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RESUMO

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2014. Analise protedmica de plantas antagonistas em reposta a inoculagio
com Meloidogyne javanica. Orientador: Silamar Ferraz. Coorientadores:
Everaldo Antonio Lopes e Leandro Grassi de Freitas.

Os nematoides do género Meloidogyne sdo fitopatdogenos responsaveis por
redugdes de até 12% na produgdo e podem ser manejados de forma
eficiente com a rotacao de culturas, no entanto, por serem polifagos essa
técnica ¢ dificultada pela falta de boas opgdes de plantas ndo hospedeiras.
Assim, faz-se necessario avaliar culturas economicamente viaveis aos
produtores para o cultivo em areas infestadas, como, por exemplo, as
plantas antagonistas de uso medicinal e, ou ornamental. Embora algumas
substancias nematicidas ja tenham sido isoladas destas plantas, ainda sao
escassos os estudos direcionados a compreensdo dos mecanismos
envolvidos na supressdao do desenvolvimento dos nematoides nas plantas
antagonistas. Assim, objetivou-se neste trabalho avaliar o comportamento
de plantas medicinais e ornamentais quando inoculadas com M. javanica
e identificar proteinas diferencialmente expressas por essas plantas em
resposta a inoculacio do nematoide utilizando a eletroforese
bidimensional e a espectrometria de massa. As plantas testadas foram:
falso-boldo (Plectranthus barbatus), hortela-pimenta (Mentha piperita),
zinia (Zinnia elegans) e losna (Artemisia absinthium). Tomateiro
(Solanum lycopersicum) foi utilizado como controle suscetivel e crotalaria
(Crotalaria spectabilis) como planta ndo hospedeira. Houve baixa
reproducdo de M. javanica nas raizes de todas as plantas antagonistas
testadas. Nao foram visualizados nematoides nas raizes de hortela-pimenta
e falso boldo e, em losna, poucas galhas e fémeas adultas. Nas raizes de
zinia e crotaldria foram encontrados nematoides pouco desenvolvidos,
alguns em formato salsichoide, mas raramente fémeas totalmente
desenvolvidas, mesmo apds 30 dias da inoculagdo. Das plantas

antagonistas testadas, as mais eficientes para o controle de M. javanica



foram hortela-pimenta, zinia e crotalaria. Para identificagdo das proteinas
diferencialmente expressas foram avaliadas amostras de raizes de C.
spectabilis e Z. elegans as 24 e 48 horas ap6s a inoculagdo com o
nematoide. 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 e foram
posteriormente identificadas por espectrometria de massa. Em C.
spectabilis foram identificadas quatro proteinas diferenciais as 24 horas
apos a inoculacdo: V-type proton ATPase subunit B 1-like, ATP synthase
subunit  beta, mitochondrial-like Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase e Heat Shock Protein. Estas proteinas estdo relacionadas
com o restabelecimento da homeostase sob condi¢oes de estresse biotico.
Em Z. elegans foi identificada a proteina metionina adenosiltransferase,
diferencialmente expressa as 48 horas apods a inoculagdo, que pode estar
ligada a resposta de defesa da planta através da sintese de etileno, perdxido
de hidrogénio e alcaloides pirrolizidinicos Esses resultados contribuem
para o entendimento dos mecanismos de defesa das plantas antagonistas a

M. javanica.



ABSTRACT

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2014.  Proteomic analysis of antagonistic plants in response of
Meloidogyne javanica inoculation. Adviser: Silamar Ferraz. Co-advisers:
Everaldo Antonio Lopes and Leandro Grassi de Freitas.

Meloidogyne spp. are plant pathogens responsible for up to 12% of
reductions in the production and can be managed efficiently by the use of
crop rotation, but for being polyphagous this technique is hampered by the
lack of good choices of non-host plants. Thus, it is necessary to evaluate
economically viable crops for producers to treat infested areas, such as the
nematode antagonistic plants of medicinal and or ornamental uses.
Although some nematicides substances have been isolated from these
plants, there are still few studies for the understanding of the mechanisms
involved in the suppression of the nematode development in to the
antagonistic plants. Thus, the objective of this study was to evaluate the
behavior of medicinal and ornamental plants when inoculated with M.
Jjavanica and identify differentially expressed proteins in these plants in
response to nematode inoculation using two-dimensional electrophoresis
and mass spectrometry. The plants tested were: Plectranthus barbatus,
Mentha piperita, Zinnia elegans, and Artemisia absinthium. Solanum
lycopersicum was used as susceptible control and Crotalaria spectabilis
as a non-host plant. There was a low reproduction of M. javanica on the
roots of all antagonist plants tested. No nematodes were observed within
M. piperita and P. barbatus roots and just few adult females could be seen
within 4. absinthium roots. In the roots of Z. elegans and C. spectabilis
some underdeveloped nematode, at the salsichoide format, were found,
but, rarely females fully developed even after 30 days of inoculation.
Among the antagonists plants tested, the most effective in controlling M.
javanica are M. piperita, Z. elegans and C. spectabilis. For the
identification of differentially expressed proteins, root samples of C.

spectabilis and Z. elegans collected at 24 and 48 hours after inoculation



with the nematodes were evaluated. Proteins were extracted with phenol -
SDS method and separated by two-dimensional electrophoresis. Through
the comparative analysis of differentially expressed proteins gels were
detected, and were subsequently identified by mass spectrometry. On C.
spectabilis four differential proteins were identified at 24 hours after
inoculation and on Z. elegans one differential protein was identified at 48
hours after inoculation. These results contribute to the understanding of

the defense mechanisms of plants antagonistic to M. javanica.
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INTRODUCAO GERAL

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) sdao patdgenos
amplamente difundidos nas areas de plantio ao redor do mundo e sdo
responsaveis por grandes redugdes na producdo. Esses patdgenos podem
ser controlados por praticas culturais, nematicidas quimicos e pela
utilizacao de variedades resistentes. No entanto, os nematicidas além de
ndo fornecerem supressdo em longo prazo, sdo caros, nocivos ao meio

ambiente e a saide humana (FERRAZ et al., 2010).

A adogdo de praticas ambientalmente sustentaveis para o manejo de
nematoides tem chamado a atengdo de produtores e de
consumidores. Dentre as mais eficientes para o controle de
nematoides estdo a rotacdo de culturas, o uso de variedades resistentes ou
de plantas antagonistas. Algumas plantas antagonistas sdo capazes de fixar
nitrogénio da atmosfera e fornecerem expressivos volumes de matéria
organica, melhorando as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do

solo (FERRAZ & FREITAS, 2004).

Plantas antagonistas sdo aquelas que, de alguma forma, afetam
negativamente a populacdo dos nematoides no solo, podendo atuar como
mas hospedeiras, plantas armadilhas ou como produtoras de compostos
nematicidas (FERRAZ & VALE, 1997). Nas plantas mas hospedeiras, ha
penetracdo dos nematoides, mas poucos se desenvolvem. Por sua vez, os
nematoides penetram nas plantas armadilhas, mas ndo completam o seu
desenvolvimento. Por fim, as plantas produtoras de compostos
nematicidas contém substancias toxicas aos nematoides que sdo liberadas
durante sua decomposi¢ao ou atuam no interior das plantas (FERRAZ et

al., 2010).

Os nematoides das galhas sdo polifagos, o que torna dificil
encontrar boas opcdes de culturas agronomicas ndo hospedeiras para o seu

manejo através da rotagdo de culturas. Algumas plantas recomendadas



para adubagao verde, principalmente espécies do género Crotalaria, sao
eficientes no controle de fitonematoides (WANG et al., 2002), além da
consideravel producdo de massa verde e fixagdo bioldgica de nitrogénio
atmosférico. E comum ao género a producio de monocrotalina, alcaloide
pirrolizidinico que afeta o movimento de juvenis de fitonematoides,
reduzindo a taxa de infeccio (WANG et al., 2002). Os alcaloides
pirrolizidinicos também sao toxicos a vertebrados e sdo ndo palataveis a
insetos herbivoros (THODEN & BOPPRE, 2010). O alto teor de
nitrogénio da matéria organica de C. spectabilis causa a proliferagao de
microrganismos ligados a ciclagem do nitrogénio e a liberacdo de
compostos nitrogenados toxicos aos nematoides, a exemplo do amonio

(RODRIGUEZ-KABANA, 1986; WANG et al., 2004).

No entanto, muitos produtores ignoram o uso de adubos verdes, como,
por exemplo, Crotalaria spp., uma vez que elas ndo oferecerem retorno
econdmico imediato. Assim, faz-se necessario avaliar culturas que sejam
economicamente vidveis aos produtores para o tratamento de areas
infestadas. Plantas medicinais e ornamentais se encaixariam como boas
opcdes para garantir retorno econdmico ao produtor, como por exemplo,
plantas dos géneros Mentha, Artemisia, Plectranthus e Zinnia, nas quais o
potencial nematicida ja foi relatado (GUARRERA, 1999; OKA et al.,
2000; PANDEY & KALRA, 2010).

Mentha piperita (familia Lamiaceae), conhecida como hortela-
pimenta, ¢ uma planta obtida do cruzamento entre M. aquatica e M.
spicata. O plantio de horteld pode diminuir a densidade populacional do
nematoide das galhas, como, por exemplo, Meloidogyne arenaria
(WALKER & MELIN, 1996). Além disso, espécies de Mentha spp.
possuem compostos na parte aérea com atividade nematicida sobre o
nematoide das galhas (PANDEY & KALRA, 2010; CABONI et al., 2013),
especialmente 4cido clorogénico, acido salviandlico, acido salicilico e

acido rosmarinico (CABONI et al., 2013).



Plantas do género Artemisia (familia Asteraceae) sdo conhecidas
como absinto, losna ou sintro e sao ricas em 6leos essenciais. Produzem
flores amarelas e sdo usadas na medicina, no controle de helmintoses e de
dores estomacais, e¢ na fabricacio da bebida alcoolica absinto
(ABERHAM et al., 2010). Além disso, algumas pesquisas comprovaram
a acdo nematicida de plantas do género Artemisia. Extratos aquosos de
raizes frescas de losna (4. absinthium) inibiram a eclosdo de juvenis de M.
incognita e a incorporagdo ao solo das raizes secas da planta diminuiu a
infeccdo pelo patégeno em raizes de berinjela (Solanum melongena)
(SHARMA & TRIVEDI, 1992). Em outro trabalho, os extratos de partes
aéreas secas de losna causaram a morte de mais de 90% de juvenis de M.

incognita apds exposi¢ao de 24 horas (DIAS et al., 2000).

O género Plectranthus (Lamiaceae) engloba espécies usadas na
medicina popular (dor de estbmago e purgante), alimentacdo de gado
(ovinos, caprinos e bovinos) e na ornamentagdo, sendo o falso-boldo (P.
barbatus) a espécie mais utilizada (LUKHOBA et al., 2006). Ainda que a
incorporacao da parte aérea seca de falso-boldo ndo tenha controlado M.
Jjavanica em estudo conduzido por Lopes et al. (2008), ¢ possivel que P.
barbatus possua acdo nematicida, uma vez que contém diterpenos,
compostos antimicrobianos e que conferem resisténcia ao ataque de

insetos (ABDEL-MOGIB et al., 2002; LUKHOBA et al., 2006).

Plantas ornamentais do género Zinnia (familia Asteraceae),
conhecidas como zinia ou canela-de-velho, podem ser uma das opgdes
para o manejo de fitonematoides, como, por exemplo, M. incognita e
Rotylenchulus reniformis (Y ASSIN & ISMAIL, 1994). Apesar de plantas
da familia Asteraceae também serem ricas em alcaloides pirrolizidinicos,
poucos trabalhos foram realizados sobre a acdo das espécies de zinia no
controle do nematoide das galhas e os eventuais compostos responsaveis

pela agdo nematicida (THODEN & BOPPRE, 2010).



