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RESUMO

ANALISE PROTEOMICA DE RAIZES DE FEIJAO-DE-CORDA (Vigna unguiculata), CV.
CE-31, INOCULADAS COM O NEMATOIDE DAS GALHAS (Meloydogine incognita).

O feijao-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.] € uma importante leguminosa usada
como alimento, sendo cultivada, primariamente, nas savanas secas do Continente Africano,
na Asia e na América do Sul, cobrindo mais de 12 milhdes de hectares, com producdo anual
de cerca de 3 milhdes de toneladas. O feijdo-de-corda se constitui numa cultura de extrema
importancia em zonas semi-aridas dos trépicos, caracterizadas por baixa precipitacdo
pluviométrica, altas temperaturas, solos arenosos e de baixa fertilidade. Dentre os
organismos que causam doencas nos vegetais, 0s nematbides geram prejuizos anuais de,
aproximadamente, varios bilhdes de ddlares na agricultura mundial e as espécies
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica sdo as mais danosas. Uma das principais
culturas atacadas pelos nematoides é o feijdo-de-corda. Em funcgéo disso, existe sempre
demanda para se buscar melhorar a compreensdo dessa relacdo entre hospedeiros e
patdégenos objetivando criar novas estratégias para minimizar eventuais perdas. O presente
trabalho teve como objetivo identificar as proteinas que tém sua expressao diferenciada em
raizes de feijao-de-corda resistente ao Meloidogyne incognita (inoculadas e ndo inoculadas)
usando eletroforese bidimensional (2D) associada a espectrometria de massas de proteinas
extraidas da raiz total e de mitocondrias de raiz do cv Pitidba (CE-31), resistente ao
nematoide, inoculada com este patdgeno, em comparacdo com plantas nao-inoculadas
(controle) em conjunto com andlise de expressdo génica semi-quantitativa (PCR semi-
guantitativa). Os resultados aqui obtidos demonstraram que houve alteracdo de pelo menos
22 proteinas nas amostras de raizes inoculadas e mais 22 proteinas de mitocondrias de
raizes, quando comparados com seus respectivos controles e que o0 apice das suas
alteracBes ocorriam por volta do 6° dia apds a inoculacdo do patdgeno. As proteinas de
mitocdndrias ndo puderam ser identificadas com confiabilidade. Dentre as proteinas de
raizes totais identificadas podemos destacar as PR-1, 2 e 3, que sdo reconhecidamente
proteinas de defesa, ascorbato peroxidase e superoxido dismutase (enzimas anti-estresse
oxidativo) e uma leghemoglobina, que pode ser o primeiro relato dessa proteina nesse
patossistema. As analises de expressao génica concordaram perfeitamente com os achados
protedmicos.

Palavras-chave: Feijao-de-corda, Meloidogyne incognita, Protedmica, Proteinas de
defesa de plantas.
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ABSTRACT

PROTEOMICS ANALYSIS OF COWPEA ROOTS (Vigna unguiculata), CV. CE-31,
INOCULATED WITH ROOT-KNOT NEMATODE (Meloydogine incognita).

The cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] is an important leguminous used as food,
being cultivated, mostly in arid African savannas , Asia and south of America, covering more
over 12 millions of hectares, with annual production about 3 millions of tons. The cowpea
its a culture greatly important in tropics zones characterized by low pluviometric
precipitation, high temperature , gravely soils and poor fertility. Among the pathogenic
organism that cause plant disease, the nematode, mainly Meloydogine sp. generate annual
losses about several billions of dollars all over the world and the Meloidogyne incognita and
Meloidogyne javanica species be the most damagers. One of the main cultures attacked by
nematodes is the cowpea. Regard it, there is always needs to improve the knowledge about
the relationship between host and pathogens aimed develop novels strategies to diminish
eventual losses. The present work aimed identify the differential expression of proteins in
Meloidogyne incognita resistant cowpea total roots and mitochondria roots cv Pitilba (CE-
31), inoculated and mock inoculated, using 2D electrophoresis assay associated with MS
identification and gene expression analyses by semi-quantitative PCR. The results obtained
showed at least 22 altered proteins in inoculated total roots and more 22 proteins of
mitochondria roots, when compared with their respective controls and the top of alterations
occurred next to 6° day after inoculation with pathogen. Mitochondria proteins cannot be
identified reliability. Among the total roots proteins we can emphasize PR-1, 2 and 3,
recognized as defense proteins, ascorbate peroxidase and superoxide dismutase (anti-
oxidative brush enzymes) and a leghemoglobin, which can be the first report about this
protein in this pathosystem. The gene expression analyses coincided with proteomics finds.

Keywords: Cowpea, Meloidogyne incognita, Proteomics, Plants defense proteins.
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foram subexpressas.

Perfil bidimensional de proteinas de mitocéndrias de raizes de feijdo-de-
corda. A e B correspondem respectivamente aos perfis de mitocéndrias de
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perfis de mitocondrias de raizes controles e inoculadas com o nematoéide
das galhas marcadas com a ferramenta de deteccdo automatica do
software.Um total de 22 spots protéicos foram superexpressos apenas nos
géis provenientes de raizes inoculadas (B e D) e nao houve subexpressao
guando comparados com os controles. Os circulos pretos em D indicam os

Spots superexpressos.

Mapa bidimensional de proteinas (SDS-PAGE), gerado a partir da
aplicacdo de proteinas de nematoides (2000 J2, 50 massas de ovos e 50
fémeas) extraidas com tampao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, contendo Glicerol
20%, PEG 3%, PVPP 1:1 (m/v), EDTA 10 mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM,
isofocalizadas em fita de 13 cm, em gradiente linear de pH variando de 4-7.
(A) Gel corado pelo método do “blue-silver” (Coomassie coloidal) e (B) Gel
revelado com nitrato de prata. Nenhum spot foi detectado visualmente e

nem pelo software ImageMaster 2D Platinum 6.0.

Gréafico em pizza mostrando as porcentagens das classes de proteinas
gue sofreram alteragcBes nas andlises dos géis de eletroforese
bidimensionais das raizes inoculadas com o nematéide das galhas quando

comparados com seus respectivos controles.

Andlise de alteragcdo da asparaginil endopeptidase (spot 1). Houve
subexpressdo desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o
nematdide das galhas quando comparadas com seus respectivos
controles. (1) Grafico tridimensional do spot comparando a expressao
desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apds inoculacéo). (2)
Andlise semi-quantitativa de expresséo génica (PCR) da mesma proteina
nos dias 4, 5, e 6 dias apds inoculacdo. (M) = marcador de massa

molecular e (B)=branco

Analise de alteracdo da ARG 10 (spot 10). Foi constatada a subexpressao
desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o nematéide das
galhas quando comparadas com seus respectivos controles. (1) Grafico
tridimensional do spot comparando a expressdo desta proteina nos géis
inoculado x controle (6 dias apds inoculagdo). (2) Analise semi-quantitativa
de expressdo génica (PCR) da mesma proteina nos dias 4, 5, e 6 dias

apos inoculacéo. (M) = marcador de massa molecular e (B)=branco.

Analise de alteragdo da ACC sintetase (spot 2). Foi constatada a
superexpresséo desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o
nematdide das galhas quando comparadas com seus respectivos
controles. (1) Grafico tridimensional do spot comparando a expressao

desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apds inoculacéo). (2)

52

53

57

65

66

52

52



12

13

14

15

16

Anadlise semi-quantitativa de expressao génica (PCR) da mesma proteina
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respectivos controles. (1) Grafico tridimensional do spot comparando a
expressdo desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apéds
inoculagdo). (2) Andlise semi-quantitativa de expresséo génica (PCR) da
mesma proteina nos dias 4, 5, e 6 dias apds inoculacéo. (M) = marcador

de massa molecular e (B)=branco.
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superexpressao desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o
nematdide das galhas quando comparadas com seus respectivos
controles. (1) Grafico tridimensional do spot comparando a expressao
desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apds inoculacdo). (2)
Analise semi-quantitativa de expressdo génica (PCR) da mesma proteina
nos dias 4, 5, e 6 dias apds inoculacdo. (M) = marcador de massa

molecular e (B)=branco.
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1. INTRODUCAO

O dominio do cultivo de plantas alimenticias foi um dos pontos centrais que dirigiu a
transicdo do nomadismo para o sedentarismo que, por sua vez, foi crucial para a fortificagéo
dos alicerces das grandes civilizacdes, ja que a agricultura possibilitou a formacdo de
comunidades e do suprimento de suas necessidades basicas nutricionais (KRUGER, 2001,
ASSAD e ALMEIDA, 2004). O surgimento e o devido estabelecimento do plantio tiveram
significancia incomensuravel quando, pela primeira vez, foi possivel controlar a
disponibilidade de alimentos, o que se configurou como um dos grandes passos
significativos da histéria do desenvolvimento da humanidade. Apenas com a introducao da
agricultura, é que foi permitido aumento exponencial das populacbes e 0 seu
estabelecimento em areas bem definidas, assim como o consequente surgimento de
aldeias, grandes aglomerados e, finalmente, das cidades (GUPTA, 2004; PEARSALL,
2006). A medida que as comunidades inflavam, houve necessidade paralela de aumentar a
oferta e melhorar os valores nutricionais dos alimentos. Com esse intuito, tecnologias e
ferramentas cada vez mais avancadas foram sendo desenvolvidas ao longo do tempo.
Ainda assim, com a utilizacdo dessas novas estratégias, a produtividade das culturas
vegetais € limitada devido a vérios fatores desfavoraveis como a disponibilidade de terras
agricultaveis, escassez de agua, solos pobres em nutrientes e salinos, e a incidéncia de

pragas e doencas (MILLER, 2008).

Dentre os organismos que causam doencas nos vegetais estdo os virus, bactérias,
fungos e nematdides. No caso dos nematbides, estes geram prejuizos anuais de,
aproximadamente, 157 bilhdes de ddlares na agricultura mundial e as espécies Meloidogyne
incognita e Meloidogyne javanica sdo as mais danosas (BAICHEVA, 2002; GUERENA e
EARLES, 2003; GUERENA, 2006; ABAD et al. 2008, ). Uma das principais culturas
atacadas pelos nematoides € o feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) (FERY et al.,1980;

EHLERS et al., 2002; DAS et a.l, 2008; SAWADOGO et a.l, 2009).
58



59

Em funcéo disso, existe sempre demanda para se buscar melhorar a compreenséo
dessa relacdo entre hospedeiros e patdgenos objetivando criar novas estratégias para
minimizar eventuais perdas. Recentemente, foi confirmada, em nosso laboratério, a
existéncia de um cultivar do feijao-de-corda (cv. CE-31 ou “Pitiuba”) que €& extremamente
resistente a infestacdo pelo nematdide M. incognita (ANDRADE, 2003; CAPISTRANO
2004). Esse cultivar foi escolhido, portanto, como modelo de estudo para avaliar se ha
alteracdo da expressdo das proteinas das raizes quando infectadas pelo Meloidogyne
incognita, em comparacdo com raizes nédo-infectadas. Para isso, foi empregada uma
abordagem protedmica na tentativa de identificar proteinas diferencialmente expressas, bem
como vias metabdlicas envolvidas com os mecanismos de defesa da planta. Esse estudo
gerou dados que podem subsidiar futuras intervencdes bioquimicas e fisiolégicas na planta,
através de alteracGes da expressao génica dirigida, com o objetivo maior de desenvolver

plantas de feijdo-de-corda resistentes ao ataque do M. incognita

2- FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. O Feijdo-de-corda

O feijdo-de-corda ou feijao-caupi pertence ao género Vigna, familia Fabacae, sendo
composto de mais de 200 espécies. O género Vigna, abriga cerca de 20 espécies tipicas
das regides tropicais e as espécies de maior importancia econdmica e nutricional sdo Vigna
unguiculata (L.) Walpers, V. radiata (L.) Wilczek e V. mungo (L.) Hepper, sendo usadas
como fontes de proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais indispensavel para varios

povos (FERY, 2002).
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Os gréaos secos cozidos do feijdo-de-corda (V. unguiculata) representam sua
principal forma de consumo. Entretanto, folhas (em muitas partes do leste da Africa,
continente de onde a planta foi originada), sementes frescas (no sudeste dos Estados
Unidos e Senegal) e vagens frescas verdes (em regides Umidas da Asia e do Caribe)
também sdo consumidas (EHLERS e HALL, 1997). O Brasil é o terceiro maior produtor
mundial desta espécie de feijao (depois de Nigéria e Niger), com, aproximadamente, 33

milhdes de consumidores (EMBRAPA, 2010).

Dentre as principais caracteristicas do feijao-de-corda, seu elevado contetdo
protéico, associado a boa capacidade de fixagcdo de nitrogénio, boa tolerancia as
condicOes de baixa disponibilidade de agua nos solos, altas temperaturas e relativa
tolerancia a salinidade, condicfes tipicas das regides semi-aridas do nordeste do
Brasil, sdo algumas das que podem ser citadas. No entanto, apesar desta boa
capacidade de tolerancia as diferentes condicbes de estresses, parte da
produtividade do feijdo-de-corda é ameacada pela acdo de diversos fitopatégenos,
dentre os quais os fitonematoides (ROBERTS et al., 1996;FREITAS et al., 1999;
DAS et al., 2010).

Felizmente, o feijdo-de-corda possui cultivares que apresentam caracteristicas
diferenciadas de resisténcia ou susceptibilidade frente a diversos patdgenos (FERY et
al.,1980; EHLERS et al., 2002; DAS et a.l, 2008; SAWADOGO et a.l, 2009). Com relacao ao
nematoide das galhas, M. incognita, o cultivar CE-31 (ou Pitilba), em especial, exibe alta

resisténcia ao ataque deste fitoparasita (ANDRADE, 2003).

2.2. Nematoides fitopatogénicos e sua importancia para a agricultura
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Mais de 30 espécies de nematdides ja foram identificadas como sendo
parasitas de plantas, destacando-se os géneros Meloidogyne, Pratylenchus e
Rotylenchulus. No género Meloidogyne, as espécies Meloidogyne incognita Kofoid &
White e Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood tém sido descritas como as mais
importantes (ABAD et al., 2003; ATKINSON et al., 2003; FREIRE-FILHO et al., 2005;
SAWADOGO et al., 2009).

No Brasil, os prejuizos causados pelos nematdides, de um modo geral, ocorrem em
guase todas as culturas. Entretanto, ndo se dispbe de estimativas concretas das perdas na
producdo da maioria das plantas cultivadas, embora se saiba que, em determinados locais,
chega a ser em torno de 24% em café, tomate e soja (EMBRAPA, 2010). Aqui, 0s
nematoéides do género Meloidogyne sao os mais nocivos a agricultura, sendo M. incognita e
M. javanica as que atacam a maioria das plantas cultivadas e, igualmente, exibem marcante
patogenicidade. Particularmente no feijdo-de-corda, a incidéncia desses nematdides é
frequente, sendo responsavel por grandes prejuizos (ANDRADE, 2003). Levantamentos
sobre a meloidoginose, doenca causada por estes nematoides, classificam-na como uma
das maiores causas de estresse em plantas, levando a perdas consideraveis na producao

(ATKINSON et al., 2003; DAVIS et al., 2008).

O conhecimento do ciclo de vida do nematéide das galhas é um requisito basico para
melhor compreenséo de como o verme parasita a planta hospedeira, até levar a formacgéao
das galhas e do sitio de alimentac&o. Inicialmente, ainda dentro do ovo, o individuo jovem,
denominado juvenil de primeiro estagio (J1), sofre uma ecdise, dando origem ao estagio
infectivo denominado J2 ou juvenil de segundo estagio. O J2, ao eclodir, tem a capacidade
de perceber sinais quimicos que sao liberados pelas raizes de uma potencial planta
hospedeira, por meio de 6rgaos quimiorreceptores. Uma vez captados os sinais, 0 J2 migra
até a zona de alongamento da raiz, um pouco acima da coifa (CAILLAUD et al., 2008). Por
meio de varias enzimas secretadas pelo J2 ele d& inicio ao processo de degradacédo da

parede celular vegetal, e migra intra- e intercelularmente para o floema primario ou para as
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células indiferenciadas adjacentes ao parénquima, onde ele se torna sedentario e
estabelece o sitio de alimentagcdo caracterizado pela presenca de células gigantes
(hipertrofiadas), multinucleadas, geradas por sucessivas divisbes mitéticas (cariocinese)

sem ocorréncia da citocinese (ABAD, 2008).

A meloidoginose produz lesdes irreversiveis na raiz, comprometendo sua capacidade
de absorcdo de agua e nutrientes, prejudicando o desenvolvimento normal das plantas.
Como consequéncia desta deficiéncia nutricional, ha reducéo no crescimento, aparecimento
de folhas pequenas, seguido de seu amarelecimento (clorose) e murcha prematura.
Também, os frutos sdo pouco desenvolvidos e sua producdo € reduzida ou mesmo
interrompida (GERMANI & PLENCHETE, 2004). Esta redu¢do na capacidade de producéo,
ou mesmo a morte das plantas, traz consideravel impacto negativo a agricultura mundial,
levando a prejuizos de varios milhdes de ddlares. Outra forma de se considerar o impacto
de nematdides parasitas de plantas é através das estratégias de manejo empregadas no
controle dessa praga. A aplicacdo de nematicida é maior que trés vezes o total de produtos
guimicos utilizados para combater insetos, fungos e ervas daninha em fazendas

experimentais (JAVED et al., 2008).

