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RESUMO

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal dem¢n, fevereiro de
2014. An ilise prote{mica de plantas antagonistas em repostainoculaom
com Meloidogyne javanica.Orientador: Silamar Ferraz. Coorientadores:
Everaldo Anf{nio Lopes e Leandro Grassi de Freitas.

Os nematoides domgeroMeloidogynes i fitopatygenos responseis por
reduoés de ap12% na prodwone podem ser manejados de forma
eficiente com a rotaeonde culturas, no entanto, por seremfpgbs essa

t gnica pdificultada pela falta de boas ogs de plantas m hospedeiras.
Assim, faz-se nece&$0 avaliar culturas economicamenteiweis aos
produtores para o cultivo emreas infestadas, como, por exemplo, as
plantas antagonistas de uso medicinal e, ou ornamental. Embarasalgu
substincias nematicidasi tenham sido isoladas destas plantas, aimila s
escassos 0s estudos direcionadpscompreensn dos mecanismos
envolvidos na supress do desenvolvimento dos nematoides nas plantas
antagonistas. Assim, objetivou-se neste trabalho aval@mpartamento

de plantas medicinais e ornamentais quando inoculadas®cgaranica

e identificar protenas diferencialmente expressas por essas plantas em
resposta j inoculaoon do nematoide utilizando a eletroforese
bidimensional e a espectrometria de massa. As plantas te$tadm:
falso-boldo Plectranthus barbatys hortelapimenta Mentha piperita,

zhia (innia elegans e losna Artemisia absinthiuijn  Tomateiro
(Solanum lycopersicunfoi utilizado como controle susceel e crotairia
(Crotalaria spectabiliy como planta m» hospedeira. Houve baixa
reproduoonde M. javanicanas razes de todas as plantas antagonistas
testadas. Mn foram visualizados nematoides nake&a de hortakpimenta

e falso boldoe, em losna, poucas galhasméas adultas. Nas eas de
Zhia e crotalria foram encontrados nematoides pouco desenvolvidos,
alguns em formato salsichoide, mas raramenimeés totalmente
desenvolvidas, mesmo sp 30 dias da inoculaon Das plantas

antagonistas testadas, as mais eficientes para o contrivlejaeanica



foram hortelapimenta, zhia e crotalria. Para identific@ondas protéas
diferencialmente expressas foram avaliadas amostras ks rdeC.
spectabilise Z. elegans js 24 e 48 horas gp a inocula@ncom o
nematoide.As protehas foram extrélas pelo nmpodo fenol-SDS e
separadas por eletroforese bidimensional. Por meio tlaeacomparativa
dos gps foram detectadas prabas diferencialmente expressas e foram
posteriormente identificadas por espectrometria de madssen C.
spectabilisforam identificadas quatro proteas diferenciaisis 24 horas
ap)s a inoculaom V-type proton ATPase subunit B 1-like, ATP synthase
subunit beta, mitochondrial-like Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase e Heat Shock Protein. Estas past@sto relacionadas
com o restabelecimento da homeostase sob cdrslde estresse Yico.

Em Z. elegandoi identificada a protda metionina adenosiltransferase,
diferencialmente expressa 48 horas ag a inoculao oy que pode estar
ligada a resposta de defesa da planta grda shtese de etileno, pgtido

de hidrognio e alcaloides pirrolizithicos Esses resultados contribuem
para o entendimento dos mecanismos de defesa das plantas antagonistas

M. javanica



ABSTRACT

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

Meloidogynespp. 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 ltava
economically viable crops for producers to treat infested aseals,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 dolamisms
involved in the suppression of the nematode development in to the
antagonistic plants. Thus, the objective of this study was to ¢edla
behavior of medicinal and ornamental plants when inoculated Mith
javanicaand identify differentially expressed proteins in these plants in
response to nematode inoculation using two-dimensional electrophoresis
and mass spectrometry. The plants tested w&lestranthus barbatus,
Mentha piperita, Zinnia elegangnd Artemisia absinthiumSolanum
lycopersicumwas used as susceptible control &rdtalaria spectabilis

as a non-host plant. There was a low reproductiad.ghvanicaon the

roots of all antagonist plants tested. No nematodes were obsatihed w

M. piperitaandP. barbatugoots and just few adult females could be seen
within A. absinthiunmroots. In the roots af. elegansandC. 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 inodorgrM.
javanica are M. piperita, Z. elegansand C. spectabilis For the
identification of differentially expressed proteins, root sample<C of

spectabilisandZ. eleganscollected at 24 and 48 hours after inoculation



with the nematodes were evaluated. Proteins were extradteghvanol -

SDS method and separated by two-dimensional electrophoresis. Through
the comparative analysis of differentially expressed proteirs \gete
detected, and were subsequently identified by mass spectrometg.. On
spectabilisfour differential proteins were identified at 24 hours after
inoculation and oZ. elegan®ne differential protein was identified at 48
hours after inoculation. These results contribute to the understanding of

the defense mechanisms of plants antagonistid. javanica.
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INTRODU d -O GERAL

Os nematoides das galhadMefoidogyne spp.) SO patygenos
amplamente difundidos nagseas de plantio ao redor do mundo @ s
responsveis por grandes recuds na prodwan Esses pagenos podem
ser controlados por prcas culturais, nematicidas ¢uicos e pela
utiliza oonde variedades resistentes. No entanto, os nematicigaal
nm fornecerem supress em longo prazo, ® caros, Nocivos ao meio
ambiente g sa-€le humana (FERRAZ et al., 2010).

A adooande priticas ambientalmente sustéveis para 0 manejo de
nematoides tem chamado a abam de produtores e de
consumidores. Dentre as mais eficientes para o0 controle de
nematoides esh a rotao onde culturas, o uso de variedades resistentes ou
de plantas antagonistas. Algumas plantas antagonistaggazes de fixar
nitrogmio da atmosfera e fornecerem expressivos volumes dgianat
orglica, melhorando as caraciticas qunmicas, fsicas e biolgicas do
solo (FERRAZ & FREITAS, 2004).

Plantas antagonistasms aquelas que, de alguma forma, afetam
negativamente a poputetndos nematoides no solo, podendo atuar como
mis hospedeiras, plantas armadilhas ou como produtoras de compostos
nematicidas (FERRAZ & VALE, 1997). Nas plantassnhospedeiras, ih
penetraoondos nematoides, mas poucos se desenvolvem. Por sua vez, 0os
nematoides penetram nas plantas armadilhas, nmasampletam o seu
desenvolvimento. Por fim, as plantas produtoras de compostos
nematicidas contn substncias tiicas aos nematoides quengiberadas
durante sua decompasonou atuam no interior das plantas (FERRAZ et
al., 2010).

Os nematoides das galhasnspolfagos, o que torna difl
encontrar boas opés de culturas agrgmicas nm hospedeiras para o seu

manejo atrays da rotaoonde culturas. Algumas plantas recomendadas



para adubaanverde, principalmente egpes do gneroCrotalaria, s
eficientes no controle de fitonematoides (WANG et al., 2002n aa
considerivel produoonde massa verde e fixanbiol ygica de nitrognio
atmosfpico. ecomum ao gnero a prodwende monocrotalina, alcaloide
pirrolizid hico que afeta o movimento de juvenis de fitonematoides,
reduzindo a taxa de infean (WANG et al., 2002). Os alcaloides
pirrolizid hicos tamlpn sm ticos a vertebrados ew nm palativeis a
insetos herlvoros (THODEN & BOPPR, 2010). O alto teor de
nitrogmio da mapia orgkica deC. spectabiliscausa a proliferaande
microrganismos ligadosj ciclagem do nitrognio e a liberabon de
compostos nitrogenadosxicos aos nematoides, a exemplo do{aim
(RODRBUEZ-K BBANA, 1986; WANG et al., 2004).

No entanto, muitos produtores ignoram o uso de adubos verdes, como,
por exemploCrotalaria spp., uma vez que elasonoferecerem retorno
econ{mico imediato. Assim, faz-se nec&ss avaliar culturas que sejam
economicamente Weis aos produtores para o tratamento ideas
infestadas. Plantas medicinais e ornamentais se encaixamambmas
op o és para garantir retorno ecfpmco ao produtor, como por exemplo,
plantas dos gnerosMenthg Artemisia,Plectranthuse Zinnia, nas quais o
potencial nematicidaijfoi relatado (GUARRERA, 1999; OKA et al.,
2000; PANDEY & KALRA, 2010).

Mentha piperita(famtia Lamiaceae) conhecida como horteh
pimenta, puma planta obtida do cruzamento enrte aquaticae M.
spicata O plantio de hortetpode diminuir a densidade populacional do
nematoide das galhas, como, por exempWgloidogyne arenaria
(WALKER & MELIN, 1996). Alpn disso, espies deMentha spp.
possuem compostos na partgea com atividade nematicida sobre o
nematoide das galhas (PANDEY & KALRA, 2010; CABONI et al., 2013)
especialmenteicido clorogmico, icido salvianyico, icido salictico e
icido rosmamico (CABONI et al., 2013).



Plantas do gero Artemisia(famtia Asteraceae) m conhecidas
como absinto, losna ou sintro @ngicas emyeos essenciais. Produzem
flores amarelas em usadas na medicina, no controle de helmintoses e de
dores estomacais, e na fabroen da bebida alcgica absinto
(ABERHAM et al., 2010). Ajm disso, algumas pesquisas comprovaram
a aomnnematicida de plantas dangro Artemisia Extratos aquosos de
rakes frescas de losnA.(absinthiuminibiram a eclosn de juvenis d#.
incognitae a incorporaanao solo das raes secas da planta diminuiu a
infecomn pelo patgeno em r&es de berinjelaSolanum melongeha
(SHARMA & TRIVEDI, 1992). Em outro trabalho, os extratos de marte
apeas secas de losna causaram a morte de mais de 90% dedawénis
incognitaapys exposoande 24 horas (DIAS et al., 2000).

O gmero Plectranthus(Lamiaceae) engloba empes usadas na
medicina popular (dor de d€ghago e purgante), alimentande gado
(ovinos, caprinos e bovinos) e na ornamewasendo o falso-boldd?(
barbatug a espeie mais utilizada (LUKHOBA et al., 2006). Ainda que a
incorporaoonda parte gea seca de falso-boldomtenha controladi.
javanicaem estudo conduzido por Lopes et al. (20G8)ossivel queP.
barbatus possua @on nematicida, uma vez que cqmt diterpenos,
compostos antimicrobianos e que conferem resi® ao ataque de
insetos (ABDEL-MOGIB et al., 2002; LUKHOBA et al., 2006).

