa, 2010).

A partir da década de 1980 a regido central do Brasil j& se destacava em niveis de
produtividade. Em 34 anos (1976/77 a 2010/11) a producéo da soja passou de 12 milhdes
para 75 milhdes de toneladas. Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor mundial de
soja com cerca de 24 milhGes de hectares cultivados e com uma produtividade média de
3.115 kg/ha (Conab, 2012), o que tem consolidado a soja como a principal cultura do
agronegocio brasileiro desde 2004 (Reetz et al., 2009).

A soja vem sendo cultivada em 16 Estados brasileiros, sendo o0s principais
produtores: Mato Grosso, Parana, Rio Grande do Sul, Goiés, Mato Grosso do Sul, Bahia e
Minas Gerais. Esses Estados produziram em 2009/10 aproximadamente 67 milhdes de
toneladas, o que corresponde a 89,2% da producdo brasileira de soja. Dados recentes
mostram que a producdo brasileira de soja vem crescendo e se difundindo por todo o pais e
estd avancando em regifes antes nao cultivadas como as regides Norte e Nordeste (Conab,
2012).

O desenvolvimento de variedades de soja adaptadas ao cultivo em diferentes regifes
do Pais tem favorecido a expansao da cultura, contudo varios fatores limitam a obtencéo de
bons rendimentos. Entre esses fatores estdo as doencas que impedem que variedades
melhoradas expressem seu potencial de rendimento causando perdas e prejuizos nas safras
(Yorinori et al., 1993).

2.2. Fitonematoides na cultura da soja

A expansdo da cultura da soja vem sendo acompanhada pelo aumento no ataque de
pragas e doencas. Aproximadamente 50 doencas causadas por fungos, bactérias, virus e
nematoides ja foram identificadas no Brasil (Yorinori, 2002) e mais de 100 doengas ja
foram listadas mundialmente (Sinclair; Backman, 1989). Esses numeros continuam

aumentando com a expansédo da soja para novas areas sendo cada vez mais preocupantes.



Os fitonematoides constituem um dos principais problemas em nivel mundial para o
cultivo da soja causando perdas anuais da producdo estimadas na ordem de 11% (Barker,
1993). Mais de 100 espécies de nematoides, envolvendo cerca de 50 géneros, ja foram
descritas na soja em todo mundo (Rebois; Golden, 1978). Entretanto, o nematoide de cisto
da soja (Heterodera glycines Ichinohe) e os nematoides de galha (Meloidogyne spp.) sdo 0s
de maior importancia econémica.

O género Meloidogyne foi relatado como causador de perdas na cultura da soja de
cerca de 10 a 40% em solos arenosos ou medio-arenosos (Inomoto et al., 2010). As
espécies Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita séo as de maiores importancia por
causarem severos danos, ndo somente a cultura da soja, mas a varias culturas no Brasil e no
mundo. Estes patgenos radiculares sdo parasitas obrigatorios de plantas, poligafos,
cosmopolitas, ocorrendo em todo o territdrio brasileiro.

Os sintomas apresentados pelas plantas infectadas sdo presenca de galhas nas raizes
(Figura 1), deformacdo e subdesenvolvimento do sistema radicular, reducdo na eficiéncia
das raizes em absorver e transportar 4gua e nutrientes, menor desenvolvimento da parte
aérea, clorose generalizada, reducdo na produtividade e em determinadas situacGes a morte
das plantas (Tihohod, 2000).

¢

Figura 1. Galhas radiculares causadas por nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) em
soja. Fonte: Dias et al. (2006).



De acordo com Silva (2001) os sintomas variam com a suscetibilidade da cultivar e
da densidade populacional dos nematoides. Em lavouras de soja infestadas, os sintomas
geralmente ocorrem em reboleiras com plantas pequenas e amareladas, folhas tipo carijo
caracterizadas por manchas cloroticas ou necrdticas presentes entre as nervuras (Figura 2)
(Costamilan, 2000; Ferraz, 2001).

(@) (b)
Figura 2. Sintomas causados por nematoide de galhas (Meloidogyne spp.) em soja: lavoura
(@) e folhas carijos (b). Fonte: Dias et al. (2006).

A ampla distribuicdo geogréfica, polifagia e alta variabilidade fisiologica desses
nematoides dificultam o estabelecimento de medidas de controle, especialmente por rotagdo
de culturas devido ao vasto nimero de espécies hospedeiras (Mendes; Rodriguez, 2000).
Dessa forma, o método de controle mais econdmico e eficiente em areas infestadas é a

utilizagdo de cultivares resistentes.

2.3. Mecanismos de defesa de plantas a patdgenos

Durante a evolucdo, o contato entre plantas e patdgenos permitiu o desenvolvimento
de diversos mecanismos de defesa. Esses mecanismos de protecdo podem ser constitutivos
ou induzidos, e envolvem tanto barreiras fisicas, quanto quimicas e vias metabdlicas
especificas. As defesas fisicas sdo barreiras estruturais constitutivas como lignina, espinhos,
pélos, tricomas, etc. Ja as defesas quimicas induzidas, envolvem a producdo de espécies
reativas de oxigénio, metabdlitos secundarios, peptideos e proteinas relacionadas a defesa.
Geralmente esse tipo de defesa pode ser letal para o patdgeno, ou apenas detém o seu
desenvolvimento (Miller et al., 2008).



As interacdes planta-patdgeno, de um modo geral, sdo classificadas em compativeis
(patégeno virulento e hospedeiro suscetivel) ou incompativeis (patdgeno avirulento e
hospedeiro resistente). Nas interagcbes compativeis, o sistema de defesa da planta é ativado
tardiamente ou ndo € ativado, garantindo o sucesso do patdégeno e condicionando o
aparecimento da doenca na planta hospedeira. Nas interacdes incompativeis, as estratégias
de defesa sdo rapida e eficientemente ativadas conduzindo a resisténcia, que é manifestada
pela inabilidade de o patdgeno penetrar, crescer ou se multiplicar na planta (Agrawal,
2007).

Em termos moleculares, a ativacdo de defesas induzidas depende da combinacéo de
genes especificos (genes de resisténcia-R e aviruléncia-Avr) que desencadeia uma reacao de
defesa complexa e répida no sitio de elicitagdo. A percepg¢do envolve moléculas elicitoras
liberadas pelo patdgeno, bem como receptores com alto grau de especificidade. A
interpretacdo molecular para este tipo de interacdo, dita gene-a-gene, prediz que o gene de
aviruléncia (avr) do patdgeno codifica uma proteina elicitora (Avr) capaz de interagir
especificamente com um receptor da planta codificado pelo gene de resisténcia (proteina R)
correspondente (Flor, 1971; Keen, 1990). Acredita-se que o gene de resisténcia R codifique
0 receptor, que por sua vez reconhece a molécula indutora gerada direta ou indiretamente
pela acdo do gene avr, ativando os mecanismos de defesa (Keen, 1990).

A maioria dos genes de resisténcia (Genes R) codifica proteinas que possuem um
sitio de ligacdo a nucleotideos (NBS) e um dominio chamado de regido rica em leucina
(LRR) (Dangl; Jones, 2001). O dominio LRR é conhecido pela funcdo de ligacdo e
reconhecimento da proteina efetora do patégeno (Avr), por outro lado o dominio NBS tem
o papel de ligacdo a nucleotideos, resultando na iniciacdo da transducdo de sinal que vai
levar a ativacdo dos mecanismos de resisténcia na célula vegetal (Young; Innes, 2006).

Esta interacdo, direta ou indireta, entre o elicitor Avr do patégeno e o receptor R da
planta, leva a uma répida e intensa ativacéo das vias de transducdo de sinais que resultam
na resposta de resisténcia, resposta esta frequentemente associada a uma reacdo de
hipersensibilidade (HR, Hypersensitivity Response). A resposta de hipersensibilidade
resulta em um acumulo de tecido morto em volta da regido onde o patdgeno se encontra,
impedindo assim o seu avango (Moffett et al., 2002).

Vérios autores descrevem a HR como uma reacdo local, acompanhada pela

producdo ou liberacdo de formas de espécies reativas de oxigénio (ROS), acido salicilico

5



e/ou compostos fenolicos, ou outros compostos envolvidos no caminho da sinalizagdo
extracelular (Sasabe et al., 2000).

Outro tipo de mecanismo de defesa ativado ap6s a HR, em plantas, é a resposta
sistémica adquirida (SAR). A SAR caracteriza-se pela inducdo da resisténcia em locais da
planta distantes do local primario da infeccdo pelo patdégeno. Tem papel crucial para
impedir a propagacdo da doenca através da planta. Tanto na reacdo de hipersensibilidade
quanto na resposta sistémica adquirida, diversos genes que codificam as proteinas
relacionadas a patogenicidade (proteinas-PR) sédo transcritos (Van Loon; Van Strien, 1999).
Essas proteinas-PR se acumulam no tecido infectado, bem como nos tecidos néo infectados,
préximos e/ou distantes do sitio de infeccdo, sendo fundamentais para 0 mecanismo de
defesa de plantas (Jwa et al., 2006; Miller et al., 2008).

As proteinas-PR sdo as mais importantes classes de moléculas de defesa da planta e
sdo sintetizadas ou induzidas em reposta a diferentes agentes patogénicos como Vvirus,
bactérias, fungos e nematoides. Podem também ser induzidas em resposta a estresses
abioticos, injarias mecanicas, sendo muitas delas encontradas no espaco intercelular como
quitinases, defensinas, osmotinas, inibidores de proteinases, dentre outras. A participacao
de compostos como o 6xido nitrico, etileno, acido jasmonico e acido salicilico, tem sido
sugerida como sinalizadores da SAR, e consequentemente, também, na producdo de
proteinas-PR (Arasimowicz; Floryszak-Wieczorek, 2007).

2.3.1. Interacgéo planta x nematoide

Para desenvolver uma relacdo parasitaria com a planta hospedeira os fitonematoides
possuem adaptacdes morfoldgicas especiais: um estilete que é uma estrutura pontiaguda,
capaz de perfurar a parede celular, injetar moléculas dentro da célula e sugar nutrientes
citoplasmaticos (Davis et al., 2000; Hussey, 1989); glandulas secretdrias associadas ao
esdfago conhecidas também como glandulas esofagianas, que produzem secrecOes
liberadas através do estilete nos tecidos do hospedeiro; os anfideos, que sdo um par de
Orgdos sensoriais na regido cefélica, que também produzem secrecfes associadas com a
localizagdo e reconhecimento da planta pelo nematoide; além de diversas outras estruturas
necessarias para o parasitismo (Davis et al., 2004).

Apbs a eclosdo do juvenil de segundo estadio (J2) do ovo com auxilio do estilete,
esse passa a migrar no solo a procura de raizes de plantas que possam hospeda-los. Esses J2

séo atraidos pelos seus hospedeiros, e para localiza-los depende da percepc¢édo de gradientes
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de exsudados emanados das raizes das plantas (Hirsch et al., 2003). A interacdo destes
exsudados com as moléculas presentes nas secrecOes e estruturas sensoriais dos nematoides
ainda é pouco conhecida. Compostos organicos e inorganicos excretados pelas raizes no
solo podem influenciar os J2, como o dioxido de carbono, sendo considerado como um dos
mais importantes fatores da atracdo planta-nematoide. Pode-se destacar também a
glicoproteina anfidial gp32 de Meloidogyne spp. que é muito importante durante o processo
de orientagdo do nematoide no solo (Perry, 1996).

Os nematoides conseguem acesso ao interior dos hospedeiros através da penetracdo
direta, que é aguela que resulta de mecanismos préprios do patdgeno, conseguindo vencer
as barreiras naturais representadas pela cuticula e epiderme, na parte aérea, e pela
periderme, em raizes e ramos lenhosos. A penetracdo dos J2 depende ainda de fatores
fisicos do solo, temperatura, umidade local e de sua prépria patogenicidade. Toda a
penetracdo e posterior colonizacdo ocorrem gracas a liberacdo de enzimas e toxinas
produzidas pelo patdégeno (Wallace, 1963).

Durante a fase infectiva, o J2 lanca secrecOes produzidas pelas glandulas
subventrais, que estdo principalmente relacionadas com a penetracdo e a migracdo nas
raizes. A parede celular das plantas constitui uma barreira natural contra microorganismos e
consiste principalmente de polimeros de carboidratos, tais como celulose, hemicelulose e
pectina e, possivelmente, compostos fenolicos. Assim como bactérias e fungos, os
nematoides parasitas de plantas possuem sistemas enzimaticos para a degradacdo da parede
celular. Ja foram identificadas varias enzimas envolvidas na degradacdo de parede celular
em espécies do género Meloidogyne. Dentre elas a -1,4-endoglucanase responsavel pela
hidrélise da celulose (Ledger et al., 2006; Rosso et al., 1999). Enzimas responsaveis pela
degradacdo da pectina como pectato liases e poligalacturonase também foram identificadas
(Doyle; Lambert, 2002; Huang et al., 2005; Jaubert et al., 2002), bem como quitinases (Oka
etal., 1997).

Uma vez no interior das raizes, os J2 migram intercelularmente em direcdo ao
meristema e posteriormente mudam de direcdo e migram, quase que axialmente, para o
tecido vascular e iniciam a busca pelas células que dardo origem a formagdo do sitio de
alimentacdo, que € o conjunto de células vegetais diferenciadas que funcionam como
drenos de nutrientes do cilindro vascular para o fitonematoide. Ap0s a penetracao,

geralmente com multiplas infec¢cbes numa mesma raiz, o tecido radicular pode alargar e o



desenvolvimento radicular muitas vezes cessa por um periodo devido a formacdo das
células gigantes (Davis et al., 2004).

Com o estabelecimento do parasitismo do nematoide, as plantas resistentes acionam
0 mecanismo de defesa por meio da inducdo de peroxidase, lipoxigenase, extensina e
inibidores de proteinase (Gheysen; Fenoll, 2002), enzimas relacionadas com mecanismos
de protecdo contra radicais toxicos (Niebel et al., 1995; Molinari; Miacola, 1997), e
metabdlitos secundarios tais como fitoalexinas (Hanawa et al., 2001; Baldridge et al.,
1998). Em plantas resistentes ndo ha formacéo dos sitios de infeccéo ap6s os J2 atingirem a
regido do tecido vascular, desenvolvendo-se necrose proximo a regido proximal do
nematoide, que morre ou abandona a raiz. Curiosamente neste caso, € que a reacdo de
hipersensibilidade apenas se desenvolve no local onde sera formado o sitio de alimentagéo
e ndo durante a migracdo do nematoide pela raiz, e isto ocorre aproximadamente 12 horas
apos a penetracdo (Williamson, 1998).

Diversos genes de resisténcia a nematoides (Nem-R) foram isolados a partir de
diferentes espécies de plantas (Williamson; Kumar, 2006). O primeiro gene de resisténcia a
ser clonado foi o Hslpro-1 de Beta procumbens, que confere resisténcia a Heterodera
schactii (Cai et al., 1997). A proteina codificada por esse gene ndo tem similaridade com
outros genes de resisténcia em plantas. Entretanto, outros genes Nem-R clonados se
assemelham com outros genes R de plantas em dominio estrutural. Dentre eles podem ser
citados: Mi-1, Hero A, Gpa2 e Grol-4. Todos eles se enquadram dentro da classe de
genes-R NBS-LRR. Os genes Mi-1 e Hero A do tomate conferem amplo espectro de
resisténcia a varias espécies de nematoides de galha (Milligan et al., 1998; Vos et al., 1998)
e contra varios patdtipos de duas espécies de nematoide de cisto da batata (Ernst et al.,
2002), respectivamente. Ao contrario, os genes Gpa2 (Van der Vossen et al., 2000) e
Grol-4 (Paal et al., 2004) de batata conferem resisténcia estreita a patotipos de uma espécie
de nematoide de cisto.

Genes Nem-R também incluem membros da classe de genes-R que codificam
proteinas com dominios LRR extracelulares, uma regido com um dominio transmembrana,
e em alguns casos um dominio citoplasmatico quinase. Como exemplo, podem ser citados
Rhgl e Rhg4, que condicionam resisténcia a Heterodera glycines em soja (Meksem et al.,
2001) e Hsl-pro que confere resisténcia a Heterodera schactii em Beta procumbens

(Williamson; Kumar, 2006). Devido a estrutura destas proteinas, elas sdo consideradas
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receptoras para elicitores extracelulares (Williamson; Kumar, 2006), portanto o
reconhecimento de nematoides parasitas de plantas pode ocorrer tanto no espaco
intercelular quanto no citosol (Jasmer et al., 2003).

Pouco € sabido sobre como a presenca de nematoides especificos é reconhecida
pelos genes Nem-R (Bent; Mackey, 2007; Jones; Dangl, 2006). Ndo se sabe ao certo se as
proteinas que reconhecem a presenca do patégeno o fazem por meio do reconhecimento
direto do produto de uma molécula do nematoide ou pelas mudangas na célula hospedeira
mediada pelos genes do patogeno (Belkhadir et al., 2004). O reconhecimento da presenca
dos nematoides resulta em mudancas conformacionais das proteinas que sinalizam a
resposta de defesa. A ligacdo e hidrélise de nucleosideo trifosfato modulam essa mudanca
conformacional do produto génico de Mi-1 e em outras proteinas R (Van Ooijen et al.,
2007).

2.4. Protedmica

A répida e crescente disponibilizacdo de dados gendmicos despertou grande
interesse cientifico e a busca pelo conhecimento das funcdes dos genes e do modo de
atuacdo. Em paralelo a esta disponibilizacdo de dados genémicos foram desenvolvidas
técnicas para analise dos transcritos de RNAm (transcriptdmica) e analise do conjunto de
proteinas expressas (protedmica) (Canovas et al., 2004).

O termo protedbmica comegou a ser utilizado em 1995 e pode ser definido pela
caracterizacdo em larga escala de todas as proteinas expressas em uma célula, tecido ou
organismo (Wilkins et al. 1995) num determinado momento. Atualmente, este conceito
estd mais abrangente, uma vez que a protebmica é capaz de quantificar, localizar,
determinar modificacdes poOs-traducionais e, principalmente, atribuir funcdes as proteinas
identificadas (Canovas et al., 2004).