2.3. Mecanismos de defesa de plantas a patégenos

Durante a evolugdo, o contato das plantas com patégenos (virus, bactérias, fungos,
nematoides, insetos e outros) permitiu que o0s vegetais desenvolvessem variados e
sofisticados mecanismos de defesa (MILLER et al., 2008). Esses mecanismos de protecéo
podem ser constitutivos ou induzidos e envolvem tanto as barreiras fisicas como vias

metabdlicas especificas e compostos quimicos. Esses Ultimos podem atuar, diretamente,
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sobre patdgenos, sendo letais, ou apenas deter seu desenvolvimento na planta. As defesas
fisicas sé@o barreiras estruturais constitutivas como lignina, espinhos, pélos e tricomas etc. J&
as defesas quimicas induzidas, envolvem a producédo de espécies reativas de oxigénio, de
metabdlitos secundarios e compostos primarios ativos contra patdgenos, como os peptideos
e proteinas relacionadas a defesa (VERONESE et al., 2003; LIPKA e PANSTRUGA, 2005;

MILLER et al., 2008).

As interacdes planta-patégeno, de um modo geral, sdo classificadas em compativeis
(patégeno virulento e hospedeiro suscetivel) e incompativeis (patdégeno avirulento e
hospedeiro resistente). Nas interacfes compativeis, o sistema de defesa da planta é ativado
tardiamente ou nao é ativado, garantindo o sucesso do organismo agressor e condicionando
0 aparecimento da doenca na planta agredida. Nas interacdes incompativeis, as estratégias
de defesa sdo rapida e eficientemente ativadas, conduzindo a resisténcia, que é
manifestada pela inabilidade do patdgeno de penetrar, crescer ou se multiplicar na planta
(AGRAWAL, 2007). Em termos moleculares, a ativacdo de defesas induzidas depende da
combinacdo de genes especificos (genes de resisténcia-R e aviruléncia-Avr) e é
desencadeada pelo reconhecimento refinado da invasdo do patégeno pela planta. Sua
percepcdo envolve moléculas elicitoras e sinalizadoras bem como receptores com alto grau
de especificidade condicionado a presenca de um gene R, dominante na planta, e um gene
Avr dominante no patégeno. Os genes R codificam proteinas da classe das NB-LRR (do
Inglés Nucleotide-bind site-leucine-rich repeat), que reconhecem efetores do patégeno,
desencadeando a resposta imune da planta. Essa elaborada estratégia de reconhecimento
gene-a-gene postula que, para cada gene que condiciona a doenca em um sistema
hospedeiro, existe um gene correspondente no parasita que condiciona a patogenicidade
(FLOR, 1971). Essa é a base molecular do sistema de defesa em plantas que define se a
relacdo entre planta e patdgeno sera de compatibilidade ou incompatibilidade (GACHOMO

et al., 2003; EITAS e DANGLA, 2010).

63



64

Esse sistema imune da planta reconhece padrdes de superficie invariantes de
microbios/patégenos (MAMP/PAMP, siglas dos termos em Inglés - Microbial/Pathogen
associated Molecular Patterns), através dos receptores de reconhecimento constitutivos
presentes no vegetal, desencadeando, assim, a imunidade ativada por PAMP (PAMP-
triggered immunity - PTI) que é a base para a resisténcia da planta contra patégenos nao
compativeis. Essas intrincadas interacdes moleculares desencadeiam, na célula, cascatas
de sinalizagBes que culminam na resposta de defesa da planta (GUST et al., 2010). Uma
dessas respostas, que ocorre no sitio primario de infec¢do, é a reacao de hipersensibilidade
ou resposta hipersensitiva (HR). Essa resposta, dependente da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), leva ao colapso e morte celular localizado no sitio de infecgéo.
Esse fendbmeno é também conhecido como morte programada celular (PCD) e se

assemelha a apoptose animal.

A HR é ativada pela planta imediatamente ap6s o ataque de um patdgeno.
Caracteriza-se por alteracdes drasticas na célula que resultam na destruicdo sumaria de
uma quantidade limitada do tecido do organismo hospedeiro, no local de tentativa de
infeccdo pelo patdgeno. Como resultado, o invasor permanece confinado na regido
necrotica proxima ao sitio de infeccdo. A producdo de fitoalexinas, o aumento subito e
temporario de espécies reativas de oxigénio (ROS), inducdo de enzimas hidroliticas,
proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas), inibidores de proteinases séo alguns
dos eventos relacionados com essa resposta (SASABE et al., 2000; SCHENK et al., 2000;

ARIMURA et al., 2005).

Outro tipo de mecanismo de defesa ativado, subsequentemente, apés a HR, em
plantas, € a resposta sistémica adquirida (SAR). A SAR caracteriza-se pela indugéo da
resisténcia em locais da planta distantes do local priméario da infec¢do pelo patégeno. Tem
papel crucial para impedir a propagacdo da doenca através da planta. E um tipo de
resisténcia induzida que, também, protege a planta contra o ataque de um largo espectro de

microorganismos diferentes daquele que deu origem a SAR. Nestas condi¢bes, tanto na HR
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guanto na SAR, diversos genes que codificam as proteinas relacionadas a patogénese (PR-
proteinas) séo transcritos. As PR-proteinas sdo umas das mais importantes classes de
moléculas de defesa da planta e podem ser definidas como aquelas que sédo sintetizadas ou
induzidas em reposta a diferentes agentes patogénicos como virus, bactérias, fungos, e
nematdides. Podem também ser induzidas em resposta a estresses abioticos, injurias
mecéanicas, sendo muitas delas encontradas no espaco intercelular (OKA et al, 1997; VAN
LOON e VAN STRIEN, 1999). As PR-proteinas foram primeiramente identificadas em
plantas de fumo que apresentavam reacdo de hipersensibilidade ao virus do mosaico do
tabaco (TMV) por dois grupos independentes (VAN LOON e VAN KAMMEN, 1970;
GIANINAZZI et al., 1970). Inicialmente, foram divididas em cinco grandes grupos (PR-1, PR-
2, PR-3, PR-4 e PR-5) de acordo com sua sequéncia de aminoacidos, massa molecular,
localizacdo extracelular, resisténcia a protedlise e acumulo em resposta as lesdes
(BOWLES, 1990). Como analogas dessas proteinas, PR-proteinas adicionais foram
identificadas e agrupadas em 11 familias (DATTA e MUTHUKRISHNAN, 1999) e, mais
recentemente, com a descoberta de novas proteinas com as mesmas caracteristicas,
agrupadas em 17 familias (TABELA 1) (VAN LOON et al, 2006). As PR-proteinas se
acumulam no tecido infectado, bem como nos tecidos nado infectados, proximos e/ou
distantes do sitio de infec¢cdo do mesmo vegetal, sendo fundamentais para o mecanismo de
defesa de plantas (JWA et al.,, 2006; MILLER et al., 2008). A participacdo de alguns
compostos, como o 6xido nitrico, etileno, acido jasménico (JA) e acido salicilico (SA), tem
sido sugerida como sinalizadores da SAR, e consequentemente, também, na producéo de
PR-proteinas. A participagdo do SA, na SAR, por exemplo, deve-se a sua presencga, em
altos niveis, em plantas que apresentam essa resposta (MOLINARI e LOFFREDO, 2006;

ARASIMOWICZ e FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007).
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2.4. Respostas de defesa das plantas ao ataque de nematdides

Alguns poucos genes e outras moléculas envolvidas na incompatibilidade patogénica
entre nematoides e plantas ja foram descobertos, entretanto, a elucidagdo dos mecanismos
dessa interacdo se mantém como um grande desafio. As respostas das plantas durante uma
interacdo incompativel com nematdides tém sido analisadas bioquimicamente, mas, até
agora, poucos patossistemas foram estudados (POTENZA et al., 2001;; CAILLAUD et al.,

2007).

TABELA 1. Familias reconhecidas de proteinas relacionadas a
patogénese e suas respectivas propriedades (Adaptada de Van Loon et

al., 2006).
Familia Propriedades
PR-1 Desconhecida
PR-2 B-1,3-glucanase
PR-3 Quitinase tipo |IL,IV,V,VLVII
PR-4 Quitinase tipo l e 1l
PR-5 Semelhante a taumatina
PR-6 Inibidores de proteinases
PR-7 Endoproteinase
PR-8 Quitinase tipo i
PR-9 Peroxidase
PR-10 Semelhante a ribonuclease
PR-11 Quitinase tipo |
PR-12 Defensina
PR-13 Tionina
PR-14 Proteina transferidora de lipideos
PR-15 Oxalato oxidase
PR-16 Semelhante a oxidase
PR-17 Desconhecida
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Em cultivares de alfafa resistente ao M. incognita, os genes denominados de
Meloidogyne incognita alfalfa (Mia 1-6) se mostraram como possiveis marcadores de
resisténcia aos nematoides das galhas. Esses genes estédo relacionados a proteinas cujas
funcbes estdo ligadas a maturacdo do RNA, vias gluconeogénicas, oxidoreducdo e
tolerancia a estresses multiplos (POTENZA et al.,, 2001). Também, foi encontrado no
algodao (Gossypium hirsutum) o gene MIC-3 (Meloidogyne incognita cotton), o qual se

mostrou um eficaz marcador de resisténcia desta espécie (ZHANG et al., 2002).

No caso especifico do feijdo-de-corda, existe um gene ou locus que tem sido
bastante utilizado para o desenvolvimento de genétipos variantes resistentes ao nematoide
das galhas (PETRILLO e ROBERTS, 2005; PETRILLO et al., 2006). Este locus foi
inicialmente descrito por Fery e Dukes (1980) e confere resisténcia a varios tipos de
nematdides do género Meloidogyne, tais como M. incognita, M. arenaria, M. hapla, e M.
javanica. Estudos genéticos tém indicado que este locus deve possuir varios alelos incluindo
rk, Rk e Rk2. O Alelo Rk2, especialmente, confere grande resisténcia a muitas racas de M.
incognita e M. javanica. Um Unico gene recessivo ndo diretamente ligado ao Rk (presente
em um locus separado), o qual aumenta a resisténcia da planta hospedeira quando
combinado com o Rk, foi identificado e denominado de rk3. Esses genes de resisténcia
estdo sendo bastante estudados devido a sua importancia (DAS et al.,, 2008).
Recentemente, estudos de caracterizacdo histologica da interacdo incompativel mediada
pelos genes de resisténcia Rk entre o feijdo-de-corda, cultivar CB46 (resistente), e o M.
incognita raca 3 foram realizados. Foi constatado, surpreendentemente, que a resposta de
incompatibilidade era bastante retardada e ndo havia morte celular mediada por resposta
hipersensitiva (HR) como tipicamente ocorre em algumas plantas resistentes aos

nematoides das galhas (DAS et al., 2008; DAS et al, 2010).

BN

No Lycopersicon peruvianum, genes pertencentes, também, a classe Mi, que,
aparentemente, estéo relacionados a resisténcia desta planta ao nematoéide de galha, foram

descobertos (PEREZ et al., 2006). Na raiz e nas folhas do tomateiro (Lycopersicon
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esculentum) de uma linhagem resistente a meloidoginose, foi observado aumento
significativo nos niveis de acido salicilico (SA) no cultivar resistente quando comparado com
um cultivar susceptivel, ambos inoculados com o Meloidogyne spp. (MOLINARI, 2006). Ja é
bem estabelecido que o SA esté intimamente relacionado ao desencadeamento da resposta
sistémica adquirida (SAR). Achados mais recentes reforcam que a presenca desse
sinalizador na planta € um excelente indicador de interacdo incompativel planta-patégeno.
Essa molécula ja foi relacionada, diretamente, com a expressao do gene Mi-1 em cultivares

de tomateiro resistentes a infec¢do de nematoides (BRANCH et al., 2004).

Andrade (2003) demonstrou que algumas enzimas relacionadas a defesa contra
patégenos como [-1,3-glucanases, quitinases e inibidores de proteinases cisteinicas, além
de enzimas envolvidas com estresse oxidativo (peroxidase, catalase e superdxido
dismutase), apresentaram grande aumento de atividade em extratos de raiz de feijdo-de-
corda (V. unguiculata), cv. CE-31 (cultivar resistente), previamente inoculado com o
nematoide de galha, quando comparado com plantas controles, ndo inoculadas. Ainda
assim, esse campo de pesquisa envolvendo estudos de proteinas relacionadas aos
mecanismos de defesa das plantas aos nematoides das galhas se encontra em estagios

primarios de desenvolvimento e poucos dados foram publicados até o presente momento.

2.5. Estudos protedmicos da relagdo nematoide-plantas

Proteoma é o conjunto de proteinas presentes numa organela, célula, tecido, érgao
ou organismo vivo sob determinadas condicbes (ONG e MANN, 2005; SCHULZE e
USADEL, 2010). A analise protebmica, por sua vez, € definida como sendo o conjunto de
metodologias analiticas empregadas para caracterizar, quantitativamente e qualitativamente,

um proteoma. Muitos experimentos usam a protedmica como uma ferramenta que permite a
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comparacdo de amostras de proteinas numa condi¢do de estresse a qual esteja submetido
0 organismo vivo, com aquelas presentes numa situacdo padrao. Esse tipo especifico de
abordagem é denominado de andlise protedmica diferencial (para distinguir das analises
protedmicas de amostra total). O estudo protedmico é uma area interdisciplinar da ciéncia
gue agrega quimica, fisica, biologia (bioquimica) e informatica (ZHANG et al., 2008). Neste
contexto, muitas vezes € necessario ndo somente determinar o conjunto de proteinas
presentes em uma amostra e seus niveis, 0 que, por si so, ja apresenta elevados graus de
dificuldades, mas, também, caracterizar as inGmeras e comumente presente isoformas das
proteinas, produtos de modificacbes pds-traducionais sofridas pelas mesmas e, por fim,
como essas proteinas interagem entre si. Tais estudos sdo bastantes desafiadores devido
ao alto grau de complexidade das amostras, bem como as baixissimas concentracdes de
determinadas proteinas, o que requer o uso de técnicas analiticas bastante sensiveis

(CHEN et al., 2007).

A eletroforese bidimensional (2D) €, atualmente, uma técnica que pode ser
rotineiramente aplicada para a separacdo de misturas verdadeiramente complexas de
proteinas. Além da informacdo qualitativa, a eletroforese 2D é capaz de prover resultados
guantitativos, possibilitando o monitoramento dos niveis de expressdo das proteinas
avaliadas (SUCKAU et al., 2003; CHEN et al., 2007; ZHANG et al., 2008). Essa técnica
promove a separacao de proteinas em duas dimens@es, de acordo com duas propriedades
independentes. Na primeira dimensdo, que é a focalizagdo isoelétrica (IEF), as proteinas
sdo separadas de acordo com seu ponto isoelétrico (pl). Ap6s a IEF, as proteinas sao
transferidas para a segunda dimensdo, onde s&o separadas de acordo com suas
respectivas massas moleculares relativas em gel de poliacrilamida, na presen¢a do agente
desnaturante dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) (GORG et al., 2000; LIEBOLD et

al.,2006).

Apos a eletroforese 2D, a etapa de identificacdo das proteinas na mistura pode ser

feita através do emprego de técnicas de espectrometria de massa [LC-MS/MS (liquid
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chromatography coupled to tandem mass spectrometry)], por exemplo. Para isso, devera ser
feita fragmentacéo da(s) proteina(s) individualmente isolada(s) do gel 2D em seus peptideos
correspondentes, usando-se enzimas (tripsina, por exemplo) que promovem a clivagem das
proteinas em locais especificos conhecidos. A mistura de pepetideos obtida é, entéo,
analisada por espectrometria de massa que fornece o0s espectros de massas
correspondentes, tendo como base a relagdo massa/carga (m/z), permitindo conhecer a
massa molecular dos peptideos [peptide mass fingerprint (PMF)]. Ao final do processo, as
informacgbes geradas de pl, massa molecular e sequéncia de aminoacidos sao usadas para
alimentar programas de busca disponiveis na internet, para tentar identificar as proteinas ja

depositadas em bancos de dados de acesso livre (XIE et al., 2009)

Portanto, a separacdo de proteinas por meio da técnica de eletroforese
bidimensional e subsequente identificacdo por MS constituem-se em umas das estratégias
mais empregadas em andlise protedmica e devem estar aliadas a algum tipo de analise de
expressao génica, como, por exemplo, a presenca dos transcritos correspondentes. A unido
dessas tecnologias € muito Gtil quando se pretende realizar analises comparativas entre
amostras de proteinas em diferentes condicdes. Isso inclui, por exemplo, a comparacao
entre amostras de proteinas extraidas de plantas sadias e plantas infectadas por patégenos,
guando na busca de proteinas diferencialmente expressas, gue possam servir como
biomarcadores dessa situacdo de estresse bidtico ou que possam indicar as vias

metabdlicas acionadas ou, ainda, proteinas envolvidas com a defesa da planta.

Recentemente, muitas pesquisas tém usado essa abordagem (proteoma associada a
validagdo por analise de expressdo génica), tendo sido obtidos resultados surpreendentes.
A grande maioria dos trabalhos faz andlise protedmica de amostra total de um ou mais
tecidos especificos da planta e avaliam, principalmente, a identidade de proteinas
relacionadas ao crescimento, desenvolvimento, e alguns poucos tipos de respostas a
estresses bidticos e abidticos (KATAM et al., 2010). No entanto, quase ndo ha nada na

literatura que aborde, especificamente, a analise protedbmica entre a interagdo plantas-
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nematodides, muito menos com o feijdo-de-corda. Existem trabalhos protedmicos publicados,
focando apenas o nematoide das galhas, mas ndo a planta (BELLAFIORI, et al., 2008). Um
dos poucos artigos publicados sobre esse patossistema, utilizou o estudo protedmico
associado a andlise de expresséo génica por PCR semi-quantitativa para avaliar a interacéo
planta (linhagens near isogenic) x nematdide (Glycine max x Heterodera glycines), através
dos quais foi encontrada uma proteina correspondente a um alelo de resisténcia da planta
contra 0 nematoide. Esse gene, validado por PCR apds a analise do gel 2D, denominado
rhgl, provavelmente trata-se de um gene regulador da expressao de varios outros genes
(regulador multigénico), de modo que as linhagens que possuiam esse referido gene
apresentavam alteracbes nos mapas 2D de plantas inoculadas. De fato, 30 spots de
proteinas sofreram alteracdo de expressao de, pelo menos, 2x (subexpressos ou
superexpressos), quando comparados com mapas de plantas controles (AFZAL, et al.,

2009).