Plantas ornamentais do ngero Zinnia (famtia Asteraceae),
conhecidas como zia ou canela-de-velho, podem ser uma das éx
para 0 manejo de fitonematoides, como, por exeniloincognitae
Rotylenchulus reniformi§Y ASSIN & ISMAIL, 1994). Apesar de plantas
da famtia Asteraceae tamin serem ricas em alcaloides pirroliziatos,
poucos trabalhos foram realizados sobreoarglas esgries de zia no
controle do nematoide das galhas e os eventuais compostos ligesons
pela ao@nematicida (THODEN & BOPPR 2010).



De forma geral, ainda m escassos 0s estudos direcionaglos
compreengd dos mecanismos que envolvem a supmessio
desenvolvimento dos nematoides nas plantas antagonistas ainda que
algumas subshcias nematicidas ij tenham sido isoladas;omo .-
terthienyl de Tagetes isotiocianatos de hssicas, glicosleos
cianogmicos de Sorghum(CHITWOOD, 2002; LOPES et al., 2008;
FERRAZ et al., 2010; OKA, 2010).

Nas +imas dgadas, a aiise da interaon entre plantas e
patygenos ganhou fa® com a utilizaoonde ferramentas gdmicas que
permitem identificar grande quantidade de genes expressos durante o
processo de infecon(MEHTA et al., 2008). Essa disponibilidade de dados
gen{micos aumentou o interesse ciéob pelo conhecimento das furgs
e modo de atuaondos genes. Ain disso foram desenvolvidaghicas
para arilise dos transcritos de RNAm (transcHipica) e anlise do
conjunto de protéas expressas (prdtaica) (CENOVAS et al., 2004).

O termo protdmica foi inicialmente definido como a
caracterizaoonem larga escala das prot@s expressas em umauta,
tecido ou organismo num determinado momento (WILKINS et al., 1996).
Atualmente, a protgnica pcapaz de quantificar, localizar, determinar
modifica o és pys-traducionais e atribuir fumés js protehas identificadas
(C ENOVAS et al., 2004).

Os estudos protgnicos desenvolvidos com nematoides parasitas
de plantas ainda est dando os primeiros passos. Algumas pheate
produzidas por estes pgenos, que esh envolvidas no processo de
infecomn ji foram identificadas, como alguns indutores dielas de
alimentaoone enzimas degradadoras de parede celular (MEHTA et al.,
2008). Por outro lado, a dise prote{mica tamlm pode ser utilizada para

a identificaoonde protehas envolvidas nos mecanismos de defesa de



plantas, sendo importante ferramenta na eluc@ida forma de defesa das

plantas antagonistas.

Um dos primeiros estudos para avaliar mualama express de
protehas em resposta ao parasitismo de nematoides foi realizado com
Globodera rostochienses cultivares suscékis e resistentes de batata,
contendo o gene de resistiaH1 (HAMMOND-KOSACK et al., 1990).
Neste estudo, a presendo patgeno nas rées nm alterou a expresa
de protehas nas rées, mas aumentou a expraesem folhas jovens. Por
sua vez, Callahan et al. (1997) notaram que o desenvolvimeritb de
incognitaem Gossypium hirsuturfoi paralisado logo ag a penetraon
nas razes de algodoeiro resistente. Os autores observaram que uma
proteha espefica foi produzida nas raes do algodoeiro resistente
guando o desenvolvimento do nematoide foi interrompido, podendo tal

proteha estar envolvida na resposta de rastsa da planta.

Recentemente, a eletroforese bidimensional foi associpda
espectrometria de massa para comparar 0 proteomaves e soja
resistentes e susdatis quando inoculadas cadrh glycines(LIU et al.,
2011). Com esse estudo, os autores identificaram pastaliferenciais
envolvidas com o sistema de defesa, metabolismo e pmde energia

da planta.

As informao és oriundas das diferentesiéges comparativas das
interao és planta-nematoide aindaosfragmentadas. Embora em fase
inicial, a aplicaoanda nova geraonde tecnologias de sequenciamento e
anilise prote{mica prometem fornecer infornoads mais funcionais das
sofisticadas interag¢s 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 déimjavanicg identificar as prot@as



diferencialmente expressas por essas plantas em regpostalaoondo
nematoide utilizando a eletroforese bidimensional e a espectrardetri

massa.
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RESUMO

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal demga, fevereiro
de 2014. Reaomde plantas medicinais e ornamentaig inoculaom
comMeloidogyne javanicaOrientador: Silamar Ferraz. Coorientadores:
Everaldo Antfnio Lopes e Leandro Grassi de Freitas.

A reproduomne o desenvolvimento dd. javanicaforam avaliados em
rakes de esgies de plantas ornamentais e medicinais em dois
experimentos realizados em casa de vepeiaPlkntulas de falso-boldo
(Plectranthus barbatyshortelapimenta Mentha piperitd, zhia (Zinnia
elegan$ e losna Artemisia absinthiuiforam inoculadas com 5.000 ovos
do nematoide Tomateiro §olanum lycopersicumfoi utilizado como
controle suscetel e crotalria (Crotalaria spectabiliy como planta m
hospedeira. Sessenta diassap inoculaomrakzes de cinco plantas foram
retiradas para a contagem de galhas e outras cinco foram incapam
solo do vaso. Uma phtula de tomateiro foi utilizada para estimar a
populao@mremanescente dé. javanicanos vasos contendo oumrazes

das plantas antagonistas incorporadas. Foi avaliado pamb
desenvolvimento dos juvenis aos 15 e 30 diag ap inoculaoondas
plantas. A prodwaonde ovos do nematoide naszes de todas as plantas
antagonistas testadas foi, engia, 90,3% menor que em tomateiro e, na
avaliaoonda populaonremanescente do nematoide foi observado que a
incorporaoondo sistema radicularm implicou em maior populaande

M. javanicapara a cultura seguinte. i foram visualizados nematoides
nas razes de hortekpimenta efalso boldoe, em losna, poucas galhas e

f meas adultas. Nas ea&s de hia e crotalria foram encontrados
nematoides pouco desenvolvidos, alguns em formato salsichoide, mas
raramente fmeas totalmente desenvolvidas, mesmgsap0 dias da
inoculaoon Das plantas antagonistas testadas, as mais eficienées par

controle deM. javanicasm hortelapimenta, zhia e crotalria.

Palavras chave:Artemisia absinthium, Crotalaria spectabilis, Mentha

piperita, nematoide das galhaBlectranthus barbaty&innia elegans
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ABSTRACT

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal dewga, February,
2014.Reaction of medicinals and ornamentals plants tMeloidogyne
javanica inoculation. Adviser: Silamar Ferraz. Co-advisers: Everaldo
Ant {nio Lopes and Leandro Grassi de Freitas.

Reproduction and developmentMeloidogyne javanicavere evaluated

into the roots of ornamental and medicinal plants in two experiments
conducted under greenhouse conditions. SeedlingsPlettranthus
barbatus Mentha piperitaZinnia elegangndArtemisia absinthiumvere
inoculated with 5,000 eggs &f. javanica Solanum lycopersicurwas

used as susceptible crop a@dotalaria spectabilisas non-host model.
Sixty days after inoculation, five roots system of each treatment
removed for evaluation of the number of galls and other five were
incorporated into the soil of the pot. A seedling of tomato was wsed t
estimate the remaining population Mt javanicain 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 ahsandeon

the evaluation of the remaining population of the nematode it was
observed that the incorporation of the root system did not resultategre
population ofM. javanicafor the next crop. No galls or nematodes were
observed within roots dfl. piperitaandP. barbatusand, onA. absinthium

few galls and adult females were observed. Nematodes were
underdeveloped within roots &. elegansand C. spectabilis some in
salsichoide format were found but, rarely females fully developed e
after 30 days of inoculation. Among the antagonists plants telseeohdst
effective in controllingM. javanicawereM. piperita Z. elegansandC.

spectabilis.

Keywords: Artemisia absinthium Crotalaria spectabilis Mentha

piperita, Plectranthus barbatysoot-knot nematod&innia elegans
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INTRODU d-O

Os nematoides das galhakleloidogyne spp.) so patygenos
amplamente difundidos nagseas de plantio ao redor do mundo @ s
responsveis por considereis perdas ecofmicas. As formas de manejo
mais utilizadas s as piticas culturais, a utilizaonde variedades
resistentes e os nematicidastgos. No entanto, os nematicidagalde
nm fornecerem supress em longo prazo, ® caros, Nocivos ao meio

ambiente g sade humana.

A rotaoande culturaspuma das piticas mais eficientes para o
manejo de fitonematoides, podendo ser feita com variedadesme=ssiu
com plantas antagonistas. Apesar degiog genes de resisicia a
nematoides | terem sido identificados, as variedades resistentes
disponweis ainda $n escassas e seu upbastante limitad¢FULLER et
al., 2008). Por sua vez, algumas plantas podem reduzir a papdias
fitonematoides ao atuarem como planten ihospedeira, como planta
armadilha ou produzirem compostogitos, podendo esses mecanismos
ocorrerem isoladamente ou em comimma (FERRAZ & FREITAS,
2004; LIMA et al., 2009; HOOKS et al., 2010).

Al pn da redw onda popula endos nematoides no solo, as plantas
antagonistas trazeminos benetios | cultura principal. Algumas delas
sm capazes de fixar nitrogio da atmosfera e fornecerem expressivos
volumes de matia orgkiica, aumentando a atividade de microrganismos
antagonistas e melhorando as carastieas gerais do solo (FERRAZ &
FREITAS, 2004). Quando usadas em sistemas d®an&as diminuem
a presso de sel®onsobre os genes de resmstia dos cultivares
tradicionalmente utilizados e ainda auxiliam no manejo de outros
patygenos de solo e de plantas daninhas.

Plantas do giero Crotalaria sm conhecidas pela capacidade em
reduzir populaoés de fitonematoides (WANG et al.,, 2002), fixar
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nitrog mio atmosfpico e aumentar a@wnda microbiota do solo (HINDS
et al., 2013; WANG et al.,, 2004). As folhas Qeotalaria possuem
monocrotalina, quepaltamente wica aos nematoides e, naszes, de
alguma forma os juvenis déleloidogynenm ultrapassam o segundo
estidio de desenvolvimento (SILVA, 1989).

Considerando qudleloidogyne pum gmero polfago, torna-se
dif til encontrar o é&s de culturas agrdmicas nm hospedeiras para o
seu manejo atrgs da rotabonde culturas. Assim, a busca por plantas a
serem usadas em sistemas de o@m®ara 0 manejo de nematoides ainda
p relevante. Plantas medicinais e ornamentais poderiam reresent
alternativas fznicas para o manejo do pg&no e o és de fornecimento
de renda aos produtores. Assim, neste trabalho avaliou-se @ ddeit
planta ornamental zia Zinnia eleganse das plantas medicinais losna
(Artemisia absinthium hortelapimenta Mentha piperitd e falso-boldo
(Plectranthus barbatysno controle deéMeloidogyne javanicaPara tal,
avaliou-se o desenvolvimento #& javanicanas razes destas plantas
antagonistas e a popuwando nematoide que remanesce no solg ap

sistema radicular ser oumincorporado ags o cultivo.