O proteoma de um organismo é altamente mutavel de acordo com as condicdes e
estimulos a que o organismo € exposto, fato esse, que difere do genoma, cujo conteudo
praticamente ndo muda com o tempo (Wilkins et al., 1999). Assim, o estudo destas
alteracfes as quais um organismo esta exposto € extremamente importante quando se tem a
finalidade de compreender o funcionamento molecular de uma organela, célula ou tecido
(Ong; Pandey, 2001).



A analise protebmica vem utilizando a eletroforese bidimensional para a separacéo
das proteinas com posterior identificacdo por espectrometria de massa (Gorg et al., 2004)
ou a utilizacdo da cromatografia liquida, como método de separacdo, acoplada ao

espectrometro de massa (Peck, 2005).

2.4.1. Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida é uma técnica de separacdo
largamente usada para a analise de proteinas extraidas de células, tecidos ou outras
amostras bioldgicas. Esta técnica promove a separacdo das proteinas em duas dimensdes,
de acordo com duas caracteristicas fisico-quimicas independentes. Desse modo, essa
técnica ocorre em duas etapas: numa primeira etapa em que as proteinas sdo separadas de
acordo com seu ponto isoelétrico (pl) e numa segunda etapa em que a separacao ocorre de
acordo com sua massa molecular (MW) (O"Farrell, 1975).

Em géis bidimensionais os polipeptideos aparecem formando manchas (spots) ap6s
serem corados. Os spots gerados, de modo geral, correspondem a uma Unica espécie de
cadeia polipeptidica, e a quantidade de cada espécie pode ser determinada através da
revelacdo do gel com corantes e analise de densitometria (Graves; Haystead, 2002).

Um grande ndmero de proteinas podem ser separadas simultaneamente pela
eletroforese bidimensional, sendo possivel obter informacdes sobre o pl, a massa molecular
e a abundancia relativa, assim como modificacdes pos-traducionais, ja que, geralmente,
essas modificacbes provocam mobilidade eletroforética alterada dessas proteinas
(Westermeier; Naven, 2002). O aparecimento ou desaparecimento de spots podem fornecer
informacgdes em relacdo a proteinas estagio-especificas, enquanto a intensidade fornece
informacBes quantitativas a respeito da expressdo diferencial dos polipeptideos (Graves;
Haystead, 2002).

As proteinas separadas eletroforeticamente podem ser visualizadas por métodos
gerais de coloracdo (Rocha et al., 2005). A coloragdo com Coomassie Brillint Blue é o
método mais usual, devido a facilidade de uso, baixo custo e por apresentar linearidade
entre a intensidade de coloracdo e a quantidade de proteina. Uma desvantagem é a sua
baixa sensibilidade, podendo detectar de 30 a 100 ng de proteina (Patton, 2002), exigindo
uma maior quantidade de amostra para visualizacdo das proteinas. Em contrapartida, a

grande vantagem desse tipo de coloracdo é que ela é compativel com a espectrometria de
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massa, pois permite que os polipeptideos sejam retirados das malhas dos géis sem perda de

eficiéncia do processo de digestdo triptica (Pink et al., 2010).

2.4.2. Espectrometria de massa

A espectrometria de massa € uma técnica que determina as massas moleculares de
compostos quimicos. O espectrdmetro de massa é o instrumento analitico capaz de
converter moléculas neutras em ions na forma gasosa e separa-los de acordo com a sua
razdo massa/carga (m/z), com base no movimento de particulas carregadas em um campo
elétrico ou magnético (Westermeyer; Naven, 2002).

Um espectrometro de massa € composto basicamente de trés elementos: (i) uma
fonte de ionizacdo que promove a ionizacdo dos peptideos e é responsavel por vaporiza-los
e carrega-los eletricamente; (ii) um ou mais analisadores de massa, 0s quais separam 0S
ions de acordo com suas massas e cargas; (iii) um detector, cuja funcdo é contabilizar e
registrar todos os ions que chegam até ele (Graves; Haystead, 2002). Atualmente existem
dois tipos principais de fonte de ionizacdo que diferem na forma de emisséo do feixe de
ions sobre a amostra: a ionizagdo por “eletrospray” (ESI) e a fonte de ionizacdo por
dessorcdo a laser auxiliada por matriz (MALDI — Matrix Assisted Laser Desorption
lonization).

Na ionizacdo por MALDI, o pool de peptideos a ser analisado é misturado com uma
matriz organica que absorve a radiacdo no comprimento de onda do laser. Apds a
evaporacdo do solvente, as moléculas da amostra cristalizam-se junto com a matriz. Esses
cristais sdo entdo bombardeados com um feixe de raio laser na faixa de absorgéo do laser.
A matriz absorve a energia do laser e transfere parte dessa energia para a amostra organica,
permitindo a vaporizacdo e ionizacdo dos analitos pela transferéncia de carga dos ions da
matriz para a amostra. Com isso, ocorre o lancamento dos ions gerados na amostra para a
fase gasosa. A ionizagdo MALDI tem sido muito usada porque permite medicGes de
amostras complexas na presenca de sais, sendo de facil manipulacdo e apresenta
simplicidade dos espectros de massas, pois sdo detectados somente ions monocarregados
(Hillenkamp et al., 1991; Maeda et al., 2003).

Ap0s a geracao dos ions, vém os processos de separacdo e detec¢do dos mesmos. O
processo de separacdo € realizado no analisador de massas que como 0 proprio nome

indica, ttm como fungéo bésica separar os ions formados de acordo com suas relagdes m/z.
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O analisador ToF (Time-of-Flight) € um dos analisadores mais comuns devido a
facilidade de uso e ao menor custo. Seu home € bastante sugestivo (tempo de v60), pois 0s
ions sdo submetidos a um forte campo elétrico que os forcam entrar rapidamente num tubo
analitico de comprimento conhecido e “voam” numa velocidade proporcional a sua relagao
massa/carga em direcdo ao detector. Com isso, ocorre a separacdo das moléculas segundo a
relacdo da massa do ion com o tempo que 0 mesmo leva para percorrer o tubo (Mann et al.,
2001; Wysocki et al., 2005).

Os dados obtidos pelo analisador sdo recolhidos pelo terceiro compartimento
fundamental de um espectrdmetro de massa, o detector, que tem a funcdo de detectar os
ions que chegam até ele e amplificar o sinal. Os detectores funcionam pela converséo dos
feixes de ions em sinais elétricos, que sdo proporcionais ao teor do componente da amostra,
em funcdo da relacdo m/z. Estes sinais sdo transmitidos para um programa computacional,
configurando assim o espectro da proteina. O espectro € representado por um gréafico
formado pela relacdo entre a intensidade relativa da corrente elétrica (eixo y) com a relagéo
m/z do componente da amostra (eixo x) (Karas, 1998).

2.4.2.1. lIdentificacdo de proteinas por espectrometria de massa

A disponibilidade de sequéncias gendmicas completas e o desenvolvimento de
softwares especiais possibilitaram o desenvolvimento de novas técnicas de identificacdo de
proteinas. Em 1993, Mann e colaboradores desenvolveram uma técnica chamada impressédo
digital por mapa de peptideos ou PMF (Peptide Mass Fingerprinting) para identificar
proteinas a partir de dados obtidos por espectrometria de massa (Cottrell, 1994). O
principio desta técnica € baseado no conceito que, se uma proteina € digerida com uma
enzima que apresenta uma dada especificidade de sequéncia, ela gera um conjunto de
fragmentos com massas Unicas e previsiveis, que podem ser considerados uma espécie de
“impressao digital” da proteina (Pappin et al., 1993; Aebersold; Goodlett, 2001; Thiede et
al., 2005). Neste procedimento a proteina de interesse é enzimaticamente clivada e a
mistura de peptideos obtida é analisada por espectrometria de massa. Desta forma, os dados
obtidos experimentalmente podem ser comparados com massas tedricas obtidas através de
uma clivagem in silico utilizando-se de sequéncias presentes nos bancos de dados (Henzel
et al., 2003; Thiede et al., 2005).
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Outra estratégia para a identificacdo da proteina consiste em recorrer a aquisicao de
informagBes da sequéncia do peptideo, utilizando-se de dados da fragmentacdo dos
fragmentos oriundos da clivagem enzimética. Os espectros obtidos sdo chamados de
espectros de fragmentacdo ou MS/MS. Existem varios algoritmos utilizados para a busca de
sequéncias em bancos de dados com espectros provenientes de analises de MS/MS néo
processados, como por exemplo, “Mascot”, “Sequest”,  “PeptideSearch”,
“ProteinProspector” e “Sonar MS/MS”. Uma limitagdo da busca em banco de dados usando
somente os dados de MS e MS/MS ¢ a necessidade de a sequéncia da proteina estar
presente no banco de dados ou a sequéncia de proteinas bem proximas para uma
identificacdo cruzada por homologia (Mann et al., 2001).

Caso a sequéncia da proteina analisada ndo esteja presente no banco de dados ou o
organismo estudado possuir poucas informacgfes gendmicas, existe outra possibilidade por
meio da interpretagdo do ‘“sequenciamento de novo” envolvendo a analise manual de
espectros de MS/MS auxiliada por softwares especializados (Shevchenko et al., 2001). Para
iss0, € necessario espectros de MS/MS de alta qualidade (derivados de peptideos de alta
pureza, com pouco ruido e com a presenca do maior numero de ions possiveis), bastante
experiéncia do analista e, em geral, bastante tempo. Além disso, em muitos casos, é
necessario usar mais de um tipo de protease para se completar ou confirmar resultados
(Shevchenko et al., 2001; Habermann et al., 2004).

2.5. Protebmica de plantas

Os estudos protedmicos iniciais em plantas foram realizados em Arabidopsis e arroz
(Devos; Gale, 2000) e posteriormente se estenderam para diferentes culturas. Os mapas de
proteinas vém sendo gerados a partir da analise protedmica de diversos tecidos e érgdos das
plantas, como folhas, raizes, sementes e caules. Grandes esforgos também tém sido notados
na caracterizacdo dos proteomas de diversas organelas, especialmente cloroplastos e
mitocondrias (Martinoia et al., 2007; Macherel et al., 2007).

Diversos aspectos da biologia das plantas vém sendo investigados por meio de
abordagens protedmicas em genoétipos selvagens, mutantes e transgénicos, submetidos a
diferentes condicOes de toxicidade, estresses ambientais, como também em interacdo com
patogenos e pragas (Chen et al., 2006; Miche et al., 2006). Trabalhos comparativos

permitem a analise de vérias hipoteses sobre a regulacdo destes mecanismos e produzem
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evidéncias que levam a proteinas candidatas, que podem atuar diretamente na regulacéo
destas respostas. A protebmica de plantas vem assumindo um papel cada vez maior,
agregando as metodologias convencionais informacdes inéditas e diferenciadas sobre a
questdo biologica estudada, que até entdo nao podiam ser acessadas.

Em relacdo a cultura da soja, grande parte dos estudos protebmicos concentra-se na
avaliacdo das respostas de espécies vegetais ao estresse causado por alta temperatura (Ren
et al., 2009; Ahsan et al., 2010), baixa temperatura (Cheng et al., 2010), salinidade (Aghaei
et al. 2009) e estresse hidrico (Alam et al.,, 2010b), que sdo fatores limitantes ao
crescimento e ao desenvolvimento normal da planta. Outros estudos como estresses
ambientais simulados sobre plantas para a caracterizagdo protedmica incluem metais
pesados (Sobkowiak; Deckert, 2006), toxicidade mineral (Duressa et al., 2010; Zhen et al.,
2007) e alagamento do solo (Shi et al., 2008; Alam et al., 2010a). Outro tipo de estudo que
vem crescendo aos poucos sdo aqueles relacionados aos estresses de origem bidtica,
causados por patégenos (Hong-Mei et al., 2009).

A aplicacdo da protedmica para o estudo das interacGes planta-patdgeno é de grande
interesse cientifico e biotecnoldgico, pois permite um maior entendimento desse complexo
sistema. Contudo apesar da crescente quantidade de dados na literatura descrevendo genes
envolvidos no processo dessa interacdo e mecanismos de defesa, poucos dados se referem
as modificacdes em nivel de proteoma associadas a estas interacdes (Canovas et al., 2004).
Em relacdo a analise protedmica entre a interacdo planta-nematoide ha um numero muito
reduzido de trabalhos publicados e geralmente o foco das pesquisas é o estudo dos fatores
proteicos produzidos pelo patdgeno para estabelecer a infeccdo na planta hospedeira
(Bellafiori, et al., 2008).

Um estudo inicial avaliando a interacdo entre nematoide e planta foi realizado por
Callahan et al., (1997) utilizando eletroforese uni e bidimensional para avaliar extratos de
proteinas da raiz de algoddo (Gossypium hirsutum L.) em resposta a inoculacdo pelo
nematoide de galha (M. incognita). Varios polipeptideos foram diferencialmente expressos
em resposta a infeccdo causada pelo patégeno. Um polipeptideo com 14 kDa foi
abundantemente e diferencialmente expressos na isolinha resistente 8 dias apds a
inoculagdo. As sequéncias de aminoacidos obtidas ndo revelaram similaridades
consideraveis com outras sequéncias, contudo os autores consideraram que esse Novo

polipetideo possa estar relacionado com uma resisténcia especifica na formacédo das galhas.
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Outra pesquisa avaliando proteinas diferencialmente expressas em cultivares
resistentes de algoddo e café infectadas com Meloidogyne incognita e Meloidogyne
paranaensis, respectivamente, foi realizada por Franco et al. (2010). Por meio da analise de
géis bidimensionais e espectrometria foram identificadas proteinas relacionadas com a
patogenicidade como quitinase e quinona redutase, que sdo proteinas importantes para o
mecanismo de defesa (Li et al., 2006; Williamson; Kumar, 2006; Sparla et al., 1999).

Recentemente, Liu et al. (2011) utilizaram a eletroforese bidimensional associada a
espectrometria de massa para comparar o proteoma de raizes de soja resistentes/sensiveis
inoculadas por nematoide de cisto raca 3. Com esse estudo, os autores identificaram poucas
proteinas diferentes entre os proteomas avaliados e afirmaram que as proteinas diferenciais
estdo envolvidas com o sistema de defesa, metabolismo e producéo de energia da planta. As
proteinas que se apresentaram mais expressas no gendtipo resistente foram inibidor de
tripsina p20, precursor de serino proteinase, triose fosfato isomerase e cafeoil coenzima-A-

3-O-metiltransferase 2.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a identificacdo de proteinas diferencialmente
expressas pela soja em resposta a inoculacdo com nematoides de galha (Meloidogyne

javanica e Meloidogyne incognita).

Para alcancar o objetivo proposto, as seguintes etapas foram realizadas:
1) Extracdo de proteinas de raizes de soja do gendtipo resistente Conquista
previamente inoculadas por Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita em diferentes

tempos apds inoculagdo;

2) Separagdo das proteinas das raizes de soja por meio da eletroforese

bidimensional;

3) Anélise comparativa dos géis de plantas inoculadas x plantas ndo inoculadas para

a identificacdo de proteinas diferencialmente expressas;

4) Retirada dos spots diferencialmente expressos, tripsinizacdo e analise das

proteinas por espectrometria de massa;

5) Identificacdo das proteinas em bancos de dados utilizando softwares especificos.
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CAPITULO 1

ANALISE PROTEOMICA DE RAIZES DE SOJA EM RESPOSTA
A INOCULACAO COM Meloidogyne javanica

INTRODUCAO

A soja é uma cultura mundialmente difundida, sendo o Brasil o segundo maior
produtor de grdos, com grandes expectativas de ultrapassar os Estados Unidos, que séo
atualmente o maior produtor. Essa leguminosa € uma importante fonte de proteina para a
alimentacdo humana e animal, assim como de 6leo para consumo humano e biodiesel, o
que torna essa cultura um dos principais produtos de exportacdo e, portanto, de grande
valor para a economia brasileira (Roessing; Guedes, 1993; Dall” Agnol, 2006).

Atualmente a soja vem sendo cultivada em 17 estados brasileiros gragas ao
desenvolvimento de variedades adaptadas as diferentes regifes do Pais (Conab, 2011).
Contudo, uma série de fatores influencia o potencial de rendimento dessa cultura. Dentre
esses fatores, as doencas causadas por nematoides de galha geram grandes prejuizos aos
sojicultores, sendo a espécie Meloidogyne javanica extremamente importante, por ser
polifaga e ndo ser controlada pela rotacdo de cultura devido ao fato de ser hospedeira de
diversas outras culturas.

Estudos relacionados a protedmica permitem analisar de forma global o conjunto de
proteinas expressas em uma célula ou tecido sob determinada situacdo, podendo contribuir
para aumentar o conhecimento da complexa interacdo planta nematoide. Devido a natureza
dindmica do proteoma, seu estudo representa uma forma de encontrar possiveis fungdes
para proteinas envolvidas em processos bioldgicos importantes em diferentes vias
metabolicas permitindo um esclarecimento do funcionamento de uma célula ou tecido a
nivel molecular.

Considerando a grande importancia econémica da soja e as perdas causadas pelo
patogeno Meloidogyne javanica, associados a necessidade do entendimento da interacdo
nesse patossistema, objetivou-se com o presente trabalho identificar proteinas de soja que
sejam diferencialmente expressas em resposta a inoculagdo com M. javanica por meio da

eletroforese bidimensional e espectrometria de massa.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e inoculagéo

A variedade Conquista, resistente ao nematoide de galha Meloidogyne javanica,
utilizada neste trabalho foi disponibilizada pelo Banco Ativo de Germoplasma de soja da
COODETEC (Cooperativa Central de Pesquisa Agricola), Cascavel-PR.

Sementes da variedade Conquista (resistente ao nematoide de galha Meloidogyne
javanica) foram semeadas em tubetes (5 cm de diametro e 25 cm de comprimento)
contendo duas partes de areia e uma de solo argiloso. Os tubetes foram colocados dentro de
baldes contendo areia, e estes foram mergulhados em banho-maria para que a temperatura
de 28°C fosse mantida no interior dos mesmos.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e o delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualisado com trés repeticoes.