De forma geral, ainda sdo escassos os estudos direcionados a
compreensdo dos mecanismos que envolvem a supressio do
desenvolvimento dos nematoides nas plantas antagonistas ainda que
algumas substancias nematicidas ja tenham sido isoladas, como a-
terthienyl de Tagetes, isotiocianatos de bréssicas, glicosideos
cianogénicos de Sorghum (CHITWOOD, 2002; LOPES et al., 2008;
FERRAZ et al., 2010; OKA, 2010).

Nas ultimas décadas, a andlise da interagdo entre plantas e
patdgenos ganhou forga com a utilizagdo de ferramentas gendmicas que
permitem identificar grande quantidade de genes expressos durante o
processo de infeccao (MEHTA et al., 2008). Essa disponibilidade de dados
gendmicos aumentou o interesse cientifico pelo conhecimento das fung¢des
e modo de atuagdo dos genes. Além disso foram desenvolvidas técnicas
para analise dos transcritos de RNAm (transcriptomica) e analise do

conjunto de proteinas expressas (protedmica) (CANOVAS et al., 2004).

O termo protedmica foi inicialmente definido como a
caracterizagdo em larga escala das proteinas expressas em uma célula,
tecido ou organismo num determinado momento (WILKINS et al., 1996).
Atualmente, a protedmica ¢ capaz de quantificar, localizar, determinar
modifica¢des pos-traducionais e atribuir fungdes as proteinas identificadas

(CANOVAS et al., 2004).

Os estudos protedmicos desenvolvidos com nematoides parasitas
de plantas ainda estdo dando os primeiros passos. Algumas proteinas
produzidas por estes patdgenos, que estdo envolvidas no processo de
infeccdo, ja foram identificadas, como alguns indutores de células de
alimentagcdo e enzimas degradadoras de parede celular (MEHTA et al.,
2008). Por outro lado, a andlise protedmica também pode ser utilizada para

a identificagdo de proteinas envolvidas nos mecanismos de defesa de



plantas, sendo importante ferramenta na elucidagao da forma de defesa das

plantas antagonistas.

Um dos primeiros estudos para avaliar mudancas na expressao de
proteinas em resposta ao parasitismo de nematoides foi realizado com
Globodera rostochienses ¢ cultivares suscetiveis e resistentes de batata,
contendo o gene de resisténcia H/ (HAMMOND-KOSACK et al., 1990).
Neste estudo, a presenca do patdgeno nas raizes ndo alterou a expressao
de proteinas nas raizes, mas aumentou a expressao em folhas jovens. Por
sua vez, Callahan et al. (1997) notaram que o desenvolvimento de M.
incognita em Gossypium hirsutum foi paralisado logo apo6s a penetracao
nas raizes de algodoeiro resistente. Os autores observaram que uma
proteina especifica foi produzida nas raizes do algodoeiro resistente
quando o desenvolvimento do nematoide foi interrompido, podendo tal

proteina estar envolvida na resposta de resisténcia da planta.

Recentemente, a cletroforese bidimensional foi associada a
espectrometria de massa para comparar o proteoma de raizes de soja
resistentes e suscetiveis quando inoculadas com H. glycines (LIU et al.,
2011). Com esse estudo, os autores identificaram proteinas diferenciais
envolvidas com o sistema de defesa, metabolismo e producao de energia

da planta.

As informagdes oriundas das diferentes andlises comparativas das
interacdes planta-nematoide ainda sdo fragmentadas. Embora em fase
inicial, a aplicagdo da nova geragdo de tecnologias de sequenciamento e
andlise protedmica prometem fornecer informagdes mais funcionais das
sofisticadas interagdes entre nematoides e suas plantas hospedeiras

(ESCOBAR et al., 2011).

Assim, objetivou-se neste trabalho avaliar o comportamento de
plantas medicinais e ornamentais, relatadas como antagonistas a

nematoides, quando inoculadas com M. javanica; identificar as proteinas



diferencialmente expressas por essas plantas em resposta a inoculagao do
nematoide utilizando a eletroforese bidimensional e a espectrometria de

massa.
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CAPITULO I - REACAO DE PLANTAS MEDICINAIS E
ORNAMENTAIS A INOCULACAO COM MELOIDOGYNE JAVANICA
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RESUMO

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2014. Reacao de plantas medicinais e ornamentais a inoculagio
com Meloidogyne javanica. Orientador: Silamar Ferraz. Coorientadores:
Everaldo Antonio Lopes e Leandro Grassi de Freitas.

A reprodugdo e o desenvolvimento de M. javanica foram avaliados em
raizes de espécies de plantas ornamentais e medicinais em dois
experimentos realizados em casa de vegetacdao. Plantulas de falso-boldo
(Plectranthus barbatus), hortela-pimenta (Mentha piperita), zinia (Zinnia
elegans) e losna (Artemisia absinthium) foram inoculadas com 5.000 ovos
do nematoide. Tomateiro (Solanum lycopersicum) foi utilizado como
controle suscetivel e crotalaria (Crotalaria spectabilis) como planta ndo
hospedeira. Sessenta dias ap0s a inoculagao, raizes de cinco plantas foram
retiradas para a contagem de galhas e outras cinco foram incorporadas ao
solo do vaso. Uma plantula de tomateiro foi utilizada para estimar a
populag@o remanescente de M. javanica nos vasos contendo ou ndo raizes
das plantas antagonistas incorporadas. Foi avaliado também o
desenvolvimento dos juvenis aos 15 e 30 dias ap6s a inoculagdo das
plantas. A producdo de ovos do nematoide nas raizes de todas as plantas
antagonistas testadas foi, em média, 90,3% menor que em tomateiro e, na
avaliacdo da populacdo remanescente do nematoide foi observado que a
incorporacao do sistema radicular ndo implicou em maior populagdo de
M. javanica para a cultura seguinte. Nao foram visualizados nematoides
nas raizes de hortela-pimenta e falso boldo e, em losna, poucas galhas e
fémeas adultas. Nas raizes de zinia e crotalaria foram encontrados
nematoides pouco desenvolvidos, alguns em formato salsichoide, mas
raramente fémeas totalmente desenvolvidas, mesmo apds 30 dias da
inoculacdo. Das plantas antagonistas testadas, as mais eficientes para o

controle de M. javanica sdo hortela-pimenta, zinia e crotalaria.

Palavras chave: Artemisia absinthium, Crotalaria spectabilis, Mentha

piperita, nematoide das galhas, Plectranthus barbatus, Zinnia elegans
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ABSTRACT

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2014. Reaction of medicinals and ornamentals plants to Meloidogyne
Jjavanica inoculation. Adviser: Silamar Ferraz. Co-advisers: Everaldo
Antonio Lopes and Leandro Grassi de Freitas.

Reproduction and development of Meloidogyne javanica were evaluated
into the roots of ornamental and medicinal plants in two experiments
conducted under greenhouse conditions. Seedlings of Plectranthus
barbatus, Mentha piperita, Zinnia elegans and Artemisia absinthium were
inoculated with 5,000 eggs of M. javanica. Solanum lycopersicum was
used as susceptible crop and Crotalaria spectabilis as non-host model.
Sixty days after inoculation, five roots system of each treatment were
removed for evaluation of the number of galls and other five were
incorporated into the soil of the pot. A seedling of tomato was used to
estimate the remaining population of M. javanica in pots containing, or
not, the roots of antagonists plants, that have been incorporated. The
development of juveniles at 15 and 30 days after inoculation of the
antagonists plants was also evaluated. Lower egg production by the
nematode in the roots of all antagonists plants tested was observed, and on
the evaluation of the remaining population of the nematode it was
observed that the incorporation of the root system did not result in greater
population of M. javanica for the next crop. No galls or nematodes were
observed within roots of M. piperita and P. barbatus and, on A. absinthium
few galls and adult females were observed. Nematodes were
underdeveloped within roots of Z. elegans and C. spectabilis, some in
salsichoide format were found but, rarely females fully developed even
after 30 days of inoculation. Among the antagonists plants tested, the most
effective in controlling M. javanica were M. piperita, Z. elegans and C.

spectabilis.

Keywords: Artemisia absinthium, Crotalaria spectabilis, Mentha

piperita, Plectranthus barbatus, root-knot nematode, Zinnia elegans.
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INTRODUCAO

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) sdo patdégenos
amplamente difundidos nas areas de plantio ao redor do mundo e sdo
responsaveis por consideraveis perdas econdmicas. As formas de manejo
mais utilizadas sdo as praticas culturais, a utilizacdo de variedades
resistentes € os nematicidas quimicos. No entanto, os nematicidas além de
ndo fornecerem supressdo em longo prazo, sdo caros, nocivos ao meio

ambiente e a saude humana.

A rotacdo de culturas ¢ uma das praticas mais eficientes para o
manejo de fitonematoides, podendo ser feita com variedades resistentes ou
com plantas antagonistas. Apesar de varios genes de resisténcia a
nematoides ja terem sido identificados, as variedades resistentes
disponiveis ainda sdo escassas e seu uso ¢ bastante limitado (FULLER et
al., 2008). Por sua vez, algumas plantas podem reduzir a populacao dos
fitonematoides ao atuarem como planta ndo hospedeira, como planta
armadilha ou produzirem compostos toxicos, podendo esses mecanismos
ocorrerem isoladamente ou em combinagdo (FERRAZ & FREITAS,
2004; LIMA et al., 2009; HOOKS et al., 2010).

Além da reducdo da populagdo dos nematoides no solo, as plantas
antagonistas trazem varios beneficios a cultura principal. Algumas delas
sdo capazes de fixar nitrogénio da atmosfera e fornecerem expressivos
volumes de matéria organica, aumentando a atividade de microrganismos
antagonistas e melhorando as caracteristicas gerais do solo (FERRAZ &
FREITAS, 2004). Quando usadas em sistemas de rotagdo elas diminuem
a pressdo de selecdo sobre os genes de resisténcia dos cultivares
tradicionalmente utilizados e ainda auxiliam no manejo de outros
patdgenos de solo e de plantas daninhas.

Plantas do género Crotalaria sao conhecidas pela capacidade em

reduzir populagdes de fitonematoides (WANG et al., 2002), fixar

13



nitrogénio atmosférico e aumentar a acdo da microbiota do solo (HINDS
et al., 2013; WANG et al., 2004). As folhas de Crotalaria possuem
monocrotalina, que ¢ altamente toxica aos nematoides e, nas raizes, de
alguma forma os juvenis de Meloidogyne nao ultrapassam o segundo
estadio de desenvolvimento (SILVA, 1989).

Considerando que Meloidogyne ¢ um género polifago, torna-se
dificil encontrar opgdes de culturas agrondmicas nao hospedeiras para o
seu manejo através da rotagdo de culturas. Assim, a busca por plantas a
serem usadas em sistemas de rotacdo para o manejo de nematoides ainda
¢ relevante. Plantas medicinais e ornamentais poderiam representar
alternativas técnicas para o manejo do patégeno e opgdes de fornecimento
de renda aos produtores. Assim, neste trabalho avaliou-se o efeito da
planta ornamental zinia (Zinnia elegans) e das plantas medicinais losna
(Artemisia absinthium), hortela-pimenta (Mentha piperita) e falso-boldo
(Plectranthus barbatus) no controle de Meloidogyne javanica. Para tal,
avaliou-se o desenvolvimento de M. javanica nas raizes destas plantas
antagonistas e a populacdo do nematoide que remanesce no solo apds o

sistema radicular ser ou ndo incorporado apos o cultivo.

MATERIAL E METODOS

O ino6culo de M. javanica foi obtido a partir de raizes de tomateiros
da variedade ‘Santa Clara’ mantidos em casa de vegetacdo do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, MG.
Os ovos do nematoide foram extraidos das raizes de tomateiro pela técnica

de Hussey & Barker (1973) modificada por Boneti & Ferraz (1981).

Losna, hortela-pimenta, falso-boldo e zinia foram avaliadas como
opgdes para o manejo de M. javanica. Crotaléria foi utilizada como planta
antagonista modelo e tomateiro foi usado como controle suscetivel. As
plantulas foram produzidas em bandejas de isopor contendo substrato
organomineral. Tomateiro, crotaldria e zinia foram propagadas por
sementes, falso boldo foi propagado por estaca e todas foram
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transplantadas com 25 dias de idade. Losna e horteld-pimenta foram

propagadas por sementes e transplantadas com aproximadamente 40 dias

de idade.