MATERIAL E M eTODOS

O inyculo deM. javanicafoi obtido a partir de raes de tomateiros
da variedade panta Clar§ mantidos em casa de vegetmn do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal asa/iMG.
Os ovos do nematoide foram extias das r&es de tomateiro pelgahica
de Hussey & Barker (1973) modificada por Boneti & Ferraz (1981).

Losna, hortehkpimenta,falso-boldo e xia foram avaliadas como
op o és para o manejo dié. javanica Crotaliria foi utilizada como planta
antagonista modelo ®mateiro foi usado como controle suseeit As
pl ktulas foram produzidas em bandejas de isopor contendo substrato
organomineral. Tomateiro, crotah e zhia foram propagadas por
sementes, falso bolddoi propagado por estaca e todas foram
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transplantadas com 25 dias de idade. Losna e Impitabnta foram
propagadas por sementsransplantadas com aproximadamente 40 dias
de idade

As plhktulas foram transplantadas para vasos com 2k
capacidade contendo mistura de solo de barranco e areia (1:1)
previamente esterilizada com brometo de metila na dose de®8@ae
solo. O sistema radicular de cada planta foi infestado com 5.00@evos
M. javanicaem 3,0 m» de suspenm aquosa. Sessenta diasyam
inoculaomnas plantas foram cortadas agehdo solo e as rizes referentes
ao tratamento sem incorpavanforam retiradas dos vasos, lavadas e
pesadas para posterior extrene contagem de ovos. Asires referentes
ao tratamento com incorpooan foram fragmentadas e incorporadas
novamente ao solo do vaso. Depois de retirar ou incorporarzas das
plantas antagonistas, o solo foi devolvido a cada vaso, onde Umaal
de tomateiro foi plantada para estimar a popalaremanescente do
nematoide. Aps 30 dias, o Anero de galhas de cada sistema radicular foi
contabilizado.

Para avalimondos esidios de desenvolvimento do nematoide no
interior das ra&es, amostras conten@¢b g de raiz foram coletadas das
plantas antagonistas antes da eatmade ovos.Os nematoides foram
corados no interior das w®@s, seguindo a metodologia de Byrd et al
(1983). Para isso, astras foram lavadas saua corrente para a retirada
do solo, cortadas em segmentos de 1 cm e clarificadas ernasdie
hipoclorito de sdio (1,5%) durante quatro minutos, com ocasional
agitaomn Para a retirada do excesso de hipoclorito, asgéoram lavadas
em igua corrente e submersas egua por 15 minutos. Logo ap esse
perbdo, as r&es foram transferidas para urgber contendo 3éne de
igua e Im e de soluoancorante (3,5 g de fucsinaida, 250m ¢ de icido
acpico glacial e 750n e de igua destilada). Esta sabwnfoi aquecida e

mantida sob fervura por 30 segundos. y\patingirem temperatura
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ambiente, as raes foram lavadas e colocadas em glicerina acidificada
com algumas gotas de&ido clortrico 5N e fervidas novamente. Ao
t pmino do processo, 0s hematoides foram observados com aadra

MIicroscypio yptico.

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2x5 (raiz incorporada e ramz n
incorporada x cinco plantas), com cinco repés. O experimento foi
conduzido no pebdo de 11/2017% 02/2012 (hax27,1 € Tnin18,0C) e
repetido de 10/201201/2013 (hax 28,8 £ e Tmin 18,2 ). Os dados dos
experimentos foram submetidg@nilise de varicia e as nmlias foram

comparadas segundo o teste de Tukey a 5% de sikoic
RESULTADOS

A produoande ovos dé. javanicafoi, em muglia, 90,3%menor
em todas as plantas medicinais e ornamentais em ambos 0s eRfEyime
(Figura 1). A maior quantidade de ovos na¥es dessas plantas foi
produzida em losna, no primeiro experimento, mas ainda 30,8% menor
gue nas r&es de tomateiro. Por sua vez, as menores taxas de remodu
do nematoide foram observadas em falso-boldo (10,9%), hpiteénta
(0,1%) e zhia (3,9%), sendo igua] quantidade de ovos produzida nas
rakes de crotatia (0,5%) (Figura 1).

N foram observados nematoides dentro ddsesade hortain
pimenta e falso-boldo quando estas foram coradas com fuasde
Algumas frmeas adultas foram visualizadas em losna. Nasgae nia
e crotaliria foram encontrados nematoides pouco desenvolvidos, alguns
em formato salsichoide, mas raramentadas totalmente desenvolvidas,

mesmo aps 30 dias da inoculaon(Figura 2).

Na avaliaoonda populaonvi ivel de nematoide deixada no solo

pelas plantas antagonistas, foi observado gmehouve diferem entre
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incorporar ou mn 0 sistema radicular das plantas ao solo. Ou seja, a
incorporaoondo sistema radicularm implicou em maior populaande

M. javanicapara a cultura seguinte. Apesar da baixa repoamnde M.
javanica nas rakzes de losn& falso boldo, a populaondo nematoide
deixada no solo foi capaz de causar elevasioeno de galhas nas tas

do tomateiro cultivado em suca®s Estes valores foram iguaip
guantidade de galhas produzidas na suoetsmnateiro-tomateiro. No
experimento |, tomateiros cultivados \ap falso-boldo e tomateiro
definharam e morreram,m sendo poskel a contagem de galhas (Tabela
1).
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s /76/77/. ) Q/SO 4, Ofe/e
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FIGURA 1: ReprodwadeMeloidogyne javanicam falso boldoRlectranthus
barbatug, losna Artemisia absinthium, hortelrpimenta Mentha piperita),

Z hia Zinniaelegan}, crotaliria (Crotalaria spectabili$ e tomateiro $olanum
lycopersicuh em dois experimentos realizados em casa de vegetads
colunas so a mglia do mmero de ovos/g de raiz e as barras representam o
intervalo de confiam a 95%.
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Figura 2: Desenvolvimento dileloidogyne javanicaem rares de plantas
antagonistas e de tomateiro. A e Bares de crotadfia aos 15 e 30 dias,
respectivamente, ap a inoculaon C e D - razes de hia aos 15 e 30 dias,
respectivamente, gp a inoculaon E - rares de tomateiro aos 30 diasyg@
inoculaomn
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Tabela 1: Nvnero de galhas (galhas/g de raiz) produzidasMwloidogyne
javanicaem raiz de tomateiro cultivado em sucesa plantas antagonistas em
dois experimentos realizados em casa de vegeta

Experimento |
Plantas antecedentes Solo com raiz Solo sem rai:z

M mlia Geral CV (%)

ao tomateiro Incorporada Incorporada

Falso-Boldo * * * *
Hortelapimenta 0,0 1,4 0,6c 1951
Crotaliria 15 1,4 1,5c¢c 1451
Tomateiro * * * *
Z hia 47,7 57,6 52,7b 50,7
Losna 150,2 77,9 106,9 a 38,1
M mlia 32,2" 31,5

CV (%) 160,7 115,5

Experimento Il
Plantas antecedentes Solo com raiz Solo sem rai:z

M mlia Geral CV (%)

ao tomateiro Incorporada Incorporada
Falso-Boldo 107,1 152,3 129,7a 28,0
Hortelnpimenta 3,6 17,6 10,6 b 110,8
Crotaliria 0,0 0,2 0,1b 2121
Tomateiro 178,1 105,5 1416 a 39,8
Z hia 54,6 11,5 33,0b 155,9
Losna 138,1 100,8 1194 a 32,9
M mlia 80,3™ 64,6
CV (%) 97,4 95,3

M mlias seguidas pela mesma letra moula na coluna e macula na linha o
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidadarm significativo
pelo teste F a 5% de probabilidade; *=plantas mortas.

DISCUSS-0O

Devido | baixa reprodwande M. javanicanas razes de hortahn
pimenta, zZhia e crotalria, estas podem ser usadas em oat@e cultura
para reduzir a populaondo nematoide no solo. Como observado em
outros estudos, o sistema radicular destas plantas pode conténsabst
gue inibem a eclo®m, o desenvolvimento ou causam a mortalidade de
juvenis de nematoides (FERRIS & ZHENG, 1999; DOUDA et al., 2010)
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As substncias presentes ou liberadas pelo sistema radicular de

hortelapimenta podem ter matado ou impedido a pertaindos juvenis

de M. javanicaem suas réges. Sem a penetoame o desenvolvimento do
nematoide ocorreu a redwnda populaeonde M. javanica no solo,
constatado pela auscia de nematoides nasires do tomateiro plantado
em sucese. Extratos eyeos essenciais de hortgdimenta so altamente
nocivos aos nematoides dangro Meloidogynee, tambm nm foram
produzidas galhas nas tras destas plantas quando inoculadas kbm
arenariae M. incognita(WALKER & MELIN, 1996).

O desenvolvimento deéVieloidogyne nas razes de #ia foi
semelhante ao qupusualmente observado em cravo de defuhagétes
sp.)e tambpn em crotairia, onde 0s juvenis penetram, nam passam
do segundo e#llio de desenvolvimento. Por pertengdamtia bothkica
Asteraceae, nia pode possuir mecanismo de defesa semelhante ao
apresentados por cravo de defunto, que libera no solo o composto alfa-
tertienil, tyiico a muitos nematoides (STEINER, 1941). Essdrf@&mo
pode ser de grande valor agfamco por essas plantas poderem ser usadas
como plantas produtoras de compostogicbs. Em crotairia, o
desenvolvimento do nematoideparalisado provavelmente por nessas
plantas ocorrer a mformaoandas glulas gigantes (SILVA et al., 1990),
gue s essenciais para a nutndo patgeno durante seu ciclo de vida.

Os compostos nematicidas de losna devem estar presentesna part
apea das plantas em no sistema radicular, pdideloidogynefoi capaz
de penetrar e se desenvolver e a incorpargo sistema radicular
reduziu a populaon do nematoide A preserma de compostos
nematotkicos na parte gea de losnaijfoi constatada pela aplicaosnde
extratos aquosos das folhas frescas (DIAS et al., 2000).

O falso-boldg usado na medicina popular como anti-hiaklmo
(ABDEL-MOGIB et al., 2002), pode ter liberado compostos
nematostticos na rizosfera, impedindo a echsde Meloidogyne.No
entanto, o efeito de tais sulistias permitiu que os ovos & javanica
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eclodisse e penetrasse aszea do tomateiro cultivado em sucess
Meloidogyneapresenta alguns mecanismos de sobmueig, como a fase
tardicult dos ovos, onde o desenvolvimento embiimn dos juvenis
acontece lentamente sob coogis adversas, retomando o
desenvolvimento normal quando as caméls ambientais ® favoriveis

] sobrevivmcia do nematoide (CURTIS et al., 2009).