Apds 10 dias de emergéncia das plantulas foi realizada a inoculacdo de uma
suspensdo de 5000 ovos de Meloidogyne javanica por tubete. Ap6s a inoculagdo, as raizes
foram coletadas em quatro intervalos de tempos distintos (12, 24, 48 e 96 horas). Para o
controle dos tratamentos, foram coletadas raizes de plantas ndo inoculadas dos quatro
intervalos de tempos mencionados.

No momento da coleta as raizes foram lavadas sob forte jato de &gua e
imediatamente congeladas em nitrogénio. Em seguida, armazenou-se as raizes a -80°C até
0 momento da extracao de proteinas.

Essas etapas foram realizadas na COODETEC sob a orientacdo/coordenacgéo do Dr.

Ivan Schuster.

Extracdo de proteinas

Utilizou-se o método de extracdo descrito por Sarma et al. (2008), com algumas
modificacoes. As amostras foram trituradas em almofariz com nitrogénio liquido e o p6
obtido foi transferido para tubos Falcon de 50 mL. Apos a trituracdo foram adicionados 8
mL de solucdo tampéo contendo Tris-HCI 100 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, DTT 50mM,
PMSF 1 mM e 50uL de inibidor de protease Sigma P9455. Para uma melhor
homogeneizacdo das amostras utilizou-se o Polytron homogenizer (Brinkmann Instruments,
Inc., Westbury, NY, EUA)
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Apols a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 8000xg por 20 min a
4°C e o sobrenadante coletado. Adicionou-se 5 mL de fenol tamponado pH 8,0 e os tubos
foram mantidos sob agitacdo por uma hora a temperatura ambiente. Procedeu-se a uma
nova centrifugacdo e a fracdo aquosa superior foi coletada em um novo tubo para reextrair
as proteinas que pudessem ter ficado na fase aquosa. Agitou-se por 20 min a temperatura
ambiente e centrifugou-se novamente. As porcdes fenolicas foram juntadas e adicionaram-
se 7 mL de Tris HCI 100 mM pH 8,0 / DTT 10 mM. A mistura foi agitada por 10 min e
centrifugadas. Descartou-se a fracdo aquosa superior e adicionaram-se a porcdo fendlica
inferior 25 mL de solugdo 0,1 M de acetato de amoénia em metanol gelado / DTT 10 mM.
Deixou-se a -80°C overnight para precipitacdo das proteinas. As amostras foram
centrifugadas e o pellet foi lavado duas vezes com 10 mL de solu¢do 0,1 M de acetato de
amonia metanolico, duas vezes com 10 mL de acetona 80% e duas vezes com 10 mL de
etanol 90%. Durante as lavagens foram feitas agitacbes em Vortex com posterior
centrifugagéo a 8000xg por 15 min.

O pellet final foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e deixado secar a
temperatura ambiente. As proteinas foram solubilizadas em tampdo de solubilizacdo
contendo ureia 7 M, tioureia 2 M e CHAPS 4% e depois sonicadas em banho de gelo numa
poténcia 10%, em sonicador da marca UltraSonic Processor (Modelo GE 50). As proteinas

extraidas foram armazenadas em freezer -20°C.

Quantificacdo das proteinas
A concentragdo proteica foi determinada de acordo com o método de Bradford
(1976) e utilizou-se albumina sérica bovina (BSA) como proteina padréo.

Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

Focalizacdo isoelétrica (IEF)

Foram utilizadas tiras de 13 cm com intervalo linear de pH 4,0 a 7,0 para a realizacdo
da focalizacdo isoelétrica. Inicialmente, as tiras foram reidratadas durante um periodo de 14
h a 20 h em aparato de reidratagédo IPGBOX (GE Healthcare). Foram aplicados 250 pL de
solugdo contendo 500ug de proteinas, tampdo IPG 2% e solugdo Destreak (GE Healthcare)

A focalizagdo isoelétrica foi realizada no equipamento IPGphor 111 (GE Healthcare) sob

temperatura controlada de 20°C de acordo com as seguintes etapas: 1) 200 Vxh em passo
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unico por 14 horas; 2) 500 Vxh em passo unico de 500 volts; 3) 800 Vxh em gradiente ate
1.000 volts; 4) 11.300 Vxh em gradiente até 8000 volts; 5) 12.000 Vxh em passo Unico de
8.000 volts. A amperagem méxima foi de 50pA/tira.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a analise da segunda dimensdo, as tiras foram previamente equilibradas apos a
IEF em 10 mL de solucéo de equilibrio (tris 75 mM pH 8,8, ureia 6M, glicerol 30%, SDS
2% e azul de bromofenol 0,002%) sob agitacdo por 30 min. Foram realizadas duas etapas
de equilibrio com a finalidade de reduzir e alquilar as proteinas. A primeira etapa, foi
adicionado 1% de DTT ao tampéo de equilibrio e, na segunda etapa, adicionou-se 2,5% de
iodoacetamida.

A segunda dimensdo da eletroforese foi efetuada em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS (SDS-PAGE), utilizando a metodologia descrita por Laemmli (1970), em
gel de separagdo na concentracdo de 12,5% de poliacrilamida, em cuba tipo DaltSix (GE
Healthcare). As tiras previamente equilibradas foram colocadas no topo do gel de
poliacrilamida na presenca de SDS e seladas com solucéo de agarose. Como marcadores de
massa molecular foram utilizadas as proteinas: fosforilase b (97 kDa), soroalbumina bovina
(66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidras carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa)
e a-lactoalbumina (14,4 kDa).

A corrida foi realizada em uma etapa inicial de 10 mA/gel por 60 min e, em
seguida, a 40 mA/gel até que o azul de bromofenol atingisse o limite inferior do gel. A
temperatura foi mantida a 8°C por meio de refrigeracdo com circulador termostatico.

Terminada a corrida, os géis 2-D foram colocados em solucdo de fixacdo contendo
acido acético a 10% (v/v) e etanol a 40% (v/v) overnight, e corados por 48 horas com
solucdo contendo sulfato de aménio 8% (m/v), acido fosférico 0,8% (v/v), Coomassie blue
G-250 0,08% (v/v) e etanol 20% (v/v) (Neuhoff et al., 1985). ApGs essa etapa, 0s géis
foram lavados com solucgéo de acido acético 1% (v/v) até a eliminacdo completa do corante

excedente.
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Captura das imagens e analise da expressao

As imagens dos géis foram digitalizadas usando o Image Scaner 111 (GE Healthcare) no
modo de escaneamento transparente, resolucdo de 300 dpi, filtro de cor vermelho e com
férmula de calibracdo atualizada. As imagens foram calibradas com o software Labscan (GE
Healthcare). As andlises comparativas das imagens digitais foram efetuadas utilizando o
software Image Master 2D Platinum (GE-Healthcare).

Através desse software foi feita a deteccdo automatica dos pontos proteicos seguidas
de corre¢es manuais quando necessario. As correcdes foram realizadas com a finalidade
de eliminar spots falso positivos, inserir spots falso negativos, efetuar corre¢cdes quanto a
delimitacdo das regides dos spots e correcdo de matches.

Foi estimado o nimero total de spots, os pontos isoelétricos e massas moleculares,
assim como seus niveis de expressdo. Este Gltimo parametro foi mensurado pelo programa
através da avaliacdo do volume (densidade Otica e area) dos spots contidos no gel.

A comparacdo foi feita entre géis de plantas ndo inoculadas e de plantas inoculadas
para cada tempo de inoculacdo, considerando trés repeticdes bioldgicas para cada
tratamento. Foram considerados diferencialmente expressos, spots que apresentaram uma
variacdo de sobreposicdo de medidas acima de 1,45 e ANOVA com valor de p menor que
0,05.

Para os spots diferencialmente expressos foi calculada uma porcentagem de seu
volume e a comparacdo desses valores indicou a diferenca de expressdo entre 0sS

tratamentos.

Tripsinizacdo da amostra proteica

A tripsinizacdo foi realizada segundo o protocolo de Shevchenko et al. (2006), com
algumas modificacBes. Os spots correspondentes as proteinas diferencialmente expressas
foram retirados dos géis com auxilio de uma ponteira de 1000uL, estéril, com a ponta
cortada. Para remocéo dos corantes, os pedacgos de gel contendo as proteinas foram lavados
duas vezes com solucdo de acetonitrila 50% / bicarbonato de aménio 25 mM e outra
lavagem com solugdo de metanol 50% / bicarbonato de aménio 25 mM sendo que a
primeira foi overnight e as demais por 1 h no dia seguinte. As lavagens foram realizadas a

temperatura ambiente a 750 rpm no aparelho Thermomixer digital Comfort (Eppendorf).
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A seguir, a solucdo de descoloracdo foi removida e os pedacos de gel foram
desidratados com acetonitrila por 5 min duas vezes e secos em Speed Vac Concentrator
Plus (Eppendorf) por 15 min. As proteinas foram, entdo, reduzidas com DTT a 25 mM em
bicarbonato de am6nio a 100 mM por 30 min a 56 °C, em Thermomixer, a 500 rpm. Apos
esta etapa, as proteinas foram alquiladas com iodoacetamida a 75 mM em bicarbonato de
amonio a 100 mM por 30 min, a temperatura ambiente, na auséncia de luz, e incubadas em
Thermomixer a 500 rpm. Sequencialmente, os pedagos de gel foram, por duas vezes,
lavados em bicarbonato de aménio a 100 mM por 10 min, desidratados em acetonitrila por
5 min e apds uma etapa adicional de desidratacdo, secos em Speed Vac por 15 min.

Para a etapa de digestdo enzimética os géis foram reidratados com solugdo contendo
tripsina (25 ng/ul) em solugdo de bicarbonato de amoénio 40 mM / acetonitrila 10%. A
tripsina utilizada foi a Trypsin Gold, Mass Spectrometry grade, Promega V5280. Foram
aplicados 20 pL de solugdo de clivagem de forma a cobrir os pedagos de gel e as amostras
permaneceram em banho de gelo durante 45 min para que a enzima pudesse penetrar no gel
sem que se iniciasse a digestdo. Apos este periodo, 50 uL da solug¢do de bicarbonato de
amonio 40 mM / acetonitrila 10% foram adicionados a cada amostra. As amostras foram,
entdo, incubadas a 37 °C por 16 h sob agitacdo a 500 rpm.

Ap0s a digestdo, os pedacos de gel foram submetidos a banho ultrassom por 10 min,
agitados a 1500 rpm por 2 min e toda a solucdo do tubo foi removida para um novo tubo.
Com a finalidade de recuperar o maior nimero de fragmentos tripticos, a cada pedaco de
gel restante foram adicionados 40 pL da solugdo de acido formico 5% / acetonitrila 50% e
40 pL da solugdo de acido formico 5% / metanol 60%, em duas etapas sequenciais. As
amostras foram submetidas a agitacdo a 1500 rpm por 2 min, incubados por 15 min em
repouso a temperatura ambiente, 10 min no banho ultrassom e novamente submetidas a
agitacdo a 1500 rpm por 2 min. Em cada passo toda a solucdo foi removida e juntada a
solugéo do tubo novo.

Ap0s essas etapas toda a solucdo foi totalmente evaporada em Speed Vac e os tubos
contendo os peptideos tripticos foram ressuspendidos em 5 ul de solugdo contendo
acetonitrila 60% / TFA 0,1% . As amostras que apresentaram uma grande quantidade de sal
foram dessalinizadas em coluna de hidrofobicidade C18 (Zip Tip) da marca Eppendorf

seguindo as recomendac0des do fabricante.
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Espectrometria de massa

A identificacdo de proteinas foi realizada utilizando um espectrémetro de massa do
tipo AB SCIEX TOF/TOF™ 5800 (Applied Biosystem) disponibilizado pelo Nucleo de
Proteoma do Laboratdrio de Toxinologia da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ).

Aliquotas de 0,3 uL de cada amostra contendo os peptideos tripticos foram
aplicadas sobre uma placa de aco, juntamente com a matriz de acido a-ciano-4-hidroxil-
cinamico (Sigma), numa propor¢do 1:1. ApOs a cristalizacdo a placa foi inserida no
espectrdmetro e a andlise iniciada. Para a ionizacdo dos peptideos utilizou-se a técnica de
MALDI e o método de deteccdo do tipo TOF/TOF. O equipamento foi operado no modo
positivo e com o refletor ativado. Apds a obtencdo das massas dos fragmentos tripticos, 0s
quinze peptideos mais intensos foram automaticamente selecionados e submetidos a anlise
por MS/MS. Para a fragmentacdo dos peptideos usou-se 0 método do decaimento pds-fonte

(post-source decay).

Identificacdo de proteinas por espectrometria de massa

A identificacdo das proteinas foi realizada por meio dos dados de MS/MS ion
search confrontando-os com sequéncias obtidas das proteinas presentes nos bancos de
dados com auxilio do software Mascot versdo 2.2.07 (Matrix Science, 2012). As pesquisas
foram realizadas nos bancos de dados publicos do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e Phytzome. Nesse Gltimo banco se encontram as sequéncias
obtidas pelo sequenciamento do genoma da soja (Glycine max) (Phytozome, 2012).

Os parametros utilizados para a busca das proteinas foram: peptideos com até dois
sitios de clivagem perdidos; erro de 0,1 Da para identificacdo de peptideos; como
modificacOes variaveis escolheu-se carbamidometilacdo dos residuos de cisteina, oxidacdo
dos residuos de metionina e deaminacao dos residuos de asparagina e glutamina.

Apbs a identificacdo das proteinas foi realizada a validacdo das mesmas pelo

software Scaffold (Proteome Software).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram detectados 36 spots diferencialmente expressos nos geéis bidimensionais de
raiz de soja do gendtipo Conquista pela inoculagdo com M. javanica nos diferentes tempos
avaliados 12, 24, 48 e 96 h apos a inoculacdo (h.a.i.). Destes, 21 puderam ser identificados
por MS/MS. No tempo 12 h.a.i. foram encontrados 11 spots, sendo que seis deles foram
identificados. No tempo 24 h.a.i. foram detectados 15 spots diferencialmente expressos,
sendo que 10 deles foram identificados. Cinco spots foram detectados 48 h.a.i. e quatro
foram identificados. No tempo 96 h.a.i. foram identificados cinco spots e apenas um foi
identificado.

Os 21 spots identificados corresponderam a 12 proteinas diferencialmente expressas
(Tabela 1), uma vez que foram detectados alguns spots em posi¢cdes correspondentes dos
géis em tempos diferentes de inoculagéo, além de terem sido encontradas isoformas de uma
mesma proteina representada por mais de um spot num mesmo gel.

A identificagdo das proteinas foi realizada pelo auxilio do software Mascot que
apresentou valores de escores significativamente acima do limite minimo de confiabilidade
(dados nao mostrados) e foram confirmadas pelo software Scaffold com pelo menos 98%
de probabilidade, indicando alta confiabilidade na identificacdo das proteinas.

Na Tabela 1 estdo apresentadas as proteinas diferencialmente expressas em resposta
a inoculacdo com Meloidogyne javanica, com o seu respectivo match ID (que € o nUmero
de identificacdo da proteina disponibilizado pelo software Image Master 1ll), tempo de
inoculacdo em que a proteina foi identificada, médias da % de volume de spots de plantas
inoculadas e ndo inoculadas associadas ao desvio padrdo, e os niveis de expressao de cada
proteina.
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Tabela 1. Nivel de expressao relativa das proteinas baseada na média da % de volume das

plantas inoculadas (1) e ndo inoculadas (NI).

Média da

Proteina Match Tempo % de volume + DP Nivel dNe
ID (h.a.i.) | NI expressao
Ascorbato peroxidase 2 68 12 0,3525 +0,0273 0,1813 + 0,0250 +1,94
Cafeoil-CoA metiltransferase 91 12 0,4149 + 0,0480 0,1838 + 0,0398 +2,29
Cafeoil-CoA metiltransferase 90 24 0,2341 +0,0091 0,4215 +0,0623 -1,80
Triose fosfato isomerase 60 12 0,4642 + 0,0541 0,2729 + 0,0588 +1,71
Triose fosfato isomerase 75 24 0,0859 + 0,0074 0,1992 + 0,0455 -2,32
Precursor da glicoproteina do caule 31 kDa 79 12 0,4943 +0,0,0646 0,2125 + 0,0416 +2,32
Precursor da glicoproteina do caule 31 kDa 83 24 0,1775 + 0,0605 0,0606 + 0,0179 +293
UTP-glicose-1-fosfato uridiltransferase 301 12 0,2614 +0,0439 0,1241 +0,0224 +2,11
Proteina induzida por estresse - SAM22 16 12 0,2997 +0,0417 0,1483 £ 0,0320 +2,02
Anexina 404 24 0,1056 + 0,0267 ND NA
Flavoproteina wrbA 64 24 0,6593 + 0,0948 0,3332 £ 0,0192 +1,98
Lipoxigenase 297 24 0,0808 + 0,0035 0,3189 £ 0,0844 -3,95
Proteina relacionada a maturacdo 83 24 0,1775 + 0,0605 0,0572 +0,0122 +31
Glutamina sintetase betal 220 48 0,2535 + 0,0021 0,4085 + 0,0099 -1,61
Glutamina sintetase betal 221 48 0,4835 + 0,0136 0,8328 + 0,0906 -1,72
Glutamina sintetase betal 222 48 0,3499 + 0,0391 0,6683 + 0,0693 -191
Actina 188 24 0,3361 + 0,04127 0,1953 £ 0,0094 +1,72
Actina 189 24 0,3342 +0,0463 0,1911 £ 0,0055 +1,75
Actina 190 24 0,2773 +£0,0352 0,13674 £ 0,0168 +2,00
Actina 224 48 0,1226 +0,0211 0,2450 £ 0,0258 -2,00
Actina 484 96 0,1239 + 0,0097 0,2370 £ 0,0107 -191

Os sinais (+) e (-) indicam aumento e diminuicdo na expressdo da proteina em resposta a inoculagdo de Meloidogyne javanica,

respectivamente.

DP = desvio padréo, ND = ndo detectado, NA = n&o aplicével.

Nas Figuras 1, 2, 3 e 4 sdo mostradas imagens dos géis referentes aos tempos 12,
24, 48 e 96 h.a.i., respectivamente. Também estdo mostrados os respectivos géis controles
de plantas ndo inoculadas. Os spots evidenciados foram analisados por MS/MS e estdo
identificados pelo Match ID.