Apesar da escassez de estudos protebmicos aplicados as relagBes plantas X
nematoides, eles tendem a crescer, pois informacdes valiosas podem ser geradas através
do emprego da abordagem experimental protedbmica, quando devidamente validada por

meio de analise de expressao génica.

Considerando esses poucos achados e as respostas das plantas aos mais variados
tipos de estresses, sobretudo os bidticos, quais seriam as proteinas que se expressariam,
diferencialmente (super ou subexpressas), na raiz do cultivar de feijao-de-corda (CE-31)

resistente ao nematéide das galhas, quando sob ataque desse patégeno?

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
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Esse trabalho tem como objetivo geral identificar as proteinas que tém sua
expressao diferenciada em raizes de feijdo-de-corda em decorréncia da infeccdo com
Meloidogyne incognita. Esse estudo foi feito através de andlises de mapas prote6micos
(eletroforese bidimensional associada a espectrometria de massas) de proteinas extraidas
das raizes da cultivar Pitidba (CE-31) que €, reconhecidamente, altamente resistente a
meloidoginose, com o intuito de identificar proteinas e/ou rotas metabdlicas envolvidas com

a defesa do feijdo-de-corda a infestacao por esse nematéide.

3.2. Objetivos especificos

1. Obter géis de eletroforese bidimensional das raizes do feijao-de-corda, inoculado e
nao inoculado com o0 nematdide M. incognita, raca 3, em diferentes tempos.
2. Realizar analise diferencial desses géis, para identificar os spots de proteinas cujos

padrbes foram modificados, apds a inoculagdo com o nematoide.

3. Investigar alteracBes de expressdo de proteinas mitocondriais de raizes de feijao-
de-corda, inoculado com M. incognita (raca 3).
4. ldentificar proteinas das raizes de feijdo-de-corda que foram alteradas em plantas

infectadas com M. incognita, através de espectrometria de massas (MALDI-TOF
e/ou ESI-Q-TOF).
5. Avaliar a expressao de transcritos de RNAm das raizes de feijao-corda que

foram alterados em decorréncia da infecgdo com M. incognita.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Coomassie Brilhante Blue G-250, piridina, polietileno glicol (PEG),
polivinilpolipirrolidona (PVPP), B-mercaptoetanol (2-ME), acrilamida, bis-acrilamida foram
obtidos da Sigma-Aldrich, Brasil. 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propane
sulfonate (CHAPS), Ditiotreitol (DTT), acido etileno diaminotetracético (EDTA), Fluoreto de
Fenilmetil sulfonil (PMSF), iodoacetamida, Oleo mineral, tiouréia, tiras para focalizacéo
isoelétrica, uréia, IPG buffer 3-10, dodecil sulfato de sédio (SDS) foram obtidos da GE
Healthcare do Brasil. Tripsina, grau sequenciamento (MS grade), modificada, foi obtida da
Promega, Brasil. Acido tricloroacético (TCA), éacido trifluoracético (TFA) e os demais

reagentes foram de grau analitico e obtidos de diferentes fornecedores.

4.2. Materiais Bioldgicos

4.2.1. Meloidogyne incognita

Nematdides da espécie Meloidogyne incognita Kofoid & White, raca 3,
cedidos pelo Instituto de Agronomia do Parana — IAPAR, foram mantidos em
condi¢cBes de casa de vegetal, infectando raizes de plantas de tomate, berinjela ou

guiabo, no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (DBBM) UFC.

4.2.2. Feijdo-de-corda
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Sementes de feijao-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.], cv. CE-31 (ou Pititba),
resistente a Meloidogyne incognita (raca 3), foram utilizadas. Essas sementes foram
fornecidas pelo banco de sementes do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal

do Ceara.

5. METODOS

5.1. Cultivo das plantas, obtencdo de fémeas, massas de ovos, juvenis de

segundo estagio (J2) e manutencéao da cultura de M. incognita

Sementes de tomate, berinjela e quiabo, lavadas exaustivamente em agua
destilada, foram postas para germinar em jarros de plastico de tamanho médio (1,5
L), contendo areia de leito de rio, previamente lavada e autoclavada (121 °C, 9,8 x
10* Pa, 30 min), e himus, na proporcdo de 2:1 (m/m). O himus foi esterilizado nas
mesmas condi¢des descritas acima.

Passados 20 dias apods plantio das sementes, cada planta foi inoculada com 2
mL de uma suspensao concentrada de juvenis do segundo estagio (1000 J2/mL),
depositados na base do caule, em um orificio de 2 cm de profundidade, feito no
substrato. As raizes foram coletadas trinta dias apds inoculacdo e lavadas,
cuidadosamente, em agua corrente, para remocao das particulas de substrato
aderidas. As massas de ovos foram coradas por imersao das raizes em solucéao de
fucsina acida 0,1%, durante 30 min (BYRD et al., 1983) e coletadas com auxilio de
microscopio estereoscopico e agulha de seringa, e acondicionadas em tubos de

microcentrifuga (tipo eppendorf) contendo agua destilada. Parte dessas massas de
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ovos foi usada, imediatamente, na inoculagéo de novas plantas (tomate, berinjela e
guiabo), com o objetivo de manter a cultura. A outra parte das massas de ovos foi
utilizada para obtencao de juvenis de segundo estagio (J2). Nesse caso, as massas
de ovos foram deixadas para eclodir em 4gua destilada durante 3 dias.

Além desse in6culo, fémeas foram retiradas, manualmente, das galhas,
também com auxilio de microscépio estereoscopico e agulha de seringa, sendo
transferidas para tubos tipos eppendorf, contendo tampao fosfato de sodio a 0,25 M,
pH 6,0, na proporcdo de uma fémea por microlitro de tampdo, e utilizadas
imediatamente (BYRD et al., 1983). Essas fémeas foram usadas, conjuntamente
com J2, para andlises 2D, a fim de verificar possiveis contaminacdes dos mapas
protéicos de raizes de feijao-de-corda, infectadas com o nematoide, com proteinas

préprias do patdégeno.

5.2. Obtencdo dos juvenis de segundo estagio (J2) de M. incognita para

inoculacado das plantas e analise 2D

Para assepsia das massas de ovos obtidas, estas foram imersas em solucdo de
hipoclorito de sédio contendo 0,05% (v/v) de cloro ativo, por 3 min, seguida de 3 lavagens
em agua destilada, estéril, para retirada do hipoclorito (HUSSEY et al., 2002). Apés
assepsia, as massas de ovos foram colocadas em camaras de ecloséo, consistindo de uma
tela de nylon de malha fina com poros de 150 um de didmetro (especificado pelo fabricante),
colocada sobre a lamina de agua grau Milli-Q, estéril, contida em placa de Petri de 2 cm de
didmetro. As camaras de ecloséo foram acondicionadas em recipientes fechados, forrados
com papéis de filtro umedecidos e mantidas a temperatura ambiente. Os indculos (J2) que
eclodiram migraram através da malha, sendo coletadas na placa de Petri. Nas primeiras 24
horas, os J2 eclodidos foram descartados. J2 com tempo de eclosdo variando entre 48 e 72
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horas foram retirados a cada 12 horas, ajustados para a concentracdo estoque de 2000

J2/mL, armazenados em béquer a temperatura ambiente, e utilizados, imediatamente.

5.3. Extragao de proteinas totais das raizes para andlise protedmica

Inicialmente, sementes de feijdo-de-corda (cv. CE-31) foram plantadas com a
finalidade de realizar ensaios preliminares de definigdo do melhor protocolo de extracdo das
proteinas das raizes de plantas sadias, visando os experimentos de 2D. Sementes
esterilizadas, superficialmente, com solu¢cdo de hipoclorito 0,5% (v/v) por 30 s, foram
colocadas para germinar, sendo acomodadas entre duas folhas de papel-de-filtro
(Germitest™) estendidas, dentro de bandejas de plastico fechadas, guardadas em camaras
escuras. Os papéis-de-filtro foram umedecidos 2x por dia. Apds 3 dias, as plantulas que
germinaram foram selecionadas e colocadas para crescer em 100 jarros de plastico de
tamanho médio (1,5 L), acomodados em casa de vegetacdo, com temperatura média de 29
+ 5 °C, recebendo 700 pmol de fétons/m?/s, e déficit de pressdo de vapor (VPD ) de 1 kPa.
Cinco plantulas foram colocadas por jarro (perfazendo 500 plantulas), contendo areia de
leito de rio (aproximadamente 1500 g de areia por jarro), exaustivamente lavada e
autoclavada (121 °C, 9,8 x 10* Pa, 30 min). Passados 12 dias apés a transferéncia das
plantulas para os jarros, as raizes foram excisadas, maceradas em nitrogénio liquido, até
apresentarem textura de p6, sendo acondicionadas a -80 °C para utilizagdo posterior. Para
definir a solugcdo que proporcionasse a melhor solubilizagdo e extragdo das proteinas de
raizes do feijdo-de-corda, adequada as andlises 2D, varias solugdes tampdes, de diferentes

pHs, foram adicionados ao p6 obtido anteriormente (TABELA 2).

Todos os diferentes tampdes foram testados com pé da raiz na proporcdo de 1:2

(m/v) e deixados sob suave agitagdo, num agitador automatico, em camara fria, a
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temperatura de 4 °C, durante 2 h. Logo apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas
(2000 x g, 10 min), o sobrenadante coletado, a concentracdo de proteinas totais dosada
(BRADFORD, 1976),sendo os géis bidimensionais, preliminares, feitos para estabelecer a

melhor condicdo (tampé&o) de extragéo.

Apo6s definicdo do melhor tampdo de extracdo e avaliacdo das quantidades de
proteinas extraidas, mapas eletroforéticos 2D foram gerados aplicando 100, 150, 200, 250,
300, 350 e 400 ug de proteinas de raiz/gel, para avaliar, dessa vez, a condicdo de melhor

resolucao visual do gel 2D, sem que houvesse saturacéo.

Uma vez definida a condicdo mais adequada para a obtencdo de géis 2D, uma nova
plantacdo foi feita, semelhante a citada anteriormente. Metade das plantas de V.
unguiculata, cv. CE-31, com 12 dias ap6s o plantio, foram inoculadas com 2 mL de uma
suspenséao concentrada de J2 (1000 J2/mL) depositada na base do caule, em um orificio de
2 cm de profundidade, feito no substrato. A outra metade das plantas foi tratada apenas com
agua destilada (plantas controles). As plantas foram regadas, 1 vez por dia, ao final da
tarde, com 100 mL de solucdo nutritiva de Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950) por
jarro. Os jarros foram alojados dentro de armacdes metalicas cobertas com tecido de nylon
de trama fina, para minimizar quaisquer eventuais atagues de virus, bactérias,
esporos/fungos, insetos ou outros possiveis elicitores, para nao interferir nas respostas de
defesa da planta frente a infec¢éo pelo nematdide M. incognita. As raizes foram coletadas
nos tempos 0, 12, 24 h, e 2, 4, 6, 8, 10 dias apés a inoculagéo, sendo o total de 12 jarros (5
plantas por jarro) por tempo coletado (6 controles e 6 inoculados), totalizando, assim, 96
jarros para o experimento. Logo apés cada coleta, as raizes foram lavadas com agua
destilada, secadas, cuidadosamente, em papel-toalha, excisadas a, aproximadamente, 1 cm
abaixo do colo, pesadas e, imediatamente, maceradas, secadas cuidadosamente em papel-
toalha, excisadas a, aproximadamente, 1 cm abaixo do colo, pesadas e, imediatamente,
maceradas em nitrogénio liquido, até obtencdo de amostras de p6 de textura fina, sendo

acondicionadas em sacos plasticos, limpos, selados (6 sacos contendo amostras de raizes
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inoculadas e 6 controles, para cada tempo de coleta) e armazenados a -80 °C, até o
momento de uso. Os experimentos foram realizados em triplicatas, para cada tempo de
coleta e cada condicdo (controle e inoculado). Foram utilizados 6 g de raiz para cada
repeticdo e por cada tempo de coleta. Apds ficar em contato com o tampao de extracao (12
mL) por 2 h, sob agitacdo suave, em agitador automatico, a 4 °C, as amostras foram
centrifugadas (2000 x g, 10 min) e o sobrenadante coletado. As proteinas contidas no
sobrenadante foram precipitadas com TCA a 10% (v/v) em acetona, a -80 °C, por 12 h, e,
posteriormente, centrifugadas (10000 x g, 4 °C, por 10 min). O precipitado foi coletado,
lavado com metanol (1:1, v/v, 2 vezes) e acetona (1:1, v/v, 2 vezes), nessa ordem, secado
em dessecador a vacuo e ressuspendido em 300 pL de solucdo de uréia (7M) tiouréia (2M).
A concentracdo de proteinas totais foi estimada (BRADFORD, 1976) com base numa curva
padrdo construida com concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA), sendo
descontada da leitura de absorbéancia produzida pela solucdo de uréia (7M)/tiouréia (2M).
Apoés ajuste das concentracdes, as amostras foram submetidas a separacao por focalizacéo

isoelétrica (IEF).

5.4. Extracdo da Fracao Mitocondrial e determinacado de pureza

Para purificagdo das mitocondrias, experimentos preliminares foram feitos usando
plantas higidas, com 16 dias de plantio, com o objetivo de estabelecer um protocolo 6timo

de extragdo dessas organelas.

78



79

TABELA 2. Solugdes tampdes testadas para definir a melhor condicéo de extracao
das proteinas de raizes de feijao-de-corda, para aplicacdo na eletroforese
bidimensional

Piridina 0,05 M, tiouréia 0,01 M, SDS 1% (m/v), HCI 0,1M, pH 5,0.

Piridina 0,05 M, tiouréia 0,01 M, SDS 1% (m/v), HCI 0,1 M, pH 5,0, contendo PVPP 1:2
(m/v).

Tris-HCI 0,02 M, pH 6,0, contendo glicerol 20% (v/v) + PEG 3% (V/V).

Tris-HCI 0,02 M, pH 6,0, contendo glicerol 20% (v/v) + PEG 3% (v/v) e PVPP 1:2 (m/v).

Tris-HCI 0,04 M, pH 7,0, contendo sacarose 0,25 M, Triton X-100 1% (v/v), EDTA 0,01
M, DTT 10° M e PMSF 10° M.

Tris-HCI 0,04 M, pH 7,0, contendo sacarose 0,25 M, Triton X-100 1%, EDTA 102 M,
DTT 10°M PMSF 10° M e PVPP 1:2 (m/v).

Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo glicerol 20% (v/v) + PEG 3% (v/v).

Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo glicerol 20% (v/v) + PEG 3% (v/v) e PVPP 1:2 (m/v).

Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo glicerol 20% (v/v), PEG 3% (v/v), PVPP 1:2 (m/v), EDTA
0,01 M, DTT 10° M, PMSF 10° M.

Tris-HCI 0,1 M, pH 9,0, contendo EDTA 0,01 M,Triton X-100 1% (v/v).

Tris-HCI 0,01 M, pH 9,0, contendo EDTA 0,01 M, Triton X-100 1% (v/v), PVPP 1:2 (m/v).
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O plantio foi realizado nas mesmas condi¢gdes descrita no item 5.3. As amostras de
raizes, coletadas frescas, foram imediatamente usadas para purificagdo das mitocondrias.
Porém, nesse caso, ndo houve maceracdo das raizes com nitrogénio liquido, para evitar
destruicdo das estruturas mitocondriais, comumente causada por cristais formados pelo
rapido resfriamento propiciado pela imersao em nitrogénio liquido. Estabelecido o protocolo
de purificacdo das mitocondrias puras e funcionais, de acordo com a descricdo de Millar et
al. (2001), com algumas modificagdes, um novo cultivo foi feito com plantas ndo-inoculadas
e inoculadas com M. incognita, como ja descrito no item 5.3. Raizes (500 g) excisadas de
plantas, 4 e 5 dias ap0s inoculacdo, foram maceradas em graal com auxilio de pistilo,
usando 500 mL (1:1, m/v) de meio constituido por: 0,3 M de manitol; 0,5% (m/v) de BSA;
0.5% (m/v) de polivinilpirrolidona-40; 2 x 10° M de EDTA; e 2 x 10?2 M de cisteina, pH 8,0
(solugcdo manitol). A suspenséo foi filtrada em tecido de trama fina (Nylon, 150 um) para
remocdo do residuo, centrifugada (1000 x g, 5 min, 4 °C), e o sobrenadante obtido
centrifugado agora a 18000 x g, 15 min, a 4 °C. O precipitado formado foi lavado com a
solucdo manitol, centrifugado (1000 x g, 5 min, 4 °C), sendo o sobrenadante obtido
novamente centrifugado (18000 x g, 15 min, 4 °C). O novo precipitado resultante foi
ressuspendido, suavemente, com o auxilio de um pincel fino no menor volume possivel de
tampéo Tris-HCI 0,01 M, pH 7,5, contendo 0,3 M de manitol e 0,1% (m/v) de BSA (tampéo
de lavagem), sendo, em seguida, depositado no topo de um gradiente descontinuo formado
por 40%, 23% e 18% de Percoll (do fundo ao topo do tubo de centrifuga), na proporgao de
1:4:2 (vIv), preparado no tampéo de lavagem. O sistema foi ultracentrifugado (40000 x g, 45
min, 4 °C), ficando a fragdo enriquecida de mitocéndrias numa banda opaca na interface
entre 23% e 40% de percoll. Esta banda foi aspirada com auxilio de pipeta Pasteur, lavada e
concentrada por centrifugacéo (no tampdo de lavagem) a 15000 x g por 15 min, 4 °C. A
seguir, foi depositada num tubo contendo Percoll a 28%, acrescido de 0,3 M de sacarose,
0,1% (m/v) de BSA, e tamponado com Tris-HCI 0,01 M, pH 7,5. O sistema foi

ultracentrifugado a 40000 x g por 30 min, 4 °C. As mitocondrias, presentes numa banda
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formada proximo ao topo do gradiente autogerado, foram aspiradas, lavadas, e
concentradas através de duas centrifugacdes (15000 x g, 15 min, 4 °C) sucessivas, em
tampéo de lavagem. Durante o processo de purificacdo das mitocondrias, na etapa inicial e
final do procedimento, aliquotas foram coletadas para determinar o grau de pureza das
organelas. Esse controle foi feito através da avaliagdo das enzimas marcadoras de
compartimentalizacdo celular: citocromo ¢ oxidase (mitocondrial); catalase (peroxissomos); e
alcool desidrogenase (citosolica) (NEUBERGER, 1985). Uma vez confirmada a pureza da
fracdo, as mitocondrias foram lisadas em acetona (4x o volume inicial, a -20 °C),
centrifugadas (10000 x g, por 10 min a 4 °C ), o sobrenadante descartado, e o precipitado
secado a temperatura ambiente e ressuspendido em 300 pL de uréia (7M)/tiouréia (2M). O
teor de proteinas totais foi avaliado (BRADFORD, 1976) nas mesmas condi¢fes ja descritas

na se¢ao anterior. A seguir, as proteinas foram separadas por IEF (12 dimens&o).