As plantulas foram transplantadas para vasos com 2,0 ¢ de
capacidade contendo mistura de solo de barranco e areia (1:1)
previamente esterilizada com brometo de metila na dose de 80 cm?/m® de
solo. O sistema radicular de cada planta foi infestado com 5.000 ovos de
M. javanica em 3,0 m{ de suspensdao aquosa. Sessenta dias apds a
inoculagdo, as plantas foram cortadas ao nivel do solo e as raizes referentes
ao tratamento sem incorporacdo foram retiradas dos vasos, lavadas e
pesadas para posterior extragdo e contagem de ovos. As raizes referentes
ao tratamento com incorporagdo foram fragmentadas e incorporadas
novamente ao solo do vaso. Depois de retirar ou incorporar as raizes das
plantas antagonistas, o solo foi devolvido a cada vaso, onde uma plantula
de tomateiro foi plantada para estimar a populacdo remanescente do
nematoide. Apds 30 dias, o nimero de galhas de cada sistema radicular foi

contabilizado.

Para avaliacao dos estadios de desenvolvimento do nematoide no
interior das raizes, amostras contendo 0,5 g de raiz foram coletadas das
plantas antagonistas antes da extracdo de ovos. Os nematoides foram
corados no interior das raizes, seguindo a metodologia de Byrd et al
(1983). Para isso, as raizes foram lavadas sob 4gua corrente para a retirada
do solo, cortadas em segmentos de 1 cm e clarificadas em solucao de
hipoclorito de sodio (1,5%) durante quatro minutos, com ocasional
agitacdo. Para a retirada do excesso de hipoclorito, as raizes foram lavadas
em agua corrente e submersas em agua por 15 minutos. Logo apos esse
periodo, as raizes foram transferidas para um béquer contendo 30 m{ de
agua e 1 m{ de solucdo corante (3,5 g de fucsina acida, 250 mt de 4cido
acético glacial e 750 mt de 4agua destilada). Esta solucao foi aquecida e

mantida sob fervura por 30 segundos. Apds atingirem temperatura
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ambiente, as raizes foram lavadas e colocadas em glicerina acidificada
com algumas gotas de acido cloridrico 5N e fervidas novamente. Ao
término do processo, os nematoides foram observados com a utilizagao de

microscopio optico.

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2x5 (raiz incorporada e raiz ndo
incorporada x cinco plantas), com cinco repeti¢des. O experimento foi
conduzido no periodo de 11/2011 2 02/2012 (Tmax 27,1°C € Tmin 18,0°C) e
repetido de 10/2012 2 01/2013 (Tmax 28,8 °C € Tmin 18,2°C). Os dados dos
experimentos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram

comparadas segundo o teste de Tukey a 5% de significancia.
RESULTADOS

A producao de ovos de M. javanica foi, em média, 90,3% menor
em todas as plantas medicinais e ornamentais em ambos 0s experimentos
(Figura 1). A maior quantidade de ovos nas raizes dessas plantas foi
produzida em losna, no primeiro experimento, mas ainda 30,8% menor
que nas raizes de tomateiro. Por sua vez, as menores taxas de reprodugdo
do nematoide foram observadas em falso-boldo (10,9%), hortela-pimenta
(0,1%) e zinia (3,9%), sendo igual a quantidade de ovos produzida nas

raizes de crotaléria (0,5%) (Figura 1).

Nao foram observados nematoides dentro das raizes de hortela-
pimenta e falso-boldo quando estas foram coradas com fucsina écida.
Algumas fémeas adultas foram visualizadas em losna. Nas raizes de zinia
e crotaldria foram encontrados nematoides pouco desenvolvidos, alguns
em formato salsichoide, mas raramente fémeas totalmente desenvolvidas,

mesmo apds 30 dias da inoculacdo (Figura 2).

Na avaliagdo da populagdo viavel de nematoide deixada no solo

pelas plantas antagonistas, foi observado que ndo houve diferenca entre
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incorporar ou ndo o sistema radicular das plantas ao solo. Ou seja, a
incorporacao do sistema radicular ndo implicou em maior populagao de
M. javanica para a cultura seguinte. Apesar da baixa reprodugdo de M.
Jjavanica nas raizes de losna e falso boldo, a populagdo do nematoide
deixada no solo foi capaz de causar elevado numero de galhas nas raizes
do tomateiro cultivado em sucessdo. Estes valores foram iguais a
quantidade de galhas produzidas na sucessdao tomateiro-tomateiro. No
experimento I, tomateiros cultivados apds falso-boldo e tomateiro

definharam e morreram, ndo sendo possivel a contagem de galhas (Tabela

).
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FIGURA 1: Reproducao de Meloidogyne javanica em falso boldo (Plectranthus
barbatus), losna (Artemisia absinthium), hortela-pimenta (Mentha piperita),
zinia (Zinnia elegans), crotalaria (Crotalaria spectabilis) e tomateiro (Solanum
lycopersicum) em dois experimentos realizados em casa de vegetacdo. As
colunas sdo a média do nimero de ovos/g de raiz e as barras representam o
intervalo de confianga a 95%.
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Figura 2: Desenvolvimento de Meloidogyne javanica em raizes de plantas
antagonistas e de tomateiro. A ¢ B — raizes de crotalaria aos 15 e 30 dias,
respectivamente, apds a inoculacdo. C e D - raizes de zinia aos 15 e 30 dias,
respectivamente, apos a inoculagdo. E - raizes de tomateiro aos 30 dias apos a
inoculagao.
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Tabela 1: Numero de galhas (galhas/g de raiz) produzidas por Meloidogyne
Jjavanica em raiz de tomateiro cultivado em sucessdo a plantas antagonistas em
dois experimentos realizados em casa de vegetagao.

Experimento I

Plantas antecedentes

Solo comraiz Solo sem raiz

Média Geral CV (%)

ao tomateiro Incorporada  Incorporada

Falso-Boldo * * * *
Hortela-pimenta 0,0 1,4 0,6 c 195,1
Crotalaria 1,5 1,4 1,5¢ 145,1
Tomateiro * * * *
Zinia 47,7 57,6 52,7b 50,7
Losna 150,2 77,9 106,9 a 38,1
Média 322™ 31,5

CV (%) 160,7 115,5

Experimento II

Plantas an'tecedentes Solo comraiz Solo sem raiz Média Geral CV (%)
ao tomateiro Incorporada  Incorporada

Falso-Boldo 107,1 152,3 129,7 a 28,0
Hortela-pimenta 3,6 17,6 10,6 b 110,8
Crotalaria 0,0 0,2 0,1b 212,11
Tomateiro 178,1 105,5 141,6 a 39,8
Zinia 54,6 11,5 33,0b 1559
Losna 138,1 100,8 1194 a 32,9
Média 80,3 ™ 64,6

CV (%) 97,4 95,3

Meédias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna e maidscula na linha nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns=nao significativo
pelo teste F a 5% de probabilidade; *=plantas mortas.

DISCUSSAQO

Devido a baixa reproducdo de M. javanica nas raizes de hortela-

pimenta, zinia e crotaldria, estas podem ser usadas em rotagdo de cultura

para reduzir a populacdo do nematoide no solo. Como observado em

outros estudos, o sistema radicular destas plantas pode conter substancias

que inibem a eclosdo, o desenvolvimento ou causam a mortalidade de

juvenis de nematoides (FERRIS & ZHENG, 1999; DOUDA et al., 2010).
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As substancias presentes ou liberadas pelo sistema radicular de
hortela-pimenta podem ter matado ou impedido a penetragdo dos juvenis
de M. javanica em suas raizes. Sem a penetracao e o desenvolvimento do
nematoide ocorreu a reducdo da populagdo de M. javanica no solo,
constatado pela auséncia de nematoides nas raizes do tomateiro plantado
em sucessao. Extratos e 6leos essenciais de hortela-pimenta sdo altamente
nocivos aos nematoides do género Meloidogyne e, também nao foram
produzidas galhas nas raizes destas plantas quando inoculadas com M.

arenaria € M. incognita (WALKER & MELIN, 1996).

O desenvolvimento de Meloidogyne nas raizes de zinia foi
semelhante ao que ¢ usualmente observado em cravo de defunto (7agetes
sp.) e também em crotalaria, onde os juvenis penetram, mas nao passam
do segundo estadio de desenvolvimento. Por pertencer a familia botanica
Asteraceae, zinia pode possuir mecanismo de defesa semelhante ao
apresentados por cravo de defunto, que libera no solo o composto alfa-
tertienil, toxico a muitos nematoides (STEINER, 1941). Esse fendomeno
pode ser de grande valor agrondmico por essas plantas poderem ser usadas
como plantas produtoras de compostos toxicos. Em crotaldria, o
desenvolvimento do nematoide ¢ paralisado provavelmente por nessas
plantas ocorrer a ma formagao das células gigantes (SILVA et al., 1990),
que sdo essenciais para a nutri¢do do patdégeno durante seu ciclo de vida.

Os compostos nematicidas de losna devem estar presentes na parte
aérea das plantas e ndo no sistema radicular, pois Meloidogyne foi capaz
de penetrar e se desenvolver e a incorporagdo do sistema radicular ndo
reduziu a populagdo do nematoide. A presenca de compostos
nematotoxicos na parte aérea de losna ja foi constatada pela aplicagdo de
extratos aquosos das folhas frescas (DIAS et al., 2000).

O falso-boldo, usado na medicina popular como anti-helmintico
(ABDEL-MOGIB et al., 2002), pode ter liberado compostos
nematostaticos na rizosfera, impedindo a eclosdo de Meloidogyne. No

entanto, o efeito de tais substancias permitiu que os ovos de M. javanica
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eclodisse e penetrasse as raizes do tomateiro cultivado em sucessao.
Meloidogyne apresenta alguns mecanismos de sobrevivéncia, como a fase
tardicult dos ovos, onde o desenvolvimento embriondrio dos juvenis
acontece lentamente sob condi¢cdes adversas, retomando o
desenvolvimento normal quando as condigdes ambientais sdo favoraveis
a sobrevivéncia do nematoide (CURTIS et al., 2009).

Muitas espécies de plantas antagonistas ja foram testadas para o
controle de fitonematoides. No entanto, a maioria das pesquisas destinou-
se a extragdo de compostos nematicidas e a incorporacao das partes aéreas
das plantas antagonistas (CHITWOOD, 2002; HINDS, et al., 2013). O
presente trabalho teve como finalidade escolher plantas, principalmente
ornamentais e medicinais, que inviabilizassem o desenvolvimento de M.
Jjavanica em suas raizes. Das plantas testadas conclui-se que hortela-
pimenta e zinia, assim como crotalaria, podem ser usadas em rotagdo de

cultura para reduzir a populacao de M. javanica no solo.
LITERATURA CITADA

Abdel-Mogib, M., Albar, H. A. & Batterjee, S. M. (2002). Chemistry of
the genus  Plectranthus.  Molecules, 7(2), 271-301.
doi:10.3390/70200271

Barker, K. R., Hussey, R. S., Krusberg, L. R., Bird, G. W., Dunn, R. A,
Ferris, H., Ferris, V. R., Freckman, D. W., Gabriel, C. J., Grewal, P.
S., Macguidwin, A. E., Riddle, D. L., Roberts, P. A. & Schmitt, D. P.
(1994). Plant and soil nematodes: societal impact and focus for the
future. Journal of Nematology, 26(2), 127-37. Retrieved from
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2619488
&tool=pmcentrez&rendertype=abstract

Boneti, J. I. da S. & Ferraz, S. (1981). Modifica¢des do método de Hussey
& Barker para extragao de ovos de Meloidogyne exigua em raizes de
cafeeiro. Fitopatologia Brasileira, 6, 553.