Muitas esqeies de plantas antagonistasfgram testadas para o
controle de fitonematoides. No entanto, a maioria das pesquisa®uaest
se j extraoode compostos nematicidag mcorporao odas partes peas
das plantas antagonistas (CHITWOOD, 2002; HINDS, et al., 2013). O
presente trabalho teve como finalidade escolher plantas, prmeip
ornamentais e medicinais, que inviabilizassem o desenvolvimemib de
javanica em suas ré@es. Das plantas testadas conclui-se que hartel
pimenta e aia, assim como crotaia, podem ser usadas em rotmde

cultura para reduzir a poputaordeM. javanicano solo.
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CAP HULO Il - AN BLISE PROTE EMICA DE RA FES DE
CROTALARIA SPECTABILIS EM RESPOSTA - INOCULA d-O COM
MELOIDOGYNE JAVANICA
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RESUMO

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal demga, fevereiro
de 2014. An ilise prote{mica de rates deCrotalaria spectabilisem
resposta j inocula o mmcomMeloidogyne javanicaOrientador: Silamar
Ferraz. Coorientadores: Everaldo Amb Lopes e Leandro Grassi de
Freitas.

Crotaliria puma das plantas antagonistas mais estudadas para o
controle de fitonematoides, por conter suiisias nematicidas liberadas
durante a decomposimnda matria orgkica e pelo desenvolvimento do
nematoide ser suprimido em suaszea. No entanto, aindarm S
conhecidos os mecanismos envolvidos na resposta de defesa deata plant
j infeco@rpelos fitonematoides. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
identificar protehas diferencialmente expressas por criaeaem resposta
J inoculaoacomMeloidogyne javanicaos estdios iniciais de infeoan
Foram avaliadas amostras dezes de crotalia coletadags 24 e 48 horas
apys a inoculaoecomM. javanica,tendo como controle figes de plantas
nm inoculadas. As proteas foram extrélas pelo npodo fenol-SDS e
separadas por eletroforese bidimensional. Por meio tlaeacomparativa
dos gpis foram detectadas prabas diferencialmente expressas, que foram
posteriormente identificadas por espectrometria de massa. Foram
identificadas quatro proteas js 24 horas ag a inoculaancom M.
javania V-type proton ATPase subunit B 1-like, ATP synthase subunit
beta, mitochondrial-like Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase e
Heat Shock Protein. Estas proigs estn relacionadas com a resposta de

defesa das plantggdiferentes formas de estresse.

Palavras chave: eletroforese bidimensional, nematoide das galhas,

plantas antagonistas
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ABSTRACT

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal demga, fevereiro

de 2014 Proteomic analysis ofCrotalaria spectabiligoots in response

to inoculation with Meloidogyne javanicaAdviser: Silamar Ferraz. Co-
advisers: Everaldo Adhio Lopes and Leandro Grassi de Freitas.

Crotalaria spectabilis,one of the most studied antagonistic plants for
controlling parasitic nematodes, produces nematicidal substatezsec
during the decomposition of its decayed matter and the development of
nematode is also deleted in its roots. However, the mechaimsoiged

in plant defense response to infection by parasitic nematodes dae, so
unknown. Thus, the aim of this study was to identify proteins diffexignti
expressed b¢. spectabilign response to inoculation witl. javanicain

the early stages of infectio€rotalaria spectabilisroot samples were
collected at 24 and 48 hours after inoculation Withjavanicg and as a
control, roots of non-inoculated plants were evaluated. The proteies wer
extracted by phenol-SDS method and separated by two-dimensional
electrophoresis. Through the comparative analysis of gels, atiffally
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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INTRODU d-O

O uso de plantas antagonistas em esquemas deauaia plantio
consorciadopalternativa eficiente para o manejo de fitonematoidepnAl
de controlar o pageno, algumas destas planta® sapazes de fixar
nitrogmio da atmosfera e fornecerem expressivos volumes dgianat
orglica, que ao ser incorporada aumenta a atividade de fungos
antagonistas e melhora as carasteas gerais do solo (FERRAZ &
FREITAS, 2004). Mrias subskcias qumicas com efeito nematicida |
foram identificadas em plantas antagtess, como .-terthienyl em
Tagetes isotiocianatos e glucosinolatos em idsicas, glicosleos
cianogmicos emSorghumldentre outros (CHITWOOD, 2002).

Dentre as plantas antagonistas, moego Crotalaria figura entre os
mais estudadog incorporaooda mapia orghica deCrotalariaao solo
suprime a populaon de Meloidogyne spp, Pratylenchus spp,
Rotylenchulus  reniformis, = Radopholus similis, Belonolaimus
longicaudatus e Heterodera glycines (WANG et al., 2002;
AMBROSANO et al.,, 2011) Al pjn disso, aumenta a popuande
nematoides bacteyiagos e ormvoros, otimizando a decompasinda
matpia orghica e mantendo o enriquecimento da cadeia alimentar do solo
(WANG et al., 2004; AMBROSANO et al., 2011). As folhas ¢e&a de
Crotalaria contrm monocrotalina, subgicia tyica aos nematoides, e em
suas r&es nm hi bom desenvolvimento dos fitonematoides (STEINER,
1941).

Os juvenis dos nematoides eclodem na presalas ra&es de
crotaliria em niveis semelhantes aos ocorridos na presee uma planta
hospedeira. Embora seja capaz de penetrarzas rda planta antagonista,
a maioria dos juvenis ddeloidogynes Heteroderan i passa do segundo
estidio de desenvolvimento e os que chegdase adulta tem a produwn
de ovos reduzida (SILVA et al., 1989; KUSHIDA et al., 2003).
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O desenvolvimento e a reprodando nematoide dependem do
pleno estabelecimento dais de alimenta omas razes das plantas, o que
parece no ocorrer enCrotalaria. Em estudos histopatgicos realizados
em rakzes deC. spectabilise C. junceaparasitadas pavl. javanicg foi
observado que o nematoide incita a foowade cpulas-gigantes em
ambos os hospedeiros (SILVA et al., 1990). Os autores notaranmaiere
entre as gqulas-gigantes formadas nas plantas antagonistas e no
hospedeiro suscetl. Nas crotairias, as gulas-gigantes apresentaram
citoplasma mais denso, de aspecto granuloso, com menwroe de
n-<€leos e, em muitas delas, ausia de grandes vaelos. Alpn disso, as
c fulas gigantes ainda foram menores emmearo e tamanho na planta

antagonista do que nasi@s de tomateiro.

Al m/m dos compostos nematicidas presentesCeatalaria e da
supressn do desenvolvimento ddeloidogyneem suas rées ser fato h
muito conhecido, aindam se sabe quais mecanismos®asinvolvidos na
resposta de defesa da planta. Sendo assim, o objetivo desteotifaibal
identificar protehas diferencialmente expressas por criaeaem resposta

J inoculaoecomM. javanicanos estdios iniciais de infeomn
MATERIAL E M eTODOS
Procedimentos gerais

Os ensaios foram conduzidos no labgiate casas de vegetan
pertencentes ao Laborab de Controle Biolgico de Fitonematoides
(BIOAGRO-UFV) e no N¢leo de Biomoleulas da Universidade Federal
de Vimsa (NUBIOMOL), em Vimsa, MG.

Obteno one preparo do inculo

O inyculo deM. javanicafoi obtido a partir de tomateiros mantidos

em casa de vegetame 0s ovos utilizados nos ensaios foram ekbsa
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destas plantas pelgehica de Hussey & Barker (1973) modificada por
Boneti & Ferraz (1981).

Preparo das phktulas deCrotalaria spectabilis

Uma semente d€. spectabilisfoi semeada povaso de 0,5¢
de capacidade e 30 dias wpa germinaon cada phktula foi
inoculada com suspems aquosa contendo 5000 ovos e juvenis de
M. javanica,em mistura. As r&es foram coletadas 24 e 48 horas
apys a inoculomon Para o controle, foram coletadastes de
plantas ma inoculadas nos dois intervalos de tempos mencdiosa
Cada tratamento foi repetido r&r vezes e cada repeton foi
constitutda de razes de cinco plantas. No momento da coleta, as
rakes foram lavadas e imediatamente congeladas emgmio
| guido, depois foram armazenadas a -80atpo momento da

extraoondas protenas.
An ilises prote{micas
Extra o mmde protenas

A extraoondas protéas foi realizada conforme metodologia
descrita por Wang et al. (2003) com algumas moddigs
Aproximadamente 10 g de raiz foram trituradas em nitriogl quido e
transferidas para tubos de cemga de 50 me. O material foi
ressuspendido em 2fhe de soluooncontendo PVPP 1% (m/v)%o
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 £ por 15 minutos e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado passoumamior uma sequncia de lavagens e,
entre cada uma delas, o pellet foi desfeito sob agitam vortex por 30

segundos e em seguida, foram centrifugados a 6.000 gCcapédr 15
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minutos: 10mede acetona gelada (duas vezes)nk@le TCA 10% em
acetona gelada (i vezes), 10% TCA engua (duas vezes), acetona 80%
(duas vezes) e etanol 80% (uma vez). O pellet fabesdgcoj temperatura
ambiente e ressuspendido em rh@ de tampom SDS denso (sacarose
0,85M, SDS 2% (m/v), Tris-HCI pH 8,0 0,1 M, PMSF 1 mMNko
mercaptoetanol 2% (v/v)). Ag agitao orem vortex, foram adicionados 5

m e 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 solmonaquosa e o fenol. Posteriormente, a amostra foi
transferida para tubos de de e centrifugada a 6000 g a@ por 15
minutos e a fr@onfenylica (superior) foi coletada e transferida para um
novo tubo de 50me. As protehas da fase fefica foram precipitadas
adicionando-se 2fh« acetato de afmio 0,1 M em metanol e incubadas
por 12 horas a -28C. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 6.000 g a
4 £ por 15 minutos. O precipitado recuperado foi lavado duas vezes em
acetato de arfmio 0,1 M em metanol, duas vezes em acetona 80%, uma
vez em etanol 80% e uma vez em etanol 70%m 48e cada soloa Ao
pellet final foi adicionado in «de etanol 70% para facilitar a transfesia

das alguotas para tubos eppendorfs de Inbs, que foram enm
centrifugados e secggemperatura ambiente. Depois de seco, o pellet foi
solubilizado em 300 « de tampo de solubilizaoan(ureia 7M, tioureia

2M, CHAPS 4% emigua ultrapura). As protieas presentes nas amostras

foram solubilizadas com auo de aparelho ultrassom.
Quantifica o mmde protenas

A concentraoon proteica das amostras foi determinada de
acordo com o npodo de Bradford (1976) e foi utilizada a albumina
spica bovina (BSA) como protea padma. Foi utilizado o reagente
de Bradford pronto para uso (Sigma-Aldrich) de dooras

instruo é¢s do fabricante.
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Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)
Focalizao misoelgrica (IEF)