5.5. Eletroforese Bidimensional e Analise diferencial in silico dos géis

Para a andlise diferencial de expressao de peptideos e/ou proteinas, as amostras
protéicas de todos os tempos de coleta de raiz e mitocondrias de raiz foram submetidas,
separadamente, a IEF, utilizando o aparelho Ettan IPGphor Il (Amershan Bioscience) e fitas
de 13 cm contendo gradiente de pH imobilizado (pH 3-10 e pH 4-7), produzidos pela
Amersham Bioscience. Apés ressuspencdo das amostras (precipitados finais de proteinas
das raizes e de mitocondrias, com concentragdo de proteinas ajustadas) em solucdo de
reidratacdo, constituida por uréia 7 M, tiouréia 2 M, DTT 0,065 M, CHAPS 0,5%, IPG buffer
0,5% e tragos de Azul de Bromofenol, as amostras foram aplicadas nas fitas desidratadas.
Essas fitas foram reidratadas durante 10 h, com 250 pL da solucdo de reidratagéo,
encerrando 200 ug de proteinas de raizes, e 300 pg de proteinas de mitocdndrias isoladas

(quantidades estabelecidas em testes preliminares). Como controle, proteinas extraidas da
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mistura de 2000 J2, 50 fémeas e 50 massas de ovos foram também eletrofocalizadas para
deteccdo de possiveis contaminagdes com proteinas originarias dos nematdides. Nesse
caso especifico, a quantidade de J2, fémeas e massas de ovos ensaiadas foi,
aproximadamente, 50x superior aquela naturalmente encontrada na raiz do -cultivar
resistente CE-31, quando infectado pelo nematéide (ANDRADE, 2003). As fitas contendo
as amostras foram colocadas em cubas de reidratacdo [Reswelling Tray (Pharmacia
Biotech)] por 10 h, a temperatura ambiente e, em seguida, as proteinas foram separadas de
acordo com seus pontos isoelétricos, usando o seguinte programa: 1° passo, 200 V por 1 h;
2° passo, 500 V por 2 h; 3° passo, 5000 V por 2:30 h; e 4°passo, 10.000 V, até atingir

22.000 Volts/hora totais. A focalizacao foi mantida a temperatura constante de 25 °C.

Ap6s o término da corrida na primeira dimenséo, as fitas foram imersas em solucao
de equilibrio, consistindo de tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo glicerol 30% (v/v),
uréia 6 M, SDS 2% (m/v) e azul de Bromofenol (tracos). Para cada 3 mL dessa solucgéo,
volume suficiente para o equilibrio de uma fita de 13 cm, 50 mg de DTT foram adicionados,
apos o gue a fita foi deixada sob agitacdo lenta, por 10 min, seguido de re-imersao, por 10
min, na mesma solucdo de equilibrio, agora contendo 50 mg de IAA (iodoacetamida) para
cada volume de 3 mL. A seguir, as fitas foram mergulhadas em tampéo de corrida para
eletroforese desnaturante [Tris-glicina 0,25 M, pH 8,3 , contendo 2% (m/v) de SDS] por 10 s,
para retirada do excesso de solucdo de equilibrio, e depositadas, em intimo contato, sobre a
parte superior do gel de poliacrilamida (15% de acrilamida, dimensdo de 150 x 180 x 1,5
mm), usando agar 0,5% (m/v), preparado no tampao de corrida, para realizacéo da corrida
em segunda dimenséo (SDS-PAGE). A corrida eletroforética desnaturante (LAEMMLI, 1970)
foi realizada em sistema vertical (Amersham Biosciences), acoplado a um banho-maria
(Pharmacia) com sistema de circulacdo for¢cada de 4gua, mantida a 4 °C. Uma fonte EPS-
601 (Amersham Biosciences) forneceu a corrente de 40 mA aplicada ao gel, até saida do
azul de bromofenol. A revelacdo das proteinas foi feita com Coomassie Blue-G 250

(Coomassie coloidal) (CANDIANO et al., 2004), uma vez que essa metodologia é
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perfeitamente compativel com a espectrometria de massas e significativamente mais
sensivel que o Comassie Blue-R 250. No caso da 2D com as proteinas da mistura de J2,
fémeas e massas de ovos do nematdide, foi utilizada revelagdo com nitrato de prata

(MERRIL et al., 1979) que é bem mais sensivel que Coomassie coloidal (G-250).

Os géis, feitos em triplicatas para cada tempo de coleta das amostras de plantas
controles e inoculadas, foram escaneados utlizando-se o programa LabScan v. 6.0
(GEHealthcare), no ImageScanner (Amersham Biosciences), com sistema integrado de
transparéncia. As imagens foram analisadas através do programa ImageMaster 2D Platinum
6.0 (GE-Healthcare), combinando deteccdo automatica dos spots protéicos, executada pelo
programa, e detecgdo manual. O critério para considerar um spot significativamente alterado
utilizando-se triplicatas, era que 0 mesmo se apresentasse diferencialmente expresso, ou
seja, 2x para mais ou para menos, quando comparado com o spot correspondente no gel
controle, levando em consideracéo os valores numéricos do volume virtual do spot, que sao
derivados da densidade oOptica do spot no gel e gerados por avaliacBes estatisticas
comparativas com 0s outros spots do mesmo gel, sendo, portanto, um valor adimensional
(LILLEY & FRIEDMAN, 2006). Por esse mesmo programa, 0S pontos isoelétricos e as
massas moleculares de cada spot protéico significativamente alterados foram também
estimados. Os spots que se apresentaram superexpressos foram excisados dos géis de
amostras de plantas inoculadas com o0 nematéide, enquanto os subexpressos foram
excisados dos géis controle (plantas ndo-inoculadas) de posi¢cdes correspondentes, onde se
apresentavam, obviamente, mais intensos. Esses spots foram utilizados para ensaios de

espectrometria de massa, visando identificagdo das proteinas.

5.6. Exciséo e processamento dos spots para espectrometria de massas
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As proteinas de raiz e de mitocondrias de raiz foram excisadas dos géis
bidimensionais com o auxilio de bisturi e transferidas, imediatamente, para tubos tipo
eppendorf de 600 ul, estéreis, onde se procedeu a digestdo com tripsina. Todo o material
utilizado e o ambiente de trabalho foram cuidadosamente higienizados para tentar evitar
eventuais contaminagfes. Indumentarias de trabalho tais como toucas, mascaras, luvas e
jaleco também foram utilizados com esse proposito. Os spots selecionados foram
fragmentados em pedacos de cerca de 1 mm?®, totalmente descorados em solucdo de
bicarbonato de amoénio 0,025 M/acetonitrila (ACN) (1:1, v/v) em, pelo menos, 3 lavagens de
30 min, e desidratados, duas vezes, com ACN 100%, por 5 min. O solvente remanescente
foi removido dos fragmentos de gel por volatilizacdo em dessecador a vacuo. Os géis foram
reidratados com 20 ul de uma solugéo de bicarbonato de aménio 0,05 M, contendo 0,2 ug
de tripsina [grau sequenciamento, modificada para espectrometria de massa (MS-grade
Promega)], em banho de gelo, por 1 h. ApGs esse periodo, as amostras foram colocadas em
banho-maria e a digestédo realizada a 37 °C, por 16 h. Em seguida, os peptideos foram
extraidos do gel com solucdo aquosa de ACN 50% e TFA 5%, com auxilio de sonicador,

por 5 min, sendo desidratados em dessecador, a vacuo (JUNQUEIRA, 2008).

5.7. Espectrometria de Massa e identificacdo dos spots

Para serem analisadas, as misturas de peptideos desidratadas, provenientes da
digestao triptica de cada spot selecionado para andlise por espectrometria de massa, foram
processadas no Laboratdrio de Espectrometria de Massas, pertencente ao Departamento de
Biofisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Antes da analise dos
peptideos, estes foram desidratados e dissolvidos em solugéo de acido formico a 1% (v/v).
Analises de MS/MS foram realizadas em espectrometro de massa composto por uma fonte

de ionizacdo por eletrospray (ESI), dois analisadores de massas - um quadrupolo (Q)

84



85

associado a um tubo no qual se mede o tempo de v6o dos ions (TOF) - e um detector de
jons: ESI-Q-TOF (electro spray ionization quadrupole time of fly da WATERS®). Um sistema
de cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UPLC, Waters, Milford, US) foi acoplado on-line
ao ESI-Q-TOF. Os peptideos foram separados em coluna capilar nano-C18 (75 um ID) por
eluicdo com gradiente de agua-ACN, contendo &cido férmico a 0,1% (v/v). Os dados foram
adquiridos em modo de dados independentes (DDA), e ions de mdltiplas cargas (+2 e +3)
foram automaticamente selecionados e dissociados em experimentos MS/MS. As condi¢bes
de ionizacdo e cromatografia liquida foram: fluxo, 600 nL/min; voltagem do capilar de
nanofluxo, 3,5 kV; temperatura do bloco, 100 °C; voltagem do cone, 50 V. Os espectros de
massas adquiridos foram processados usando o software Mascot Distiller (Matrix Science,
London, UK) e os arquivos do tipo Mascot Generic Format (MGF) gerados foram
consultados no NCBI (National Center for Biotechnology Information), aplicando o software

MASCOT v.2.2 (Matrix Science — www.matrixscience.com). Buscas foram conduzidas com

0s seguintes critérios: tolerancia de, no maximo, uma perda de clivagem para os peptideos;
carbamidometilacdo da cisteina; possivel oxidacdo da metionina; tolerancia do peptideo de
0,2 Da; e tolerancia de MS/MS de 0,2 Da. O limite de significancia foi estabelecido em
p<0,05, sendo o teste estatistico (ANOVA) realizado, automaticamente, pelo préprio
software de identificacdo. Buscas de similaridades foram realizadas em banco de dados

protéico do NCBI, escolhendo “Viridiplantae taxa” como categoria taxonémica.

5.8. Transferéncia de proteinas para membrana de PVDF e sequenciamento de Edman

Para tentar identificar spots que ndo foram resolvidos por espectrometria de massa,
foi feito sequenciamento de Edman de proteinas transferidas para membrana de PVDF. As
esponjas, papéis de fitro e a membrana de PVDF foram embebidos no tampéo de

transferéncia CAPS (3-[ciclohexilamino]-1-acido propanosulfénico 0,01 M, pH 11). Em
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seguida, o gel proveniente da corrida de eletroforese 2D foi disposto na forma de
sanduiche, entre as esponjas e os papéis de filtro, em contato direto com a membrana de
PVDF. Essa membrana foi tratada previamente com metanol 100% por 5 s, depois lavada
em agua grau Milli-Q, por 2 min, e, finalmente, imersa no tampédo de transferéncia CAPS,
por 5 min. A transferéncia foi feita a 50 V, 150 mA, por 1 h. Ao término da transferéncia, a
membrana foi cuidadosamente retirada, imersa em agua grau Milli-Q, por alguns segundos,
depois imersa novamente em metanol 100%, por mais alguns segundos, e, imediatamente,
colocada em solucdo de coramento “ProBlott”, consistindo de 0,1% de Coomassie Blue R-
250 em metanol 40% (v/v) e &acido acético 1% (v/v), até aparecimento dos spots
(aproximadamente 1 min). Logo em seguida, a membrana foi descorada em solucdo de
metanol 50% (v/v) sob agitacdo branda. Essa solucao foi trocada a cada 5 min, até que os
spots ficassem evidenciados. A membrana de PVDF foi exaustivamente lavada em agua
grau Milli-Q e os spots de interesse excisados com auxilio de bisturi estéril, foram
previamente descorados e sequenciados automaticamente (Edman, sequenciador PPSQ-
233, da Shimadzu). Neste procedimento de identificacdo dos aminoéacidos, os derivados de
feniltioidantoina dos aminoacidos (PTH-aminoacidos) foram separados em coluna de fase
reversa Cig (4,6 x 2,5 mm) e detectados através de leituras de absorbancia a 269 nm,

automaticamente.

5.9. Analise de expressao génica

5.9.1. Desenho de iniciadores

Para analise dos transcritos de RNAm correspondentes as proteinas cujos niveis de
expressdo foram alterados em comparacdo com controles, nucleotideos iniciadores
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(primers) foram desenhados e sintetizados (Invitrogen, Life Technologies) com base nas
sequéncias das proteinas identificadas por MS e disponiveis no NCBI. As sequéncias dos
nucleotideos iniciadores foram obtidas através de uma ferramenta virtual chamada
“tblastn”(disponivel no NCBI), que identifica a sequéncia de nucleotideos a partir da
sequéncia de aminoacidos. Os principais critérios obedecidos para a validacdo dos
iniciadores foram: a) o oligonucleotideo iniciador ndo deveria se auto-anelar; b) o par de
nucleotideos iniciadores (forward e reverse) para 0 mesmo gene ndo deveriam se anelar
entre si; ¢) o par de nucleotideos iniciadores deveriam ter temperaturas de anelamento mais
proximas possiveis; d) nenhum dos nucleotideos iniciadores deveriam formar grampos
(hairpin); e) as sequéncias de oligonucleotideos iniciadores contivessem entre 12 a 21

bases nitrogenadas. Todos esses critérios foram avaliados in silico usando programas (PCR

primers status) disponiveis “on line” (http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html). Para
garantir que ndo havia infestacdo das amostras das raizes de feijdo-de-corda com
Rhizobium spp., foram utilizados, também, nucleotideos iniciadores especificos desenhados
para estes organismos, sendo concebidos a partir de regides bem conservadas do seu
genoma denominadas de genes “nod” (SARITA et al.,2005), em reacbes de PCR com as
amostras de cDNA obtidos a partir dos RNAmM extraidos das raizes do CE-31, inoculado e

nao inoculado com M. incognita, raca 3.

5.9.2. Obtencdo de DNA gendmico

Inicialmente, foi feita extracdo de DNA genbmico para realizacdo de testes de
temperatura de anelamento dos nucleotideos iniciadores com o protocolo de extragédo
usando CTAB, adaptado de Foster e Twell (1996). Os mesmos cuidados de higienizacédo e
precaugbes contra contaminagfes previamente descritos (topico XXX) foram tomados.