Byrd, D. W., Kirkpatrick, T. & Barker, K. R. (1983). An improved
technique for clearing and staining plant tissues for detection of
nematodes. Journal of Nematology, 15(1), 142—143. Retrieved from
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2618249
&tool=pmcentrez&rendertype=abstract

21



Chitwood, D. J. (2002). Phytochemichal based strategies for nematode
control. Annual Review of Phytopathology, 40, 221-249.
doi:10.1146/annurev.phyto.40.032602.130045

Curtis, R. H. ., Robinson, A. F. & Perry, R. N. (2009). Root-knot
Nematodes. (R. N. Perry, M. Moens, & J. L. Starr, Eds.) Root-Knot
Nematodes (p. 530). Wallingford: CABL
doi:10.1079/9781845934927.0000

Dias, C. R., Schwan, A. V., Ezequiel, D. P., Sarmento, M. C. & Ferraz, S.
(2000). Efeito de extratos aquosos de plantas medicinais na

sobrevivéncia de juvenis de Meloidogyne incognita. Nematologia
Brasileira, 24(2), 203-210.

Douda, O., Zouhar, M., Mazakova, J., Novakova, E. & Pavela, R. (2010).
Using plant essences as alternative mean for northern root-knot

nematode (Meloidogyne hapla) management. Journal of Pest
Science, 83, 217-221. doi:10.1007/s10340-010-0287-4

Ferraz, S. & Freitas, L. G. de. (2004). Use of antagonistic plants and
natural products. In Z. Chen, S. Chen, & D. W. Dickson (Eds.),
Nematology-Advances and Perspectives Volume II: Nematode
Managment and Utilization (p. 1234). CABI Publishing.

Ferris, H. & Zheng, L. (1999). Plant sources of chinese herbal remedies :
Effects on Pratylenchus vulnus and Meloidogyne javanica. Journal
of Nematology, 31(3), 241-263.

Fuller, V. L., Lilley, C. J. & Urwin, P. E. (2008). Nematode resistance.
The New Phytologist, 180(1), 27-44. doi:10.1111/1.1469-
8137.2008.02508.x

Hinds, J., Koon-Hui, W., Marahatta, S. P., Meyer, S. L. F. & Hooks, C. R.
R. (2013). Sunn hemp cover cropping and organic fertilizer effects on
the nematode community under temperate growing conditions.
Journal of Nematology, 45(4), 265-271.

Hooks, C. R. R., Wang, K.-H., Ploeg, A. & McSorley, R. (2010). Using
marigold (Tagetes spp.) as a cover crop to protect crops from plant-
parasitic nematodes. Applied Soil Ecology, 46(3), 307-320.
doi:10.1016/j.apsoil.2010.09.005

Hussey, R. S. & Barker, K. (1973). A comparison of methods of collecting
inocula of Meloidogyne spp., including a new technique. Plant
Disease Reporter, 57, 1025-1028.

Lima, E. A., Mattos, J. K., Moita, A. W., Carneiro, R. G., Carneiro, R. M.
D. G., Agronomia, D. De, Brasilia, U. De & Hortaligas, E. (2009).

22



Host status of different crops for Meloidogyne ethiopica control,
34(June), 152-157.

Silva, G. S., Ferraz, S., & Santos, J. M. dos. (1989). Atragdo, penetragdo e
desenvolvimento de Meloidogyne javanica em raizes de Crotalaria
spp.. Nematologia Brasileira, 13, 151-163.

Silva, G. S., Ferraz, S., & Santos, J. M. dos. (1990). Histopatologia de
raizes de Crotalaria parasitadas por Meloidogyne javanica.
Fitopatologia Brasileira, 15(1), 46—48.

Steiner, G. (1941). Nematodes parasitic on and associated with roots of
marigolds (Tagetes hybrids). Proceedings of The Biological Society
of Washington, 54, 31-34. Retrieved from
http://biostor.org/reference/74090

Walker, J. T. & Melin, J. B. (1996). Mentha x piperita, Mentha spicata
and effects of their essential oils on Meloidogyne in soil. Supplement
to Journal of Nematology, 28(4), 629-635. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2619730/pdf/629.pd
f

Wang, K.-H., McSorley, R., Marshall, A. J. & Gallaher, R. N. (2004).
Nematode community changes associated with decomposition of

Crotalaria juncea amendment in litterbags. Applied Soil Ecology,
27(1), 31-45. doi:10.1016/j.apsoil.2004.03.006

Wang, K.-H., Sipes, B. S. & Schmitt, D. P. (2002). Crotalaria as a cover
crop for nematode management : A review. Nematropica, 32, 35-57.
Retrieved from
http://journals.fcla.edu/nematropica/article/view/69643/67303

23



CAPITULO II - ANALISE PROTEOMICA DE RAIZES DE
CROTALARIA SPECTABILIS EM RESPOSTA A INOCULACAO COM
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RESUMO

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2014. Anadlise protedmica de raizes de Crotalaria spectabilis em
resposta a inoculacdo com Meloidogyne javanica. Orientador: Silamar
Ferraz. Coorientadores: Everaldo Antonio Lopes e Leandro Grassi de
Freitas.

Crotalaria ¢ uma das plantas antagonistas mais estudadas para o
controle de fitonematoides, por conter substancias nematicidas liberadas
durante a decomposicdo da matéria organica e pelo desenvolvimento do
nematoide ser suprimido em suas raizes. No entanto, ainda ndo sdo
conhecidos os mecanismos envolvidos na resposta de defesa desta planta
a infeccao pelos fitonematoides. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
identificar proteinas diferencialmente expressas por crotalaria em resposta
a inoculacao com Meloidogyne javanica nos estadios iniciais de infec¢ao.
Foram avaliadas amostras de raizes de crotaléria coletadas as 24 e 48 horas
apos a inocula¢ao com M. javanica, 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. Foram
identificadas quatro proteinas as 24 horas apds a inoculagdo com M.
Jjavania: V-type proton ATPase subunit B 1-like, ATP synthase subunit
beta, mitochondrial-like Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase e
Heat Shock Protein. Estas proteinas estdo relacionadas com a resposta de

defesa das plantas a diferentes formas de estresse.

Palavras chave: ecletroforese bidimensional, nematoide das galhas,

plantas antagonistas
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ABSTRACT

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2014. Proteomic analysis of Crotalaria spectabilis roots in response
to inoculation with Meloidogyne javanica. Adviser: Silamar Ferraz. Co-
advisers: Everaldo Antonio Lopes and Leandro Grassi de Freitas.

Crotalaria spectabilis, one of the most studied antagonistic plants for
controlling parasitic nematodes, produces nematicidal substances released
during the decomposition of its decayed matter and the development of
nematode is also deleted in its roots. However, the mechanisms involved
in plant defense response to infection by parasitic nematodes are, so far,
unknown. Thus, the aim of this study was to identify proteins differentially
expressed by C. spectabilis in response to inoculation with M. javanica in
the early stages of infection. Crotalaria spectabilis root samples were
collected at 24 and 48 hours after inoculation with M. javanica, and as a
control, roots of non-inoculated plants were evaluated. The proteins were
extracted by phenol-SDS method and separated by two-dimensional
electrophoresis. Through the comparative analysis of gels, differentially
expressed proteins were detected, and were subsequently identified by
mass spectrometry. Four proteins produced at 24 hours after inoculation
with M. javanica, and, in general, are considered to be associated with

processes of cell signaling in response to cellular stress.

Key words: antagonistic plants, root-knot nematode, two

dimensional electrophoresis
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INTRODUCAO

O uso de plantas antagonistas em esquemas de rotagdo ou plantio
consorciado ¢ alternativa eficiente para o manejo de fitonematoides. Além
de controlar o patdgeno, algumas destas plantas sdo capazes de fixar
nitrogénio da atmosfera e fornecerem expressivos volumes de matéria
organica, que ao ser incorporada aumenta a atividade de fungos
antagonistas e melhora as caracteristicas gerais do solo (FERRAZ &
FREITAS, 2004). Varias substancias quimicas com efeito nematicida ja
foram identificadas em plantas antagonistas, como o-terthienyl em
Tagetes, isotiocianatos e glucosinolatos em brassicas, glicosideos

cianogénicos em Sorghum , dentre outros (CHITWOOD, 2002).

Dentre as plantas antagonistas, o género Crotalaria figura entre os
mais estudados. A incorporagao da matéria organica de Crotalaria ao solo
suprime a populacdo de Meloidogyne spp., Pratylenchus spp.,
Rotylenchulus  reniformis,  Radopholus  similis, = Belonolaimus
longicaudatus e Heterodera glycines (WANG et al, 2002;
AMBROSANO et al., 2011). Além disso, aumenta a populagdo de
nematoides bacteriéfagos e onivoros, otimizando a decomposicao da
matéria organica e mantendo o enriquecimento da cadeia alimentar do solo
(WANG et al., 2004; AMBROSANO et al., 2011). As folhas e raizes de
Crotalaria contém monocrotalina, substancia toxica aos nematoides, € em
suas raizes ndo ha bom desenvolvimento dos fitonematoides (STEINER,

1941).

Os juvenis dos nematoides eclodem na presenca das raizes de
crotalaria em niveis semelhantes aos ocorridos na presenc¢a de uma planta
hospedeira. Embora seja capaz de penetrar as raizes da planta antagonista,
a maioria dos juvenis de Meloidogyne e Heterodera nao passa do segundo
estadio de desenvolvimento e os que chegam a fase adulta tem a produgao

de ovos reduzida (SILVA et al., 1989; KUSHIDA et al., 2003).
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O desenvolvimento e a reproducdo do nematoide dependem do
pleno estabelecimento do sitio de alimentagdo nas raizes das plantas, o que
parece nao ocorrer em Crotalaria. Em estudos histopatolégicos realizados
em raizes de C. spectabilis e C. juncea parasitadas por M. javanica, foi
observado que o nematoide incita a formagdo de células-gigantes em
ambos os hospedeiros (SILVA et al., 1990). Os autores notaram diferencas
entre as células-gigantes formadas nas plantas antagonistas e no
hospedeiro suscetivel. Nas crotalérias, as células-gigantes apresentaram
citoplasma mais denso, de aspecto granuloso, com menor numero de
nucleos e, em muitas delas, auséncia de grandes vactuolos. Além disso, as
células gigantes ainda foram menores em nimero e tamanho na planta

antagonista do que nas raizes de tomateiro.

Além dos compostos nematicidas presentes em Crotalaria e da
supressao do desenvolvimento de Meloidogyne em suas raizes ser fato ha
muito conhecido, ainda ndo se sabe quais mecanismos estao envolvidos na
resposta de defesa da planta. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
identificar proteinas diferencialmente expressas por crotalaria em resposta

a inoculacao com M. javanica nos estadios iniciais de infeccao.
MATERIAL E METODOS
Procedimentos gerais

Os ensaios foram conduzidos no laboratorio e casas de vegetacao
pertencentes ao Laboratorio de Controle Bioldgico de Fitonematoides
(BIOAGRO-UFV) e no Nucleo de Biomoléculas da Universidade Federal
de Vigosa (NUBIOMOL), em Vigosa, MG.

Obtencgdo e preparo do inéculo

O in6culo de M. javanica foi obtido a partir de tomateiros mantidos

em casa de vegetagdo e os ovos utilizados nos ensaios foram extraidos
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destas plantas pela técnica de Hussey & Barker (1973) modificada por
Boneti & Ferraz (1981).