Na Tabela 2 sdo mostradas as proteinas diferencialmente expressas em resposta a

inoculagdo com Meloidogyne javanica.
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Figura 1: Perfil de proteinas de raizes de soja em resposta a inoculacdo por Meloidogyne javanica apés 12 horas de inoculagdo obtidos por eletroforese
bidimensional de plantas inoculadas (I) e ndo inoculadas (NI). Cerca de 500 pg de proteinas foram usados para analise 2-DE com tiras IPG de 13 cm (pH
4-7). Os géis foram visualizados com Coomassie brilliant blue. Os spots evidenciados diferencialmente expressos estdo identificados pelo
nimero Match ID. O padrdo da massa molecular esta indicado a esquerda dos géis.
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Figura 2: Perfil de proteinas de raizes de soja em resposta a inocula¢do por Meloidogyne javanica ap6s 24 horas de inoculagdo obtidos por eletroforese
bidimensional de plantas inoculadas (I) e ndo inoculadas (NI). Cerca de 500 pg de proteinas foram usados para anélise 2-DE com tiras IPG de 13 cm (pH
4-7). Os géis foram visualizados com Coomassie brilliant blue. Os spots evidenciados diferencialmente expressos estdo identificados pelo

nimero Match ID. O padrdo da massa molecular esté indicado a esquerda dos géis.
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Figura 3: Perfil de proteinas de raizes de soja em resposta a inocula¢do por Meloidogyne javanica ap6s 48 horas de inoculagdo obtidos por eletroforese
bidimensional de plantas inoculadas (I) e ndo inoculadas (NI). Cerca de 500 ug de proteinas foram usados para analise 2-DE com tiras IPG de 13 cm (pH
4-7). Os geéis foram visualizados com Coomassie brilliant blue. Os spots evidenciados diferencialmente expressos estdo identificados pelo
nimero Match ID. O padrdo da massa molecular esté indicado a esquerda dos géis.

38

14,4 -




MW
(kDa)

> MW
(kDa)

A

97 -

66 -

45—

30 -

| NI
Figura 4: Perfil de proteinas de raizes de soja em resposta a inocula¢do por Meloidogyne javanica ap6s 96 horas de inoculagdo obtidos por eletroforese
bidimensional de plantas inoculadas (I) e ndo inoculadas (NI). Cerca de 500 pg de proteinas foram usados para anélise 2-DE com tiras IPG de 13 cm (pH
4-7). Os géis foram visualizados com Coomassie brilliant blue. Os spots evidenciados diferencialmente expressos estdo identificados pelo
nimero Match ID. O padrdo da massa molecular esté indicado a esquerda dos géis.
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Tabela 2. Proteinas diferencialmente expressas em raizes de soja em resposta a inoculagdo com Meloidogyne javanica identificadas por
espectrometria de massas MALDI-TOF-TOF.

Proteina®

Match ID/

Tempo

Espécie

Acesso
Gn?

E value

Pl1/ MW

Experimental

Teobrico

Cobertura®
(%)

Peptideos identificados

Ascorbato peroxidase 2

68/12h

Glycine max

351726325

5 e-155

5,92/30.111

5,65/27.109

20

ALLSDPVFRPLVEK
HPSELAHGANNGLDIAVR
YASDEDAFFADYAEAHQK

Cafeoil-CoA metiltransferase*

91/12h

Glycine max

356521520

4 e-178

5,37 /32319

5,46 / 28.053

23

ENYELGLPVIK
SLLQSDALYQYILETSVYPR
VGGVIGYDNTLWNGSVVAPPDAPLR
VGGVIGYDNTLWnGSVVAPPDAPLRK

Cafeoil-CoA metiltransferase*

90/24h

Glycine max

356521519

4 e-178

5,64 /41.575

5,55/27.981

35

DFVLELNK

ENYELGLPVIK
NHGSYDFIFVDADKDNYLNYHK
SLLQSDALYQYILETSVYPR
VGGVIGYDNTLWNGSVVAPPDAPLR

Triose fosfato isomerase*

60/ 12h

Glycine max

77540216

5 e-l30

6,3/31.170

6,66 / 24.143

16

FFVGGNWK
VATPAQAQEVHADLR
VATPAQAQEVHADLRK
WVHDNVSAEVAASVR

Triose fosfato isomerase*

75/24h

Glycine max

77540216

5 e-l30

5,96 / 29.747

6,66 / 24.143

24

FFVGGNWK
KFFVGGNWK
gLLNESNEFVGDK
VAYALQQGLK
VIACIGETLEQR
WVHDNVSAEVAASVR

Precursor da glicoproteina do caule
31 kDa*

79/12h

Glycine max

359806656

1 e-177

6,35/31170

6,72 /29.262

28

AGFHTWEQLILK
DYINGEQFR
IVGIIGDQWSDLLGDHR

LPNPmMYYIE

TIPEECVEPTKDYINGEQFR
TVNQQAFFYASER
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Match ID/ Espécie Acesso E value PI/ MW Cobertura®
Tempo (GIy Experimental ~ Tedrico (%0)

Proteina® Peptideos identificados

Precursor da glicoproteina do caule 83/24h Glycine max 359806656 1Y  6,14/30.708 6,72/29.262 20 IVGIIGDQWSDLLGDHR
31 kDa* TIPEECVEPTKDY INGEQFR
TVNQQAFFYASER

UTP-glicose-1-fosfato uridiltransferase 301/12h Glycine max 356539785 0.0 5,24 /61.105 5,32/51.927 28 ANPENPSIELGPEFK
ATSDLLLVQSDLYTLQDGLVIR
LVVDDFLPFPSK
NSNIEIHTFNQSQYPR
SIPSIVELDSLK
VAGDVWFGAGVILK
VLQLETAAGAAIR
VQLLEIAQVPDEHVSEFK
YLSGEAQHVEWSK

Protefna induzida por estresse - SAM22 16/24h Glycine max 351724557 5e%  490/17.940 4,93/16.747 21 AVEAYLLANPHYN
GIFTFEDETTSPVAPATLYK

Anexina 404/24 Medicago 357489617 0.0 6,64 /37.138 6,48 /35.901 28 ADPKDEFLSLLR
truncatula AFSGWGTNEELIVSILAHR

AYNDDDFIR
LILPLVSSYR
LVHLWTLDSAER
SSEQLFAAR
VPGPLPPVADDCEQLR
VPQPLPPVADDCEGLRK

Flavoproteina wrbA 64/24 Glycine max 356554929 214 6,03/28.878 6,43 /21.685 20 AFFDATGGLWR
GGSPYGAGTYAGDGSR
VYIVYYSTYGHVEK

Lipoxigenase 297/24 Glycine max 126411 0.0 6,15/99.058 5,78/96.757 5 HASDEIYLGER
LFILDYQDAFIPYLTR

Proteina relacionada a maturagdo 83/24h Glycine max 351724283 1% 6,40/18.592 6,29/21.495 40 ATTCLESIESIDEQNK
HWTYTIDGK
LAEEVDPPYGYIEYLHK
LHQGEDWHHNETVK
WFNLFATQLHHVQNLTDR
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Proteina’

Match 1D/
Tempo

Espécie

Acesso
(GIy?

E value

Pl1/ MW

Experimental

Teobrico

Cobertura®
(%)

Peptideos identificados

Glutamina sintetase beta 1*

220/48h

Glycine max

10946357

0.0

5,20/ 47.532

5,48 /38.967

4

HKEHIAAYGEGNER
GnNILVIcDAYTPAGEPIPTNKR
HETADINTFLWGVANR

Glutamina sintetase beta 1*

221/48h

Glycine max

10946357

0.0

5,51/47.701

5,48 / 38.967

EHIAAYGEGNER
GnNILVIcDAYTPAGEPIPTNKR
HKEHIAAYGEGNER

Glutamina sintetase beta 1*

222/48h

Glycine max

10946357

0.0

5.36/47.912

5,48/ 38.967

GnNILVIcDAYTPAGEPIPTNKR
HETADINTFLWGVANR
HKEHIAAYGEGNER

Actina*

188/24h

Glycine max

3565690

5,2/53.259

5,23/41.808

23

AEYDESGPSIVHR

IWHHTFYNELR

LSYIALDYEQELETAR
TTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILR
VAPEEHPVLLTEAPLNPK

Actina*

189/24h

Glycine max

3565690

0.0

5,08 /53.745

5,23/41.808

15

AEYDESGPSIVHR
IWHHTFYNELR
LSYIALDYEQELETAR
VAPEEHPVLLTEAPLNPK

Actina*

190/24h

Glycine max

3565690

0.0

5,16 /53.359

5,23/41.808

12

IWHHTFYNELR
LSYIALDYEQELETAR
VAPEEHPVLLTEAPLNPK

Actina*

224/48h

Glycine max

35656901

0,0

5,10/ 47.698

5,23/41.808

12

IWHHTFYNELR
SYELPDGQVITIGSER
VAPEEHPVLLTEAPLNPK

Actina*

484/96h

Glycine max

35656901

0,0

4,99 /47.704

5,23 /41.808

AEYDESGPSIVHR
IWHHTFYNELR
LSYIALDYEQELETAR
VAPEEHPVLLTEAPLNPK

1 Todas as proteinas tiveram uma confirmacéo de pelo menos 98% de certeza no software Scaffold (Proteome Software, Inc., Portland, OR).
2 GenlInfo Identifier (GI) - nimero de acesso ao no GenBank — NCBI.

3 Porcentagem obtida no software Scaffold (Proteome Software, Inc., Portland, OR).

* Indicagéo da presenca de diferentes tipos de isoformas.
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Na Figura 5 estdo evidenciadas as imagens ampliadas dos spots referentes as

proteinas diferencialmente expressas em resposta a inoculagdo com Meloidogyne javanica.

A - Ascorbato Peroxidase 2

| @2hai)
B - Cafeoil-CoA metiltransferase B - Cafeoil-CoA metiltransferase
| @2hai) NI | @anai)
C- Triose fosfato isomerase C- Triose fosfato isomerase

| @2hai) | @anai)
D - Precursor da glicoproteina do caule de 31 kDa D - Precursor da glicoproteina do caule de 31 kDa

| @2hai) | @4hai)
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E- UTP-qucose-l-fosfato uridilltransferase F - Proteina induzida por estresse - SAM22

| @2hai) | @anai)

H - Flavoproteina wrbA

G - Anexina

I @anai) | @24hai)
| - Lipoxigenase J - Proteina Relacionada a Maturagéo
| @4hai) | @anai)

K - Glutamina sintetase GS betal

| 48hai)
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L - Actina L - Actina

| @4nai) | 48hai)

L - Actina

| (96 h.ai.)

Figura 5. Spots diferencialmente expressos no genétipo Conquista inoculado (1) com Meloidogyne
javanica em comparagdo com o ndo inoculado (NI). A, Ascorbato peroxidase 2; B, Cafeoil-CoA
metiltransferase; C, Triose fosfato isomerase; D, Precursor da glicoproteina do caule de 31 kDa; E,
UTP-glicose-1-fosfato uridilltransferase; F, Proteina induzida por estresse - SAM22; G, Anexina;
H, Flavoproteina wrbA; I, Lipoxigenase; J, Proteina relacionada a maturacdo; K, Glutamina
sintetase GS betal; L, Actina.

Proteinas diferencialmente expressas em resposta a inoculacdo com

Meloidogyne javanica

Ascorbato peroxidase 2

A ascorbato peroxidase (APx) foi diferencialmente expressa 12 h.a.i., tendo um
aumento de expressdo nas plantas inoculadas com o patégeno quando comparadas com
plantas controles ndo inoculadas (Tabela 1 e Figura 5A). Esta enzima engloba uma familia
de isoenzimas de peroxidases com diferentes caracteristicas e € uma das principais enzimas
do sistema de detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio nas plantas, catalisando a
conversdo do perédxido de hidrogénio (H.O,) em agua, usando o ascorbato como doador de
elétrons (Guzzo; Harakava, 2007). Elas séo responsaveis pela remogdo dessa espécie
reativa de oxigénio em locais inacessiveis a catalase, como nos cloroplastos (Polle 2001).
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As isoenzimas APXx sdo distribuidas em quatro compartimentos celulares distintos e sdo
classificadas de acordo com a localizacdo subcelular em citosdlicas (APx1 e APx2),
peroxissomais (APx3 e APx4), mitocondriais (APx5 e APx6) e cloroplastidicas (APX7 e
APXx8).

Na sinalizacdo para respostas de defesa da planta ao patégeno, o H,O; é o candidato
mais atrativo dentre as espécies reativas de oxigénio, por causa da sua vida relativamente
longa e alta permeabilidade através das membranas. Por ndo possuir elétron pareado, ele
pode atravessar as membranas biologicas mais rapidamente que as espécies O, . Desse
modo, ap6s o reconhecimento do patdgeno seguido da explosdo oxidativa e seus
intermedidarios reativos, ocorre inducdo de genes de defesa e morte celular, onde o0 H,0, age
como um sinalizador para inducdo de genes de protecdo celular nas células vizinhas
restringindo o desenvolvimento da lesdo em funcéo da resposta de hipersensibilidade (HR),
que é, entdo, acompanhada pelo desenvolvimento de uma resisténcia sistémica adquirida
(SAR) (Resende et al., 2003). Dessa forma, a APx estd envolvida nos mecanismos de
protecdo da célula vegetal contra os danos provocados pelo estresse oxidativo,
minimizando os efeitos toxicos desses compostos.

Ja é bem documentado que as peroxidases tem a sua expressao aumentada durante a
interacdo planta-patgeno (Do et al., 2003). Em trabalhos que utilizaram a protedbmica para
investigar proteinas envolvidas em mecanismos de defesa em soja, foram encontrados
resultados semelhantes por Zhang et al. (2011) e por Fan et al. (2012) em que plantas
desafiadas com Phytophthora sojae e lagartas Prodenia litura, respectivamente.

O aumento da atividade de APx também foi verificada em resposta a estresses
ambientais como salinidade, frio, intoxicacdo por metais, seca, calor, ozbnio e alta
intensidade luminosa em diferente culturas (Yoshimura et al., 2000; Mittova et al., 2004;
Sharma; Dubey, 2004), indicando que as diferentes isoenzimas desempenham papel
importante na detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio produzidas em diferentes

condicdes de estresses.

Cafeoil-CoA metiltransferase
A enzima Cafeoil-CoA metiltransferase (CCoOMT) foi mais expressa nas plantas
inoculadas 12 h.a.i e menos expressa 24 h.a.i. em comparacdo com plantas controles nédo

inoculadas (Tabela 1 e Figura 5B). Esta enzima esta envolvida na biossintese de lignina,
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catalisando a metilacdo dos ésteres cafeoil CoA e 5-hidroxiferuloil CoA a feruloil CoA e
sinapoil CoA respectivamente (Figura 6) que sdo reagdes intermediarias no processo da
biossintese da lignina (Ferrer et al., 2005).

" Cafeoil CoA £ Feruloil CoA
[+

@ﬁ ..... %3_/%“.
© 5- hidroxiferuloil CoA HpY Sinapoil CoA

Figura 6. Reacdes catalisadas pela CCoOMT, tendo como substratos os tioésteres cafeoil e 5-
hidroxiferuloil CoA. A seta pontilhada enfatiza a possivel seletividade de substrato. SAM (S-
adenosil L metionina) é o doador do grupo metil em ambos os casos (Ferrer et al., 2005).

Esta enzima esta diretamente relacionada com a funcéo de defesa das plantas, sendo
que seus produtos (feruloil CoA e sinapoil CoA) sao utilizados no enrijecimento da parede
celular. Em relagBes patdgeno-hospedeiro incompativeis, cafeoil-CoA metiltransferase é
induzida poucas horas ap6s a inoculacdo do patégeno causando reacdo de
hipersensibilidade e morte celular programada. Busam et al. (1997) observaram que entre
12 a 15 horas ap0s a exposi¢do de suspensdo de cultura de células de Vitis vinifera L. em
meio fungico encontrou-se a atividade méaxima dessa enzima. No presente trabalhou foi
observado um aumento de expressdo apenas no primeiro tempo avaliado (12 h.a.i). Em
estudo de Liu et al. (2011) sobre a interacdo entre soja e o nematoide Heterodera glycines
foi observado que essa enzima foi induzida. Os autores utilizaram a proteémica diferencial
para identificacdo das proteinas e afirmam que a cafeoil-CoA-metilltransferase esteja
relacionada com a resisténcia ao nematoide de cisto da soja.

No segundo tempo avaliado (24 h.a.i) verificou-se a diminuicdo da expressdo dessa
enzima, sugerindo uma reducéo da lignificacdo da parede celular que podem ser explicadas
em funcdo de diversos fatores. Sabe-se que a lignificacdo representa um mecanismo de
defesa que implica em grande investimento de fotoassimilados, que por sua vez, ndo
apresentam retorno ao metabolismo para serem reutilizados em outros processos, como
acontece com outros compostos de defesa da planta, como fendis, quinonas, enzimas
hidroliticas, etc., considerados menos dispendiosos para as plantas (Coley et al., 1985).
Outro aspecto € o fato de uma unidade de lignina ser extremamente complexa e demandar

uma grande atividade metabolica para sua sintese, sendo necessario um grande nimero de
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enzimas responsaveis por diferentes passos metabdlicos o que significa demanda por
nitrogénio e aminoécidos (Amthor, 2003).

A redugdo da expressao dessa enzima foi observada em estudo protedmico de soja
quando a agua foi retirada por dois dias no estadio de plantulas (Toorchi et al., 2009) e pela

presenca de salinidade (Sobhanian et al., 2010).

Triose fosfato isomerase

Em relagdo a expressdo da proteina triose fosfato isomerase houve um aumento de
expressao 12 h.a.i. e uma diminuicdo 24 h.a.i. nas plantas inoculadas em relacdo aos
controles (Tabelas 1 e Figura 5C). Essa enzima pertence a classe das isomerases e subclasse
das oxidoredutases intramoleculares (Knowles, 1991). Apresenta-se em sua forma ativa
como homodimero, sendo responsavel pela converséo reversivel de diidroxiacetona fosfato
em gliceraldeido 3-fosfato. Esta reacdo estd envolvida no processo de biossintese de
carboidratos, participando de varios processos metabdlicos incluindo glicdlise,
gliconeogénese e ciclo de Calvin (Chen; Thelen, 2010). Essa enzima também esta
envolvida em respostas relacionadas a estresses e sua alteracdo foi relatada em condigcfes
de estresse biotico e abidtico (Campo et al., 2008; Yan et al., 2005; Riccardi et al., 1998;
Morris; Djordjevic, 2001). A regulacdo da triose fosfato isomerase pode ser essencial para

ativacdo de vias produtoras de energia.