Raizes frescas de feijdo-de-corda (cv. CE-31) foram maceradas na presenca de nitrogénio
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liquido, com o auxilio de graal e pistilo até adquirirem textura de p6. Dois gramas de po6
foram adicionados, individualmente, a 4 tubos Falcon (cap. 15 mL) contendo, cada um, 6 mL
de tampéo de extracdo [Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo 2% de CTAB (m/v), NaCl 2 M,
EDTA 0,025 M], previamente aquecido a 65 °C, em banho-maria. O material foi incubado
nessa temperatura por 1 h, sendo agitado, suavemente, por inversao, em intervalos de 10
min. Apds incubacéo, igual volume da solugéo de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v) foi
adicionado e a mistura agitada por inversao, varias vezes, sendo, depois, centrifugada
(2500 x g, 25 °C, 15 min). O sobrenadante obtido foi transferido para outro tubo Falcon com
o0 auxilio de pipeta automatica, e isopropanol a 100% (num volume correspondente a 2/3 do
volume total resultante) foi, imediatamente, adicionado e misturado por inverséo, sendo
deixado precipitar por 12 h, a 4 °C. O precipitado formado foi concentrado por centrifugacéo
(1000 x g, 25 °C, 5 min), e o sobrenadante descartado. O novo precipitado foi ressuspendido
em 1 mL de NaCl 1M e a ele adicionados 2,5 volumes de etanol 100%. Apds
homogeneizacdo por inversdo, seguido de centrifugado (1000 x g, 25 °C, 2 min), o
sobrenadante foi removido com auxilio de pipeta, o novo precipitado formado ressuspendido
com 1 mL de etanol 70% (v/v) e centrifugado (1000 x g, 25 °C, por 2 min). O sobrenadante
foi descartado e o precipitado (DNA gendémico) deixado secar a 25 °C (temperatura
ambiente). Durante a lavagem final com etanol 70% (v/v), os contetdos dos 4 tubos Falcon
foram concentrados em um Unico tubo e, posteriormente, ressuspendidos em 500 pL de
tampdéo Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0, contendo EDTA 0,001 M, estéril. A concentragdo de DNA
gendmico obtido foi estimada por leitura de absorbéncia a 260 nm, onde 40 npg/mL
corresponde a absorbéancia igual a 1,00 (usando uma diluicdo de 1:10). A qualidade da
preparacdo de DNA gendmico obtida foi sempre avaliada por eletroforese em gel de

agarose a 1,0% (m/v).
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5.9.3. Obtenc&o de RNA total e cDNA

A extracdo do RNA total foi feita com cloreto de Litio (CHANG et al., 1993)com
algumas modificacdes. Amostras de raizes de plantas controles e de plantas inoculadas
com o nematoide das galhas, encerrando 8 gramas de material, para cada tempo de coleta,
foram previamente maceradas em nitrogénio liquido, com o auxilio de graal e pistilo, até
obtencédo de um po fino, que foi dividido em aliquotas de 2 g por tubo Falcon (cap. 15 mL).
Em seguida, a cada tubo, 6 mL de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo 2% (m/v) de
CTAB, NaCl 2 M, e EDTA 0,025 M, foram adicionados e a mistura incubada a 25 °C por 1 h,
sob agitacdo branda, por inversdo, em intervalos de 10 min. Apds esse periodo, igual
volume de cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1, v/v) foi adicionado. A mistura foi deixada
incubando a temperatura ambiente (25 °C), sob agitacdo suave, por 20 min, e, em seguida,
centrifugada (6500 x g, 10 min, 25 °C). A fase superior foi transferida para um novo tubo
Falcon e 7,0 mL da mistura de cloroformio:alcool isoamilico, novamente adicionados, sendo
0s tubos suavemente agitados (manualmente) por mais 5 min e, novamente, centrifugados
(6800 x g, 10 min, 4 °C). O sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo Falcon,
sendo adicionado cloreto de litio 1 M, correspondendo a 1/3 do volume do sobrenadante. A
solucéo foi deixada precipitar por 12 h, em banho de gelo, dentro de geladeira. Apos esse
periodo, a mistura foi centrifugada (8000 x g, 4 °C, 45 min), e o sobrenadante descartado,
cuidadosamente, para ndo perder o precipitado. Esse precipitado foi lavado duas vezes,
num intervalo de 15 min, com etanol 70% (v/v), preparado com agua tratada com Dietil
pirocarbonato (DEPC), sob agitacdo branda, e centrifugado (8000 x g, 4 °C, 10 min), apés
cada lavagem. Durante a lavagem final com etanol 70% (v/v), os conteudos dos 4 tubos
Falcon foram concentrados em um Unico tubo. Ao final da ultima centrifugacéo, o precipitado
foi deixado secar a temperatura ambiente (25 °C), por 2 h, e ressuspendido em 500 puL de

agua tratada com DEPC.
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A concentragdo das amostras de RNA total foi  determinada
espectrofotometricamente a 260 nm, considerando que a concentragdo de 40 pg/mL
corresponde a absorbancia igual a 1,00. A pureza das amostras de RNAs, quanto a
contaminacdo por proteinas, agucares e ou polissacarideos, foi avaliada pelas relacdes de
absorbancia Axso/Azgo (Valores 6timos entre 1,8 e 2) e Axso/Azso (Valores 6timos acima de 2).
A integridade do RNA total e contaminacdo com DNA genémico foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose (1,0%). As amostras de RNA total foram descontaminadas
de DNA gendmico por digestdo com DNAse e posterior purificacdo com o mini Kit RNeasy
(Quiagen), seguindo as instru¢des do fabricante. O volume da amostra foi ajustado para 100
puL com agua livre de RNAse, sendo adicionados 350 pL de tampéao RLT (fornecido pelo kit)
e 250 pL de etanol 100% ao RNA diluido. A solucédo foi transferida, imediatamente, para
uma coluna RNeasy Mini spin Column acoplada a um tubo de 2 mL (collection tube). O
sistema foi centrifugado a 8000 x g, 4 °C, 15 s, e o fluido ndo retido descartado. Nova
lavagem, com 500 pL do tampédo RPE (fornecido pelo kit), e centrifugacao (8000 x g, 2 min,
4 °C) foram feitas, sendo o eluato descartado mais uma vez. A coluna foi acoplada a um
novo tubo de coleta (2 mL) e 50 yL de agua livre de RNase foram adicionados a coluna.
Apobs centrifugacéo (8000 x g, 4 °C, 1 min), o RNA eluido foi armazenado a — 80 °C para

ser usado nas reacdes de RT-PCR.

A sintese da primeira fita de cDNA foi feita através de transcricdo reversa do mRNA
presente nas amostras de RNA total. Inicialmente, o RNA total (2 pg) foi aquecido a 70 °C
por 5 min e, depois, resfriado a 4 °C por 5 min para desnaturacdo de possiveis estruturas
secundarias. Além do RNA total (2 ng), a mistura de reacdo (20 pL) foi, também, constituida
de tamp&o de reacdo da RT 5x concentrado (4 pL), MgCl, 0,025 M (2,4 pL), dNTPs 0,01 M
(1 pL), Oligo dT18 (2 pmols/uL) e transcriptase reversa (Improm Il RT) (1 uL). A reacéo de
transcricdo reversa foi realizada a 25 °C por 5 min, a 42 °C por 1 h, 70 °C por 15 min e 4 °C
por 12 h. Os produtos da reacdo de PCR foram armazenados a -20° C para serem usados

nas reacdes de amplificacdo dos genes (SAMBROOK et al., 1989).
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5.9.4. Anélise semi-quantitativa de transcritos

Os genes analisados foram amplificados por PCR (reacdo em cadeia de
polimerase). A mistura de reacdo (10 uL) da PCR foi constituida de produtos de RT
(2 pL contendo 700 ug de cDNA total), o par de nucleotideos iniciadores (primers)
especificos para cada gene de interesse, sendo adicionados 5 x 10° M (1 uL) de
cada iniciador (Forward e Reverse), tampédo de reacdo da Go Tag DNA polimerase
5x concentrado (2 uL), dNTPs ( 10° M), e Go Tagq DNA polimerase (0,25 pL)
completando o volume de reacdo com 1,75 uL de agua ultra pura. A reacao foi
processada em termociclador (PTC-200 Thermocycler, BIO-RAD®). O programa foi
desenvolvido em trés etapas: desnaturacao (95 °C, 1 min), anelamento (50 a 65 °C,
1 min) e extenséao (72 °C, 3 min), perfazendo um total de 35 repeticdes desse ciclo
e, posteriormente, 4 °C, até que as amostras fossem retiradas do equipamento. A
temperatura 6tima de anelamento de cada um dos pares de nucleotideos iniciadores

foi previamente determinada, utilizando-se DNA genémico.

Experimentos preliminares com variado niumero de ciclos de PCR, para os
diferentes pares de nucleotideos iniciadores, foram realizados para assegurar que
as amplificacbes ndo estariam saturadas (fase de platé), e que, portanto, seria

possivel avaliar, semi-quantitativamente, a presenca ou ndo de transcritos.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v), posteriormente impregnado com brometo de etidio e irradiado por luz UV em
um fotodocumentador digital. As bandas correspondentes aos cDNAs amplificados

foram fotografadas e analisadas utilizando-se actina como controle.
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6. RESULTADOS

6.1. Extracdo de proteinas das raizes de feijdo-de-corda

Dentre os tamp0fes testados para otimizacdo da extracdo de proteinas de
raizes de feijao para andlise protedbmica, tampéao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, contendo
Glicerol 20%, PEG 3%, PVPP 1:1 (m/v), EDTA 10 mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM foi
o que forneceu melhor resultado. Com relacédo a quantidade de proteina aplicada, o
melhor perfil foi obtido quando as tiras de eletrofocalizagdo foram carregados com
200 pg de proteinas. A FIGURA 1 resume o procedimento de extracdo. Quantidades
menores que 200 ug de proteina geraram perfis rarefeitos enquanto valores acima
tornavam bastante borradas as regifes que representavam proteinas com pl acido e
de alta massa molecular, dificultando, assim, analises posteriores. A FIGURA 2
mostra um gel bidimensional tipico de proteinas de raiz de feijao-de-corda gerado de

acordo com as condi¢cbes acima estabelecidas em experimentos pilotos.

6.2. Purificacdo de mitocdndrias de raizes de feijdo-de-corda

O procedimento de extracdo das proteinas de mitocondrias intactas isoladas
de raiz de feijdo-de-corda seguindo o método de Millar et al. (2001), ligeiramente
adaptado foi bem sucedido. Para validar a eficiéncia desta extracdo, uma aliquota da

fracdo das mitocondrias purificadas foi retirada para os testes de oxigrafia e ensaios
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de enzimas marcadoras de pureza. Os testes feitos no oxigrafo demonstraram a
existéncia abundante de mitocéndrias intactas devido ao perfil do grafico gerado ser
bastante semelhante ao padrao esperado. Ou seja, quando foram adicionados
substratos para a cadeia transportadora de elétrons (como o ADP + Pi ou NADH, por
exemplo) o consumo de oxigénio aumentava vertiginosamente e quando eram
inseridos inibidores conhecidos (tais como KCN), o consumo de oxigénio cessava. O
grafico da oxigrafia estd mostrado na FIGURA 3. Os resultados da avaliagdo das
atividades de enzimas reconhecidamente marcadoras de compartimentagao celular,
a saber: citocromo c oxidase (mitocondrial), catalase (peroxissomos) e alcool
desidrogenase (citosolica) (NEUBERGER, 1985), comprovaram o extremo grau de
pureza das mitocondrias. De fato, ndo foi detectada atividade de catalase nem de
alcool desidrogenase na fracdo das mitocondrias purificadas, forte indicativo de que
na preparacdo mitocondrial obtida ndo havia, aparentemente, contaminantes de
origem citosdlica e nem de peroxissomos. Em contrapartida, a enzima citocromo ¢
oxidase, um transportador de elétrons presente nas mitocondrias, exibiu altissima
atividade, conforme mostrado na FIGURA 4. Esses dados sdo condizentes com
aqueles obtidos por Millar et al. (2001). Destarte, os resultados da oxigrafia em
conjunto com 0s ensaios enzimaticos obtidos, indicam, fortemente, que as
mitocdndrias estavam em elevado grau de pureza e que suas membranas estavam

intactas, sendo, portanto, adequadas para analise protebmica.
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FIGURA 1. Fluxograma geral do protocolo de extracdo de
proteinas de raizes de feijdo-de-corda para eletroforese
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FIGURA 2. Mapa bidimensional de proteinas (SDS-PAGE), gerado a
partir da aplicacdo de 200 pg de proteinas extraidas de raizes de
feijdo-de-corda, cv. CE-31, com tampao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0,
contendo Glicerol 20%, PEG 3%, PVPP 1:1 (m/v), EDTA 10 mM,
DTT 1 mM e PMSF 1 mM, isofocalizadas em fita de 13 cm, em
gradiente linear de pH variando de 4-7. Gel corado pelo método do
“blue-silver” (Coomassie coloidal).
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FIGURA 3. Gréfico de oxigrafia tipico de solu¢cdo mitocondrial concentrada
mostrando um alto consumo de oxigénio indicando integridade de
membranas.
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FIGURA 4. Gréfico de atividade da enzima citocromo ¢ oxidase.
(EBC)=extrato bruto de raizes de feijao-de-corda controle, (EBI)= extrato
bruto de raizes de feijao-de-corda inoculadas com o nematéide das galhas,
(MC)= mitocbndrias isoladas controle e (MI)= mitocondrias isoladas de
amostras de raizes de feijdo-de-corda inoculadas com o nematdide das
galhas.
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6.3 Eletroforese Bidimensional e Andlise diferencial in silico dos géis

Inicialmente, para se ter um perfil bidimensional mais panoramico das
proteinas totais de raizes e de mitocondrias de raizes de feijdo-de-corda inoculado e
nao-inoculado (controle) com M. incognita, fitas com gradiente de pH 3-10,
imobilizado, de 13 cm, foram usadas. Entretanto, as modificacdes visuais mais
significativas nos spots protéicos (super ou subexpressos, pelo menos 2x) se
concentraram, em todos o0s casos estudados, numa faixa de pl entre 4 a 7. Esse
resultado sugeria que a utilizagdo de uma fita com pH imobilizado na faixa de 4-7
seria mais eficiente para aumentar a resolucdo dos geis nas regides de interesse.
Dessa forma, todos os géis 2D foram gerados a partir de eletrofocalizacdo das
proteinas em fitas de 13 cm, com pH imobilizado variando entre 4-7. Os géis foram
feitos em triplicatas com o intuito de gerar dados significativos e conferir maior
seguranca na interpretacdo dos resultados, com base em critérios estatisticos
previamente descritos (Lilley & Friedman, 2006) para este tipo de ensaio. Nessas
condicBes, foram observados, com o auxilio do programa ImageMaster 2D Platinum
6.0 (GE-Healthcare), um total de 22 spots presentes nos géis gerados a partir da
eletroforese 2D de proteinas solluveis de raizes de feijdo-de-corda (cv, CE-31)
resistente, quando inoculado com o nematdide das galhas, que apresentaram
diferencas significativas de expressdo e que, também, eram possiveis de serem
excisados, uma vez que exibiam alta intensidade e excelente definicdo a olho nu.
Além dos 22 spots ja citados, outros 10 se apresentaram, também, estatisticamente
alteradas (9 superexpressos e 1 subexpresso) quando comparadas com os perfis de

géis controles, mas sua fraca intensidade e baixa definicdo s6 permitia visualizagédo
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apos grande ampliacdo (Zoom) e contraste ajustado (Gray adjust contrast) do
programa. Assim, ndo foi possivel, a olho nu, mesmo sob iluminacdo adequada,
excisdo desses spots para andlises posteriores de identificacdo. Dentre os 22 spots
referidos acima, 17 foram superexpressos e 5 subexpressos nas raizes de feijao-
de-corda inoculado com M. incognita, quando comparados com aqueles
correspondentes em raizes controles ndo-inoculadas. Esses perfis estdo mostrados
na FIGURA 5. As alteracbes de expressdo desses spots sO foram possiveis de
identificar comparando-se os géis controles e inoculados a partir do 4° dia apés
inoculacao, tendo seu apogeu no 6° dia. Antes desse periodo, todos os géis exibiam

perfis muito semelhantes quando comparados entre si.

Uma vez que foi apenas no 4° e 6° dias apos inoculacdo quando foram
detectadas os resultados mais significativos nos géis 2D de raiz, para suas
mitocondrias correspondentes esses mesmos periodos foram escolhidos para
facilitar comparacdes. Interessantemente, os geis 2D de proteinas de mitocondrias
de raizes exibiram, também, um total de 22 spots significantemente alterados, sendo

gue, neste caso, ndo houve subexpressdo, mas sim superexpressao (FIGURA 6.)

Nos géis 2D feitos com proteinas oriundas de J2 (2000 individuos), massa de
ovos (50) e fémeas (50), representando quantidade de animais aproximadamente
50x superior a encontrada naturalmente infectando as raizes do cultivar resistente
CE-31 (ANDRADE 2003), nao foi detectado nenhum spot protéico,
independentemente se revelados com coomassie coloidal ou nitrato de prata
FIGURA 7. Dessa forma, ficou patente que nenhum spot encontrado nos géis 2D de
proteinas de raizes inoculadas era oriundo de nematéides, mas sim da planta em

andlise.

99



FIGURA 5. Mapas bidimensionais de proteinas, gerados com aplicacdo de 200 ug
de proteinas extraidas de raizes de feijdo-de-corda, cv. CE-31, com tampé&o Tris-HClI
100 mM, pH 8,0, contendo Glicerol 20%, PEG 3%, PVPP 1:1 (m/v), EDTA 10 mM,
DTT 1 mM e PMSF 1 mM, isofocalizadas em fita de 13 cm, em gradiente linear de
pH variando de 4-7. Gel corado pelo método do “blue-silver” (Coomassie coloidal)
mostrando géis de raizes 6 dias apds inoculagdo. (A) amostra controle e (B)
inoculada. As setas vermelhas evidenciam os spots super-expressos e as setas
pretas os spots sub-expressos nas raizes inoculadas. No gel controle os circulos
pretos mostram as proteinas constitutivas que mantiveram sua expressao quando
comparadas com o gel de raiz inoculada no qual essas mesmas proteinas foram
subexpressas.
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FIGURA 6. Perfil bidimensional de proteinas de mitocéndrias de raizes de feijdo-de-corda.
A e B correspondem respectivamente aos perfis de mitocdndrias de raizes controles e
inoculadas com o nematoide das galhas. A e B ndo estdo marcadas com a ferramenta de
deteccdo automatica do software ImageMaster 2D Platinum 6.0. C e D correspondem
respectivamente aos perfis de mitocondrias de raizes controles e inoculadas com o
nematdide das galhas marcadas com a ferramenta de deteccdo automatica do
software.Um total de 22 spots protéicos foram superexpressos apenas nos geéis
provenientes de raizes inoculadas (B e D) e ndo houve subexpressdo quando comparados
com os controles. Os circulos pretos em D indicam 0s spots superexpressos.
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FIGURA 7. Mapa bidimensional de proteinas (SDS-PAGE), gerado a partir da aplicagao
de proteinas de nematoides (2000 J2, 50 massas de ovos e 50 fémeas) extraidas com
tampao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, contendo Glicerol 20%, PEG 3%, PVPP 1:1 (m/v),
EDTA 10 mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM, isofocalizadas em fita de 13 cm, em gradiente
linear de pH variando de 4-7. (A) Gel corado pelo método do “blue-silver” (Coomassie
coloidal) e (B) Gel revelado com nitrato de prata. Nenhum spot foi detectado
visualmente e nem pelo software ImageMaster 2D Platinum 6.0.
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6.4. Processamento dos spots, identificagdo por espectrometria de massa e

sequenciamento de Edman

Dos 22 spots de raizes inoculadas selecionados, excisados, tripsinizados e
submetidos a identificacdo por espectrometria de massa, apenas 15 (2
subexpressos e 13 superexpressos) puderam ser perfeitamente identificados. Os 13
spots que foram superexpressos, a saber: ACC sintase (spot 2), ACC oxidase (spot
3), Cisteinil endopeptidase (spot 4), Chalcona-flavona isomerase (spot 6), Ascorbato
peroxidase (spot 11), Proteinas induzida por auxina (spot 12), Superoxido-dismutase
CuZn dependente (spot 15), Proteina de choque térmico Classe | (spot 16), PR-1
(spot 17), PR-3, (spot 18), PR-2 (spot 19), Leghemoglobina (spot 21) e Nucleosideo
difosfato quinase (spot 22), apresentaram valores de escores significantemente
acima do limite minimo de confiabilidade que foi calculado, automaticamente, pelo
programa de analise de espectros de massas (Mascot), indicando assim, expressiva
significancia estatistica de similaridade considerando p<0.05 nas buscas pelo NCBI,

garantindo, desta forma, robustez dos dados e excelente confianca na identificacéo.