Preparo das plintulas de Crotalaria spectabilis

Uma semente de C. spectabilis foi semeada por vaso de 0,5 €
de capacidade e 30 dias apdés a germinagdao cada plantula foi
inoculada com suspensdo aquosa contendo 5000 ovos e juvenis de
M. javanica, em mistura. As raizes foram coletadas 24 e 48 horas
apos a inoculacdo. Para o controle, foram coletadas raizes de
plantas ndo inoculadas nos dois intervalos de tempos mencionados.
Cada tratamento foi repetido trés vezes e cada repeti¢do foi
constituida de raizes de cinco plantas. No momento da coleta, as
raizes foram lavadas e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido, depois foram armazenadas a -80° C até o momento da

extragdo das proteinas.
Anadlises proteomicas
Extracgdo de proteinas

A extragdo das proteinas foi realizada conforme metodologia
descrita por Wang et al. (2003) com algumas modificacdes.
Aproximadamente 10 g de raiz foram trituradas em nitrogénio liquido e
transferidas para tubos de centrifuga de 50 mf. O material foi
ressuspendido em 20 mf de solugdo contendo PVPP 1% (m/v), B-
mercaptoetanol 2% (v/v) e PMSF 1 mM em acetona gelada e
homogeneizado em Polytron por 30 segundos, com os tubos sempre
mantidos no gelo. Depois de homogeneizados, os tubos foram
centrifugados a 6.000 g a 4 °C por 15 minutos e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado passou entdo por uma sequéncia de lavagens e,
entre cada uma delas, o pellet foi desfeito sob agitagdo em vortex por 30

segundos e em seguida, foram centrifugados a 6.000 g a 4 °C por 15
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minutos: 10 me de acetona gelada (duas vezes), 10 m¢ de TCA 10% em
acetona gelada (trés vezes), 10% TCA em agua (duas vezes), acetona 80%
(duas vezes) e etanol 80% (uma vez). O pellet foi entdo seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em 10 m{ de tampao SDS denso (sacarose
0,85M, SDS 2% (m/v), Tris-HCI pH 8,0 0,1 M, PMSF 1 mM, B-
mercaptoetanol 2% (v/v)). Apods agitacdo em vortex, foram adicionados 5
m{ de fenol tamponado (pH 8,0) e o material foi mantido em gelo por 10
minutos sendo, agitado em vortex a cada 2 minutos para maximizar o
contato entre a solugcdo aquosa e o fenol. Posteriormente, a amostra foi
transferida para tubos de 15 mt e centrifugada a 6000 g a 4 °C por 15
minutos e a fragdo fenodlica (superior) foi coletada e transferida para um
novo tubo de 50 mf. As proteinas da fase fenolica foram precipitadas
adicionando-se 20 m{ acetato de amonio 0,1 M em metanol e incubadas
por 12 horas a -20° C. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 6.000 g a
4 °C por 15 minutos. O precipitado recuperado foi lavado duas vezes em
acetato de amonio 0,1 M em metanol, duas vezes em acetona 80%, uma
vez em etanol 80% e uma vez em etanol 70% - 10 m{ de cada solugdo. Ao
pellet final foi adicionado 1 m{ de etanol 70% para facilitar a transferéncia
das aliquotas para tubos eppendorfs de 1,5 ml, que foram entdo
centrifugados e secos a temperatura ambiente. Depois de seco, o pellet foi
solubilizado em 300 pt de tampao de solubilizacdo (ureia 7M, tioureia
2M, CHAPS 4% em agua ultrapura). As proteinas presentes nas amostras

foram solubilizadas com auxilio de aparelho ultrassom.
Quantificacdo de proteinas

A concentragcdo proteica das amostras foi determinada de
acordo com o método de Bradford (1976) e foi utilizada a albumina
sérica bovina (BSA) como proteina padrao. Foi utilizado o reagente
de Bradford pronto para uso (Sigma-Aldrich) de acordo as

instru¢des do fabricante.
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Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)
Focalizagdo isoelétrica (IEF)

Para a realizacdo da focalizagdo isoelétrica, primeira
dimensdo da eletroforese, foram utilizadas tiras de 24 cm com
intervalo linear de pH 3,0 a 10,0 (Immobiline DryStrip®). Em
aparato de reidratagdo IPGBOX (GE Healthcare), foram aplicados a
cada tira 450 uf de solug¢do contendo 800 pg de proteinas, tampao
IPG 2,5% e solugao Destreak (GE Healthcare). As tiras foram
reidratadas por 15 h a temperatura ambiente. Posteriormente, foram
transferidas para o equipamento IPGphor III (GE Healthcare) para
a focalizacdo isoelétrica. A focalizacado foi realizada sob
temperatura controlada de 20°C de acordo com as seguintes etapas:
1) 200 V x h em passo unico por 1 hora; 2) 500 V x h em passo
unico de 500 volts; 3) 800 V x h em gradiente até 1000 volts; 4)
16500 V x h em gradiente até 10000 volts; 5) 27500 V x h em passo

unico de 10.000 volts. A amperagem maxima foi de 50 pA/ tira.
Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Apos a IEF, as tiras passaram por duas etapas de equilibrio,
sendo a primeira para redugcdo e a segunda para alquilacdo das
proteinas presentes nas tiras. Para tal, as tiras foram mantidas por
20 minutos, sob agitacdo constante, em 15 mf de solugdao de
equilibrio (Tris 75 mM pH 8,8, Ureia 6M, Glicerol 30%, SDS 2% e
Azul de bromofenol 0,002%) com 1% de DTT e depois em 15ml de
solucdo de equilibrio com 2% de iodoacetamida. A segunda
dimensao 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 concentragao de 12,5%
de poliacrilamida. As tiras equilibradas foram colocadas no topo do

gel de poliacrilamida na presenga de SDS e seladas com solucdo de
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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). As condi¢des de
corrida foram: pré-corrida a 10 mA/gel por 60 minutos e corrida a
40 mA/gel até que o azul de bromofenol atingisse o limite inferior
do gel. Foi utilizado cuba DaltSix (GE Healthcare) e a temperatura
foi mantida a 8°C por meio de refrigeracdo com circulador
termostatico. Terminada a corrida, os géis foram colocados em
solucdo de fixacdo contendo acido acético a 10% (v/v) e etanol a
40% (v/v) de um dia para o outro. Em seguida, foram corados por
48 horas com solucdo contendo sulfato de amonio 8% (m/v), acido
fosforico 0,8% (v/v), Coomassie blue G-250 0,08% (v/v) e etanol
20% (v/v). Apds essa etapa, os géis foram lavados com solugao de

acido acético 1% (v/v) até a eliminag¢do do corante excedente.
Captura das imagens e andlise da expressdo

As imagens dos géis foram digitalizadas usando o Image
Scaner III (GE Healthcare) no modo de escaneamento transparente,
resolugao de 300 dpi e filtro de cor vermelho. As imagens foram
calibradas com o software Labscan (GE Healthcare). As analises
comparativas das imagens digitais foram efetuadas utilizando o
software ImageMaster 2D Platinum (GE-Healthcare). Através desse
software foi realizada a deteccdo automatica dos pontos proteicos
(spots), seguida de corre¢des manuais quando necessario. Foi
estimado o numero total de spots, os pontos isoelétricos e as massas
moleculares. A comparagdo foi feita entre o controle ndo inoculado
e o inoculado para cada tempo de inoculacdo, considerando trés
repeticdes biologicas para cada tratamento. Nas analises, foram
considerados diferencialmente expressos spots que apresentaram

uma variacdo de sobreposicdo de medidas (Ratio) acima de 1,0 e
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ANOVA com p <0,05. Dentro de cada tratamento e para cada um
dos spots diferencialmente expresso, foi calculado o valor médio da
porcentagem de volume (% Vol) para o inoculado e para o nao
inoculado. A compara¢do destes valores indica a diferenca de
expressao (nivel de expressdo) destas proteinas entre o inoculado e

seu controle ndo inoculado, no seu determinado tempo.
Tripsinizacdo da amostra proteica

A tripsinizagdo foi realizada segundo o protocolo de
Shevchenko et al. (2006) com algumas modificagdes. Os spots
correspondentes as proteinas diferencialmente expressas foram
retirados dos géis com auxilio de ponteiras estéreis e colocados em
micro tubos de 1,5 m{. Para remoc¢ao da colorac¢do, fez-se duas
lavagens com 200 pL de solugdo de descoloragdo (metanol 50%
(v/v) e acido acético 5% (v/v)), sendo a primeira por quatro horas e
a segunda de um dia para o outro, ambas a temperatura ambiente e
sob agitacdo em Thermomixer digital Comfort (Eppendorf) a 300
rpm. A solucdo de descoloragdo foi removida e os pedagos de gel
foram desidratados com 200 pL de acetonitrila por 10 min e depois
secos em microcentrifuga a vacuo por 15 min. As proteinas foram
entdo, reduzidas com 50 pt de DTT 10 mM em bicarbonato de
amonio 100 mM por 30 min. Apds esta etapa, as proteinas foram
alquiladas com 50 pf de iodoacetamida 100 mM em bicarbonato de
amonio 100 mM por 30 min, a temperatura ambiente, na auséncia
de luz. Sequencialmente, os pedacgos de gel foram desidratados em
200 pt de acetonitrila por 10 min a temperatura ambiente e depois
reidratados em 200 pt de bicabornato de amo6onio 100 mM por 10
minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 200 pl de
acetonitrila por 10 min e os géis foram secos em microcentrifuga a

vacuo por 15 min.
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Para a etapa de digestdo enzimatica, os pedagos de géis foram
reidratados por 10 minutos, no gelo, com 30 pt de solucdo contendo
tripsina (20 ng/pl) e bicarbonato de amdnio 50 mM. Depois deste
tempo, 10 ul de bicabornato de amoénio 50 mM foram adicionados
as amostras, homogeneizados em vortex e centrifugados por 30
segundos. As amostras foram incubadas a 37 °C de um dia para o

outro.

No dia seguinte, 40 pt de bicabornato de amoénio 50 mM
foram adicionados e as amostras foram incubadas por 10 minutos,
homogeneizando em vortex ocasionalmente. Os tubos foram
centrifugados por 30 segundos, e o sobrenadante foi transferido para
um micro tubo de 0,5 mf. Foram adicionados 30 put de tampao de
extragdo (acetonitrila 50% (v/v) e 4cido formico 5% (v/v)) aos tubos
contendo os pedacos de géis, que foram incubados por mais 10
minutos, homogeneizados em vortex ocasionalmente, centrifugados
por 30 seg. e o sobrenadante adicionado ao sobrenadante coletado
anteriormente. Essa etapa foi repetida por mais duas vezes. As
amostras foram secas em microcentrifuga a vacuo e armazenadas
em -80 °C até o momento da andlise. Para analise, 20 ut TFA 1%

(v/v) foram adicionados as amostras para ressuspensao.
Espectrometria de massa

A identificacdo de proteinas foi realizada utilizando
espectrometro de massa disponibilizado pelo Nucleo de
Biomoléculas (Nubiomol-UFV). Aliquota de 0,5 ul de cada amostra
contendo os peptideos foram aplicadas sobre uma placa de aco,
juntamente com 0,5 pul da matriz DHB (2,5- 4&cido di-
hidroxibenzoico). Apos a cristalizagdo foi iniciada a andlise no
espectrometro. Os peptideos foram ionizados pela técnica de

MALDI.
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Identificacdo de proteinas por espectrometria de massa

A identificacdo das proteinas foi realizada por meio dos dados
de MS1 por PMF (Peptide Mass Fingerprint) confrontando-os com
sequéncias obtidas das proteinas presentes nos bancos de dados
NCBI/Viridiplantae, com auxilio do software Mascot versao 2.2.07
(Matrix Science, 2012). As pesquisas foram realizadas nos bancos
de dado publicos do National Center for Biotechnology Information

(www.ncbi.nlm.nih.gov).
RESULTADOS

Os perfis protedmicos das raizes de C. spectabilis inoculadas
e ndo inoculadas com M. javanica, nos dois tempos estudados, estdo
apresentados nas Figuras 1 e 2. Apoés 24 da inoculagdo com M.
javanica, a média de spots detectados foi 840 nos géis das plantas
inoculadas e 818 nos das nao inoculadas (Figura 1). Por sua vez, apds 48
horas, as médias foram de 495 e 413, respectivamente nos geéis

referentes a plantas inoculadas e nao inoculadas (Figura 2).