Para a realizaon da focalizaoon isoelgrica, primeira
dimensma da eletroforese, foram utilizadas tiras de 24 com
intervalo linear de pH 3,0 a 10,0 (Immobiline Dryi$tS). Em
aparato de reidraamlPGBOX (GE Healthcare), foram aplicados a
cada tira 450 « de soluomcontendo 800-¢g de protenas, tampu
IPG 2,5% e solowon Destreak (GE Healthcare). As tiras foram
reidratadas por 15 h a temperatura ambiente. Hosteznte, foram
transferidas para o equipamento IPGphor Ill (GE Itheare) para
a focalizaoon isoelgrica. A focalizaoon foi realizada sob
temperatura controlada de M de acordo com as seguintes etapas:
1) 200 V x h em passonico por 1 hora; 2) 500 V x h em passo
~+ico de 500 volts; 3) 800 V x h em gradientgpa000 volts; 4)
16500 V x h em gradiente p10000 volts; 5) 27500 V x h em passo

~ico de 10.000 volts. A amperagemixima foi de 50-A/ tira.
Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Ap s a IEF, as tiras passaram por duas etapas de taquil
sendo a primeira para redune a segunda para alqudandas
protehas presentes nas tiras. Para tal, as tiras forantidas por
20 minutos, sob agitaon constante, em 15ne de soluoon de
equilbrio (Tris 75 mM pH 8,8, Ureia 6M, Glicerol 30%, S[?% e
Azul de bromofenol 0,002%) com 1% de DTT e depaoisldml de
soluoon de equilbrio com 2% de iodoacetamida. A segunda
dimensma da eletroforese foi efetuada em gel de poliaoritla na
presena de SDS (SDS-PAGE), utilizando a metodologia déscr
por Laemmli (1970), em gel de separana concentraonde 12,5%
de poliacrilamida. As tiras equilibradas foram amddas no topo do

gel de poliacrilamida na presende SDS e seladas com solonde
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agarose. Como marcadores de massa molecular fotiiradas as
protenhas: fosforilase b (97 kDa), soroalbumina boviné ipba),
ovalbumina (45 kDa), anidras cafiica (30 kDa), inibidor de
tripsina (20,1 kDa) e.-lactoalbumina (14,4 kDa). As condis de
corrida foram: ppcorrida a 10 mA/gel por 60 minutos e corrida a
40 mA/gel atpque o azul de bromofenol atingisse o limite inderi
do gel. Foi utilizado cuba DaltSix (GE Healthcaeeq temperatura
foi mantida a 8§ por meio de refrigeraon com circulador
termostitico. Terminada a corrida, ospg foram colocados em
soluoonde fixaooncontendoicido acpgico a 10% (v/v) e etanol a
40% (v/v) de um dia para o outro. Em seguida, fomados por
48 horas com solaoncontendo sulfato de afnio 8% (m/v), icido
fosfyico 0,8% (v/v), Coomassie blue G-250 0,08% (v/v¢tanol
20% (v/v). Apys essa etapa, ospg foram lavados com soluonde

icido acpico 1% (v/v) atpa eliminaoondo corante excedente.
Captura das imagens e ailise da expressn

As imagens dos gs foram digitalizadas usando o Image
Scaner |l (GE Healthcare) no modo de escaneanmabhsparente,
resoluoonde 300 dpi e filtro de cor vermelho. As imagensam
calibradas com o software Labscan (GE Healthca#s).anilises
comparativas das imagens digitais foram efetuadds&ando o
software ImageMaster 2D Platinum (GE-Healthcardyals desse
software foi realizada a deteanautomitica dos pontos proteicos
(spot9, seguida de correés manuais guando neceass. Foi
estimado o nmero total despots 0s pontos isogiricos e as massas
moleculares. A compamofoi feita entre o controle m inoculado
e o0 inoculado para cada tempo de inocuba considerando ts
repetio s biolygicas para cada tratamento. Nasilesges, foram
considerados diferencialmente expressp®ts que apresentaram

uma variaoonde sobrepossonde medidasRatio) acima de 1,0 e
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ANOVA com p <0,05. Dentro de cada tratamento e paada um
dosspotsdiferencialmente expresso, foi calculado o valognia da
porcentagem de volume (% Vol) para o inoculado eapa nra
inoculado. A comparaon destes valores indica a difer@n de
expressun (nwvel de express) destas proteas entre o inoculado e

seu controle ma inoculado, no seu determinado tempo.
Tripsinizao esnda amostra proteica

A tripsinizaoon foi realizada segundo o protocolo de
Shevchenko et al. (2006) com algumas moditigs. Osspots
correspondentesjs protenas diferencialmente expressas foram
retirados dos @s com auxio de ponteiras egieis e colocados em
micro tubos de 1,5me Para rem@onda colorao o fez-se duas
lavagens com 200+ de soluoonde descoloraon(metanol 50%
(v/v) e icido acpico 5% (v/v)), sendo a primeira por quatro horas e
a segunda de um dia para o outro, amptsmperatura ambiente e
sob agitaoonem Thermomixer digital Comfort (Eppendorf) a 300
rom. A soluoonde descolora mfoi removida e os pedas de gel
foram desidratados com 20& de acetonitrila por 10 min e depois
secos em microcentuga j vicuo por 15 min. As proteas foram
entra, reduzidas com 50« de DTT 10 mM em bicarbonato de
am{nio 100 mM por 30 min. Ags esta etapa, as prdtas foram
alquiladas com 50 « de iodoacetamida 100 mM em bicarbonato de
am{nio 100 mM por 30 min,j temperatura ambiente, na ansia
de luz. Sequencialmente, os pewnlsde gel foram desidratados em
200 — de acetonitrila por 10 min a temperatura ambientepois
reidratados em 200 « de bicabornato de afnio 100 mM por 10
minutos a temperatura ambiente. Foram adicionadi® 2+ de
acetonitrila por 10 min e osgp foram secos em microcerftrga |

vicuo por 15 min.
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Para a etapa de digaatenzimitica, os pedaps de gps foram
reidratados por 10 minutos, no gelo, com 3(e soluo oncontendo
tripsina (20 ng/ ¢) e bicarbonato de afnio 50 mM. Depois deste
tempo, 10 < de bicabornato de afnio 50 mM foram adicionados
Js amostras, homogeneizados em vortex e centrifigggabs 30
segundos. As amostras foram incubadas af3de um dia para o

outro.

No dia seguinte, 40 « de bicabornato de afnio 50 mM
foram adicionados e as amostras foram incubadas @aninutos,
homogeneizando em vortex ocasionalmente. Os tubmant
centrifugados por 30 segundos, e 0 sobrenadanteafusferido para
um micro tubo de 0,5ne. Foram adicionados 30¢ de tampm de
extrao on(acetonitrila 50% (v/v) acido fymico 5% (v/v)) aos tubos
contendo os pedas de gis, que foram incubados por mais 10
minutos, homogeneizados em vortex ocasionalmeet&rifugados
por 30 seg. e 0 sobrenadante adicionado ao sobaateadoletado
anteriormente. Essa etapa foi repetida por maiss duezes. As
amostras foram secas em microcdunga j vicuo e armazenadas
em -80 C atpo momento da ailise. Para ainlise, 20 « TFA 1%

(v/v) foram adicionadogs amostras para ressuspems
Espectrometria de massa

A identificaoon de protenas foi realizada utilizando
espect{metro de massa disponibilizado pelo 4o de
Biomol gulas (Nubiomol-UFV). Alguota de 0,5 «de cada amostra
contendo os peqteos foram aplicadas sobre uma placa de, a
juntamente com 0,5 « da matriz DHB (2,5- icido di-
hidroxibenzoico). Aps a cristalizaoonfoi iniciada a arnlise no
espect{metro. Os peptleos foram ionizados pelaghica de
MALDI.
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Identifica o mde protenas por espectrometria de massa

A identificao ondas protenas foi realizada por meio dos dados
de MS1 por PMF (Peptide Mass Fingerprint) confrowl@os com
sequmcias obtidas das proteas presentes nos bancos de dados
NCBI/Viridiplantae, com autio do software Mascot vema 2.2.07
(Matrix Science, 2012). As pesquisas foram rea&anos bancos
de dado pblicos do National Center for Biotechnology Infortaan

(www.ncbi.nlm.nih.goy.

RESULTADOS

Os perfis protdmicos das r&es deC. spectabilisnoculadas
e nrma inoculadas corM. javanica nos dois tempos estudados, st
apresentados nas Figuras 1 e 2.yAR24 da inoculaoncom M.
javanica a mpglia de spots detectados foi 840 nospg das plantas
inoculadas e 818 nos dagminoculadas (Figura 1). Por sua vezysap8
horas, as mulias foram de 495 e 413, respectivamente n@s ¢

referentesj plantas inoculadas em inoculadas (Figura 2).

Ao todo, foram detectados 5Gpots diferencialmente
expressos nos dois tempos avaliados (Figura8)24 horas ags a
inoculao mmforam detectados 2potsdiferenciais, destes, 1€pots
com aumento de volume de expresse nove spots presentes
somente nos gs referentesj inoculaooncom o nematoide—s 48
horas aps a inoculao onforam detectados 2potsdiferencialmente
expressos, sendo 19 presentes somente mssirgpculados e sete

correspondentes ao aumento de express®s plantas inoculadas.

A identificaoodas protdnas foi realizada pelo adio do
software Mascot que apresentou valores de escores
significativamente acima do limite mmo de confiabilidade (dados

nm mostrados). Os detalhes das proaés identificadas, com o seu
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respectivo match ID (mmero de identificoon da protena
disponibilizado pelo software ImageMaster Ill), teon de
inoculaoo mplias da % de volume dspotsde e os reis de

expresgn de cada protea esto apresentados nas Tabelas 1 e 2 e
na Figura 4.
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FIGURA 1: Perfil protdmico de razes de @talaria spectabilisinoculadas (inoculada) emm inoculadas (controle) comeloidogyne javanica
24 horas aps a inoculaoan Cerca de 800g de protenas foram carregados nas tiras IPG de 24 cm (pH 3-10) pdissedndimensional. Os s
foram visualizados com Coomassie brilliant blue. O pada massa molecular egtdicado j esquerda dosg.
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FIGURA 2: Perfil protdmico de razes deCrotalaria spectabilisnoculadas (inoculada) emm inoculadas (controle) comeloidogyne javanica
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FIGURA 3: Evidenciamandosspotsdiferencialmente expressos enzes de @talaria spectabilisjs 24 e 48 horas ap a inoculaooncom
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TABELA 1: Protehas diferencialmente expressas eraaa deCrotalaria spectabilissm respostg inoculao amcomMeloidogyne

javanicaidentificadas por espectrometria de massas.