Os dois spots identificados que exibiram subexpressdo: Asparaginil
endopeptidase (spot 1) e ARG 10 (spot 10), igualmente aos superexpressos,
exibiram 6timos escores e significancia estatistica. Todos esses 15 spots que foram
devidamente identificados demonstraram semelhanca de espectros com espécies
vegetais pertencentes as leguminosas (Fabaceae), inclusive 6 deles (spots 1, 2, 3, 4,
10, e 12,) assemelhavam-se a fragmentos de peptideos do género estudado neste

trabalho (Vigna) e 3 (spots 11, 18, e 21) pertenciam, precisamente, a espécie alvo
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dessa pesquisa (Vigna unguiculata). Essa estreita relagdo taxondmica confere
confiabilidade ainda maior aos resultados.

Para os 7 spots remanescentes, nao identificados, 2 deles (spots 7 e 9) foram
relacionados como proteinas preditas (predict protein), cujas sequéncias deduzidas
in silico, baseadas nos arquivos dos bancos de dados, sdo conhecidas, mas sem
identificacd@o e fungBes bioldgicas resolvidas. Com relacdo aos outros 5 spots (spots
5, 8, 13, 14, e 20), nédo foi obtido éxito em nenhuma das tentativas de identificacao
por MS. Inicialmente, foi suposto que a intensidade do sinal gerado pelo spot no
espectrometro de massa nao fosse suficiente para analise. Portanto, foi feita
concentracdo de cada um desses spots através da sua excisdo de geéis 2D em
triplicata, e digestao triptica para tentar aumentar a intensidade do sinal, mas, ainda
assim, nao foi possivel identificacdo, o que leva a crer que nao ha, ainda,
sequéncias depositadas nos bancos de dados referentes a essas proteinas. Esses
mesmos spots protéicos de raizes inoculadas, ndo resolvidas por MS, foram
submetidos ao sequenciamento automatico de Edman, mas também né&o foi obtido
éxito, neste caso, provavelmente, por causa da sensibilidade do método que
necessitaria de concentracées bem maiores de proteinas que ndo sao providas por
spots de géis 2D, mesmo sendo concentrados em triplicatas. A FIGURA 8 mostra o
grafico de pizza (em %) contendo a classificacdo dos 22 spots selecionados,
devidamente agrupados por suas funcfes biologicas. Os dados complementares
provenientes da espectrometria de massas (pl, MW, sequéncia dos fragmentos
identificados, e valores numéricos da estatistica dos escores e porcentagens das
coberturas das sequéncias) sdo mostrados na TABELA 3.

Para os géis 2D de proteinas de mitocondrias de raizes inoculadas, que

demonstraram, também, 22 proteinas com alteragbes de expressao, a identificacdo
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por espectrometria de massas néo foi bem sucedida devido & interferéncia da BSA,
uns dos constituinte do protocolo de purificacdo das mitocondrias. Ainda assim, foi
possivel a identificacdo de 8 spots protéicos, mas com baixissimo escore (TABELA
4.). Alternativamente, nestas circunstancias, foi realizado sequenciamento de
Edman, mas, assim como no caso de alguns spots protéicos de raizes, 0s

resultados foram repetidamente inconsistentes.
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FIGURA 8. Grafico em pizza mostrando as porcentagens das classes de proteinas que
sofreram alteragBes nas analises dos géis de eletroforese bidimensionais das raizes
inoculadas com o nematéide das galhas quando comparados com seus respectivos
controles.
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TABELA 3. Lista das proteinas que sofreram alteracdes nas raizes de feijdo-de-corda inoculadas com M. incognita, através de analise por nano-
UPLC-ESI-Q-TOF e ferramentas de bioinformatica

pl/MW (kDa) Cobertura
Acesso , a€ (a) da e
Proteina Espécie Escore a L Sequéncia
(NCBI) Exoerimental et seqiiéncia
Xperimenta eorico (%)
4.38/ 514/ FPIIFVVANLITLVSGGR
1] i/ 4589396 Asparaginyl endopeptidase Vigna mungo . . 77 6.83 NSLVPPSK
49.316 52.982
APLGSSR
. YFDGWK
oy 01297493 ACC synthase Vigna radiata ‘3"'982’78 2'34%8 79 7.98  VHIVYSLSK
) ) VGTIYSYNDSVVTTAR
GAAMEMIK
/86197901 . ) ) 5.05/ 5.86/ EMVANK
31 ACC oxidase Vigna radiata 38.056 40.236 111 12.30 VSNYPPCPTPDLIK
DDQWIDVPPMR
. . . ’ . 5.10/ 5.44/
41 gil 1223922 Cysteinyl endopeptidase Vigna radiata 64 6.35 LLWVVLSLSLVLGVANSFDFHEK
35.289 37.332
R . R . O - 5.42/ ~ .
5! Nao identificado  Nao identificado N&o identificado 45 376 X X X N&o identificado
. . . . 6.41/ 5.94/ SYFLGGAGER
61 @i/l27530706 Chalcone-flavone isomerase  Lotus japonicus 35666 36.987 97 11.11 STGTYGEAEAAAIGK
. . EVETLPEEAFEEEEDK
71 gi/297849580  Predicted protein Arabidopsis lyrata 2'502’70 2'32623{,53 119 12.58 EILENHGGEER
) ) IMDEAVNASR
81 Nao identificado  Nao identificado Né&o identificado 251237 X X X Né&o identificado
. . . Arabidopsis lyrata 5.26 7.97/ QVVDETEPK
91 @i/ 297824991 Predicted protein 25 067 39819 58 5.54 VYGSIEEHYYR
. . . 5.33/ 5.62/ DEIFCLFEGALDNLGSLR
10| g@i/2970051 ARG 10 Vigna radiata 30326 25 480 133 14.34 VVCHLSGSFEAFIVEDK
6.62/ 6.67/ NCAPLMLR
111 Qi/42795352 Ascorbate peroxidase Vigna unguiculata 25238 3'1 746 108 11.84 EIVALSGGHTLGR
' SGFDGPWTEDPLK
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. L . . . 4.81/ 4.65/ EGLGLEITELR
121 gil416640 Auxin-induced protein Vigna radiata 19 354 21345 104 11.34 GYSDLAFALEK
13| Na&o identificada  N&o identificado Na&o identificado ‘1199?55 X X X Na&o identificado
141 Nao identificada  N&o identificado N&o identificado i53/381 X X X N&o identificado

6.76/ 5871 AVAVLK
151 @gi/13274148 CuZn-superoxide dismutase  Populus tremula zé 114 29 203 142 14.74 LTHGAPEDEIR
) ) GGHELSSTTGNAGGR

. 17.5 kDa class | heat shock . 5.87/ 6.12/ DFHVPTSSVSAENSAFVSTR
161 gi123539 protein Glycine max 22.268 17.412 L 1818 viQiseER

. . ALPDSFK
171 0i/130829 PR-1 Phaseolus vulgaris 1641,/26 116822/8 168 1858 ISEVEDGETK

) ) LSDGPNGGSLIK

. . ) . 4.55/ 475/ ISFLEDGETK
181 i/4850337 PR-3 (Chitinase) Vigna unguiculata 15.971 16.265 122 14.28 LSDGSNGGSVVK

. Phaseolus vulgaris 5.11/ 485/ ISIDSK
191 @i/ 130835 PR-2 (B-1,3-glucanase) 16.352 16.402 86 10.96 GDAPPNEDELK
20| Na&o identificada  N&o identificado N&o identificado i'79/337 X X X N&o identificado

ADIPK

. . ) . 6.00/ 5.68/ NLFSFLANGVDATNPK

211 gi/ 20138591 Leghemoglobin Vigna unguiculata 14.792 15.341 225 31.03 ASGGVVADAALGAVHSQK
EAVGDK
gi/ 26245403 nucleoside diphosphate kinase . 6.89/ 6.30/ PDGVQSGLIGEIISR

221 Glycine max 15.964 16.254 183 2108 ||GATNPAQSEPGTIR

(@) Todos os valores de escores listados estdo acima do escore limite, calculado automaticamente pelo Mascot, e indicam expressiva
significancia estatistica de similaridade (p<0.05) nas buscas pelo NCBI.
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TABELA 4.Lista de Identificacdo das proteinas que sofreram alteracdes, exibindo nédo relevancia estatistica, nas mitocondrias de raizes de feijao-de-

corda inoculadas com M. incognita, através de analise por nano-UPLC-ESI-Q-TOF e ferramentas de bioinformatica.

P pl/MW (kDa) Cobertura da
Proteina Espécie Score®® seqiiéncia Seqiiéncia
(NCBI) : - :
Experimental Tedrico (4)
. ) . . 5.04/ 8.98/
21 gi/7458901 triacyl glycerol lipase Mycoplasma mobile 29 675 33.037 23 5.96 IQILGETISYIFEDTGR
3 0i/283953230 OstA family protein Acidaminococcus 4.92/ 5.61/ 21 561 LTGSVVADQK
! fermentans 29.011 29.917 : LISPPR
51 gi/63028586 malate dehydrogenase Escherichia coli 5.30/ 6.22/ 19 5.28 PGMDR
25.503 27.508 ’ SNTFVAELK
5.58/ 5.92/ FPTSPAPNR
61 @i/15220073 mitochondrial elongation factor ~ Arabidopsis thaliana 1'9 681 é3 178 14 3.31 IHEIHEVR
) ) MDSMDLER
. . . ) 6.21/ 9.71/ LNNIPSR
71 0i/4103111 cytochrome ¢ oxidase subunit Pinus strobus 18.285 49 886 21 2.76 SPLEVR
gi/ 44888108 Predicted mitochondrial protein  Arabidopsis thaliana 6.11/ 5.21/
i AtMg00120 15.680 16.024 1 4.89 MEIFFSK
. Predicted mitochondrial protein . . .
gi/ 45477076 Arabidopsis thaliana 6.98/ 6.29/
101 AtMg01310 15.222 15.974 12 8.82 FFEIEICAHSWK
. Predicted mitochondrial protein . . .
gi/45477063 Arabidopsis thaliana 4.90/ 5.11/
141 AtMg01130 14.183 11.758 13 7.54 EMLSISQK

(8) Todos os valores de escores listados estdo acima do escore limite, calculado automaticamente pelo Mascot, e indicam expressiva
significancia estatistica de similaridade (p<0.05) nas buscas pelo NCBI.
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6.5. Andlise semi-quantitativa de expressao génica

Foram feitos iniciadores (primers), apenas para spots diferencialmente
expressos identificados das amostras de raizes totais para as seguintes
proteinas: Asparaginil endopeptidase, ACC sintase, Cisteinil endopeptidase,
Chalcona-flavona isomerase, ARG 10, Ascorbato peroxidase, Superéxido
dismutase e leghemoglobina, totalizando assim 8 pares (Forward e Reverse)
de iniciadores. Os primers de quitinases classes |, llla, lllb e IV e actina foram
gentilmente cedidos pelo laboratério de genética do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (DBBM) da Universidade Federal do Ceara
(UFC) coordenado pelo Prof. Dr. Thalles Grangeiro. A actina foi usada como
controle para todas as analises. Para as demais proteinas de raizes totais, nao
foi possivel serem feitos primers por causa da auséncia de sequéncias
identificadas ou por que as eventuais sequéncias desenhadas néo satisfaziam,
in silico, os requisitos de eficiéncia previamente referidos. No caso das

proteinas de mitocondrias de raizes, ndo foram desenhados iniciadores.

Todas as sequéncias de iniciadores desenhados, que quando avaliados
in silico exibiram propriedades excelentes para serem utilizados nos ensaios de
analise de expressdo génica, foram sintetizadas. As especificidades para cada
proteina, bem como as sequéncias e suas caracteristicas estdo descritas na
TABELA 5. Levando-se em consideracao que houve modificacdo de expresséo
de algumas proteinas, como visto nos géis de eletroforese bidimensional,
particularmente, no 4° e 6° dia ap0s a inoculacdo (dai) com o nematdide, foram

feitos cDNAs exclusivamente para os dias 4, 5 e 6 ap0s inoculagéo, e dos seus
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respectivos controles, para que os resultados das analises de expressao
génica fossem comparados com os dados dos géis bidimensionais gerados de
amostras nos mesmos periodos. Infelizmente, por motivos desconhecidos, os
primers feitos para a enzima Ascorbato peroxidase (spot 11) n&o exibiram
nenhum tipo de amplificagdo, em nenhuma das temperaturas ensaiadas, nem
com o aumento de nimero de ciclos. Isso néo foi resolvido nem mesmo usando

1 pg de cDNA (para as outras amostras eram colocados apenas 700 ng).
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TABELA 5. Sequencias dos iniciadores desenhados para as algumas proteinas que tiveram
sua expresséo alterada na andlise protedmica diferencial de raizes de feijdo-de-corda

Asparaginil endopeptidase Forward

5 AACGGCTATTGGAACTAC 3’

Asparaginil endopeptidase Reverse

5 GAGATCAGCATCCCTTTG &

ACC sintetase Forward

5 CAAATGGGTCTTGCTGAGAAT 3

ACC sintetase Reverse

5 TCTCAGCCTCTCCCTGTT &

ARG 10 Forward

5’CGAACACCATCGCCAAAG 3

ARG 10 Reverse

5 AGGGAAAGAAGCAAGCGA 3

Chlacona-flavona Isomerase Forward

5 GAGAGGGGTTGACGATT 3

Chlacona-flavona Isomerase Reverse

5 GCCAATCATCGTCTCCAA Z

Cisteinil endopeptidase Forward

5 TACGAGAGATGGAGGAGT 3’

Cisteinil endopeptidase Reverse

5 TCCGACAATTGCTACACC &

Ascorbato Peroxidase Forward

5 TCAGAGTACCTCAAGGAG 3

Ascorbato Peroxidase Reverse

SCTTCCCTCTTTTGCGAAC 3’

Leghemoglobina Forward

5 ATGGTTGCTTTCTCTGACAAG 3

Leghemoglobina Reverse

5 TTCATCACTCCATTTGTCTCC 3

Superoxido dismutase CuZn Forward

S ’AAAGCGGTGGCGGTGCTGAAA 3

Superoxido dismutase CuZn Reverse

5 GCTCAGTTCATGGCCGCCTTT 3’
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Os primers para o0 gene da asparaginil endopeptidase (spot 1),
subexpressa nos géis 2D de raizes inoculadas (FIGURA 5), permitiram a
amplificacdo de um fragmento de cerca de 876 pb. As bandas desse gene
apareceram muito bem definidas apenas nos cDNA extraidos das amostras
controle, como esperado, e nao apresentaram, aparentemente, diferenca
visual, entre os dias 4, 5 e 6 dias apds inoculacdo(dai). A temperatura de
anelamento (Tm) foi de 52, 5 °C, e foram necessérios 35 ciclos no

termociclador (FIGURA 9).

Para o gene da ARG 10 (spot 10), também subexpressa nos géis 2D de
raizes inoculadas com o nematoide das galhas (FIGURA 5), os primers
permitiram a amplificacdo de um fragmento de cerca 498 pb. A banda
correspondente a esse gene apareceu com uma definicdo bastante razoavel
nos cDNA extraidos das amostras controle, como esperado, e nao
apresentaram, aparentemente, diferenca visual, entre os dias 4,5 e 6. Na
amostras de cDNA de raizes inoculadas, a raia correspondente ao 4° dia pés
inoculacdo exibiu uma banda bem fraca, indicando que houve discreta
amplificacdo desse respectivo gene. Entretanto, para os dia 5 e 6 apos a
inoculacdo, ndo houve visualizacdo de bandas. A temperatura de anelamento
foi de 56, 4 °C, tendo sido utilizados 35 ciclos de amplificacdo no termociclador

(FIGURA 10).
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FIGURA 9. Analise de alteracdo da asparaginil endopeptidase (spot 1). Houve subexpressao
desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o nematdide das galhas quando
comparadas com seus respectivos controles. (1) Gréfico tridimensional do spot comparando a
expressdo desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apos inoculacdo). (2) Analise
semi-quantitativa de expressao génica (PCR) da mesma proteina nos dias 4, 5, e 6 dias apos
inoculacdo. (M) = marcador de massa molecular e (B)=branco.