Precursor da glicoproteina de 31 KDa do caule

Nesse trabalho, foi evidenciado o aumento da expressao do precursor da
glicoproteina de 31 KDa do caule em plantas inoculadas 12 e 24 h.a.i. (Tabela 1 e Figura
5D). Essa proteina também é conhecida como proteina de reserva vegetativa (vegetative
storage protein - VSP). Em folhas jovens de soja, antes do florescimento, estas proteinas
perfazem um total de 15% das proteinas sollveis da folha e sdo consideradas reserva
temporaria de nitrogénio para a planta. Durante a formacéo da semente estas proteinas séo
degradadas para suprir a semente com 0 nitrogénio necessario ao seu desenvolvimento
(Wittenbach, 1983; Staswick, 1994). Em geral, elas sdo sujeitas a regulacdo por agucares,
luz, fosfato, nitrogénio, ferimento, auxinas e jasmonatos (Mason; Mullet, 1990; Mason et
al., 1992; Berger et al., 1995).
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Em relacdo a interacdo planta patdgeno, a ativacdo das proteinas de armazenamento
vegetativo pode ser correlacionada com o aumento dos niveis de acido jasménico e metil
jasmonato em funcdo do ataque de patdgenos ou apds algum ferimento (Benedetti et al.,
1995; Devoto; Turner, 2005). O acido jasmonico é um hormonio vegetal produzido cuja via
sintética se inicia a partir do acido linolénico. Em plantas, o acido jasmoénico tem como
funcgéo inibir a diviséo celular, inibir o crescimento da raiz e induzir a senescéncia foliar.
Outra funcdo é um aumento na expressao de alguns genes relacionados a estresses abioticos
como seca e salinidade (Gong et al., 2001) e também responsaveis pela ativacdo das defesas
das plantas contra diversos patogenos (Cortés, 2000), principalmente em patogenos
biotroficos obrigatdrios (Pozo et al. 2005). Desta forma, essa proteina sendo mais expressa

implica em maior producédo de acido jasmonico e ativacdo de mecanismos de defesa.

UTP-Glicose-1-Fosfato uridiltransferase

Essa enzima apresentou maior expresséo 12 h.a.i em plantas inoculadas (Tabela 1 e
Figura 5E). O nome mais usual dessa enzima & UGPase, mas também é conhecida como
UDP-glicose pirofosforilase ou Glicose-1-Fosfato uridiltransferase. Ela catalisa a
interconversdo de a-D-Glicosel-fosfato em UDP-Glicose que é um composto chave na
biossintese de polissacarideos. Em plantas, a UGPase existe na forma de mondmeros de
aproximadamente 50 KDa (Nakano et al., 1989) e apresenta-se predominantemente como
proteina citosdlica solivel (Kleczowski, 1994).

A ampla distribuicdo desta enzima na natureza deve-se ao seu papel na sintese de
numerosos compostos que requerem a UDP-glicose. A UGPase atua em diferentes vias
metabdlicas que envolvem a biogénese da parede celular. Os substratos utilizados para a
sintese dos polissacarideos da parede celular em plantas apresentam fortes indicios de que
seja 0 acucar UDP-glicose o principal substrato (Delmer; Haigler, 2002). Sendo comum o
reforco da parede celular em funcdo do processo de defesa de plantas a patogeno, é

plausivel o0 aumento da expressédo dessa enzima.

Proteina induzida por estresse - SAM22
A proteina induzida por estresse - SAM22 foi mais expressa nas plantas inoculadas
24 h.a.i. (Tabela 1 e Figura 5F). Essa proteina € codificada pelo gene Gly m 4 e é

relacionada a patogénese. Ela ja foi identificada como alergeno em 1992 ap6s o surgimento
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de similaridade de quase 50% da sequéncia aminoacidica com o alergeno Bet v 1, o qual é
responsavel por mais de 95% das doencas alérgicas na Europa e na América do Norte. Essa
proteina se acumula predominantemente nas raizes de plantulas de soja, mas também esta
presente em altos niveis em raizes e folhas em senescéncia de plantas jovens. O acumulo
dessa proteina pode ser induzido por ferimentos, elicitores fungicos, ou pela exposi¢édo do
meio a &cido salicilico, perdxido de hidrogénio ou de fosfato de sddio (Crowell et al.,
1992).

Vérios trabalhos relacionados a interacdo entre soja e nematoide de cisto relataram a
importancia dessa proteina (Alkharouf et al., 2004; Kran et al., 2004, Klink; Matthews,
2009). Dessa forma, pode-se afirmar que essa proteina também é importante na interagdo
entre a soja e o nematoide de galha M. Javanica.

Anexina

Essa proteina foi evidenciada apenas nas plantas inoculadas 24 h.a.i. (Tabela 1 e
Figura 5G). Anexinas fazem parte de uma familia multigénica que se ligam & membrana e
sdo dependentes de céalcio. Estdo presentes principalmente no citoplasma ou em membranas
intracelulares (Kovacs et al.,, 1998). As anexinas apresentam numerosas funcbes e
participam de varios processos celulares essenciais, tais como trdfego da membrana,
transporte de ion, sinalizagdo mitotica, reorganizacdo do citoesqueleto e replicacdo do DNA
(Clark; Roux, 1995). Evidéncias experimentais sugerem que as anexinas estejam
envolvidas em resposta a estresse oxidativo, agindo como peroxidases. Segundo Gorecka et
al. (2005) estas proteinas eliminam H,O, protegendo as células de estresse oxidativo e
apoptose atuando como uma enzima antioxidante.

A anexina € importante para a integridade da membrana celular e sinalizacdo
celular, atuando, especialmente, em condicdes de estresse osmotico e salino, mantendo a
integridade celular (Cantero et al., 2006; Gerke; Moss, 2001). Neste trabalho, ficou
evidenciado que a anexina € importante no processo de defesa da soja em resposta a
presenca do patdgeno, uma vez que ele esteve presente apenas em géis de plantas

inoculadas.
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Flavoproteinas wrbA

Flavoproteinas wrbA se apresentaram mais expressas 24 h.a.i. em plantas
inoculadas (Tabela 1 e Figura 5H). Essa classe de proteinas formam uma nova familia
multimérica de proteinas semelhantes a flavodoxinas, que estdo amplamente distribuidas
em organismos Vvivos como bactérias, fungos e em plantas superiores (Grandori; Carey,
1994; Patridge; Ferry, 2006).

Estas proteinas foram identificadas como sendo tetraméricas com atividade
oxidoredutase, realizando transporte de dois elétrons do NADH para quinonas utilizando
como cofator a flavina mononucleétido (FMN) (Patridge; Ferry, 2006). Os membros da
familia WrbA participam no proceso de protecdo das células contra o estresse oxidativo, ja
que o ambiente intramitocondrial é altamente redutor, e varios componentes respiratorios,
incluindo as flavoproteinas, sdo capazes de transferir elétrons para o oxigénio (Cadenas,
1995; Li et al.,, 1995). Uma vez que os mecanismos de interacdes planta-patdégeno
envolvem estresse oxidativo, 0 aumento na expressdo dessa proteina nas plantas inoculadas
é justificado. Liu et al. (2012) identificaram que essa proteina é mais expresa em gramineas

sob estresse salino.

Lipoxigenase

Foi evidenciado uma diminui¢do de 2,98 vezes nas plantas inoculadas 24 h.a.i. da
enzima lipoxigenase quando comparada com o controle (Tabela 1 e Figura 5I). Essa enzima
estd envolvida diretamente na sintese de acido jasmonico, sendo o nivel de lipoxigenase
regulado pelo &cido jasménico e metil jasmonato (Bell; Mullet, 1991). Em plantas
superiores as lipoxigenases metabolizam preferencialmente o &cido linoléico e linolénico.
Uma das funcdes fisioldgicas das lipoxigenases em plantas esta relacionada com a sintese
de inibidores de proteases em resposta a ferimentos causados por pragas e patdgenos nos
mecanismos bioquimicos de defesa da planta. A atividade de lipoxigenases aumenta
durante interagBes incompativeis em varios sistemas planta-patogeno (Rosahl, 1995).

Contudo no presente estudo, houve uma diminuicdo dessa enzima.

Proteinas relacionadas com a maturacao
Proteinas relacionadas com a maturacdo (ripening related protein) foram mais

expressas 24 h.a.i. nas plantas inoculadas (Tabela 1 e Figura 5J). Essas proteinas estdo
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envolvidas nos processos de amadurecimento e maturacdo (Frenkel et al., 1968) e
correlacdo entre 0s seus niveis e os de etileno foram relatadas por Kevany et al. (2007).
Etileno leva o amadurecimento dos frutos mais precocemente em funcdo da indugdo de
proteinas relacionadas com essa via metabdlica. Uma possivel explicacdo para o aumento
da expressao dessa proteina pode ser devido a um aumento na concentracao de etileno sob a
presenca do patgeno. Resultados semelhantes foram encontrados por Curto et al. (2006) e
por Die et al. (2007) em resposta a interagdo planta-parasita.

Glutamina sintetase betal

Nos géis 2D analisados 48 h.a.i. a enzima glutamina sintetase (GS) betal teve sua
expressao reduzida nas plantas inoculadas identificada em trés spots diferencias (Tabelas
1 e Figura 5K), indicando serem isoformas dessa mesma proteina.

A GS é uma enzima crucial em plantas superiores envolvidas na assimilacdo de
nitrogénio inorganico (amonia) em forma organica (glutamina). Existem diferentes
isoformas expressas em 0rgaos e em estagios de desenvolvimento especificos (Cren; Hirel,
1999; Ireland; Lea, 1999). Duas diferentes classes de GS foram encontradas em diferentes
compartimentos subcelulares de angiospermas, sendo a classe GS1 encontrada no citosol e
a GS2 no cloroplasto (Gomez-Maldonado et al., 2004).

GS2 é a isoforma predominante encontrado em células fotossintéticas do mesofilo
foliar, onde desempenha um papel importante na assimilacdo de amdnio derivado da
reducdo de nitrato e da fotorrespiracdo e é codificada por um UGnico gene nuclear. Ao
contrario, a GS1 citosélica é a isoforma predominante em raizes e em tecidos nao
fotossintéticos e é codificada por uma familia de genes cujos membros sdo expressos
diferencialmente durante o desenvolvimento ou em resposta a diferentes estimulos
externos, dando origem a um ndmero variavel de isoformas de GS1 como GSla e GSlb
(Lam et al., 1996; Ireland; Lea, 1999).

A reducéo no teor desta enzima sugere uma menor capacidade de assimilar amonio.
Pageau et al. (2006) investigaram a expressdo de GS em resposta aos hormdnios etileno,
acido abcisico e jasmonico. Foi observado que esses hormoOnios promoviam expressao
diferencial de dois tipos de GS, chamadas GS1 e GS2. Ora uma isoforma era expressa, ora
outra, ora as duas eram expressas ou reprimidas. Portanto, a diminuicdo da GS pode ser

atribuida a presenca de horménios reguladores da expressdo dessa enzima.
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Actina

Verificou-se aumento de expressdo dessa proteina nas plantas inoculadas 24 h.a.i. e
diminuicdo 48 e 96 h.a.i. Foram identificados cinco spots diferencialmente expressos sendo
trés nos géis no tempo 24 h.a.i. (Tabela 1 e Figura 5L), indicando serem isoformas dessa
proteina.

As actinas vegetais sdo normalmente divididas em duas classes: as vegetativas, que
sdo fortemente expressas em todos 0s 6rgdos vegetativos e tipos celulares e as reprodutoras,
que sdo expressas predominantemente no polen maduro, no 6vulo e, em alguns casos, no
embrido. Ambas as classes de actinas mostram diferentes padrdes de expressao temporais e
espaciais (Kandasamy et al., 2004). Essas proteinas participam em um grande numero de
processos celulares nas células vegetais na conversdo de reagfes quimicas em forcas
mecanicas como a reorganizacdo do citoplasma vegetal em resposta a uma variedade de
estimulos internos (Vantard; Blanchoin, 2002). Estudos recentes em plantas revelaram que
hormdnios como auxina e ABA, e sinalizadores como Ca** e cAMP disparam cascatas

sinalizadoras usando a actina como um efetor.
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CONCLUSOES

. A técnica utilizada mostrou-se eficaz para a identificacdo de proteinas
diferencialmente expressas permitindo a verificacdo de alteracGes metabolicas em

raizes de soja em resposta a infecgdo por Meloidogyne javanica.

Foram encontrados 36 spots diferencialmente expressos em raizes de soja, sendo 21
identificadas por espectrometria de massa, o que levou a identificacdo de 12

proteinas.

. A resposta do hospedeiro ao processo infeccioso ocorreu principalmente nos
primeiros tempos avaliados (12 e 24 h.a.i.).

. A partir da analise do proteoma diferencial de raizes de soja inoculadas pelo
nematoide de galha M. javanica foi possivel a identificacdo de proteinas envolvidas
no processo de defesa (ascorbato peroxidase, lipoxigenase e proteina induzida por
estresse - SAM22); proteinas envolvidas com a producdo de horménios vegetais
como etileno e acido jasmonico (proteina relacionada a maturacdo, precursor da
glicoproteina de 31kDa do caule);  biossintese de lignina (Cafeoil-CoA
metiltransferase); metabolismo de aminoéacidos (glutamina sintetase); metabolismo
energético (triose fosfato isomerase e UTP-glicose-1-fosfato uridiltransferase);
sinalizacdo celular (anexina); processo de oxido-reducdo (Flavoproteina wrbA) e

proteinas estruturais (actina).

Este estudo aprofundou os conhecimentos dos mecanismos de defesa da soja em
relacdo ao nematoide de galha M. javanica do ponto de vista fisioldgico, bioquimico
e genético, e pode auxiliar o desenvolvimento de cultivares resistentes a esse
patdgeno, bem como fornecer proteinas/genes candidatos de interesse para a

pesquisa de gendtipos transgénicos.
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CAPITULO 2

ANALISE PROTEOMICA DE RAIZES DE SOJA EM RESPOSTA A
INOCULACAO COM Meloidogyne incognita

INTRODUCAO

A soja é considerada a cultura de maior importancia econdémica no mundo. Sua
producdo € mais concentrada nos Estados Unidos que é o maior produtor mundial e no Brasil,
que ocupa a segunda posicdo. Essa leguminosa € uma importante fonte de proteina para
alimentacdo animal e humana, assim como de 6leo para consumo humano e produgdo de
biodiesel (Roessing; Guedes,1993; Dall”Agnol, 2006).

Atualmente a soja € cultivada de norte a sul do Pais (Conab, 2011), sendo que sua
expansao vem sendo acompanhada pelo aumento do nimero de pragas e doengas. Entre as
doencgas destacam-se 0s nematoides formadores de galhas que causam grandes perdas aos
sojicultores (Yorinori, 2002). Em especial o0 nematoide Meloidogyne incognita vem sendo
considerado um grande problema devido a sua polifagia e a dificuldade de controle por
meio de rotacdo de cultura, uma vez que um grande nimero de espécies de plantas sdo
hospedeiras desse nematoide.

O conhecimento adquirido por meio do genoma e do proteoma das espécies pode
fornecer subsidios na busca de alternativas para o controle de pragas e doencas. Proteinas
diferencialmente expressas em situacdes de estresse bidtico permitem identificar os genes
envolvidos em suas sinteses, podendo trazer novas perspectivas para o melhor entendimento
da interacdo entre o patogeno e a planta hospedeira.

Utilizando técnicas de separagdo de proteinas por eletroforese bidimensional (2D-SDS-
PAGE) e de identificacdo por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization/Time of Flight), objetivou-se com o presente trabalho
identificar proteinas de soja diferencialmente expressas em resposta & inoculagdo com

Meloidogyne incognita.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e inoculagéo

A variedade Conquista, resistente ao nematoide de galha Meloidogyne incognita,
utilizada neste trabalho foi disponibilizada pelo Banco Ativo de Germoplasma de soja da
COODETEC (Cooperativa Central de Pesquisa Agricola), Cascavel-PR.

Sementes da variedade Conquista (resistente ao nematoide de galha Meloidogyne
incognita) foram semeadas em tubetes (5 cm de didmetro e 25 cm de comprimento)
contendo duas partes de areia e uma de solo argiloso. Os tubetes foram colocados dentro de
baldes contendo areia, e estes foram mergulhados em banho-maria para que a temperatura
de 28°C fosse mantida no interior dos mesmos.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e o delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualisado com trés repeticoes.

Apds 10 dias de emergéncia das plantulas foi realizada a inoculacdo de uma
suspensdo de 5000 ovos de Meloidogyne incognita por tubete. Apos a inoculacdo, as raizes
foram coletadas em quatro intervalos de tempos distintos (12, 24, 48 e 96 horas). Para o
controle dos tratamentos, foram coletadas raizes de plantas ndo inoculadas dos quatro
intervalos de tempos mencionados.

No momento da coleta as raizes foram lavadas sob forte jato de &gua e
imediatamente congeladas em nitrogénio. Em seguida, armazenou-se as raizes a -80°C até
0 momento da extracao de proteinas.

Essas etapas foram realizadas na COODETEC sob a orientagcdo/coordenacgéo do Dr.

Ivan Schuster.