Prote ha Match ID Espie Acesso (Gl) Pl MW
V-type proton ATPase subunit B 1-like 436 Brachypodium distachyc 357140354 4,7 56277
ATP synthase subunit beta, mitochondrial-li} 446 Glycine ma» 35653624€¢ 5,1 53523
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas 539 Dianthus caryophyllu: 462137 9,7 37891
Heat Shock Protein 591 Medicago truncatule 35746413¢ 3,9 36192

" Genlnfo Identifier (GI) - nmero de acesso ao GenBarkCBI; PI= Ponto isogbrico; MW= Peso Molecular

TABELA 2: N vel de expresm relativa das proteas baseado na pha da % de volume dagpotsdas plantas inoculadas aon

inoculadas.

% Volume
Prote ha Match ID Tempo Inoculado N rmalInoculado N tel de expressa
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 dehydrogen: 539 24 h 0,0701 0,0447 4,71(+)
Heat Shock Protein 591 24 h 0,0425 ND NA

O sinal (+) indica aumento na exprassla protdha em respostfinoculaoancomMeloidogyne javanica

ND = nm detectado, NA = m aplicivel.
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Inoculado Nao Inoculado

FIGURA 4: Spotscorrespondentes a prdtas diferencialmente expressas
em Crotalaria spectabilis 24 horas ags a inoculao acncomMeloidogyne
javanica.A= V-type proton ATPase subunit B 1-like; B P synthase,
beta subunit, C= Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenasdHedd=
Shock Protein
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DISCUSS-0O

Uma das caractdsticas mais marcantes no antagonismo de
espies deCrotalaria a Meloidogynespp. pa nmm formaoandas gulas-
gigantes normais. Nas ea&s de crotatias, as ¢ulas gigantes m
menores que o normal (SILVA et al., 1990) e aparentememe s
ineficientes na nutio ondo patgeno, que m se desenvolve. As pratas
diferencialmente expressas na¥zea deC. spectabilisem resposta
inoculaooncomM. javanicaidentificadas neste trabalho exstde forma
geral, relacionadas com o0s mecanismos de resposta de defesa

desencadeados pelas plantas.

A gliceraldetlo-3-fosfato desidrogenase citoplasica (GAPDH)
puma enzima conservada em todos os organismos superiores. A GAPDH
p uma enzima da via glictkca responsvel pela conversmn do
gliceraldetlo 3-fosfato em D glicerato 1,3,-bisfosfateessencial para a
manuteroaon dos niveis de ATP celular e para o metabolismo de
carboidratos. Ajm da sua fum onprincipal na gliglise, GAPDH executa
diferentes furo és na gula. EmC. spectabili®ssa protéa pode ter papel
fundamental na mformaoondas gtulas gigantes, uma vez que existem
evidmcias de sua particigeonna apoptose e da sua superexpmessn
resposta a wias formas de estresse celular. De particular intpo,
GAPDH parece ser monitora e componente de sinaieda morte celular
induzida pelo estresse oxidativo. EAmabidopsis thaliana, GAPDH
interagiu com a fosfolipase D, prdta associadgmembrana plasitica,
para a transdaondo sinal de espies reativas de oxigio, que so
importantes mediadores de resposta a estresse em plantase{GUQO
2012).

Protenas de choque pmico (Heat Shock Proteins - HSPS)
/chaperonas m respongveis pelo enovelamento, montagem, transtooa

e degrad@onde protehas em muitos processos celulares normais, mas
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tambp podem desempenhar papel crucial na pretele plantas contra

0 estresse, restabelecendo a confammanormal da protea e a
homeostase celular. As chaperonas expressas em plantasonsy sob
altas temperaturas, mas tambem resposta a vasta gama de outros
esttnulos ambientais, como salinidade, frio e estresse oxidativo (@/AN
et al., 2004). Em trabalho realizado cdm thalianafoi visto que a
funcionalidade de RPM1, prote que confere resisicia aPseudomonas
syringae depende de sua intesancom HSP90, que por sua vez, atua
como receptor de sinal de efetores doyparto (HUBERT et al., 2003).
An ilises protgdmicas de secreés esofagianas dos nematoides das galhas
sugerem que pelo menos 60 proés diferentes podem ser secretadas pelo
estilete do nematoide durante o parasitismo e a chaperona idelatific
nesse trabalho pode estar ligada ao reconhecimentp dmgrada on
desses efetores (CAILLAUD et al., 2008).

Os nematoides secretam enzimas degradadoras de paredeecelular
efetores que manipulam diretamente o0 metabolismo da planta,
reprogramando asjicillas para formarem aghalas-gigantes, e suprimindo
a resposta de defesa hospedeiro (GHEYSEN & MITCHUM, 2011). O
reconhecimento desses efetores fQor spectabilispode desencadear
aumento na #tese de proteas que atuam na manuteoon do
metabolismo normal dos tecidos vegetais. O aumento no metabolismo da
cpula pode aumentar a demanda por energia, requerendo maior
disponibilidade de ATP, e tangm exigir condio &s ytimas para o pleno

funcionamento das organelas, como o estabelecimento do pHfictios

Duas formas de proteas ligadasj produoande ATP foram
encontradas nesse trabalho. A ATP sintase, resgeinsla prodw onde
ATP e a V-type HATPases, tampm conhecidas como™™-ATPases e
VATPases. As VATPasesm uma fantia de bombas de pwons,
dependentes de ATP, resparess pela acidificamonde compartimentos

intracelulares em julas eucariticas. Essa acidificaon desempenha
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papel importante emivios processos celulares, em particular os processos
de transporte pela membrana (FORGAC, 1999). A VATPase est
virtualmente presente em todas gelas eucariticas e sua integridade da
VATPase pnecesdia para o funcionamento do complexo de Golgi,
rettulo endoplasntico e vacelos. Nos vaeelos, pH pnximo a 5 p
necess#rio para o metabolismo das macrommoilas, como proteases,
glicosidases, lipases, nucleases e fosfatases. Umawutr@ilo vacelo
auxiliado pela ATPaseya regulaoondo pH citosfico e a absooonde
citions, como N§ Ca?"e Cd?"* (BEYENBACH & WIECZOREK,
2006).

O estudo do perfil protnico das ra&es deC. spectabilis
inoculadas conM. javanicacome@ a elucidar a forma de defesa desta
planta antagonistg infecoonpor fitonematoides. Como esperado, a
resposta de defesa @eotalaria depende da inte@orentre protéas que
estm envolvidas em wios processos que podem funcionar de forma
cooperativa para restabelecer a homeostase sob apsidie estresse
bi ytico. As protenas diferencialmente expressas em respjsiaculao on
de C. spectabiliscomM. javanicaidentificadas nesse trabalho, de forma
geral, esto relacionadas com a resposta de defesa das platifasentes

formas de estresse.
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CAP HULO Ill +AUMENTO NA EXPRESS -0 DE S-ADENOSIL -L-
METIONINA EM ZINNIA ELEGANS INOCULADA COM MELOIDOGYNE
JAVANICA
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RESUMO

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal demga, fevereiro
de 2014 Aumento na expressa de S-adenosil-L-metionina enZinnia
elegans inoculada com Meloidogyne javanica Orientador: Silamar
Ferraz. Coorientadores: Everaldo Amb Lopes e Leandro Grassi de
Freitas.

Meloidogyne javanicgouma das principais egpes de fitonematoides em
todo o mundo, e pode ser controlado por meio deomrtde culturas.
Apesar do cultivo de @ia (Zinnia elegansem ireas infestadas reduzir o

n -mero de nematoides no solo, o mecanismo pelo qual ocorre essamedu
ainda p desconhecido. Assim, para compreender 0S mecanismos
envolvidos no antagonismo dehia a M. javanica as mudams no
proteoma de rées inoculadas e m inoculadas foram analisadas pela
combinaoonde eletroforese bidimensional e espectrometria de massa. As
protehas do sistema radicular foram resolvidas por 2-DE, com IEF no
intervalo de pH de 3-10 e por SDS-PAGE eps gle 12%. Gis corados

com coomassie blue revelaram a exisia de diferemas entre as plantas
inoculadas e mo inoculadas. A inoculaoncom o nematoide induziu a
expresso de S-adenosil-L-metionina, ppossiel que a resighcia de

z hia aM. javanicapossa estar envolvida com compostos como o etileno

e as poliaminas.

Palavras chave: eletroforese bidimensional, nematoide das galhas,

plantas antagonista
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ABSTRACT

AMORA, Deisy Xavier, D.Sc., Universidade Federal de @¢g,
February,2014. Overexpression of  S-adenosyl-L-methionine
synthetase inZinnia elegansinoculated with Meloidogyne javanica
Adviser: Silamar Ferraz. Co-advisers: Everaldo {amd Lopes and
Leandro Grassi de Freitas.

Meloidogyne javanicas among the most economically destructive plant-
parasitic nematodes, with a wide host range and geograghsté@iution.
Despite of it,M. javanicacan sometimes be controlled by crop rotation.
Although growingZinnia elegansan 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 theoargay

of Z. elegansto M. javanicag changes in the root proteome of inoculated
and no inoculated seedlings&felegansvere 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 betweenateztahd
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 #h elegansresistance against

Meloidogyne javanicasuch as ethylene and polyamines.

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

dimensional electrophoresis.
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INTRODU d-O

Os nematoides das galhasnsconsiderados fatores limitantgs
produoeragrcola em muitas partes do mundo. O uso de nematicidas para
0 manejo do pageno vem sendo desencorajado por causa de seus efeitos
poluentes e danosos a-da de humanos e animais. pd disso, a
utiliza oorexcessiva de nematicidas provoca degoamdo meio ambiente
e pode levar ao desenvolvimento de res@sta nas esgies alvo. Uma
medida de controle alternativo pode ser obtida com o uso de plantas

antagonistas.

Zinnia eleganspuma planta ornamental comercialmente cultivada
como flor de corte, gocapaz de reduzir a popuwdande algumas egpies
de fitonematoides no solo (YASSIN & ISMAIL, 1994; CARTER et al.
2010), o que a torna uma pasd alternativa para o manejo do gg¢no,
principalmente em ambiente de cultivo protegido. Juvenidedeidogyne
incognitg por exemplo, m se multiplicam nas rzes deZ. elegan® nio
conseguem penetrar asies de uma planta hospedeira quando nas
proximidades #n cultivadas plantas detwa (YASSIN & ISMAIL, 1994).
Nas razes de Asteraceae, fdmm botkica deZ. eleganssm encontradas
substincias nematicidas, como oterthienyl, que apresentam grande

atividade quando as s eston em pleno crescimento (OKA, 2010).