INOCULADO CONTROLE 1

.
Ix

INOCULADO CONTROLE

1353

1078
872

603 (876 pb/ 52,5° C)

35 ciclos
310

114



FIGURA 10. Andlise de alteracao da ARG 10 (spot 10). Foi constatada a subexpressédo desta
proteina nas amostras de raizes inoculadas com o nematéide das galhas quando
comparadas com seus respectivos controles. (1) Grafico tridimensional do spot comparando
a expressdo desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apds inoculagéo). (2)
Analise semi-quantitativa de expressado génica (PCR) da mesma proteina nos dias 4, 5, e 6
dias ap6s inoculacéo. (M) = marcador de massa molecular e (B)=branco.

INOCULADO CONTROLE

INOCULADO CONTROLE

1353

1078
02 (498 pb/ 56,4° C)

603 35 ciclos

310

Os iniciadores para o gene da ACC sintetase (spot 2), que foi
superexpressa nos geéis 2D de raizes inoculadas (FIGURA 5), amplificaram um
fragmento de cerca de 858 pb. A banda correspondente a esse gene apareceu
muito bem definida, sobretudo no 6° dai apenas nos CcDNA extraidos das
amostras inoculadas, e apresentaram, claramente, diferenca de intensidade
entre os dias 4, 5, e 6 apés tratamento, destacando-se a observacdo de que
as bandas se intensificaram do 4° para o 6° dai. Ndo houve amplificacdo em
nenhuma das amostras de raizes controle (FIGURA 11). A temperatura de
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anelamento foi de 58, 9 °C e 20 ciclos foram programados no termociclador,
uma vez que 35, 30 e 25 ciclos saturavam a amplificacdo das amostras

(controle e inoculadas), tornando todas as bandas indistinguiveis.

Para o gene da Cisteinil endopeptidase (spot 4), que foi, também,
superexpressa nos géis 2D de raizes inoculadas (FIGURA 5) houve
amplificacdo de um fragmento de cerca de 765 pb. A banda correspondente a
esse gene apareceu bem definida, exclusivamente nos cDNA extraidos das
amostras inoculadas, e ndo apresentaram diferenca de intensidade entre o 4°,
5° e 6° dai. Ndo houve amplificacdo em nenhuma das amostras de raizes
controle (FIGURA 12). A temperatura de anelamento foi de 51, 2 °C, tendo sido
utilizados 25 ciclos no termociclador, uma vez que 35 ou 30 ciclos saturavam a
amplificacdo das amostras (controle e inoculadas) tornando as todas as bandas

indistinguiveis.
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FIGURA 11. Andlise de alteragdo da ACC sintetase (spot 2). Foi constatada a superexpressao
desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o nematdide das galhas quando
comparadas com seus respectivos controles. (1) Grafico tridimensional do spot comparando a
expressdo desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias ap0s inoculagdo). (2) Analise
semi-quantitativa de expresséo génica (PCR) da mesma proteina nos dias 4, 5, e 6 dias apds
inoculagdo. (M) = marcador de massa molecular e (B)=branco.
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FIGURA 12. Andlise de alteracdo da cisteinil endopeptidase (spot 4). Foi constatada a
superexpressdo desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o nematoide das
galhas quando comparadas com seus respectivos controles. (1) Gréfico tridimensional do spot
comparando a expressdo desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apoés
inoculagdo). (2) Andlise semi-quantitativa de expressdo génica (PCR) da mesma proteina nos
dias 4, 5, e 6 dias apds inoculagéo. (M) = marcador de massa molecular e (B)=branco.
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Os iniciadores para o gene da Chalcona-flavona isomerase (spot 6), que
foi superexpressa nos géis 2D de raizes inoculadas (FIGURA 5), amplificaram
um fragmento de cerca de 477 pb. A banda correspondente a esse gene
mostrou uma boa definicdo, sendo observada sua maior expressao no 6° dai
para os cDNAs extraidos das amostras inoculadas, tendo sua intensidade
aumentada, gradualmente, entre o 4° e 6° dai . N&o houve amplificagdo em
nenhuma das amostras de raizes controle. A temperatura de anelamento foi de

54, 2 °C e 35 ciclos foram utilizados no termociclador (FIGURA 13).

Os primers para o0 gene da superoxido dismutase CuZn dependente
(spot 15), superexpressa nos geis 2D de raizes inoculadas (FIGURA 5),
permitiram a amplificacdo de um fragmento de cerca de 393 pb. A banda
associada a esse gene exibiu boa definicdo, sendo sua maior expressao
observada no 6° dai, para os cDNA extraidos das amostras inoculadas. Houve
diferenca de intensidade, também, entre o 4°, 5° e 6° dai, ocorrendo gradual
aumento de intensidade do 4° para o 6° dai. Houve fraquissima amplificacdo
nas raias das amostras de raizes controles, entre 0 4° e 5° dai e nenhuma
amplificacdo visivel no 6° dai. A temperatura de anelamento foi de 61 °C.

Foram utilizados 35 ciclos no termociclador (FIGURA 14).
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FIGURA 13. Andlise de alteracdo da chalcona-flavona isomerase (spot 6). Foi visto a
superexpressdo desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o nematéide das
galhas quando comparadas com seus respectivos controles. (1) Grafico tridimensional do spot
comparando a expressdo desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apoés
inoculagdo). (2) Andlise semi-quantitativa de expresséo génica (PCR) da mesma proteina nos
dias 4, 5, e 6 dias apds inoculagdo. (M) = marcador de massa molecular e (B)=branco.
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FIGURA 14. Andlise de alteracdo da superodxido dismutase CuZn dependente (spot 15). Foi
visto a superexpressdo desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o nematdide
das galhas quando comparadas com seus respectivos controles. (1) Gréfico tridimensional do
spot comparando a expressao desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apos
inoculagdo). (2) Andlise semi-quantitativa de expressdo génica (PCR) da mesma proteina nos
dias 4, 5, e 6 dias apds inoculagdo. (M) = marcador de massa molecular e (B)=branco.
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Para o gene da Leghemoglobina (spot 21), também superexpressa nos
géis 2D de raizes inoculadas (FIGURA 5), um fragmento de cerca de 355 pb foi
amplificado. A banda correspondente a esse gene exibiu boa definicdo, sendo
sua maior expressao observada no 6° dai para os cDNA extraido das amostras
das plantas inoculadas com o nematdide. Houve aumento gradual de
intensidade da banda do 4° para o 6° dai. Ndo houve amplificacdo em
nenhuma das amostras de raizes controles, ndo inoculadas. A temperatura de
anelamento foi de 64, 7 °C. Foram utlizados 35 ciclos no termociclador
(FIGURA 15). Todas as andlises de expressdo semiquantitativa dos genes
citados acima corresponderam, perfeitamente, aos perfis dos seus respectivos
spots nos geéis de eletroforese bidimensional das amostras inoculadas e

controles, tanto com relacao a intensidade quanto ao tempo de expressao.

Os primers para as isoformas de quitinases que foram testados (classes
[, llla, lllb e 1IV), que poderiam estar relacionados com o spot 18 (PR-3, que &
um tipo de quitinase), o qual foi superexpresso nos géis de raizes inoculadas
(FIGURA 5), apresentaram resultados bem interessantes. Apenas o0s
iniciadores para as quitinases de classe | demonstraram, indiscutivelmente, ser
distintos, comparadas as amostras inoculadas e controles. A andlise desse
gene, em particular, mostrou, claramente, que houve aumento de expressao,
do 4° para o 6° dai, nas amostras inoculadas e uma fraca amplificacdo apenas
para o dia 4 apds tratamento, com agua, do controle. O tamanho do fragmento
amplificado foi de cerca de 972 pb (FIGURA 16). A temperatura de anelamento
foi de 58 °C e foram necessarios 28 ciclos no termociclador. Para as quitinases

de classe llla e lllb, os resultados foram muito semelhantes: ambas exibiram
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um sutil e homogéneo aumento de expressdo nas amostra de raizes
inoculadas, no 4° 5° e 6° dai, quando comparadas com seus respectivos
controles. As amplificagbes geraram fragmentos de cerca de 576 e 563 pb (llla
e llib, respectivamente). Foram necesséarios 28 ciclos no termociclador e a
temperatura de anelamento foi de 55 °C para ambos os genes (FIGURA 16).
N&ao houve amplificacdo para os primers da quitinase classe IV nas amostras

inoculadas nem controle.

Quanto aos genes “nod” (Rhizobium spp), ndo houve, também,
amplificagdo, quando nucleotideos iniciadores especificos foram utilizados,
indicando a auséncia de simbiose com esse organismo. Os iniciadores para o
gene da actina, utilizado como controle, exibiram homogeneidade na
visualizacdo em todas as raias das amostras de raizes inoculadas e nao

inoculadas com o nematoide das galhas.
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FIGURA 15. Analise de alteragdo da leghemoglobina (spot 21). Foi visto a superexpressao
desta proteina nas amostras de raizes inoculadas com o nematdide das galhas quando
comparadas com seus respectivos controles. (1) Gréfico tridimensional do spot comparando a
expressdo desta proteina nos géis inoculado x controle (6 dias apds inoculacéo). (2) Analise
semi-quantitativa de expressao génica (PCR) da mesma proteina nos dias 4, 5, e 6 dias apos

inoculag&o. (M) = marcador de massa molecular e (B)=branco.
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FIGURA 16. Analise semi-quantitativa de expressao génica (PCR) de isoformas de quitinase
(PR-3) 4, 5 e 6 dias apo6s inoculagdo . Foi visto a superexpressao desta proteina ( spot 18) nos
géis das amostras de raizes inoculadas com o nematéide das galhas quando comparadas com
seus respectivos controles. O gene da actina foi usado como controle para todas as analises
de expressao génica. (M) = marcador de massa molecular e (B)=branco.
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7. DISCUSSAO

7.1. Extrac&o de proteinas das raizes de feijdo-de-corda

Para a extracdo de proteinas de raizes de feijdo-de-corda, o melhor
procedimento, dentre os testados, foi aquele empregando tampéao Tris-HCI 100
mM, pH 8,0, contendo glicerol 20%, PEG 3%, PVPP 1:1 (m/v), EDTA 10 mM,
DTT 1 mM e PMSF 1 mM. Esses estudos preliminares da escolha do melhor
tampdao de solubilizacdo das proteinas sdo necessarios porque plantas, 6rgaos
e tecidos vegetais diferentes exigem protocolos distintos em funcdo das suas
peculiaridades, como mostrado, por exemplo, nos protocolos de extracdo de
proteinas de caule de cajueiro (Anacardium occidentale L.) (GONDIM, 2010) e
de proteinas de folhas de feijdo-de-corda (BARRETO, 2005), cujos
componentes dos tampdes utilizados foram diferentes do empregado nesse
trabalho. Para raizes de feijao-de-corda, foi observado, quando comparado
com outros protocolos, que a faixa de pH 8.0, a presenca de PVPP e glicerol
(a0 invés da sacarose) foram essenciais para 0 sucesso da extracdo, e

experimentos de eletroforese bidimensional (2D).

Com relacdo a massa de proteina utilizada para a eletroforese 2D, 200
Hg gerou o melhor mapa bidimensional apés revelacdo dos spots por comassie
coloidal (CANDIANO et al., 2004). Essa quantidade de proteinas de raizes de
feijdo-de-corda aplicadas na corrida 2D se localiza na faixa mediana de
capacidade de carregamento das fitas de isofocalizacdo utilizadas (fitas de 13

cm com variacdo de pH 4-7), que, segundo instru¢cdes do fabricante, pode
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variar entre 75-400 pg de proteina, dependendo da fonte da amostra. Quando
os valores ultrapassavam 200 pg de proteina, os géis exibiam perfis muito
“borrados”, sobretudo nas regides correspondentes as proteinas de alta massa
molecular e com pl &cido (canto superior esquerdo do gel), o que dificultava,
bastante, a resolugcdo da imagem digitalizada e, consequentemente, as
analises posteriores. J& € muito bem descrito na literatura que essas regides
especificas dos géis que exibem visualizacdo embacada correspondem a fosfo-
elou glicoproteinas, na grande maioria das vezes, e que uma das formas de
minimizar esse efeito é diminuindo a quantidade de proteinas aplicada na fita

de isofocalizacdo (BYKOVA et al. 2003; KULATHINGAL et al. 2009).

7.2. Purificacdo de mitocdndrias de raizes de feijao-de-corda

O procedimento usado para purificacdo de mitocondrias de raizes foi
bem sucedido, o que comprova a robustez do protocolo utilizado (Millar et al.,
2001). As mitocbndrias ndo exibem tantas diferencas morfolégicas entre os
individuos para serem necessarias adaptacées substanciais nos protocolos ja
existentes (TAYLOR et al, 2009; CAMPBELL, 2010). Uma das dificuldades
para a obtencédo de quantidades significativas de mitocéndrias purificadas para
extracdo de proteinas para a corrida 2D, foi a necessidade de se usar grandes
guantidades iniciais de raizes de feijdo-de-corda. Isso levou ao uso de imenso
volume de tampéo de extracdo, o que tornava 0 manuseio e 0 processamento

das amostras dificeis. Além disso, o protocolo utilizado era muito extenso e em
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todas as etapas de extracdo o material tinha que ser mantido em ambiente de

baixa temperatura (banho de gelo).

7.3. Andlise diferencial in silico dos géis, processamento dos spots,
identificacdo de proteinas por espectrometria de massa e anélise
semiquantitativa de expressdo génica das amostras de proteinas de

raizes

Dos 22 spots protéicos oriundos de raizes de feijao-de-corda inoculado
com o M. incognita, cujas expressdes foram reprogramadas geneticamente, 5
(aproximadamente 22%) nado foram identificados, apesar de repetidas
tentativas. Esse fato sugere que, aparentemente, néo existe, ainda, nos bancos
de dados, espectros virtuais de fragmentos digeridos por tripsina para
espectrometria de massas que se assemelhem ao espectro desses spots para
a espécie estudada e nem de quaisquer outras espécies. Isso ndo € téao
surpreendente ja que muitos trabalhos com plantas exibem as mais variadas
porcentagens de spots nao identificados (AGHAEI et al, 2008; KATAM et al,
2010). Em muitos casos, porcentagens até maiores dos spots analisados néo
foram possiveis de serem identificados, como por exemplo, numa analise
protedmica diferencial do patossistema fungo (Mycosphaerella pinodes) x
ervilha (Pisum sativum), no qual foram detectadas 84 proteinas (spots)

diferencialmente expressos, mas sendo, apenas, 31 delas satisfatoriamente

128



identificadas, protagonizando, assim, 63%, aproximadamente, de insucesso

(CASTILLEJO et al., 2010).

Nesse presente trabalho, a reprogramacdo genética da expressao dos
22 spots protéicos de raizes de feijao-de-corda (cv. CE_31) inoculadas com o
nematoéide M. incognita (Raca 3) foi, significativamente, mais notada a partir do
4° dia apds inoculagdo. Andrade (2003), trabalhando com o0 mesmo
patossistema, verificou que as atividades das enzimas anti-oxidativas
peroxidase de guaiacol (POX), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), e
das PR-proteinas B-1,3-glucanase (GLU), quitinase (CHI) e do inibidor de
protease cisteinica tiveram suas expressoes alteradas, sobretudo nas raizes, a
partir do 4° e 6° dia apods inoculagdo. No trabalho de Andrade (2003), 4 das
enzimas estudadas (SOD, POX, GLU e CHI) tiveram suas respectivas
atividades aumentadas a partir do 4° ou 6° dia apds inoculacdo. Esses achados
foram reforcados nesse presente trabalho, através do estudo protedmico
realizado (TABELA 3). Em relacdo a catalase, foi observado por Andrade
(2003) haver diminuicéo de atividade. Em nossa abordagem protedmica, essa
enzima nao foi sequer detectada, independentemente das raizes serem de
plantas inoculadas ou controles. Uma das hipbéteses para explicar esse
resultado seria que o tampédo de extracdo de proteinas totais de raizes para
eletroforese bidimensional utilizado no nosso trabalho ndo seria adequado para
solubilizar/extrair quantidades significativas de catalase, tornado impossivel sua

deteccédo apds a corrida 2D.

Dentre as proteinas cuja expressao foi diminuida em raizes de feijao-de-

corda (cv. CE-31) do 4° para o 6° dia ap0s inoculagdo com M. incognita, raca 3,
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comparado com plantas controles, esta a asparaginil endopeptidase (TABELA
3, FIGURA 9). Essa enzima € uma protease que tem como sitio de clivagem
especifico o grupamento carboxi-terminal interno de residuos de asparagina
(Asn). Normalmente, é descrita estar presente em sementes de leguminosas
em desenvolvimento e, também, como sendo responsavel por processamentos
poés-traducionais em precursores de proteinas de armazenamento (OKAMOTO

et al., 1996).

Esta descrito na literatura que os nematoides das galhas séo capazes de
manipular a célula da planta hospedeira, durante uma interacdo compativel
(CAILLAUD et al., 2007). Um exemplo classico é o da corismato mutase que,
através da inoculacao, via estilete, o nematdide insere uma “versao” propria
desta enzima que mimetiza a enzima constitutiva da planta, interferindo nas
suas rotas metabolicas naturais para favorecer a invasao (DAVIS et al., 2008).
Portanto, é possivel que a supressdao da expressdo da asparaginil
endopeptidase nas raizes do CE-31, resistente ao nematdide, quando
inoculada, seja uma estratégia utilizada pelo animal invasor, mas cujas razdes
ainda sao desconhecidas. Alternativamente, pode ser uma estratégia da
prépria planta atacada, na tentativa de economizar energia que seria investida
no processamento de proteinas de reserva em prol da sintese de outras

moléculas necessérias para a defesa da planta.