Extracdo de proteinas

Utilizou-se o método de extracdo descrito por Sarma et al. (2008), com algumas
modificacoes. As amostras foram trituradas em almofariz com nitrogénio liquido e o p6
obtido foi transferido para tubos Falcon de 50 mL. Apos a trituracdo foram adicionados 8
mL de solucdo tampéo contendo Tris-HCI 100 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, DTT 50mM,
PMSF 1 mM e 50uL de inibidor de protease Sigma P9455. Para uma melhor
homogeneizacdo das amostras utilizou-se o Polytron homogenizer (Brinkmann Instruments,
Inc., Westbury, NY, EUA)
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Ap0ls a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 8000xg por 20 min. a
4°C e o sobrenadante coletado. Adicionou-se 5 mL de fenol tamponado pH 8,0 e os tubos
foram mantidos sob agitacdo por uma hora a temperatura ambiente. Procedeu-se a uma
nova centrifugacdo e a fracdo aquosa superior foi coletada em um novo tubo para reextrair
as proteinas que pudessem ter ficado na fase aquosa. Agitou-se por 20 min. a temperatura
ambiente e centrifugou-se novamente. As porcdes fenolicas foram juntadas e adicionaram-
se 7 mL de Tris HCI 100 mM pH 8,0 / DTT 10 mM. A mistura foi agitada por 10 min. e
centrifugadas. Descartou-se a fracdo aquosa superior e adicionaram-se a por¢do fendlica
inferior 25 mL de solugdo 0,1 M de acetato de amoénia em metanol gelado / DTT 10 mM.
Deixou-se a -80°C overnight para precipitacdo das proteinas. As amostras foram
centrifugadas e o pellet foi lavado duas vezes com 10 mL de solucdo 0,1 M de acetato de
amonia metanolico, duas vezes com 10 mL de acetona 80% e duas vezes com 10 mL de
etanol 90%. Durante as lavagens foram feitas agitacbes em Vortex com posterior
centrifugagéo a 8000xg por 15 min.

O pellet final foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e deixado secar a
temperatura ambiente. As proteinas foram solubilizadas em tampao de solubilizacdo
contendo ureia 7 M, tioureia 2 M e CHAPS 4% e depois sonicadas em banho de gelo numa
poténcia 10%, em sonicador da marca UltraSonic Processor (Modelo GE 50). As proteinas

extraidas foram armazenadas em freezer -20°C.

Quantificacdo das proteinas
A concentragdo proteica foi determinada de acordo com o método de Bradford
(1976) e utilizou-se albumina sérica bovina (BSA) como proteina padréo.

Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

Focalizacdo isoelétrica (IEF)

Foram utilizadas tiras de 18 cm com intervalo linear de pH 4,0 a 7,0 para a
realizacdo da focalizacdo isoelétrica. Inicialmente, as tiras foram reidratadas e durante um
periodo de 14 h a 20 h em aparato de reidratacdo IPGBOX (GE Healthcare). Foram
aplicados 340 pL de solugdo contendo 900ug de proteinas, tampdo IPG 2% e solu¢do Destreak
(GE Healthcare).
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A focalizagdo isoelétrica foi realizada no equipamento IPGphor 111 (GE Healthcare) sob
temperatura controlada de 20°C de acordo com as seguintes etapas: 1) 200 VVxh em passo
unico por 14 horas; 2) 500 Vxh em passo Unico de 500 volts; 3) 800 VVxh em gradiente até
1000 volts; 4) 16.500 Vxh em gradiente até 10.000 volts; 5) 18.000 Vxh em passo Unico de
10.000 volts. A amperagem maxima foi de 75uA/tira.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a analise da segunda dimensao, as tiras foram previamente equilibradas apos a
IEF em 10 mL de solucéo de equilibrio (tris 75 mM pH 8,8, ureia 6M, glicerol 30%, SDS
2% e azul de bromofenol 0,002%) sob agitacdo por 30 min. Foram realizadas duas etapas
de equilibrio com a finalidade de reduzir e alquilar as proteinas. A primeira etapa, foi
adicionado 1% de DTT ao tampdo de equilibrio e, na segunda etapa, adicionou-se 2,5% de
iodoacetamida.

A segunda dimensdo da eletroforese foi efetuada em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS (SDS-PAGE), utilizando a metodologia descrita por Laemmli (1970), em
gel de separacdo na concentracdo de 12,5% de poliacrilamida, em cuba tipo DaltSix (GE
Healthcare). As tiras previamente equilibradas foram colocadas no topo do gel de
poliacrilamida na presenca de SDS e seladas com solugéo de agarose. Como marcadores de
massa molecular foram utilizadas as proteinas: fosforilase b (97 kDa), soroalbumina bovina
(66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1
kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa).

A corrida foi realizada em uma etapa inicial de 10 mA/gel por 60 min e, em
seguida, a 40 mA/gel até que o azul de bromofenol atingisse o limite inferior do gel. A
temperatura foi mantida a 8°C por meio de refrigeracdo com circulador termostatico.

Terminada a corrida, os géis 2-D foram colocados em solucdo de fixacdo contendo
acido acético a 10% (v/v) e etanol a 40% (v/v) overnight, e corados por 48 horas com
solugéo contendo sulfato de amdnio 8% (m/v), acido fosforico 0,8% (v/v), Coomassie blue
G-250 0,08% (v/v) e etanol 20% (v/v) (Neuhoff et al., 1985). Apds essa etapa, 0s géis
foram lavados com solugéo de &cido acético 1% (v/v) até a elimina¢do completa do corante

excedente.
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Captura das imagens e analise da expressao

As imagens dos géis foram digitalizadas usando o Image Scaner 111 (GE Healthcare) no
modo de escaneamento transparente, resolucdo de 300 dpi, filtro de cor vermelho e com
férmula de calibracdo atualizada. As imagens foram calibradas com o software Labscan (GE
Healthcare). As andlises comparativas das imagens digitais foram efetuadas utilizando o
software Image Master 2D Platinum (GE-Healthcare).

Através desse software foi feita a deteccdo automatica dos pontos proteicos seguidas
de corre¢es manuais quando necessario. As correcdes foram realizadas com a finalidade
de eliminar spots falso positivos, inserir spots falso negativos, efetuar corre¢cdes quanto a
delimitacdo das regides dos spots e correcdo de matches.

Foi estimado o namero total de spots, os pontos isoelétricos e massas moleculares,
assim como seus niveis de expressdo. Este Gltimo parametro foi mensurado pelo programa
através da avaliacdo do volume (densidade Otica e area) dos spots contidos no gel.

A comparacdo foi feita entre géis de plantas ndo inoculadas e de plantas inoculadas
para cada tempo de inoculacdo, considerando trés repeticdes bioldgicas para cada
tratamento. Foram considerados diferencialmente expressos, spots que apresentaram uma
variacdo de sobreposicdo de medidas acima de 1,45 e ANOVA com valor de p menor que
0,05.

Para os spots diferencialmente expressos foi calculada uma porcentagem de seu
volume e a comparacdo desses valores indicou a diferenca de expressdo entre 0sS

tratamentos.

Tripsinizacdo da amostra proteica

A tripsinizacdo foi realizada segundo o protocolo de Shevchenko et al. (2006), com
algumas modificacBes. Os spots correspondentes as proteinas diferencialmente expressas
foram retirados dos géis com auxilio de uma ponteira de 1000uL, estéril, com a ponta
cortada. Para remocéo dos corantes, os pedacos de gel contendo as proteinas foram lavados
duas vezes com solucdo de acetonitrila 50% / bicarbonato de aménio 25 mM e outra
lavagem com solugdo de metanol 50% / bicarbonato de aménio 25 mM sendo que a
primeira foi overnight e as demais por 1 h no dia seguinte. As lavagens foram realizadas a

temperatura ambiente a 750 rpm no aparelho Thermomixer digital Comfort (Eppendorf).
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A seguir, a solucdo de descoloracdo foi removida e os pedacos de gel foram
desidratados com acetonitrila por 5 min duas vezes e secos em Speed Vac Concentrator
Plus (Eppendorf) por 15 min. As proteinas foram, entdo, reduzidas com DTT a 25 mM em
bicarbonato de am6nio a 100 mM por 30 min a 56 °C, em Thermomixer, a 500 rpm. Apos
esta etapa, as proteinas foram alquiladas com iodoacetamida a 75 mM em bicarbonato de
amonio a 100 mM por 30 min, a temperatura ambiente, na auséncia de luz, e incubadas em
Thermomixer a 500 rpm. Sequencialmente, os pedagos de gel foram, por duas vezes,
lavados em bicarbonato de aménio a 100 mM por 10 min, desidratados em acetonitrila por
5 min e apds uma etapa adicional de desidratacdo, secos em Speed Vac por 15 min.

Para a etapa de digestdo enzimatica os geis foram reidratados com solucéo contendo
tripsina (25 ng/uL) em solug¢do de bicarbonato de aménio 40 mM / acetonitrila 10%. A
tripsina utilizada foi a Trypsin Gold, Mass Spectrometry grade, Promega V5280. Foram
aplicados 20 pL de solucdo de clivagem de forma a cobrir os pedagos de gel e as amostras
permaneceram em banho de gelo durante 45 min para que a enzima pudesse penetrar no gel
sem que se iniciasse a digestdo. Apos este periodo, 50 pL. da solugdo de bicarbonato de
amonio 40 mM / acetonitrila 10% foram adicionados a cada amostra. As amostras foram,
entdo, incubadas a 37 °C por 16 h sob agitacdo a 500 rpm.

Ap0s a digestdo, os pedacos de gel foram submetidos a banho ultrassom por 10 min,
agitados a 1500 rpm por 2 min e toda a solucdo do tubo foi removida para um novo tubo.
Com a finalidade de recuperar o maior nimero de fragmentos tripticos, a cada pedaco de
gel restante foram adicionados 40 pL da solugdo de acido formico 5% / acetonitrila 50% e
40 pL da solucdao de acido formico 5% / metanol 60%, em duas etapas sequenciais. As
amostras foram submetidas a agitacdo a 1500 rpm por 2 min, incubados por 15 min em
repouso a temperatura ambiente, 10 min no banho ultrassom e novamente submetidas a
agitacdo a 1500 rpm por 2 min. Em cada passo toda a solucdo foi removida e juntada a
solugéo do tubo novo.

Ap0s essas etapas toda a solucdo foi totalmente evaporada em Speed Vac e os tubos
contendo os peptideos tripticos foram ressuspendidos em 5 ul de solugdo contendo
acetonitrila 60% / TFA 0,1% . As amostras que apresentaram uma grande quantidade de sal
foram dessalinizadas em coluna de hidrofobicidade C18 (Zip Tip) da marca Eppendorf

seguindo as recomendages do fabricante.
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Espectrometria de massa

A identificacdo de proteinas foi realizada utilizando um espectrdmetro de massa do
tipo AB SCIEX TOF/TOF™ 5800 (Applied Biosystem) disponibilizado pelo Nucleo de
Proteoma do Laboratdrio de Toxinologia da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ).

Aliquotas de 0,3 uL de cada amostra contendo os peptideos tripticos foram
aplicadas sobre uma placa de aco, juntamente com a matriz de acido a-ciano-4-hidroxil-
cinamico (Sigma), numa propor¢do 1:1. ApOs a cristalizacdo a placa foi inserida no
espectrdmetro e a andlise iniciada. Para a ionizacdo dos peptideos utilizou-se a técnica de
MALDI e o método de deteccdo do tipo TOF/TOF. O equipamento foi operado no modo
positivo e com o refletor ativado. Apds a obtencdo das massas dos fragmentos tripticos, 0s
quinze peptideos mais intensos foram automaticamente selecionados e submetidos a anélise
por MS/MS. Para a fragmentacdo dos peptideos usou-se 0 método do decaimento pds-fonte

(post-source decay).

Identificacdo de proteinas por espectrometria de massa

A identificacdo das proteinas foi realizada por meio dos dados de MS/MS ion
search confrontando-os com sequéncias obtidas das proteinas presentes nos bancos de
dados com auxilio do software Mascot versdo 2.2.07 (Matrix Science, 2012). As pesquisas
foram realizadas nos bancos de dados puablicos do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e Phytzome. Nesse Gltimo banco se encontram as sequéncias
obtidas pelo sequenciamento do genoma da soja (Glycine max) (Phytozome, 2012).

Os parametros utilizados para a busca das proteinas foram: peptideos com até dois
sitios de clivagem perdidos; erro de 0,1 Da para identificacdo de peptideos; como
modificacdes variaveis escolheu-se carbamidometilacdo dos residuos de cisteina, oxidacao
dos residuos de metionina e deaminacéao dos residuos de asparagina e glutamina.

Apols a identificacdo das proteinas, realizou-se a validacdo das mesmas pelo
software Scaffold (Proteome Software).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise das imagens dos géis bidimensionais de raizes de soja de plantas
inoculadas e ndo inoculados com Meloidogyne incognita foram detectados um total de 45
spots diferencialmente expressos nos diferentes tempos avaliados 12, 24, 48 e 96 horas
apos a inoculacdo (h.a.i.). Destes, 35 puderam ser identificados por MS/MS. No tempo 12
h.a.i. foram encontrados 18 spots, sendo que todos foram identificados. Foram detectados
16 spots diferencialmente expressos no tempo 24 h.a.i., sendo que 12 foram identificados.
Seis spots foram detectadas 48 h.a.i. e quatro foram identificados. No tempo 96 h.a.i. foram
identificados 5 spots e nenhum foi identificado.

Os 35 spots identificados corresponderam a 17 proteinas diferencialmente expressas
(Tabela 1), uma vez que alguns spots presentes em posi¢des correspondentes dos géis
foram detectados em tempos diferentes de inoculacdo e também foram encontradas
isoformas de uma mesma proteina representada por mais de um spot num mesmo gel.

A identificacdo das proteinas foi realizada pelo auxilio do software Mascot que
apresentou valores de escores significativamente acima do limite minimo de confiabilidade
(dados ndo mostrados) e foram confirmadas pelo software Scaffold com pelo menos 98%
de probabilidade indicando alta confiabilidade na identificacdo das proteinas.

Na Tabela 1 estdo apresentadas as proteinas diferencialmente expressas em resposta
a inoculacdo com Meloidogyne incognita, com o seu respectivo match 1D (que é o nimero
de identificacdo da proteina disponibilizado pelo software Image Master 1ll), tempo de
inoculacdo em que a proteina foi identificada, médias da % de volume de spots de plantas
inoculadas e ndo inoculadas associadas ao desvio padrdo, e os niveis de expressdo de cada

proteina.
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Tabela 1. Nivel de expresséo relativa das proteinas baseada na média da % de volume das

plantas inoculadas (1) e ndo inoculadas (NI).

Média da

Proteina Match Tempo % de volume + DP Nivel d~e
ID (h.a.i.) I NI expressao

S-adenosilmetionina sintase 662 12 0,1799 + 0,0014 ND NA
S-adenosilmetionina sintase 666 12 0,0826 + 0,0227 ND NA
Metionina sintase 450 12 0,1974 +0,0364  0,0804 + 0,0035 +2,45
Ascorbato Peroxidase 2 100 12 0,6253 +£0,0136  0,4081 £ 0,0022 +1,53
Glutationa transferase-8 630 12 0,1447 +0,0478  0,1507 +0,0278 NA
Isoflavona redutase 202 12 0,1416 +£0,0098 0,0722 £ 0,0079 +1,96
Isoflavona redutase 641 24 0,0888 + 0,0166 ND NA
Isoflavona redutase 1028 24 0,0466 + 0,0041 ND NA
Isoflavona redutase 131 48 0,7545 +0,0902  0,3723 £ 0,0037 +2,03
Fosfoglicerato quinase 238 12 0,1902 +0,0329  0,0840 +0,01087  +2,26
Fosfoglicerato quinase 240 12 0,2785 +0,0100  0,1308 +0,0127 +2,13
Fosfoglicerato quinase 324 24 0,1714 £0,0179  0,0868 + 0,0053 +1,97
Fosfoglicerato quinase 495 48 0,0854 + 0,0107 ND NA
Fosfoglicomutase 393 12 0,0536 +£0,0160  0,0262 + 0,001 +2,05
Fosfoglicomutase 400 12 0,0809 +0,0035  0,0409 + 0,0061 +1,98
ATP sintase subunidade alfa 422 24 0,1576 +0,0108  0,0747 +0,0055 +2,11
6-Fosfoglucontato desidrogenase 285 12 0,0993 +0,0307  0,0393 +0,0111 +2,52
Transcetolase 411 12 0,1682 +0,0112  0,1024 £ 0,0064 +1,64
Enolase 315 12 0,6854 +0,0284  0,4044 £ 0,0250 +1,69
Aldo-ceto redutase 457 12 0,2134 £0,0437  0,0940 + 0,0248 +2,27
Aldo-ceto redutase 800 24 0,1920 +0,0458  0,0569 + 0,01049 +3,3
Aconitato hidratase 448 12 0,2003 £0,0205 0,0987 +0,0234 +2,03
Cafeoil-CoA metiltransferase 78 48 0,5863 +£0,0164  0,3014 + 0,0153 +1,95
Glutamato desidrogenase 1 339 24 0,0405 +0,0013 0,0757 +0,0026 -1,87
Glutamato desidrogenase 1 201 48 0,0452 +0,0060  0,0929 + 0,0061 -2,05
Precursor glicoproteina do caule -31 kDa 117 12 0,1115+0,0125  0,0469 + 0,0039 +2,38
Proteina relacionada com a maturacéo 18 12 2,4862 +£0,1157  1,3258 +0,0702 +1,88
Proteina relacionada com a maturacéo 20 24 0,3677 £0,0279  0,2039 + 0,0043 +1,80
Proteina relacionada com a maturacéo 808 24 0,1706 + 0,0569 ND NA

Os sinais (+) e (-) indicam aumento e diminuicdo na expressao da proteina em resposta a inoculagdo de Meloidogyne incognita,

respectivamente.

DP = desvio padréo, ND = ndo detectado, NA = n&o aplicéavel.
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Nas Figuras 1, 2, 3 e 4 sdo mostradas imagens dos géis referentes aos tempos 12,
24, 48 e 96 horas apds a inoculagdo (h.a.i.), respectivamente. Também estdo mostrados 0s
respectivos géis controles de plantas ndo inoculadas. Os spots evidenciados foram
detectados por MS/MS e estdo identificados pelo Match ID.