O entendimento de muitos aspectos da resposta de defesa de plantas
a fitonematoides p baseado na similaridade entre os mecanismos
pertencentegs respostas de defesa a outrosgeatios de plantas, quens
na maioria das vezes mais bem caracterizados (TOMCZAK, &009).
Como ainda #n escassos 0s estudos de intmaentre nematoides e
plantas antagonistasp neces#io investigar as formas de defesa
apresentadas por estas plantas e a fimta tem sido usada com sucesso
para o estudo de inteoggs em diferentes patossistemas. Sendo assim, 0
objetivo do presente trabalho foi identificar mudesno pefil de proteas

das razes de aia induzidas pela inocuamcomM. javanica
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MATERIAL E M eTODOS
Procedimentos gerais

Os ensaios foram conduzidos no labgiate casas de vegedan
pertencentes ao Laborab de Controle Biolgico de Fitonematoides
(BIOAGRO-UFV) e no N€leo de Biomoleulas da Universidade Federal
de Vimsa (NUBIOMOL), em Vimsa, MG.

Obteno one preparo do inculo

O inyculo deM. javanicafoi obtido a partir de tomateiros mantidos
em casa de vegetame 0s ovos utilizados nos ensaios foram ek
destas plantas pelgehica de Hussey & Barker (1973) modificada por
Boneti & Ferraz (1981).

Preparo das phktulas deCrotalaria spectabilis

Uma semente d€. spectabilisfoi semeada por vaso de 05
de capacidade e 30 dias wpa germinaon cada phktula foi
inoculada com suspems aquosa contendo 5000 ovos e juvenis de
M. javanica,em mistura. As r&es foram coletadas 24 e 48 horas
apys a inoculomon Para o controle, foram coletadastzes de
plantas ma inoculadas nos dois intervalos de tempos mencdiosa
Cada tratamento foi repetido r&r vezes e cada repeton foi
constitutda de razes de cinco plantas. No momento da coleta, as
rakes foram lavadas e imediatamente congeladas emgmio
| guido, depois foram armazenadas a -80atpo momento da

extrao ondas protenas.
An ilises prote{micas

Extra o smde protenas
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A extraoondas protéas foi realizada conforme metodologia
descrita por Wang et al. (2003) com algumas moddigs
Aproximadamente 10 g de raiz foram trituradas em nitriogl quido e
transferidas para tubos de cemma de 50 me O material foi
ressuspendido em 2fhe de soluooncontendo PVPP 1% (m/v)%o
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 £ por 15 minutos e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado passoumamor uma sequncia de lavagens e,
entre cada uma delas, o pellet foi desfeito sob agitam vortex por 30
segundos e em seguida, foram centrifugados a 6.000 gCcapédr 15
minutos: 10mede acetona gelada (duas vezes)nk@le TCA 10% em
acetona gelada (i vezes), 10% TCA engua (duas vezes), acetona 80%
(duas vezes) e etanol 80% (uma vez). O pellet fabesdgcoj temperatura
ambiente e ressuspendido em rh@ de tampm SDS denso (sacarose
0,85M, SDS 2% (m/v), Tris-HCI pH 8,0 0,1 M, PMSF 1 mMNko
mercaptoetanol 2% (v/v)). Ag agitao orem vortex, foram adicionados 5
m e 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 soluonaquosa e o fenol. Posteriormente, a amostra foi
transferida para tubos de de e centrifugada a 6000 g a@ por 15
minutos e a fr@anfenylica (superior) foi coletada e transferida para um
novo tubo de 50me As protehas da fase fefica foram precipitadas
adicionando-se 2fh« acetato de afmio 0,1 M em metanol e incubadas
por 12 horas a -28C. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 6.000 g a
4 £ por 15 minutos. O precipitado recuperado foi lavado duas vezes em
acetato de arfmio 0,1 M em metanol, duas vezes em acetona 80%, uma
vez em etanol 80% e uma vez em etanol 70%m 48e cada soloan Ao
pellet final foi adicionado in «de etanol 70% para facilitar a transfesia

das alguotas para tubos eppendorfs de Inbs, que foram enm
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centrifugados e secggemperatura ambiente. Depois de seco, o pellet foi
solubilizado em 300 ¢ de tampo de solubilizaoon(ureia 7M, tioureia
2M, CHAPS 4% emigua ultrapura). As protieas presentes nas amostras

foram solubilizadas com auo de aparelho ultrassom.
Quantifica o smde protenas

A concentraoon proteica das amostras foi determinada de
acordo com o npodo de Bradford (1976) e foi utilizada a albumina
spica bovina (BSA) como protea padma. Foi utilizado o reagente
de Bradford pronto para uso (Sigma-Aldrich) de dooras

instruo s do fabricante.
Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)
Focalizao misoelgrica (IEF)

Para a realizaon da focalizaoon isoelgrica, primeira
dimensma da eletroforese, foram utilizadas tiras de 24 com
intervalo linear de pH 3,0 a 10,0 (Immobiline Dryi$tS). Em
aparato de reidraamlPGBOX (GE Healthcare), foram aplicados a
cada tira 450 « de soluomcontendo 800-¢g de protenas, tampu
IPG 2,5% e soloon Destreak (GE Healthcare). As tiras foram
reidratadas por 15 h a temperatura ambiente. Hosteznte, foram
transferidas para o equipamento IPGphor Ill (GE |Hheare) para
a focalizaoon isoelggrica. A focalizaoon foi realizada sob
temperatura controlada de M de acordo com as seguintes etapas:
1) 200 V x h em passonico por 1 hora; 2) 500 V x h em passo
~+ico de 500 volts; 3) 800 V x h em gradientgpa000 volts; 4)
16500 V x h em gradiente p10000 volts; 5) 27500 V x h em passo

~ico de 10.000 volts. A amperagemixima foi de 50-A/ tira.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
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Ap ys a IEF, as tiras passaram por duas etapas de taquil
sendo a primeira para redune a segunda para alqudandas
protehas presentes nas tiras. Para tal, as tiras forantidas por
20 minutos, sob agitaon constante, em 15 fde soluoon de
equilbrio (Tris 75 mM pH 8,8, Ureia 6M, Glicerol 30%, S[2% e
Azul de bromofenol 0,002%) com 1% de DTT e depoisldml de
soluoon de equilbrio com 2% de iodoacetamida. A segunda
dimensma da eletroforese foi efetuada em gel de poliaoritla na
presena de SDS (SDS-PAGE), utilizando a metodologia déscr
por Laemmli (1970), em gel de separana concentraonde 12,5%
de poliacrilamida. As tiras equilibradas foram azddas no topo do
gel de poliacrilamida na presende SDS e seladas com solonde
agarose. Como marcadores de massa molecular fotiiradas as
protenas: fosforilase b (97 kDa), soroalbumina boviné ipba),
ovalbumina (45 kDa), anidras cafiica (30 kDa), inibidor de
tripsina (20,1 kDa) e.-lactoalbumina (14,4 kDa). As condis de
corrida foram: ppcorrida a 10 mA/gel por 60 minutos e corrida a
40 mA/gel atpque o azul de bromofenol atingisse o limite inderi
do gel. Foi utilizado cuba DaltSix (GE Healthcaeeq temperatura
foi mantida a 8§ por meio de refrigeraon com circulador
termostitico. Terminada a corrida, ospg foram colocados em
soluoonde fixaooncontendoicido acpgico a 10% (v/v) e etanol a
40% (v/v) de um dia para o outro. Em seguida, fomados por
48 horas com solaoncontendo sulfato de afnio 8% (m/v), icido
fosfyico 0,8% (v/v), Coomassie blue G-250 0,08% (v/v¢tanol
20% (v/v). Apys essa etapa, ospg foram lavados com solonde

icido acpico 1% (v/v) atpa eliminaoondo corante excedente.
Captura das imagens e ailise da expressn

As imagens dos gs foram digitalizadas usando o Image

Scaner |l (GE Healthcare) no modo de escaneanmgabhsparente,
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resoluoonde 300 dpi e filtro de cor vermelho. As imagensam
calibradas com o software Labscan (GE Healthca#s).anilises
comparativas das imagens digitais foram efetuadd&ando o
software ImageMaster 2D Platinum (GE-Healthcardyals desse
software foi realizada a deteanautomitica dos pontos proteicos
(spot9, seguida de correés manuais guando neceass. Foi
estimado o nmero total despots 0s pontos isogiricos e as massas
moleculares. A compamofoi feita entre o controle m inoculado
e o0 inoculado para cada tempo de inocuba considerando ts
repetio s biolygicas para cada tratamento. Nasileses, foram
considerados diferencialmente expressp®ts que apresentaram
uma variaoonde sobrepossonde medidasRatio) acima de 1,0 e
ANOVA com p <0,05. Dentro de cada tratamento e paada um
dosspotsdiferencialmente expresso, foi calculado o valogmin da
porcentagem de volume (% Vol) para o inoculado eapa nra
inoculado. A comparaon destes valores indica a difer@nde
expressan (nwvel de express) destas proteas entre o inoculado e

seu controle mo inoculado, no seu determinado tempo.
Tripsinizao enda amostra proteica

A tripsinizaoon foi realizada segundo o protocolo de
Shevchenko et al. (2006) com algumas moditigs. Osspots
correspondentesjs protenas diferencialmente expressas foram
retirados dos g@s com auxio de ponteiras egieis e colocados em
micro tubos de 1,5 m Para rem@oda coloraoom fezse duas
lavagens com 200+ de soluoonde descoloraon(metanol 50%
(v/v) e icido acpico 5% (v/v)), sendo a primeira por quatro horas e
a segunda de um dia para o outro, amptsmperatura ambiente e
sob agitaoonem Thermomixer digital Comfort (Eppendorf) a 300
rom. A soluoonde descolora mfoi removida e os pedas de gel

foram desidratados com 20& de acetonitrila por 10 min e depois
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secos em microcentuga j vicuo por 15 min. As proteas foram
entra, reduzidas com 50« de DTT 10 mM em bicarbonato de
am{nio 100 mM por 30 min. Ags esta etapa, as prdtas foram
alquiladas com 50 « de iodoacetamida 100 mM em bicarbonato de
am{nio 100 mM por 30 min,j temperatura ambiente, na ansia

de luz. Sequencialmente, os pewnlsde gel foram desidratados em
200 — de acetonitrila por 10 min a temperatura ambientepois
reidratados em 200 « de bicabornato de afnio 100 mM por 10
minutos a temperatura ambiente. Foram adicionadi® 2+ de
acetonitrila por 10 min e osgp foram secos em microcerftrga |

vicuo por 15 min.

Para a etapa de digaatenzimitica, os pedaps de gps foram
reidratados por 10 minutos, no gelo, com 3(de soluo oncontendo
tripsina (20 ng/ ¢) e bicarbonato de afnio 50 mM. Depois deste
tempo, 10 < de bicabornato de afnio 50 mM foram adicionados
Js amostras, homogeneizados em vortex e centrifigggabs 30
segundos. As amostras foram incubadas af3de um dia para o

outro.