Ao todo, foram detectados 50 spots diferencialmente
expressos nos dois tempos avaliados (Figura 3). As 24 horas apos a
inoculacdo foram detectados 24 spots diferenciais, destes, 15 spots
com aumento de volume de expressdo e nove spots presentes
somente nos géis referentes a inoculagio com o nematoide. As 48
horas apds a inoculag¢do foram detectados 26 spots diferencialmente
expressos, sendo 19 presentes somente nos géis inoculados e sete

correspondentes ao aumento de expressao nas plantas inoculadas.

A 1identificagdo das proteinas foi realizada pelo auxilio do
software = Mascot que apresentou valores de escores
significativamente acima do limite minimo de confiabilidade (dados

nao mostrados). Os detalhes das proteinas identificadas, com o seu

35



respectivo match ID (ntimero de identificagdo da proteina
disponibilizado pelo software ImageMaster III), tempo de
inoculacdo, médias da % de volume de spots de e os niveis de
expressdo de cada proteina estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2 ¢

na Figura 4.
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FIGURA 1: Perfil protedmico de raizes de Crotalaria spectabilis inoculadas (inoculada) e ndo inoculadas (controle) com Meloidogyne javanica,
24 horas apos a inoculagdo. Cerca de 800 pg de proteinas foram carregados nas tiras [PG de 24 cm (pH 3-10) para andlise bidimensional. Os géis
foram visualizados com Coomassie brilliant blue. O padrao da massa molecular esta indicado a esquerda dos géis.
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FIGURA 2: Perfil protedmico de raizes de Crotalaria spectabilis inoculadas (inoculada) e ndo inoculadas (controle) com Meloidogyne javanica,
48 horas apos a inoculagdo. Cerca de 800 ug de proteinas foram carregados nas tiras IPG de 24 cm (pH 3-10) para analise bidimensional. Os géis
foram visualizados com Coomassie brilliant blue. O padrao da massa molecular esta indicado a esquerda dos géis.
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FIGURA 3: Evidenciacdo dos spots diferencialmente expressos em raizes de Crotalaria spectabilis as 24 e 48 horas apds a inoculagdo com
Meloidogyne javanica. Cerca de 800 pg de proteinas foram carregados nas tiras IPG de 24 cm (pH 3-10) para andlise bidimensional. Os géis foram
visualizados com Coomassie brilliant blue. O padrao da massa molecular est4 indicado a esquerda dos géis.
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TABELA 1: Proteinas diferencialmente expressas em raizes de Crotalaria spectabilis em resposta a inoculagdo com Meloidogyne
Jjavanica identificadas por espectrometria de massas.

Proteina Match ID Espécie Acesso (GI)*  PI MW
V-type proton ATPase subunit B 1-like 436 Brachypodium distachyon — 357140354 4,7 56277
ATP synthase subunit beta, mitochondrial-like 446 Glycine max 356536246 5,1 53523
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 539 Dianthus caryophyllus 462137 9,7 37891
Heat Shock Protein 591 Medicago truncatula 357464138 3,9 36192

* Genlnfo Identifier (GI) - nimero de acesso ao GenBank — NCBI; PI= Ponto isoelétrico; MW= Peso Molecular

TABELA 2: Nivel de expressao relativa das proteinas baseado na média da % de volume dos spots das plantas inoculadas e ndo
inoculadas.

% Volume
Proteina MatchID Tempo Inoculado Nao Inoculado Nivel de expressao
V-type proton ATPase subunit B 1-like 436 24 h 0,0882 0,0749 1,17 (+)
ATP synthase, beta subunit 446 24 h 1,0741 0,7718 1,39(+)
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 539 24 h 0,0701 0,0447 4,71(+)
Heat Shock Protein 591 24 h 0,0425 ND NA

O sinal (+) indica aumento na expressdo da proteina em resposta a inoculacdo com Meloidogyne javanica.
ND = ndo detectado, NA = ndo aplicavel.
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FIGURA 4: Spots correspondentes a proteinas diferencialmente expressas
em Crotalaria spectabilis, 24 horas apos a inoculagao com Meloidogyne
Jjavanica. A= V-type proton ATPase subunit B 1-like; B= ATP synthase,

beta subunit, C= Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase e D= Heat
Shock Protein
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DISCUSSAQO

Uma das caracteristicas mais marcantes no antagonismo de
espécies de Crotalaria a Meloidogyne spp. € a ndo formacao das células-
gigantes normais. Nas raizes de crotaldrias, as células gigantes sdo
menores que o normal (SILVA et al., 1990) e aparentemente sdo
ineficientes na nutricao do patdégeno, que ndo se desenvolve. As proteinas
diferencialmente expressas nas raizes de C. spectabilis em resposta a
inoculagdo com M. javanica identificadas neste trabalho estdo, de forma
geral, relacionadas com os mecanismos de resposta de defesa

desencadeados pelas plantas.

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase citoplasmatica (GAPDH)
¢ uma enzima conservada em todos os organismos superiores. A GAPDH
¢ uma enzima da via glicolitica responsavel pela conversdo do
gliceraldeido 3-fosfato em D glicerato 1,3,-bisfosfato. E essencial para a
manuten¢ao dos niveis de ATP celular e para o metabolismo de
carboidratos. Além da sua funcao principal na glicolise, GAPDH executa
diferentes fungdes na célula. Em C. spectabilis essa proteina pode ter papel
fundamental na ma formagdo das células gigantes, uma vez que existem
evidéncias de sua participagdo na apoptose e da sua superexpressao em
resposta a varias formas de estresse celular. De particular importancia,
GAPDH parece ser monitora e componente de sinalizagdo da morte celular
induzida pelo estresse oxidativo. Em Arabidopsis thaliana, GAPDH
interagiu com a fosfolipase D, proteina associada a membrana plasmatica,
para a transdugdo do sinal de espécies reativas de oxigénio, que sao
importantes mediadores de resposta a estresse em plantas (GUO et al.,

2012).

Proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins - HSPs)
/chaperonas sdo responsaveis pelo enovelamento, montagem, translocagao

e degradagdo de proteinas em muitos processos celulares normais, mas
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também podem desempenhar papel crucial na protecdo de plantas contra
o estresse, restabelecendo a conformag¢do normal da proteina e a
homeostase celular. As chaperonas sdo expressas em plantas ndo s6 sob
altas temperaturas, mas também em resposta a vasta gama de outros
estimulos ambientais, como salinidade, frio e estresse oxidativo (WANG
et al., 2004). Em trabalho realizado com A. thaliana foi visto que a
funcionalidade de RPM1, proteina que confere resisténcia a Pseudomonas
syringae, depende de sua interagdo com HSP90, que por sua vez, atua
como receptor de sinal de efetores do patogeno (HUBERT et al., 2003).
Analises protedmicas de secregdes esofagianas dos nematoides das galhas
sugerem que pelo menos 60 proteinas diferentes podem ser secretadas pelo
estilete do nematoide durante o parasitismo e a chaperona identificada
nesse trabalho pode estar ligada ao reconhecimento ou a degradagdo

desses efetores (CAILLAUD et al., 2008).

Os nematoides secretam enzimas degradadoras de parede celular e
efetores que manipulam diretamente o metabolismo da planta,
reprogramando as células para formarem as células-gigantes, e suprimindo
a resposta de defesa hospedeiro (GHEYSEN & MITCHUM, 2011). O
reconhecimento desses efetores por C. spectabilis pode desencadear
aumento na sintese de proteinas que atuardo na manutencdo do
metabolismo normal dos tecidos vegetais. O aumento no metabolismo da
célula pode aumentar a demanda por energia, requerendo maior
disponibilidade de ATP, e também exigir condi¢des dtimas para o pleno

funcionamento das organelas, como o estabelecimento do pH citosdlico.

Duas formas de proteinas ligadas a produgdo de ATP foram
encontradas nesse trabalho. A ATP sintase, responsavel pela produgao de
ATP e a V-type H'ATPases, também conhecidas como H"V-ATPases ¢
VATPases. As VATPases sao uma familia de bombas de protons,
dependentes de ATP, responsaveis pela acidificagdo de compartimentos

intracelulares em células eucarioticas. Essa acidificagdo desempenha
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papel importante em varios processos celulares, em particular os processos
de transporte pela membrana (FORGAC, 1999). A VATPase esta
virtualmente presente em todas as células eucaridticas e sua integridade da
VATPase ¢ necessaria para o funcionamento do complexo de Golgi,
reticulo endoplasmatico e vacuolos. Nos vactiolos, pH proximo a 5 ¢
necessario para o metabolismo das macromoléculas, como proteases,
glicosidases, lipases, nucleases e fosfatases. Uma outra funcao do vacuolo
auxiliado pela ATPase ¢ a regulagdo do pH citosélico e a absor¢do de
cations, como Na®, Ca >* ¢ Cd " (BEYENBACH & WIECZOREK,
2006).

O estudo do perfil protedomico das raizes de C. spectabilis
inoculadas com M. javanica comega a elucidar a forma de defesa desta
planta antagonista a infec¢do por fitonematoides. Como esperado, a
resposta de defesa de Crotalaria depende da interacdo entre proteinas que
estdo envolvidas em varios processos que podem funcionar de forma
cooperativa para restabelecer a homeostase sob condicdes de estresse
biotico. As proteinas diferencialmente expressas em resposta a inoculacao
de C. spectabilis com M. javanica identificadas nesse trabalho, de forma
geral, estdo relacionadas com a resposta de defesa das plantas a diferentes

formas de estresse.
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CAPITULO III —- AUMENTO NA EXPRESSAO DE S-ADENOSIL-L-
METIONINA EM ZINNIA ELEGANS INOCULADA COM MELOIDOGYNE
JAVANICA
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RESUMO

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2014. Aumento na expressao de S-adenosil-L-metionina em Zinnia
elegans inoculada com Meloidogyne javanica. Orientador: Silamar
Ferraz. Coorientadores: Everaldo Antonio Lopes e Leandro Grassi de
Freitas.

Meloidogyne javanica ¢ uma das principais espécies de fitonematoides em
todo o mundo, e pode ser controlado por meio de rotacdo de culturas.
Apesar do cultivo de zinia (Zinnia elegans) em areas infestadas reduzir o
numero de nematoides no solo, o mecanismo pelo qual ocorre essa reducao
ainda ¢ desconhecido. Assim, para compreender 0s mecanismos
envolvidos no antagonismo de zinia a M. javanica, as mudangas no
proteoma de raizes inoculadas e ndo inoculadas foram analisadas pela
combinagdo de eletroforese bidimensional e espectrometria de massa. As
proteinas do sistema radicular foram resolvidas por 2-DE, com IEF no
intervalo de pH de 3-10 e por SDS-PAGE em géis de 12%. G¢éis corados
com coomassie blue revelaram a existéncia de diferengas entre as plantas
inoculadas ¢ nao inoculadas. A inoculacdo com o nematoide induziu a
expressdo de S-adenosil-L-metionina, e € possivel que a resisténcia de
zinia a M. javanica possa estar envolvida com compostos como o etileno

e as poliaminas.

Palavras chave: ecletroforese bidimensional, nematoide das galhas,

plantas antagonista
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ABSTRACT

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February,2014. Overexpression of  S-adenosyl-L-methionine
synthetase in Zinnia elegans inoculated with Meloidogyne javanica.
Adviser: Silamar Ferraz. Co-advisers: Everaldo Anténio Lopes and
Leandro Grassi de Freitas.

Meloidogyne javanica is among the most economically destructive plant-
parasitic nematodes, with a wide host range and geographical distribution.
Despite of it, M. javanica can sometimes be controlled by crop rotation.
Although growing Zinnia elegans can reduce nematode numbers in soil,
the mechanism of the reduction is unknown. So, as a global approach to
gain a better understanding of the mechanisms involved in the antagonism
of Z. elegans to M. javanica, changes in the root proteome of inoculated
and no inoculated seedlings of Z. elegans were analyzed by a combination
of two-dimensional electrophoresis mass spectrometry. Root proteins
from non-inoculated and inoculated plants were resolved by 2-DE, with
IEF in the 3-10 pH range and SDS-PAGE on 12% gels. Coomassie blue
stained gels revealed the existence of differences between inoculated and
non-inoculated plants. Nematode inoculation strongly induced the
expression of S-adenosyl-L-methionine and the results are discussed in
terms of induced elements involved in Z elegans resistance against

Meloidogyne javanica, such as ethylene and polyamines.