Na Tabela 2 sdo mostradas as proteinas diferencialmente expressas em resposta a
inoculagdo com Meloidogyne incognita.
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Figura 1: Perfil de proteinas de raizes de soja em resposta a inoculacdo por Meloidogyne incognita apds 12 horas de inoculacéo obtidos por eletroforese
bidimensional de plantas inoculadas (I) e ndo inoculadas (NI). Cerca de 900 ug de proteinas foram usados para analise 2-DE com tiras IPG de 18 cm (pH
4-7). Os géis foram visualizados com Coomassie brilliant blue. Os spots evidenciados diferencialmente expressos estdo identificados pelo nimero
Match ID. O padrdo da massa molecular esta indicado a esquerda dos géis.
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Figura 2: Perfil de proteinas de raizes de soja em resposta a inoculagéo por Meloidogyne incognita apés 24 horas de inoculacéo obtidos por eletroforese
bidimensional de plantas inoculadas (I) e ndo inoculadas (NI). Cerca de 900 pg de proteinas foram usados para analise 2-DE com tiras IPG de 18 cm (pH
4-7). Os géis foram visualizados com Coomassie brilliant blue. Os spots evidenciados diferencialmente expressos estdo identificados pelo nimero

Match ID. O padrdo da massa molecular esté indicado a esquerda dos géis.
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Figura 3: Perfil de proteinas de raizes de soja em resposta a inoculagéo por Meloidogyne incognita ap6s 48 horas de inoculagéo obtidos por eletroforese
bidimensional de plantas inoculadas (I) e ndo inoculadas (NI). Cerca de 900 ug de proteinas foram usados para analise 2-DE com tiras IPG de 18 cm (pH
4-7). Os géis foram visualizados com Coomassie brilliant blue. Os spots evidenciados diferencialmente expressos estdo identificados pelo nimero
Match ID. O padréo da massa molecular esta indicado a esquerda dos géis.
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Figura 4: Perfil de proteinas de raizes de soja em resposta a inoculagéo por Meloidogyne incognita apds 96 horas de inoculacéo obtidos por eletroforese
bidimensional de plantas inoculadas (I) e ndo inoculadas (NI). Cerca de 900 pg de proteinas foram usados para anélise 2-DE com tiras IPG de 18 cm (pH
4-7). Os geis foram visualizados com Coomassie brilliant blue. O padrdo da massa molecular esté indicado a esquerda dos géis.
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Tabela 2. Proteinas diferencialmente expressas em raizes de soja em resposta a inoculacdo com Meloidogyne incognita identificadas por
espectrometria de massas MALDI-TOF-TOF.

Match ID/ AcCesso E P/ MW Cobertura®
value

Tempo (GI)? Experimental ~ Teérico (%)

Proteina® Espécie Peptideos identificados

S-adenosilmetionina sintase 662/12h Glycine max 356505665 0.0 5,77/54.462 5,57/43.197 13 FVIGGPHGDAGLTGR
TAAYGHFGR
TIFHLNPSGR
TQVTVEYYNDNGAmMVPVR

S-adenosilmetionina sintase 666/12h Glycine max 356505665 0.0 5,79/55.596  5,57/43.197 20 FVIGGPHGDAGLTGR
IPDKEILQIVK
NnGTCAWLRPDGK
TAAYGHFGR
TIFHLNPSGR
VLVNIEQQSPDIAQGVHGHFTK

Metionina sintase 450/12h Glycine max 351724907 0.0 6,38/98.977  5,93/84.230 5 AGITVIQIDEAALR
YGAGIGPGVYDIHSPR
YLFAGVVDGR

Ascorbato Peroxidase 2 100/12h Glycine max 37196687 5% 6,01/30.661  5,65/27.109 30 YASDEDAFFADYAEAHQK
LAWHSAGTYDVSSK
HPSELAHGANNGLDIAVR
EDKPEPPPEGR
ALLSDPVFRPLVEK
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Proteina®

Match ID/
Tempo

Espécie

Acesso
GIy?

E value

Pl1/ MW

Experimental

Teorico

Cobertura®
(%)

Peptideos identificados

Glutationa transferase-8

630/12h

Glycine max

351726820

7 e-lﬁl

5,76/30.142

5,22/25.836

38

ESLPPRDPVFSFFK
GLYESLFGSK
LHNWSQEFLNHPIVK
NNPILPSDPYQR
NVEEAIEALQFLENEIK
SVFTADEKER
YVEENLR

Isoflavona redutase

202/12h

Glycine max

351724529

0.0

5,58/43.017

5,3/35.552

43

AGNPTFILVR
DLEASEAYPHVEYSTVSEYLDQFV
ETSFPNNYLLALYHSQQIK
FFPSEFGLDVDR
HIVWASVK
ILVLGPTGAIGR
IYVSEEEVLK

LLIEDQVK

LVTAANPETR
NLAQIDITVPPR
QVDVVICSFGR

Isoflavona redutase

1028/24h

Glycine max

2687724

0.0

5,21/43.128

5,30/35.552

16

ETSFPNNYLLALYHSQQIK
FFPSEFGLDVDR
HIVWASVK
NLAQIDITVPPR

Isoflavona redutase

641/24h

Glycine max

2687724

0.0

5,31/43.117

5,30/35.552

32

AGNPTFILVR
ETSFPNNYLLALYHSQQIK
FFPSEFGLDVDR
HIVWASVK
ILVLGPTGAIGR
LPNNYLSLNDIISLWEK
NLAQIDITVPPR
QVDVVICSFGR
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Proteina’

Match 1D/
Tempo

Espécie

Acesso
(GIy?

E value

Pl1/ MW

Experimental

Tedrico

Cobertura®
(%)

Peptideos identificados

Isoflavona redutase

131/48h

Glycine max

351726399

0.0

5,83/38.216

5,6/33.919

36

AGHPTFLLVR
AVFNKEEDIGTYTINSVDDPR
EEDIGTYTINSVDDPR
FYPSEFGNDVDR
GLGVNLVLGDLYDHQSLVSAIK
ILFIGGTGYIGK
ILYIRPPANTLSFNELVTLWEGK
IYVPEEQLLK
KFYPSEFGNDVDR

Fosfoglicerato quinase

238/12h

Glycine max

356525744

0.0

6,51/48.545

6,28/42.366

23

ELDYLVGAVSNPK
FYKEEEKNDPEFAK
LASLADLYVNDAFGTAHR
LVAQLPEGGVLLLENVR
VDLNVPLDDNLNITDDTR
YLKPSVAGFLMQK

Fosfoglicerato quinase

240/12h

Glycine max

356525744

0.0

6,16/48.974

6.28/42.366

38

AQGYSVGSSLVEEDKLSLATTLLEK
ELDYLVGAVSNPK
FYKEEEKNDPEFAK
GVSLLLPTDVVIADK
GVTTIIGGGDSVAAVEK
KLASLADLYVNDAFGTAHR
LASLADLYVNDAFGTAHR
RPFAAIVGGSK
VDLNVPLDDNLNITDDTR
YLKPSVAGFLMQK
YSLKPLVPR

Fosfoglicerato quinase

324/24h

Glycine max

356525744

0.0

6,04/49.903

6,28/42.366

23

ELDYLVGAVSNPK
GVSLLLPTDVVIADK
GVTTIIGGGDSVAAVEK
LASLADLYVNDAFGTAHR
VDLNVPLDDNLNITDDTR
YLKPSVAGFLmMQK
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Match ID/ Espécie AcCesso E value P/ MW Cobertura®
Tempo (GIy? Experimental ~ Tedrico (%)

Proteina® Peptideos identificados

Fosfoglicerato quinase 495/48h Glycine max 356525744 0.0 4,57/24.453  6,28/42.366 23 ELDYLVGAVSNPK
FYKEEEKNDPEFAK
LASLADLYVNDAFGTAHR
LVAQLPEGGVLLLENVR
VDLNVPLDDNLNITDDTR
YLKPSVAGFLMQK

Fosfoglicomutase 393/12h Glycine max 356524354 0.0 5,62/79.910  5,35/63.351 14 QHWATYGR
SEPQEEPPEFGAASDGDADR
SIFDFESIR
VETTPFDGQKPGTSGLR
VWIGQNGLLSTPAVSAVIR
YLFEDGSR

Fosfoglicomutase 400/12h Glycine max 356524354 0.0 5,50/80.8031  5,35/63.351 20 EDFGGGHPDPNLTYAK
FTFCYDALHGVGGAYAK
QHWATYGR
SEPQEEPPEFGAASDGDADR
SIFDFESIR
VETTPFDGQKPGTSGLR
VWIGQNGLLSTPAVSAVIR
YLFEDGSR

ATP sintase subunidade o 422/24h Glycine max 231585 0.0 6,61/65.496 5,70/55314 10 EAFPGDVFYLHSR
EVAAFAQFGSDLDAATQALLNR
ITNFYTNFQVDEIGR

6-Fosfoglucontato 285/12h Glycine max 356526585 0.0 6,56/57799 6,11/53.526 4 DYFGAHTYER
desidrogenase GFPISVYNR

Transcetolase 411/12h Glycine max 356506190 0.0 6,46/83.191 6,40/78.857 8 ALPTYTPESPADATR
ESVFPAAVSAR
HTPEGAALEAEWNAK
NPFWFNR
VSIEAGSTFGWEK
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Proteina’

Match 1D/
Tempo

Espécie

Acesso
(GI)°

E value

Pl1/ MW

Experimental

Teobrico

Cobertura®
(%0)

Peptideos identificados

Enolase

315/12h

Glycine max

351724891

0.0

5,58/62,265

5,4/47.643

32

AAVPSGASTGIYEALELR
AGWGVmMASHR
GNPTVEVDLTcSDGTFAR
IEEELGAEAVYAGANFR
LAMQEFMVLPVGASSFK
LVLPVPAFNVINGGSHAGNK
MGVEVYHNLK
TYDLnFKEDNNDGSQR
VNQIGSVTESIEAVR

Aldo-ceto redutase

457/12h

Glycine max

378548275

0.0

6,92/45.038

5,74/31.403

18

DIEEEIVPLcR
ELGIGIVPYSPLGR
LDVEYIDLYYQHR
RLDVEYIDLYYQHR
YIGLSEASPDTIR

Aldo-ceto redutase

800/24h

Glycine max

378548275

0.0

6,76/45.895

5,74/26.294

24

DIEEEIVPLcR
ELGIGIVPYSPLGR
LDVEYIDLYYQHR
RLDVEYIDLYYQHR
VDTSVPIEETVGELKK
YIGLSEASPDTIR

Aconitato hidratase

448/12h

Glycine max

356550020

0.0

6,29/98.533

7,28/107.043

3

FDFHGQPAELK
NGVTATDLVLTVTOQILR

Cafeoil-CoA
metiltransferase

78/48h

Glycine max

356521520

4e-178

5,55/31.975

5,46/28.053

45

EGPALPVLDEmIKDEK
EGPALPVLDEMIKDEK

ENYELGLPVIK

IEIcmLPVGDGITIcR
IEICMLPVGDGITICR
NHGSYDFIFVDADKDNYLNYHK
SLLQSDALYQYILETSVYPR
VGGVIGYDNTLWNGSVVAPPDAPLR
VGGVIGYDNTLWNGSVVAPPDAPLRK
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Match ID/ Espécie AcCesso E value P/ MW Cobertura®
Tempo (GIy Exp. Teobrico (%)

Proteina’

Peptideos identificados

Glutamato desidrogenase 1 339/24h Glycine max 351727761 0.0 6,36/51.983  5,97/44.498 9

DDGTLQSYVGFR
GVLFATEALLNEYGK
VVAVSDITGAIK

Glutamato desidrogenase 1 201/48h Glycine max 351727761 0.0 6,46/45.418  5,97/44.498 11

DDGTLQSYVGFR
GGIGCcDPAELSISELER
GVLFATEALLNEYGK

Precursor glicoproteina do 117/12h Glycine max 134146 1t 6,44/32.081  6,72/29.262 41
caule -31 kDa

AGFHTWEQLILK
DYINGEQFR
EVHHNDIFIFGIDNTVLSNIPYYEK
IVGIIGDQWSDLLGDHR
LAVEAHNIR

LPNPMYYIE

TIPEECVEPTKDY INGEQFR
TVNQQAFFYASER

Proteina relacionada a 18/12h Glycine max 351724283 2e% 6,39/17.948  5,96/17.751 36
maturacao

FIFQAIDDNDHGGTIIK
LHQGEDWHHNETVK
LREEVDPPYGHIEYLHK
WTVEYER

Proteina relacionada a 20/24h Glycine max 351724283 2¢10 5,36 /17.776  5,38/17.609 45
maturacao

IGEEVDPPYGYIEYVHK
LFDGDIDNQFK
LIFQAIDKENDSAIIK
WFENLFTTQLHHVQNLTDR
WTIEYER

Proteina relacionada a 808/24h Glycine max 351724283 1e® 6,22/17.756  4,87/50.470 45
maturacao

IFGEDIDHQYK
VGEEVDLPFGFIEYLNK
VTTYHESIESVDEPNK
WFNLFATQLHHVQNLTER
WTIEYER

1 Todas as proteinas tiveram uma confirmagéao de pelo menos 98% de certeza no software Scaffold (Proteome Software, Inc., Portland, OR).
2 Genlnfo Identifier (GI) - nimero de acesso ao no GenBank — NCBI.

3 Porcentagem obtida no software Scaffold (Proteome Software, Inc., Portland, OR).

* Indicag&o da presenca de diferentes tipos de isoformas.
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Na Figura 5 estdo evidenciadas as imagens ampliadas dos spots referentes as
proteinas diferencialmente expressas em resposta a inoculagdo com Meloidogyne
incognita.

A) S-adenosilmetionina sintase B) Metionina sintase
| @2hai) | 48hai)
C) Ascorbata Peroxidase 2 D) Glutationa transferase-8
| @2hai) | @2hai)
E) Isoflavona redutase E) Isoflavona redutase
| @2hai) | @anai)

E) Isoflavona redutase

| 48hai)
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F) Fosfoglicerato quinase

| (12 h.a.i.)

F) Fosfoglicerato quinase

| @anai)

G) Fosfoglicomutase

| @2hai)

1) 6-Fosfoglucontato desidrogenase

| @2hai)
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F) Fosfoglicerato quinase

|(12ha|)

~F) Fosfoglicerato quinase

| 48hai)

H) ATP sintase subunidade alfa

| @4nai)

) Transcetolase

| 12hai)



K) Enolase

| @2hai)
L) Aldo-ceto redutase 1) Aldo-ceto redutase
| @2hai) | @4nai)
M) Aconitato hidratase N) Cafeoil-CoA metiltransferase

| @2hai) | (48hai)
O) Glutamato desidrogenase 1 0) Glutamato desidrogenase 1

| @4hai) | 48ha.i)
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P ) Precursor da glicoproteina do caule -31 kDa Q) Proteina relacmnada com a maturagéo

| @2hai) - | (Zih.a-.i.) NI

— —~—— -

Q) Proteina relacionada com a maturagéo Q) Proteina relacionada com a maturagéo

| @anai) | @anai) NI

Figura 5. Spots diferencialmente expressos no genotipo Conquista inoculado (I) com Meloidogyne
incognita em comparacdo com o ndo inoculado (NI). A, S-adenosilmetionina sintase; B, Metionina
sintase; C, Ascorbato Peroxidase 2; D, Glutationa transferase-8; E, Isoflavona redutase; F,
Fosfoglicerato quinase; G, Fosfoglicomutase; H, ATP sintase subunidade alfa; I, 6-Fosfoglucontato
desidrogenase; J, Transcetolase; K, Enolase; L, Aldo-ceto redutase; M, Aconitato hidratase; N,
Cafeoil-CoA metiltransferase; O, Glutamato desidrogenase 1; P, Precursor da glicoproteina do
caule -31 kDa; Q, Proteina relacionada com a maturagao.

Proteinas diferencialmente expressas em resposta a inoculagdo com

Meloidogyne incognita

S-adenosilmetionina sintase

Neste trabalho foi observada a presenca da enzima S-adenosilmetionina sintase
(SAM) apenas nos géis das plantas inoculadas pelo patdgeno as 12 h.a.i. evidenciada por
meio de 2 spots diferenciais indicando serem isoformas (Tabelas 1 e Figura 5A). Essa
enzima converte a metionina em S-adenosilmetionina (SAM) e esta envolvida na rota
metabolica do etileno (Wang et al., 2002; Yang; Hoffman, 1984). Esse horménio controla
muitos estadios do desenvolvimento da planta, tais como, maturacéo de frutos, senescéncia
de folhas e flores, e também esta fortemente correlacionado com a resposta da planta em
interacOes planta-patogeno (Boller, 1991). A maior expressao dessa enzima nesse trabalho
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implica numa maior producéo do etileno que é importante hormonio vegetal em resposta de

defesa de plantas.

Metionina sintase

Houve um aumento de expressdo da metionina sintase nas plantas inoculadas 12
h.a.i (Tabela 1 e Figura 5B). A metionina sintase catalisa a penultima etapa na producéo da
metionina pela transferéncia de um grupo metil do 5-metiltetrahidrofolato para
homocisteina, formando a metionina que € entdo catalisada em S- S-adenosilmetionina pela
S-adenosilmetionina sintetase (Ravanel et al., 1998).

A metionina é o aminoacido precursor do etileno em todas as plantas superiores.
Inicialmente a metionina é catalisada em S-adenosilmetionina pela S-adenosilmetionina
sintetase. Posteriormente, S-adenosil-metionina (SAM) € convertido em 4&cido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) pela acdo da enzima ACC sintetase (ACCS). O
ACC ¢é entdo metabolizado pela enzima ACC oxidase (ACCO), por uma reacdo de
oxidacdo que necessita de O, e ferro, que € ativada pelo CO, para produzir etileno (Wang et
al., 2002, Yang; Hoffman, 1984).