No dia seguinte, 40 « de bicabornato de afnio 50 mM
foram adicionados e as amostras foram incubadas@aninutos,
homogeneizando em vortex ocasionalmente. Os tubmant
centrifugados por 30 segundos, e o0 sobrenadanteafosferido para
um micro tubo de 0,5 m Foram adicionados 30¢ de tampua de
extrao on(acetonitrila 50% (v/v) acido fymico 5% (v/v)) aos tubos
contendo os pedas de gis, que foram incubados por mais 10
minutos, homogeneizados em vortex ocasionalmeet&rifugados
por 30 seg. e 0 sobrenadante adicionado ao sobaateadoletado
anteriormente. Essa etapa foi repetida por maiss duezes. As

amostras foram secas em microcdunga j vicuo e armazenadas

57



em -80 C atpo momento da ailise. Para ainlise, 20 « TFA 1%

(v/v) foram adicionadogs amostras para ressuspems
Espectrometria de massa

A identificaoon de protenas foi realizada utilizando
espect{metro de massa disponibilizado pelo 4o de
Biomol gulas (Nubiomol-UFV). Alguota de 0,5 «de cada amostra
contendo os peqteos foram aplicadas sobre uma placa de, a
juntamente com 0,5 « da matriz DHB (2,5- icido di-
hidroxibenzoico). Aps a cristalizaoonfoi iniciada a arnlise no
espect{metro. Os peptleos foram ionizados pelaghica de
MALDI.

Identifica o mde protenas por espectrometria de massa

A identificao ondas proténas foi realizada por meio dos dados
de MS1 por PMF (Peptide Mass Fingerprint) confrowli@os com
sequmcias obtidas das proteas presentes nos bancos de dados
NCBI/Viridiplantae, com autio do software Mascot vema 2.2.07
(Matrix Science, 2012). As pesquisas foram rea&anos bancos
de dado pblicos do National Center for Biotechnology Infortaan

(www.ncbi.nlm.nih.goy.
RESULTADOS E DISCUSS-0

Os perfis protdmicos das rd&es deZ. elegandnoculadas e
nm inoculadas conM. javanica nos dois tempos estudados, mst
apresentados nas Figuras 1 e 2ysAp4 da inoculaordas plantas com
M. javanicg a mglia do n+mero despotsdetectados por gel foi de 824 e
867 nas plantas inoculadas mmoculadas, respectivamente. Por sua vez,
apys 48 horas, as mlias foram de 381 e 355, respectivamente nos

g ps referentesj plantas inoculadas em inoculadas.
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Ao todo, foram detectados 23pots diferencialmente
expressos nos dois tempos avaliados (Figura8)24 horas ags a
inoculaommforam detectados sespotsdiferenciais, destes, quatro
spotscom aumento de volume de expras® trrs spotspresentes
somente nos gs referentesj inoculaooncom o nematoide-s 48
horas aps a inoculao onforam detectados 1potsdiferencialmente
expressos, sendo 12 presentes somente pssmpculados e quatro

correspondentes ao aumento de express®s plantas inoculadas.

A identificaoondas protdnas foi realizada pelo audio do
software Mascot que apresentou valores de escores
significativamente acima do limite mmo de confiabilidade (dados
n ra mostrados). A protea identificada, com o seu respectivo match
ID (n-mero de identificamon da protena disponibilizado pelo
software ImageMaster Ill), tempo de inocwlay mpulias da % de
volume despotsde e os rveis de expresm de cada protea esta

apresentados na Tabela 1 e na Figura 4.

59



PM (

Inoculada Controle

24 horas apos a inoculagao

FIGURA 1: Perfil protdmico de raes deZinnia elegansnoculadas (inoculada) eminoculadas (controle) comMeloidogyne javanica24 horas
ap)s a inoculaoan Cerca de 800g de protehas foramcarregadas nas tiras IPG de 24 cm (pH 3-10) pallsaidimensional. Os s foram
visualizados com coomassie brilliant blue. O padta massa molecular estdicado j esquerda dosg.
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FIGURA 2: Perfil protgdmico de raes deZinnia elegansnoculadas (inoculada) eminoculadas (controle) comMeloidogyne javanica48 horas
ap)s a inoculaa Cerca de 8009 de protenas forancarregadas nas tiras IPG de 24 cm (pH 3-10) palls@amidimensional. Os g foram
visualizados com Coomassie brilliant blue. O padfa massa molecular estdicado j esquerda dos [gs.

61



FIGURA 3: Evidenciao andosspotsdiferencialmente expressos entes deZinia elegansjs 24 e 48 horas gp a inoculaoancomMeloidogyne
javanica Cerca de 800g de protenas forantarregadas nas tiras IPG de 24 cm (pH 3-10) patsabidimensional. Os gs foram visualizados
com Coomassie brilliant blue. O padrda massa molecular egtdicado j esquerda dos [g.
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Tabela 1: Dados sobre a proi diferencialmente expressa €mnia elegans
s 48 horas ap a inoculaoancomMeloidogyne javanica.

Protenha Metionina adenosiltransfera
Match ID 549
Esprie Chrysanthemum coronariu
Acesso (Gl) 21731577:<
Pl 5,8
MW 48190
Tempo 48 h
% Volume Inoculado 1,398

N o Inoculado 0,602
N vel de expresm + 2,32

* Genlnfo Identifier (Gl) - ntmero de acesso ao GenBaskICBI. O sinal (+) indica
aumento na express da protena em respostainoculaoancomMeloidogyne
javanica Pl= Ponto isogbrico; MW= Peso Molecular

FIGURA 4: Spot correspondentg proteha Metionina adenosiltransferase,
diferencialmente expressg 48 horas ag a inoculaaon de zhia com
Meloidogyne javanica.
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A enzima metionina adenosiltransfera68AM) foi positivamente
expressajs 48 horas ap a inoculaoonde zhia comM. javanica Depois do
ATP, metionina adenosiltransferapg maior provedora de energia pargtala
e, em plantas,pusada como o principal doador de metil param@ras
biomolulas, incluindo produtos secuinws, protehas, icidos nucleicos,
aoeares e clorofila. O aumento de expnessda enzima metionina
adenosiltransferase pode ser respegispela paralizaondo desenvolvimento
de M. javanicanas razes de nia. Ac-mulo de metionina adenosiltransferase
j 1 foi observado em plantas tratadas com eliciteigico e inoculadas com
bactpia e fungo fitopatognicos, sugerindo que a resposta de defesa das plantas
esti associada com aumento de SAM e com a metde compostos celulares
(KAWALLECK et al., 1992, EDWARDS, 1996, CURTO et al., 2006,
MALDONADO-ALCONADA et al., 2011).

A metionina adenosiltransferase serve como precursor pantesesde
etileno, quepresponsvel pela regulamonde muitos aspectos do ciclo de vida
das plantas e m produzidos em fieis elevados quando a planta iesbb
estresse. Apesar de estar associado com a defesa de plattasdanfe@on
por patygenos necrotficos e inj+ias de insetos, o etileno parece ser sinalizador
de resposta de defesa tapmbem interap &s com paggenos biotsficos (BARI
& JONES, 2009). Assim comdl. javanica neste estudoPlasmodiophora
brassicaenm foi capaz de formar galhas ef thaliana (KNAUST &
LUDWIG-M hLLER, 2012). Apesar dem ser 0 maior respormgel pela defesa
de A. thalianacontraP. brassicae o etileno pode ser importante na defesa da
planta, visto que rios mutantes deficientes na pragode etileno foram mais
sensieis | infecoan pelo patgeno. Plasmodiophora brassicaenduz a
formaoonde galhas de forma semelhant®eloidogynespp., estimulando a
produoonde auxina e citocinina, o que resulta na hipertrofia e hiperplasia da
c pulas infectadas pelos pgienos (CAILLAUD et al., 2008; KAGEYAMA &
ASANO, 2009). O etileno pode atuar de forma semelhante na respdstiesie
deZ. elegans] M. javanica sendo que numa inteoarcompatvel genes para a
biosshtese de etileno foram reprimidos ngiilas gigantes (BARCALA et al.,
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2010). As plantas da fata Asteraceae m ricas em alcaloides pirroliziticos,
compostos secundos tyicos a insetos hetoros e tamipn a nematoides,
inibindo a motilidade e a eclas de juvenign vitro (THODEN & BOPPRe
2010). Na rota de stese dos alcaides pirrolizidhicos pela SAM, esbs as
poliaminas, preferencialmente encontradas em tecidos em ceestie sob
condio ¢s de estresse (OBER & HARTMANN, 1999).

Algumas protehas efetoras secretadas pelos tds e gindulas
esofagianas déVleloidogyne spp. eston envolvidas na degradam e na
modificaoonda parede celular aslan@das no apoplasto da planta hospedeira
durante a migraanintercelular e os egjios iniciais de sedentarismo (VIEIRA
etal., 2011). As poliaminas vegetais, por serem fonte dgigerde hidrognio
(H202), podem participar tamin do restabelecimento da parede celular de
zhia. Alpn de ser capaz de matar o w&no diretamente, &0, esti
envolvido na maturaoncelular e na lignificeone restabelecimento de paredes
celulares danificadas durante a inmmsle diversos pagenos (YODA et al.,
2009; TAKAHASHI & KAKEHI, 2010; DUBREUIL et al., 2011).

Em concluso, os resultados aqui apresentados demonstram que a
metionina adenosiltransferas@ predominantemente expressa no sistema
radicular deZ. elegansnos estdios iniciais da infeoonpor M. javanica A
superexpresm da metionina adenosiltransferase pode estar envolvida na
supressn do desenvolvimento déM. javanica nas razes desta planta

antagonista.
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CONCLUS RES GERAIS

x O uso de hortatpimenta, znia e crotairia na roteoonde culturasp
eficiente para reduzir a popuwandeMeloidogyne javanicao solo;

X O desenvolvimento dkl. javanica pparalisado no segundo @b
dentro das ré&es de crotalia e znia;

x As tgnicas de eletroforese bidimensional e espectrometria de massas
utilizadas so eficazes para a resane identificaoondas protaas
diferencialmente expressas nagea de crotatia e zhia;

X Aresposta de defesa de crote j M. javanicaresulta em aumento de
expresso de quatro protbas identificadasV-type ATPase, ATP
synthase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase e uma Heat
Shock Protein. Estas prdias estm relacionadas com o
restabelecimento da homeostase sob coédide estresse Yico;

X A inoculaoonde zhia com M. javanica aumenta a express da
proteha S-adenosil-L-metionina, que pode estar ligada a resposta de
defesa da planta atrg/da $htese de etileno, pgtdo de hidrognio

e alcaloides pirrolizidhicos.
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