Key words: antagonistic plants, root-knot nematode, two

dimensional electrophoresis.
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INTRODUCAO

Os nematoides das galhas sdo considerados fatores limitantes a
producao agricola em muitas partes do mundo. O uso de nematicidas para
o manejo do patdgeno vem sendo desencorajado por causa de seus efeitos
poluentes e danosos a saude de humanos e animais. Além disso, a
utilizagdo excessiva de nematicidas provoca degradacao do meio ambiente
e pode levar ao desenvolvimento de resisténcia nas espécies alvo. Uma
medida de controle alternativo pode ser obtida com o uso de plantas

antagonistas.

Zinnia elegans ¢ uma planta ornamental comercialmente cultivada
como flor de corte, e € capaz de reduzir a populacao de algumas espécies
de fitonematoides no solo (YASSIN & ISMAIL, 1994; CARTER et al.,
2010), o que a torna uma possivel alternativa para o manejo do patégeno,
principalmente em ambiente de cultivo protegido. Juvenis de Meloidogyne
incognita, por exemplo, ndo se multiplicam nas raizes de Z. elegans e nao
conseguem penetrar as raizes de uma planta hospedeira quando nas
proximidades sdo cultivadas plantas de zinia (YASSIN & ISMAIL, 1994).
Nas raizes de Asteraceae, familia botanica de Z. elegans, sao encontradas
substancias nematicidas, como o a-terthienyl, que apresentam grande

atividade quando as raizes estdo em pleno crescimento (OKA, 2010).

O entendimento de muitos aspectos da resposta de defesa de plantas
a fitonematoides ¢ baseado na similaridade entre os mecanismos
pertencentes as respostas de defesa a outros patogenos de plantas, que sdo
na maioria das vezes mais bem caracterizados (TOMCZAK et al., 2009).
Como ainda sdao escassos os estudos de interacdo entre nematoides e
plantas antagonistas ¢ necessdrio investigar as formas de defesa
apresentadas por estas plantas e a protedmica tem sido usada com sucesso
para o estudo de interacdes em diferentes patossistemas. Sendo assim, o
objetivo do presente trabalho foi identificar mudancas no pefil de proteinas

das raizes de zinia induzidas pela inoculacao com M. javanica.
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MATERIAL E METODOS

Procedimentos gerais

Os ensaios foram conduzidos no laboratorio e casas de vegetacao
pertencentes ao Laboratorio de Controle Bioldgico de Fitonematoides
(BIOAGRO-UFV) e no Nucleo de Biomoléculas da Universidade Federal
de Vigosa (NUBIOMOL), em Vigosa, MG.

Obtencgdo e preparo do inéculo

O in6culo de M. javanica foi obtido a partir de tomateiros mantidos
em casa de vegetagdo e os ovos utilizados nos ensaios foram extraidos
destas plantas pela técnica de Hussey & Barker (1973) modificada por
Boneti & Ferraz (1981).

Preparo das plintulas de Crotalaria spectabilis

Uma semente de C. spectabilis foi semeada por vaso de 0,5 €
de capacidade e 30 dias apdés a germinagdao cada plantula foi
inoculada com suspensdo aquosa contendo 5000 ovos e juvenis de
M. javanica, em mistura. As raizes foram coletadas 24 e 48 horas
apos a inoculacdo. Para o controle, foram coletadas raizes de
plantas ndo inoculadas nos dois intervalos de tempos mencionados.
Cada tratamento foi repetido trés vezes e cada repeti¢cdo foi
constituida de raizes de cinco plantas. No momento da coleta, as
raizes foram lavadas e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido, depois foram armazenadas a -80° C até o momento da

extragcdo das proteinas.
Andlises proteomicas

Extracgdo de proteinas
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A extragdo das proteinas foi realizada conforme metodologia
descrita por Wang et al. (2003) com algumas modificagdes.
Aproximadamente 10 g de raiz foram trituradas em nitrogénio liquido e
transferidas para tubos de centrifuga de 50 mf. O material foi
ressuspendido em 20 mf de solugdo contendo PVPP 1% (m/v), B-
mercaptoetanol 2% (v/v) e PMSF 1 mM em acetona gelada e
homogeneizado em Polytron por 30 segundos, com os tubos sempre
mantidos no gelo. Depois de homogeneizados, os tubos foram
centrifugados a 6.000 g a 4 °C por 15 minutos e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado passou entdo por uma sequéncia de lavagens e,
entre cada uma delas, o pellet foi desfeito sob agitagdo em vortex por 30
segundos e em seguida, foram centrifugados a 6.000 g a 4 °C por 15
minutos: 10 me de acetona gelada (duas vezes), 10 m¢ de TCA 10% em
acetona gelada (trés vezes), 10% TCA em agua (duas vezes), acetona 80%
(duas vezes) e etanol 80% (uma vez). O pellet foi entdo seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em 10 m{ de tampao SDS denso (sacarose
0,85M, SDS 2% (m/v), Tris-HCI pH 8,0 0,1 M, PMSF 1 mM, B-
mercaptoetanol 2% (v/v)). Apds agitacdo em vortex, foram adicionados 5
m{ de fenol tamponado (pH 8,0) e o material foi mantido em gelo por 10
minutos sendo, agitado em vortex a cada 2 minutos para maximizar o
contato entre a solugcdo aquosa e o fenol. Posteriormente, a amostra foi
transferida para tubos de 15 ml e centrifugada a 6000 g a 4 °C por 15
minutos e a fragdo fenodlica (superior) foi coletada e transferida para um
novo tubo de 50 m{. As proteinas da fase fenolica foram precipitadas
adicionando-se 20 m{ acetato de amonio 0,1 M em metanol e incubadas
por 12 horas a -20° C. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 6.000 g a
4 °C por 15 minutos. O precipitado recuperado foi lavado duas vezes em
acetato de amonio 0,1 M em metanol, duas vezes em acetona 80%, uma
vez em etanol 80% e uma vez em etanol 70% - 10 m{ de cada solu¢do. Ao
pellet final foi adicionado 1 m{ de etanol 70% para facilitar a transferéncia

das aliquotas para tubos eppendorfs de 1,5 ml, que foram entdo
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centrifugados e secos a temperatura ambiente. Depois de seco, o pellet foi
solubilizado em 300 pt de tampao de solubilizacdo (ureia 7M, tioureia
2M, CHAPS 4% em agua ultrapura). As proteinas presentes nas amostras

foram solubilizadas com auxilio de aparelho ultrassom.
Quantificacdo de proteinas

A concentragdo proteica das amostras foi determinada de
acordo com o método de Bradford (1976) e foi utilizada a albumina
sérica bovina (BSA) como proteina padrao. Foi utilizado o reagente
de Bradford pronto para uso (Sigma-Aldrich) de acordo as

instrucoes do fabricante.
Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)
Focalizagdo isoelétrica (IEF)

Para a realizagcdo da focalizagdo isoelétrica, primeira
dimensdo da eletroforese, foram utilizadas tiras de 24 cm com
intervalo linear de pH 3,0 a 10,0 (Immobiline DryStrip®). Em
aparato de reidratagdo IPGBOX (GE Healthcare), foram aplicados a
cada tira 450 uf de solug¢do contendo 800 pg de proteinas, tampao
IPG 2,5% e solugao Destreak (GE Healthcare). As tiras foram
reidratadas por 15 h a temperatura ambiente. Posteriormente, foram
transferidas para o equipamento IPGphor III (GE Healthcare) para
a focalizacdo isoelétrica. A focalizacao foi realizada sob
temperatura controlada de 20°C de acordo com as seguintes etapas:
1) 200 V x h em passo unico por 1 hora; 2) 500 V x h em passo
unico de 500 volts; 3) 800 V x h em gradiente até 1000 volts; 4)
16500 V x h em gradiente até 10000 volts; 5) 27500 V x h em passo

unico de 10.000 volts. A amperagem maxima foi de 50 pA/ tira.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
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Apos a IEF, as tiras passaram por duas etapas de equilibrio,
sendo a primeira para redugcdo e a segunda para alquilacdo das
proteinas presentes nas tiras. Para tal, as tiras foram mantidas por
20 minutos, sob agitacdo constante, em 15 m{ de solugdo de
equilibrio (Tris 75 mM pH 8,8, Ureia 6M, Glicerol 30%, SDS 2% e
Azul de bromofenol 0,002%) com 1% de DTT e depois em 15ml de
solucdo de equilibrio com 2% de iodoacetamida. A segunda
dimensao 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 concentragao de 12,5%
de poliacrilamida. As tiras equilibradas foram colocadas no topo do
gel de poliacrilamida na presenga de SDS e seladas com solucdo 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). As condi¢des de
corrida foram: pré-corrida a 10 mA/gel por 60 minutos e corrida a
40 mA/gel até que o azul de bromofenol atingisse o limite inferior
do gel. Foi utilizado cuba DaltSix (GE Healthcare) e a temperatura
foi mantida a 8°C por meio de refrigeracdo com circulador
termostatico. Terminada a corrida, os géis foram colocados em
solucdo de fixacdo contendo acido acético a 10% (v/v) e etanol a
40% (v/v) de um dia para o outro. Em seguida, foram corados por
48 horas com solucdo contendo sulfato de amonio 8% (m/v), acido
fosforico 0,8% (v/v), Coomassie blue G-250 0,08% (v/v) e etanol
20% (v/v). Apds essa etapa, os gé€is foram lavados com solugao de

acido acético 1% (v/v) até a eliminag¢do do corante excedente.
Captura das imagens e andlise da expressdo

As imagens dos géis foram digitalizadas usando o Image

Scaner III (GE Healthcare) no modo de escaneamento transparente,
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resolucao de 300 dpi e filtro de cor vermelho. As imagens foram
calibradas com o software Labscan (GE Healthcare). As analises
comparativas das imagens digitais foram efetuadas utilizando o
software ImageMaster 2D Platinum (GE-Healthcare). Através desse
software foi realizada a deteccdo automatica dos pontos proteicos
(spots), seguida de corre¢des manuais quando necessario. Foi
estimado o numero total de spots, os pontos isoelétricos e as massas
moleculares. A comparagdo foi feita entre o controle ndo inoculado
e o inoculado para cada tempo de inoculacdo, considerando trés
repeticdes biologicas para cada tratamento. Nas analises, foram
considerados diferencialmente expressos spots que apresentaram
uma variacdo de sobreposicdo de medidas (Ratio) acima de 1,0 e
ANOVA com p <0,05. Dentro de cada tratamento e para cada um
dos spots diferencialmente expresso, foi calculado o valor médio da
porcentagem de volume (% Vol) para o inoculado e para o nao
inoculado. A compara¢do destes valores indica a diferenca de
expressdo (nivel de expressao) destas proteinas entre o inoculado e

seu controle ndo inoculado, no seu determinado tempo.
Tripsiniza¢do da amostra proteica

A tripsinizagdo foi realizada segundo o protocolo de
Shevchenko et al. (2006) com algumas modificagdes. Os spots
correspondentes as proteinas diferencialmente expressas foram
retirados dos géis com auxilio de ponteiras estéreis e colocados em
micro tubos de 1,5 m{. Para remocdo da colorac¢do, fez-se duas
lavagens com 200 pL de solucdo de descoloragdao (metanol 50%
(v/v) e acido acético 5% (v/v)), sendo a primeira por quatro horas e
a segunda de um dia para o outro, ambas a temperatura ambiente e
sob agitacdo em Thermomixer digital Comfort (Eppendorf) a 300
rpm. A solucdo de descoloragdo foi removida e os pedagos de gel

foram desidratados com 200 pL de acetonitrila por 10 min e depois
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secos em microcentrifuga a vacuo por 15 min. As proteinas foram
entdo, reduzidas com 50 pt de DTT 10 mM em bicarbonato de
amonio 100 mM por 30 min. Apds esta etapa, as proteinas foram
alquiladas com 50 pf de iodoacetamida 100 mM em bicarbonato de
amonio 100 mM por 30 min, a temperatura ambiente, na auséncia
de luz. Sequencialmente, os pedagos de gel foram desidratados em
200 pt de acetonitrila por 10 min a temperatura ambiente e depois
reidratados em 200 pt de bicabornato de amo6nio 100 mM por 10
minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 200 pl de
acetonitrila por 10 min e os géis foram secos em microcentrifuga a

vacuo por 15 min.