Dessa forma, a metionina sintase e S-adenosilmetionina sintetase (que também foi
identificada nesse trabalho) estdo envolvidos metabolicamente na biossintese de etileno.
Esse horménio esta fortemente correlacionado com a resposta da planta em interacdes
planta-patogeno (Boller, 1991), controla muitos estadios do desenvolvimento da planta, tais
como, maturacdo de frutos, senescéncia de folhas e flores. Sua sintese é fortemente
estimulada por fatores exdgenos, como infeccdes fungicas e/ou bacterianas, injdrias
mecanicas, estresses hidrico, térmico e salino, e também por outros fitorménios (Wang et
al., 2002). . A maior expressao da metionina sintase nesse trabalho implica numa maior

producdo do etileno que é importante hormdnio vegetal em resposta de defesa de plantas

Ascorbato peroxidase 2

Foi verificado um aumento de expressao da ascorbato peroxidase (APx) nas plantas
inoculadas 12 h.a.i. (Tabela 1 e Figura 5C). Essa proteina é uma das principais enzimas
envolvidas no sistema de detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio nas plantas,
catalisando a conversdo do peroxido de hidrogénio (H.0,) em &gua (Guzzo; Harakava,

2007; Polle, 2001). As isoenzimas APx sdo distribuidas em quatro compartimentos

86



celulares distintos e sdo classificadas de acordo com a localizagdo subcelular, sendo que a
APx 2 ¢ localiza no citosol da célula.

A explosdo oxidativa e seus intermediarios reativos, ocorre apos o reconhecimento
do patégeno com inducdo de genes de defesa e morte celular, onde o H,O, age como um
sinal para inducdo de genes de protecdo celular nas células vizinhas para restringir o
desenvolvimento da lesdo em funcdo da resposta de hipersensibilidade (HR), que €, entéo,
acompanhada pelo desenvolvimento de uma resisténcia sisttmica adquirida (SAR)
(Resende et al., 2003). Dessa forma, a APx esta envolvida nos mecanismos de protecéo da
célula vegetal contra os danos provocados pelo estresse oxidativo, minimizando os efeitos
toxicos desses compostos. Em trabalhos que utilizaram a prote6mica para investigarem
proteinas envolvidas em mecanismos de defesa em soja, foram encontrados resultados
semelhantes por Zhang et al. (2011) e por Fan et al. (2012) que avaliaram a resposta de
defesa em relacdo a infeccdo de Phytophthora sojae e lagartas Prodenia litura,

respectivamente.

Glutationa Transferase 8

As glutationa transferases (GSTs) compreendem uma familia de enzimas
multifuncionais e sdo consideradas as principais enzimas detoxificantes com a capacidade
de catalisar a conjugacdao de moléculas eletrofilicas para o tripeptideo glutationa (GSH; y-
glutamil-cisteina-glicina) (Dixon et al., 2002), tornando-os mais solUveis em agua e mais
facilmente eliminaveis do organismo. Em plantas foram confirmadas e nomeadas seis
classes de GST: Phi, Tau, Theta, Zeta, Lambda e DHAR (Dixon et al., 2002). A expressao
das diversas classes de GSTs de vegetais é altamente variavel de acordo com o tecido e
com condic¢des ambientais (Soranzo et al., 2004). A classe que foi encontrada nesse estudo
foi a GST Tau que também é caracterizada como GST-8 (Tabela 1 e Figura 5D). Essa
enzima foi identificada 12 h.a.i. em plantas inoculadas e n&o inoculadas. Contudo,
percebeu-se uma pequena modificacdo quanto ao ponto isoelétrico, caracterizando uma
possivel modificacdo pos-traducional.

Essa classe enzimatica € composta de proteinas diméricas e sollveis (Dixon et al.,
2002). Elas apresentam dois sitios ativos por dimero cujas atividades sdo independentes
entre si. Cada sitio ativo consiste no minimo de duas regides de ligacdo, um para a

glutationa (GSH) que é muito especifico, e outro sitio de ligagdo com menor especificidade
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para os eletrofilos (Danielson; Mannervik, 1985). Elas foram primeiramente identificadas
como sendo induzidas por auxinas, e também tem sido demonstrado estar envolvida na
resposta de uma variedade de estresses enddgenos e exdgenos, incluindo ataque de
patogenos, ferimentos, toxicidade de metais pesados e temperatura (Edwards et al., 2000).
Mukherjee et al. (2010) e Ahsan et al. (2008) verificaram a maior expressdo dessas

proteinas em resposta a estresses biotico e abidtico, respectivamente.

Isoflavona redutase

A isoflavona redutase apresentou-se mais expressa nos tempos 12 e 48 h.a.i. nas
plantas inoculadas em relagdo aos controles. J& no tempo 24 h.a.i,. foram detectados dois
spots diferencias expressos apenas nas plantas inoculadas (Tabela 1 e Figura 5E). Essa
enzima ¢é especifica da via de biossintese dos isoflavondides (Zabala et al., 2006) e é encontrada
tipicamente em leguminosas. Ela catalisa uma reducdo NADPH-dependente, envolvida na
biossintese de compostos derivados da via dos fenilpropandides. A maior expressdo dessa
enzima indica que flavondides tem um papel importante nessa relacdo planta-patdgeno
estudada. Franca et al. (2001) também evidenciaram a importancia dessa enzima no sistema de

defesa das plantas.

Fosfoglicerato quinase

A fosfoglicerato quinase (PGK) apresentou-se diferencialmente expressa 12 e 48
h.a.i. nos geis das plantas inoculadas. Nos tempo 12 e 24 h.a.i. ela foi mais expressa nas
plantas inoculadas quando comparadas ao controle e no tempo 48 h.a.i. ela foi identificada
apenas nas plantas inoculadas (Tabela 1 e Figura 5F). Essa proteina foi identificada nos
tempos 12 e 24 h.a.i por meio de spots correspondentes que apresentaram mesma MW e PI.
Ela também foi identificada em dois outros spots diferenciais no tempo 12 e 48 h.a.i. com
MW e PI diferentes dos spots mencionados anteriormente, indicando que podem ser
isoformas diferentes ou terem passado por modificagdes pos-traducionais.

Essa enzima atua na via glicolitica na conversdo do 1,3-bisfosfoglicerato em 3-
fosfoglicerato, que resulta na producdo de uma molécula de ATP. Mutuko e Nose (2012)
avaliaram plantas de arroz (Oryza sativa) infectadas com Rhizoctonia solani e verificaram

um aumento da atividade enzimatica da PGK. Proteinas quinases tem um papel central
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durante o reconhecimento do patdgeno e na ativacdo de mecanismos de defesa de plantas
(Hammond-Kosack; Jones, 1997).

Fosfoglicomutase

A fosfoglicomutase foi mais expressa nas plantas inoculadas 12 h.a.i. identificadas
por 2 spots evidenciando a possibilidade de serem isoformas dessa enzima (Tabela 1 e
Figura 5G). Ela é uma isomerase que atua na transferéncia de grupamento fosfato na
conversdo de glicose-1P para glicose-6P, tendo funcdo importante no metabolismo de
células vegetais (Dai et al., 1992). O aumento na expressdo dessa enzima sugere que a

demanda de energia aumenta na forma de ATP para a célula.

ATP sintase subunidade Alfa

Foi observado aumento da expressdo da enzima ATP sintase subunidade alfa nos
géis das plantas inoculadas 24 h.a.i. (Tabela 1 e Figura 5H). A ATP sintase é uma enzima
capaz de sintetizar ATP a partir de ADP e fosfato inorganico durante a fosforilacéo
oxidativa e a fotossintese (Zhang et al., 2006). Presentes tanto em mitocondrias quanto em
cloroplasto, elas sdo compostas por dois componentes F1 e FO (Johnson 2008), sendo que
as subunidades alfa e beta formam o ndcleo catalitico em F1, onde ocorre a sintese de ATP
(Avni et al., 1991). Essa enzima foi mais expressa nas plantas inoculadas pelo patégeno
possivelmente devido a alta energia requerida durante o processo de infec¢do. Trabalhos
semelhantes evidenciaram esse mesmo tipo de regulacdo, tanto em estresse biotico (Liu et
al., 2011) quanto abiotico (Gao et al 2011; Yildirim et al., 2011).

6-Fosfogluconato desidrogenase

Foi observada que a enzima 6-Fosfoguclonato desidrogenase (6PGD) teve sua
expressao aumentada em plantas inoculadas 12 h.a.i. (Tabela 1 e Figura 51). A 6PGD ¢ a
segunda desidrogenase da via das pentoses que € uma rota alternativa para o metabolismo
de glicose. Ela catalisa a descarboxilacdo oxidativa do 6-fosfogluconato a ribulose-5-
fostato, com a concomitante geracdo de CO, e NADPH durante a fase oxidativa da via das
pentoses. Nesse estudo, essa proteina foi mais expressa em plantas inoculadas 12 h.a.i.
sugerindo um redirecionamento do fluxo metabolico para a via das pentoses. Corroborando

com esse resultado, Wang et al. (2011) também observaram aumento na expressao dessa
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enzima sob estresse causado pelo fungo Verticillium dahlia em raizes de algoddo. Pode-se
inferir que 0 aumento dessa enzima esteja correlacionado com a protecdo celular contra o
estresse oxidativo por espécies reativas, pois 0 NADPH produzido detoxifica e regenera a
forma reduzida da glutationa que é uma das principais enzimas antioxidantes (Frosali et al.,
2004).

Transcetolase

A transcetolase apresentou-se mais expressa nas plantas inoculadas 12 h.a.i. (Tabela
1 e Figura 5J). Essa enzima participa da fase ndo oxidativa da via das pentoses promovendo
a transferéncia reversivel de um grupo cetol de 2 carbonos da xilulose-5-P a um receptor
aldose. Juntamente com a enzima transaldolase, promove uma ligagdo entre as vias
glicoliticas e das pentoses-P. Wang et al. (2011) observaram aumento na expressdo dessa

enzima sob estresse causado pelo patdgeno Verticillium dahlia em raizes de algodao.

Enolase

A enolase € uma enzima envolvida na via glicolitica realizando a conversao de 2-
fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato. Os resultados desse trabalho mostraram que essa enzima
foi induzida em resposta a inoculagdo do patdgeno 12 h.a.i. (Tabela 1 e Figura 5K).
Baseado em evidéncias de géis 2D, essa enzima também foi induzida em resposta a estresse
abiodticos como seca em arroz e milho (Salekdeh et al., 2002; Lal et al., 1998) e também
por estresse bidtico por meio da infeccdo da bactéria Pseudomonas savastanoi pv. em
oliveira (Campos et al., 2009). Segundo esses ultimos autores, 0 aumento da expressdo foi
considerado tdo alto que os levaram a concluir que tal proteina pudesse ser um possivel

marcador molecular envolvido na interacdo analisada.

Aldo ceto redutase

Um spot identificado como a enzima aldo-ceto redutase (AKR) foi detectado tendo
a expressdo aumentada nas plantas inoculadas 12 e 24 h.a.i. em posi¢Oes correspondentes
dos géis 2D (Tabela 1 e Figura 5L). AKR sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza
que possuem varios papéis no metabolismo de esterdides, aglcares e compostos
carbonilicos. Essas proteinas também atuam no metabolismo de compostos toxicos

enddgenos e exdgenos, incluindo aqueles produzidos em situagGes de estresse. Foi sugerido
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que o papel priméario dessas enzimas seria de detoxificar as células de varios aldeidos e

cetonas tdxicos produzidos durante situacOes de estresse (Simpson et al., 2009).

Aconitato hidratase

A aconitato hidratase apresentou-se mais expressa nas plantas inoculadas 12 h.a.i.
(Tabela 1 e Figura 5M) Essa enzima, também conhecida por aconitase, catalisa a estereo-
isomerizagdo do citrato para o isocitrato, por meio da formacdo intermediéria do cis-
aconitato no ciclo de &cido tricarboxilico (Beinert; Kennedy, 1993). Sua maior expressao
sugere que as plantas precisam de mais energia para enfrentar o estresse causado pelo
patbgeno e suprir as mudancas metabolicas necessérias para a defesa celular. Estas
observagdes foram consistentes com Cui et al. (2005) que observaram um aumento da
expressao de duas vezes dessa enzima em raizes plantas de arroz acometidas por estresse a

baixa temperatura.

Cafeoil-CoA metiltransferase

A enzima Cafeoil-CoA metiltransferase (CCoOAMT) foi mais expressa nas plantas
inoculadas 48 h.a.i. (Tabela 1 e Figura 5N). Esta enzima esta envolvida na biossintese de
lignina, catalisando a metilacdo dos ésteres cafeoil CoA e 5-hidroxiferuloil CoA a feruloil
CoA e sinapoil CoA, respectivamente, que sdo reagdes intermediarias no processo da
biossintese da lignina (Ferrer et al., 2005).

Esta enzima esta diretamente relacionada com a funcédo de defesa das plantas, sendo
que seus produtos (feruloil CoA e sinapoil CoA) sdo utilizados no enrijecimento da parede
celular. Em relagBes incompativeis patdgeno-hospedeiro, a expressdo de cafeoil-CoA
metiltransferase é induzida poucas horas apds a inoculacdo do patdégeno causando reacao de
hipersensibilidade e morte celular programada. Em estudo de Liu et al. (2011) sobre a
interacdo entre soja e 0 nematoide Heterodera glycines a expressdo dessa enzima foi
induzida. Os autores utilizaram a protedmica diferencial para identificacdo das proteinas e
afirmam que a cafeoil-CoA metilltransferase esta relacionada com a resisténcia ao

nematoide de cisto da soja.

Glutamato desidrogenase 1
Neste trabalho foi encontrada uma diminuicdo da expressdo da enzima glutamato

desidrogenase 1 (GDH-1) nos tempos 24 e 48 h.a.i. (Tabela 1 e Figura 50). Essa enzima
91


http://pt.wikipedia.org/wiki/Estereois%C3%B3mero
http://pt.wikipedia.org/wiki/Estereois%C3%B3mero
http://pt.wikipedia.org/wiki/Citrato
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Isocitrato&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_de_Krebs
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161708000369#bib6

catalisa a reacdo reversivel de aminacdo/desaminacdo que pode levar tanto a sintese quanto
ao catabolismo do glutamato, envolvendo acido a-cetoglutarato e ions amonio (Dixon;
Webb, 1964). Existem pelo menos dois genes de GDH em plantas, cada um codificando
para um polipeptideo distinto, chamados de subunidades o ¢ B (Purnel et al., 2005). Essa
enzima, juntamente com a glutamina sintase, esta envolvida na manutencdo e balanco de
carbono e nitrogénio em plantas (Miflin et al., 2002). O estresse causado pela inoculagéo do
patdgeno afeta o metabolismo desse aminoécido diminuindo a expressdo da enzima. Em
estudo de Yildirim et al. (2011) também foi verificado reducao na expressao dessa enzima
em funcdo da exposicdo de niveis toxicos do metal pesado chumbo a espécie

Phanerochaete chrysosporium.

Precursor da glicoproteina do caule - 31 KDa

Nesse trabalho, foi evidenciado aumento da expressdo da proteina precursora da
glicoproteina do caule 12 h.a.i. nas plantas inoculadas (Tabela 1 e Figura 5P). Essa proteina
também é conhecida como proteina de reserva vegetativa (vegetative storage protein -
VSP). Durante a formacédo da semente estas proteinas sdo degradadas para suprir a semente
com o nitrogénio necessario ao seu desenvolvimento (Wittenbach, 1983; Staswick, 1994).
Em geral, elas sdo sujeitas a regulacdo por acucares, luz, fosfato, nitrogénio, ferimento,
auxinas e jasmonatos (Mason; Mullet, 1990; Mason et al., 1992; Berger et al., 1995).

Em relacdo a interacdo planta patdgeno, a ativacdo das proteinas de armazenamento
vegetativo pode ser correlacionada com aumento dos niveis de acido jasménico e metil
jasmonato em funcdo do ataque de patdgenos ou apds algum ferimento (Benedetti et al.,
1995; Devoto; Turner, 2005).

Proteina relacionada com a maturacao

A proteina relacionada com a maturacdo “Ripening related protein” foi mais
expressa 12 e 24 h.a.i. nas plantas inoculadas e um outro spot representado por uma
isoforma diferencial foi identificado apenas nos géis de plantas inoculadas 24 h.a.i. (Tabela
1 e Figura 5Q). Essa proteina estd envolvida principalmente nos processos de
amadurecimento e maturagédo de plantas (Frenkel et al., 1968), mas também apresenta uma
correlacdo entre os seus niveis e os de etileno (Kevany et al., 2007). Uma possivel
explicacdo para o aumento da expressdo dessa proteina pode ser devido a um aumento na

concentracdo de etileno sob a presenca do patdgeno. Resultados semelhantes foram
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encontrados por Curto et al. (2006) e por Die et al. (2007) em resposta a interacdo planta-

parasita.

Outras Proteinas

Algumas outras proteinas foram identificadas sendo mais expressas nas plantas
inoculadas como 6'- deoxichalcona sintase, Fator de elongacdo 1 Delta, Precursor coper
amino oxidase, Proteina Ran-3, Benzil alcool O- benzoiltransferase, Peroxisomal betaina-

aldeido desidrogenase.
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CONCLUSOES

. A técnica utilizada mostrou-se eficaz para a identificacdo de proteinas
diferencialmente expressas permitindo a verificacdo de alteracGes metabolicas em

raizes de soja em resposta a infecgdo por Meloidogyne incognita.

Foram encontrados 45 spots diferencialmente expressos em raizes de soja, sendo 35
identificados por espectrometria de massa, 0 que levou a identificacdo de 17

proteinas.

. A resposta do hospedeiro ao processo infeccioso ocorreu principalmente nos
primeiros tempos avaliados (12 e 24 h.a.i.).

Foi possivel a identificacdo de proteinas envolvidas no metabolismo de espécies
reativas de oxigénio (glutationa transferase e ascorbato peroxidase 2); proteinas
envolvidas com a producdo de hormdnios vegetais como etileno e acido jasmoénico
(proteina relacionada a maturacdo, precursor da glicoproteina de 31kDa do caule);
biossintese de lignina (Cafeoil-CoA metiltransferase); metabolismo de aminoacidos
(metionina sintase, glutamato desidrogenase); metabolismo energético (aconitato
hidratase, enolase, transcetolase, 6 fosfogluconato desidrogenase, fosfoglicerato
quinase, fosfoglicomutase, ATP sintase subunidade alfa); e processo de oxido-

reducdo (Isoflavona redutase).

Este estudo aprofundou os conhecimentos dos mecanismos de defesa da soja em
relacdo ao nematoide de galha M. incognita do ponto de vista fisioldgico,
bioquimico e genético, e pode auxiliar o desenvolvimento de cultivares resistentes a
esse patdgeno, bem como fornecer proteinas/genes candidatos de interesse para a

pesquisa de gendtipos transgénicos.
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