Para a etapa de digestdo enzimatica, os pedagos de géis foram
reidratados por 10 minutos, no gelo, com 30 pt de solucdo contendo
tripsina (20 ng/pul) e bicarbonato de amdnio 50 mM. Depois deste
tempo, 10 ul de bicabornato de aménio 50 mM foram adicionados
as amostras, homogeneizados em vortex e centrifugados por 30
segundos. As amostras foram incubadas a 37 °C de um dia para o

outro.

No dia seguinte, 40 pt de bicabornato de amdnio 50 mM
foram adicionados e as amostras foram incubadas por 10 minutos,
homogeneizando em vortex ocasionalmente. Os tubos foram
centrifugados por 30 segundos, e o sobrenadante foi transferido para
um micro tubo de 0,5 m{. Foram adicionados 30 put de tampao de
extragdo (acetonitrila 50% (v/v) e 4cido formico 5% (v/v)) aos tubos
contendo os pedacos de géis, que foram incubados por mais 10
minutos, homogeneizados em vortex ocasionalmente, centrifugados
por 30 seg. e o sobrenadante adicionado ao sobrenadante coletado
anteriormente. Essa etapa foi repetida por mais duas vezes. As

amostras foram secas em microcentrifuga a vacuo e armazenadas
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em -80 °C até o momento da andlise. Para analise, 20 ut TFA 1%

(v/v) foram adicionados as amostras para ressuspensao.
Espectrometria de massa

A identificacdo de proteinas foi realizada utilizando
espectrometro de massa disponibilizado pelo Nucleo de
Biomoléculas (Nubiomol-UFV). Aliquota de 0,5 ul de cada amostra
contendo os peptideos foram aplicadas sobre uma placa de aco,
juntamente com 0,5 pul da matriz DHB (2,5- 4&cido di-
hidroxibenzoico). Apos a cristalizagdo foi iniciada a andlise no
espectrometro. Os peptideos foram ionizados pela técnica de

MALDI.

Identificacdo de proteinas por espectrometria de massa

A identificacdo das proteinas foi realizada por meio dos dados
de MS1 por PMF (Peptide Mass Fingerprint) confrontando-os com
sequéncias obtidas das proteinas presentes nos bancos de dados
NCBI/Viridiplantae, com auxilio do software Mascot versao 2.2.07
(Matrix Science, 2012). As pesquisas foram realizadas nos bancos
de dado publicos do National Center for Biotechnology Information

(www.ncbi.nlm.nih.gov).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis protedmicos das raizes de Z. elegans inoculadas e
ndo inoculadas com M. javanica, nos dois tempos estudados, estdo
apresentados nas Figuras 1 e 2. Apos 24 da inoculagdo das plantas com
M. javanica, a média do numero de spots detectados por gel foi de 824 ¢
867 nas plantas inoculadas e ndo inoculadas, respectivamente. Por sua vez,
apos 48 horas, as médias foram de 381 e 355, respectivamente nos

géis referentes a plantas inoculadas e ndo inoculadas.
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Ao todo, foram detectados 23 spots diferencialmente
expressos nos dois tempos avaliados (Figura 3). As 24 horas apos a
inoculacdo foram detectados sete spots diferenciais, destes, quatro
spots com aumento de volume de expressdo e trés spots presentes
somente nos géis referentes a inoculagio com o nematoide. As 48
horas apds a inoculagdo foram detectados 16 spots diferencialmente
expressos, sendo 12 presentes somente nos géis inoculados e quatro

correspondentes ao aumento de expressao nas plantas inoculadas.

A 1identificagdo das proteinas foi realizada pelo auxilio do
software ~ Mascot que apresentou valores de  escores
significativamente acima do limite minimo de confiabilidade (dados
ndo mostrados). A proteina identificada, com o seu respectivo match
ID (numero de identificagdo da proteina disponibilizado pelo
software ImageMaster III), tempo de inoculacdo, médias da % de
volume de spots de e os niveis de expressao de cada proteina estao

apresentados na Tabela 1 e na Figura 4.
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FIGURA 1: Perfil protedmico de raizes de Zinnia elegans inoculadas (inoculada) e ndo inoculadas (controle) com Meloidogyne javanica, 24 horas
apos a inoculagdo. Cerca de 800 ng de proteinas foram carregadas nas tiras IPG de 24 cm (pH 3-10) para andlise bidimensional. Os géis foram
visualizados com coomassie brilliant blue. O padrao da massa molecular estd indicado a esquerda dos géis.
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FIGURA 2: Perfil protedmico de raizes de Zinnia elegans inoculadas (inoculada) e ndo inoculadas (controle) com Meloidogyne javanica, 48 horas
apos a inoculagdo. Cerca de 800 ug de proteinas foram carregadas nas tiras IPG de 24 cm (pH 3-10) para analise bidimensional. Os géis foram
visualizados com Coomassie brilliant blue. O padrao da massa molecular estd indicado a esquerda dos géis.
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FIGURA 3: Evidenciagdo dos spots diferencialmente expressos em raizes de Zinia elegans as 24 e 48 horas apos a inoculagdo com Meloidogyne
javanica. Cerca de 800 ug de proteinas foram carregadas nas tiras IPG de 24 cm (pH 3-10) para analise bidimensional. Os géis foram visualizados
com Coomassie brilliant blue. O padrao da massa molecular est4 indicado a esquerda dos géis.
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Tabela 1: Dados sobre a proteina diferencialmente expressa em Zinnia elegans

as 48 horas apo6s a inoculagdo com Meloidogyne javanica.

Proteina Metionina adenosiltransferase
Match ID 549
Espécie Chrysanthemum coronarium
Acesso (GI) 217315773
PI 5,8
MW 48190
Tempo 48 h
% Volume Inoculado 1,398

Nao Inoculado 0,602
Nivel de expressao + 2,32

* Genlnfo Identifier (GI) - nimero de acesso ao GenBank — NCBI. O sinal (+) indica
aumento na expressao da proteina em resposta a inoculagdo com Meloidogyne
Jjavanica. P1= Ponto isoelétrico; MW= Peso Molecular
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FIGURA 4: Spot correspondente a proteina Metionina adenosiltransferase,

diferencialmente expressa as 48 horas apds a inoculagdo de zinia com

Meloidogyne javanica.
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A enzima metionina adenosiltransferase (SAM) foi positivamente
expressa as 48 horas ap6s a inoculagdo de zinia com M. javanica. Depois do
ATP, metionina adenosiltransferase ¢ a maior provedora de energia para a célula
e, em plantas, ¢ usada como o principal doador de metil para intimeras
biomoléculas, incluindo produtos secundarios, proteinas, acidos nucleicos,
acucares e clorofila. O aumento de expressdo da enzima metionina
adenosiltransferase pode ser responsavel pela paralizagdo do desenvolvimento
de M. javanica nas raizes de zinia. Acimulo de metionina adenosiltransferase
j& foi observado em plantas tratadas com elicitor fungico e inoculadas com
bactéria e fungo fitopatogénicos, sugerindo que a resposta de defesa das plantas
estd associada com aumento de SAM e com a metilagdo de compostos celulares
(KAWALLECK et al, 1992, EDWARDS, 1996, CURTO et al., 2006,
MALDONADO-ALCONADA et al., 2011).

A metionina adenosiltransferase serve como precursor para a sintese de
etileno, que € responsavel pela regulagao de muitos aspectos do ciclo de vida
das plantas e sdo produzidos em niveis elevados quando a planta estd sob
estresse. Apesar de estar associado com a defesa de plantas contra a infec¢ao
por patogenos necrotroficos e injurias de insetos, o etileno parece ser sinalizador
de resposta de defesa também em interagdes com patdogenos biotroficos (BARI
& JONES, 2009). Assim como M. javanica neste estudo, Plasmodiophora
brassicae nao foi capaz de formar galhas em A. thaliana (KNAUST &
LUDWIG-MULLER, 2012). Apesar de ndo ser o maior responsavel pela defesa
de A. thaliana contra P. brassicae, o etileno pode ser importante na defesa da
planta, visto que varios mutantes deficientes na produgdo de etileno foram mais
sensiveis a infeccdo pelo patdgeno. Plasmodiophora brassicae induz a
formagdo de galhas de forma semelhante a Meloidogyne spp., estimulando a
produgdo de auxina e citocinina, o que resulta na hipertrofia e hiperplasia das
células infectadas pelos patégenos (CAILLAUD et al., 2008; KAGEYAMA &
ASANO, 2009). O etileno pode atuar de forma semelhante na resposta de defesa
de Z. elegans a M. javanica, sendo que numa interagdo compativel genes para a

biossintese de etileno foram reprimidos nas células gigantes (BARCALA et al.,
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2010). As plantas da familia Asteraceae sdo ricas em alcaloides pirrolizidinicos,
compostos secundarios toxicos a insetos herbivoros e também a nematoides,
inibindo a motilidade e a eclosdo de juvenis in vitro (THODEN & BOPPRE,
2010). Na rota de sintese dos alcaldides pirrolizidinicos pela SAM, estdos as
poliaminas, preferencialmente encontradas em tecidos em crescimento € sob

condigoes de estresse (OBER & HARTMANN, 1999).

Algumas proteinas efetoras secretadas pelos anfideos e glandulas
esofagianas de Meloidogyne spp. estdo envolvidas na degradacdo e na
modificacao da parede celular e sao langadas no apoplasto da planta hospedeira
durante a migragao intercelular e os estagios iniciais de sedentarismo (VIEIRA
etal.,2011). As poliaminas vegetais, por serem fonte de peréxido de hidrogénio
(H202), podem participar também do restabelecimento da parede celular de
zinia. Além de ser capaz de matar o patdgeno diretamente, o H>O> esta
envolvido na maturacdo celular e na lignificacdo e restabelecimento de paredes
celulares danificadas durante a invasdo de diversos patogenos (YODA et al.,

2009; TAKAHASHI & KAKEHI, 2010; DUBREUIL et al., 2011).

Em conclusdo, os resultados aqui apresentados demonstram que a
metionina adenosiltransferase ¢ predominantemente expressa no sistema
radicular de Z. elegans nos estadios iniciais da infeccdo por M. javanica. A
superexpressdao da metionina adenosiltransferase pode estar envolvida na
supressao do desenvolvimento de M. javamica nas raizes desta planta

antagonista.
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CONCLUSOES GERAIS

O uso de hortela-pimenta, zinia e crotalaria na rotacao de culturas ¢
eficiente para reduzir a populacdo de Meloidogyne javanica no solo;
O desenvolvimento de M. javanica ¢ paralisado no segundo estadio
dentro das raizes de crotalaria e zinia;

As técnicas de eletroforese bidimensional e espectrometria de massas
utilizadas sdo eficazes para a resolucdo e identificagdo das proteinas
diferencialmente expressas nas raizes de crotaldria e zinia;

A resposta de defesa de crotalaria a M. javanica resulta em aumento de
expressao de quatro proteinas identificadas: V-type ATPase, ATP
synthase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ¢ uma Heat
Shock Protein. Estas proteinas estdo relacionadas com o
restabelecimento da homeostase sob condi¢des de estresse biodtico;

A inoculacdo de zinia com M. javanica aumenta a expressdo da
proteina S-adenosil-L-metionina, que pode estar ligada a resposta de
defesa da planta através da sintese de etileno, peroxido de hidrogénio

e alcaloides pirrolizidinicos.

69