Em relacdo a ACC sintetase e ACC oxidase (TABELA 3), essas
enzimas exibiram intensa superexpressao nos geéis 2D das raizes de feijao-de-
corda inoculadas com o nematéide das galhas quando comparadas com 0s

géis controles. A enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) sintetase,
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em especial, teve sua andlise de expressdo génica semiquantitativa
concordante com o perfil do seu spot correspondente, como mostra a
(TABELA 3, FIGURA 11). Tais enzimas participarem da biossintese de etileno
nas plantas (SONG et al., 2005). A primeira etapa dessa rota biossintética é a
adenosilacdo do aminoacido metionina pela metionina adenosiltransferase
gerando a S-adenosil-L-metionina, que é utilizada, subsequentemente, como
substrato pela ACC sintase. Essa enzima, por sua vez, promove a sintese de
acido 1l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) que, finalmente, € convertido
em etileno pela ACC oxidase (SONG et al., 2004; FRANKOWSKY et al., 2009).
O aumento de expressao dessas enzimas, que participam dos ultimos passos
desta referida rota, sugere, fortemente, que esta havendo superproducao de

etileno no feijao-de-corda resistente (CE-31) inoculado com M. incognita.

O etileno é um fitormbnio gasoso que pode ser produzido em diversas
partes das plantas (inclusive nas raizes) e € conhecido, principalmente, por
regular eventos metabdlicos tais como: inducdo da germinacdo de sementes,
expansao de folhas, promocao ou inibicdo de florescéncia, amadurecimento de
frutos, abscisdo de varios Orgaos, gravitropismo, senescéncia e outros mais
(CHANG e SHOCKEY, 1999; BINDER, 2008). Ja é bem estabelecido, também,
gue o aumento da producado desse fitorménio € induzido por injurias, diversos
estresses abibticos e bidticos. Além disso, sua biossintese pode ser estimulada
por outros sinais hormonais enddgenos, assim como também pode interagir
sinergisticamente com eles (SONG et al.,, 2004; BINDER, 2008; SHINSHI,
2008). Dentre os mais variados tipos de estresses, o ataque de patdgenos

(estresse bidtico) € um dos fatores que desencadeiam a sintese de etileno na
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raiz (HASE et al., 2003). As vias de defesa de planta relacionadas com a
presenca do etileno ja foram discutidas em alguns trabalhos iniciais (CHANG e
SHOCKEY, 1999; KUNKEL e BROOKS, 2002;HASE et al., 2003; (VAN LOON
et al. 2006)), dentre as quais sugeriu-se, inclusive, uma possivel correlagdo
direta desse fitorm6nio com aumento da expressao de 3-1,3-glucanase, a qual,
na maioria das vezes, esta, também, relacionada com as vias de defesa de
plantas [uma das isoformas de glucanase (PR-2) foi detectada nesse trabalho —
(TABELA 3)]. No entanto, essas rotas que interrelacionam o etileno com o
aumento da expressdo de glucanase nao foram, ainda, completamente
elucidadas (YOSHIKAWA et al., 1990; CHANG e SHOCKEY, 1999).
Recentemente, foi reforcado que o etileno deve estar estritamente relacionado
com esses mecanismos contra fitopatégenos, principalmente quando interage,
também, com as vias de sinalizacdo do jasmonato (JA), metil-jasmonato
(derivado mais ativo do jasmonato) e do acido salicilico (SA), além de outras
rotas alternativas ainda ndo bem compreendidas. Esses intercruzamentos de
vias podem ativar o aumento da expressdao de moléculas genuinamente
defensivas, tais como alguns tipos de proteinas relacionadas a patogénese (PR
proteins), defensinas, proteinas semelhantes a heveina, tionina, quitinase e
fitoalexinas, além de promoverem o fortalecimento da parede celular,
estimulando a via dos fenilpropandides, bem como a biossintese de
antocianinas anti-oxidantes (KUNKEL e BROOKS, 2002; SHINSHI, 2008;

KLINK et al., 2010; GAIGE et al., 2010).

Na literatura, ja sdo bem conhecidas algumas respostas de plantas

transgénicas alteradas para serem pouco sensiveis ao etileno (nocauteando
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receptores) ou para diminuirem sua producdo quando elicitadas por patégenos.
Na grande maioria dos casos, a severidade da doenca aumentou nas plantas
onde as rotas relacionadas com o etileno eram deficitarias, quando
comparadas com seus respectivos controles. Entretanto, em alguns poucos
casos, por motivos ainda ndo bem compreendidos, os efeitos da doenca

diminuiu (VAN LOON et al. 2006).

As andlises por eletroforese 2D, realizadas no presente trabalho,
demonstraram aumento da expressao das proteinas B-1,3-glucanase (PR-2) ,
quitinase (PR-3), PR-1, e Chalcona-flavona isomerase ( TABELA 3 e FIGURA
13 respectivamente) de raizes de feijdo-de-corda inoculado com M. incognita.
Ha relato de que essas proteinas sao induzidas pelo etileno (KUNKEL e
BROOKS, 2002), Chalcona-flavona isomerase esta diretamente relacionada
com as via de fenilpropanodides, levando a sintese de flavonas, fitoalexinas e
antocianinas antioxidantes. Flavonodides e antocianinas sao as duas principais
classes de metabdlitos secundarios ativos que sdo extremamente importantes
para o desenvolvimento e crescimento das plantas (NDAKIDEMI e DAKORA,
2003). Em contrapartida, tem-se demonstrado, também, em trabalhos iniciais,
gue varios genotipos distintos de feijao-de-corda liberam concentracdes
significantemente diferentes dessas moléculas que, aparentemente, servem
como deterrentes quimicos contra insetos, bem como para os mais variados
tipos de patdogenos (DAKORA e PHILLIPS, 2002). Mais recentemente, relatos
tém enfatizado que leguminosas, de uma maneira geral, defendem-se contra

varios tipos de doencas utilizando-se flavondides e antocianinas, tanto como
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“fitoantecipinas” protetoras ou como agentes diretos contra patdgenos

invasores (MAKOI et al. 2010).

Ja& no caso das PR-1, PR-2 e PR3, cujas superexpressées podem estar
relacionadas a presenca do etileno (KUNKEL e BROOKS, 2002), pertencem a
classe mais conhecida de proteinas de defesa de plantas conhecidas
genericamente como proteinas relacionadas a patogénese, 0 que torna a
superexpressdo dessas proteinas, nesse trabalho, um evento ndo tao
surpreendente, mesmo que alguns trabalhos néo certifiquem essa correlacéo
direta do etileno com as PRs (ZINOV’EVA et al. 2001). O papel do etileno na
defesa das plantas ainda é um pouco controverso, podendo contribuir para a
geracdo de resisténcia a patdogenos em algumas interacdes e facilitando o
aparecimento de doenca em outras circunstancias (KUNKEL e BROOKS, 2002;
VAN LOON et al. 2006), mas, a0 que parece, no patossitema alvo desse
trabalho, os resultados levam a hipotetizar que o etileno pode estar agindo de
modo a aumentar a resisténcia da planta via ativacdo, também, destas
referidas PRs. As PR-2 (3-1,3 glucanase) e PR-3 (quitinase) sdo bem descritas,
principalmente em respostas a ataques de fungos. No entanto, muitos casos de
injarias mecanicas em diversas partes das plantas tém sido relatados como
elicitores dessas proteinas. A bibliografia sugere que, mesmo sendo uma
resposta dirigida mais especificamente aos fungos, as PR-2 e PR-3 podem ter
sua expressdo aumentada, frente a outros elicitores como uma forma de
precaucao contra possiveis patégenos oportunistas (VAN LOON et al. 1999;
2006). Interessantemente, a PR-1, cuja atividade biolégica tem sido

relacionada principalmente a defesa contra virus (COLE et al.2004), tem sido
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utilizada, também, como marcadora de uma condi¢do de defesa aumentada na
planta, conferida por indugédo de patdégenos de uma forma generalizada. A PR-
1, normalmente, € expressa juntamente com outras PRs (EDREVA, 2005)
como foi constatado nesse trabalho. Mais recentemente, foi demonstrado que o
aumento de expressdo das PR-1, PR-2 e PR-3 é diretamente dependente de
um prévio aumento de expressdo de uma Nucleotideo difosfato quinase
(NDPK). Nesse trabalho, foi observado aumento de expressdo de NDPK nas
raizes do CE-31 inoculadas com M. incognita, quando comparadas com o
controle, ndo inoculado (TABELA 3). Ja foi relatado no patossistema tomate x
Pseudomonas syringae pv. Tomato, que quando a planta foi nocauteada para a
expressdo do gene dessa referida proteina, as defesas do vegetal foram
fortemente suprimidas. Por outro lado, quando foi alterada para se tornar
constitutiva, havia aumento, também, na expressdao das PRs 1, 2, e 3,
especificamente, sendo sua resisténcia a patégenos igualmente aumentava
(XING et al. 2008). Além disso, ja foi descrito que a sintese de NDPK também
pode ser dependente da presenca de etileno (KUMAR e KLESSING, 2000).
Esses achados estreitam, ainda mais, a relacdo do etileno com mecanismos de

defesa de planta.

A cisteinil endopeptidase, que exibiu forte aumento de expressdo nas
raizes do feijdo-de-corda CE-31 inoculadas com o nematdide (TABELA 3,
FIGURA 12), pertence ao grupo das proteinases (também conhecidas como
proteinases tidis) e exerce papéis bem estabelecidos em rotas de
crescimento, desenvolvimento, senescéncia e morte celular programada

(GRUDKOWSKA e ZAGDANSKA, 2004). Além dessas funcdes fisiolégicas
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acima, essas enzimas participam em reacfes de defesa de plantas
desencadeada por injurias causadas pelos mais diversos fitopatdgenos,
sobretudo em latex de plantas como Carica papaya e Ficus carica (AZARKAN
et al. 2006). J&4 é bem conhecida a correlacdo de injurias mecéanicas com o
eminente surgimento das endopeptidases cisteinicas e que, normalmente,
nestes casos essas enzimas estdo contextualizadas, na planta, como “frentes
de defesa”. Isso ja foi descrito para milho e fumo, principalmente relacionado
com injurias causadas por insetos, fungos e nematdides, sugerindo, com base
em observacdes de ensaios in vitro, que a presenca aumentada dessa enzima
se dé para que a mesma promova degradacdo direta de estruturas do
patdogenos, embora 0s mecanismos pormenorizados por tras desses eventos,
in vivo, ndo sejam bem compreendidos (AZARKAN et al. 2006; HELM et al.
2008). Nao existe nada na literatura que relacione as endopeptidades
cisteinicas com atague de nematdide a raizes de feijao-de-corda. Portanto,
mais investigacdes necessitam ser conduzidas para esclarecer a razao de sua

reprogramacao genética na planta inoculada com o nematdide das galhas.

A ascorbato peroxidase (APX) e a superoxido dismutase cobre-zinco
dependente (CuzZnSOD), aumentaram de expressdo nas raizes de CE-31
inoculadas com M. incognita, quando comparadas com controles néao
inoculaods (TABELA 3). Essas enzimas sdo conhecidas por serem
componentes normalmente presentes nos processos de desintoxicacao celular.
As peroxidases, de uma forma geral, sdo descritas, também, estando
envolvidas, direta ou indiretamente, em outras funcdes biolégicas nas plantas,

tais como biossintese de lignina, degradacdo de &cido 3-indolacético e,
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também, biossintese de etileno (SAROWAR et al. 2005; BERNSTEIN et al.
2010). J4 é bem documentado que as peroxidases aumentam de expressao
durante as intera¢cfes plantas-patdgenos (DO, et al. 2003;ANDRADE, 2003) A
ascorbato peroxidase, em especial, € uma das mais importantes enzimas que
atuam na degradacao de peroxido de hidrogénio (H,O;) oriundo do citosol e/ou
de cloroplastos das plantas utilizando, ascorbato como doador de elétrons
(SAROWAR et al. 2005; SHI et al. 2008). Foi descrito, previamente, 0 aumento
da expressao, especificamente, da ascorbato peroxidase em resposta a fungos

em folhas de fumo e Arabidopsis (HUCKELHOVEN et al. 2001).

A superoxido dismutase (TABELA 3, FIGURA 14) cobre-zinco
dependente (CuzZnSOD), que pertence a familia de metalo-enzimas (como a
MnSOD e a FeSOD, por exemplo), exibe papel crucial, juntamente com a
ascorbato peroxidase (APX), no controle da explosao oxidativa. Primeiramente,
a SOD converte anions superoxido (O2) a peréxido de hidrogénio (H20), o
gual, finalmente, € convertido em agua pela APX. Embora a grande maioria dos
trabalhos cite-a como sendo comum aos tecidos vegetais fotossintetizantes,
recentemente, foi observado aumento da expressao da CuZnSOD em folhas de
algoddo (Gossypium hirsutum), em resposta ao ataque da bactéria
Xanthomonas campestris pv. Malvacearum. Esse cultivar (Réba B50) do
algodoeiro € resistente a essa bactéria, e desencadeia resposta hipersensitiva
nas folhas quando infectado (VOLOUDAKIS et al. 2006). N&o havia, até entéo,
relatos de aumento especificamente da CuZnSOD em tecidos radiculares.
Trabalhos preliminares, descrevem o aumento da atividade da SOD, sem

especificar o tipo, em raizes de soja (Glycine max) em interacdo com M.
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incognita, mostrando que essa atividade comecou a diferir da amostra controle
a partir de 48 horas apo6s inoculagdo (VANDERPOLL et al, 1994).
Posteriormente, Andrade (2003), confirmou esse aumento de atividade da SOD
(também ndo especificando o tipo), a partir de 48 horas apds inoculagao,

também nas raizes do cultivar de feijdo-de-corda resistente ao M. incognita.

Foram feitos ensaios de superexpressdo combinada da CuZnSOD e da
APX, em plantas transgénicas de Festuca arundinacea Schreb. cv. Kentucky-
31, sendo observado aumento da tolerancia desta planta a varios tipos de
estresses, inclusive bidticos (LEE et al, 2007). Em concordancia com esses
achados, nosso trabalho demonstra a necessidade da presenca dessas
enzimas para compor, juntamente com outras, o arsenal de defesa da planta
contra o nematdide das galhas e, também, a constatacdo da presenca da

CuzZnSOD , também em raiz, o que nao havia ainda sido evidenciado.

Uma HSP (17.5 kDa class | Heat Shock Protein), proteina de choque
térmico Classe |, teve aumento de expressao nas amostras de raizes de feijao-
de-corda inoculadas (TABELA 3). Esta proteina pertence a uma bem
conservada classe de moléculas que funcionam como chaperonas
moleculares, exercendo papel essencial no enovelamento e transporte de
proteinas em células procariontes e eucariontes (LANDRY e GIERASCH, 1995;
COX e NELSON, 2008). Nos nossos géis, foi detectado HSP de baixa massa
molecular, a qual é denominada de sHSP (small heat shock proteins). Esta
proteina esta inserida em uma classe de chaperonas que possuem massa
molecular entre 20 e 30 kDa e compartilham um dominio conservado de 100

aminoacidos. A diversidade de sHSPs é observada somente em plantas e
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reflete a intensa adaptacdo destas proteinas a diferentes condicbes de
estresse (MEIRELES, 2006). Ataque de patdogenos e 0s mais variados
estresses abidticos sdo capazes de elevar a expressao dessas proteinas, que
exercem papel protetor nas células afetadas (VENTELON-DEBOUT et al.,

2004; TIMPERIO et al., 2008).

Surpreendentemente, uma das proteinas que mais teve sua expressao
diferenciada nas raizes do CE-31 inoculadas com M. incognita, comparadas
com o controle, foi a Leghemoglobina (Lb) (TABELA 3, FIGURA 14). Essa
proteina é indispensavel no processo de fixagdo do nitrogénio nos nodulos de
bacterdides simbiontes (MUREAU et al., 1995; DAKORA, 1995; PUPO e
DAVIS, 1995). A principal funcdo dessa hemeproteina, in vivo, & de atuar como
transportadora de oxigénio para os bacterdides (MUREAU et al. 1995). Nos
nodulos radiculares, a Lb existe, principalmente, na forma reduzida, mas em
virtude da baixa pressao do oxigénio, in vivo, apenas 20% € oxigenada para
gerar Oxileghemoglobina (Oxy-Lb). A Oxy-Lb pode sofrer auto-oxidacdo e,
concomitantemente, produzir radicais superoxidos (O7) e, consequentemente,
H,O, (PUPO e DAVIS, 1995). Em dultima instancia, a Lb também pode reagir
com H,0O, para formar Lb(IV) (DAKORA, 1995). Recentemente, foi descoberto
gue a super-expressdo de algumas classes de hemoglobinas vegetais ndo
simbidticas (nsHBs), no fumo, levava a reducdo de sintomas necroticos
(GARROCHO-VILLEGAS et al. 2007), assim como foi relatado que essas
nsHBs exercem atividades semelhantes aquelas de peroxidases (HOY e
HARGROVE, 2008) e também que sua superexpressao em Arabidopsis levava

ao aumento da resisténcia a diversas doencas (THIEL et al., 2011). O aumento
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da expressdo da Lb nas raizes do CE-31, inoculado com o M. incognita, ndo
estad associado a infeccdo das raizes por rhizobium spp, pois ndo houve
amplificacdo dos genes “nod”, quando foram utilizados nucleotideos iniciadores
especificos, indicando a auséncia de simbiose com esse organismo.
Considerando esses achados recentes da literatura sobre essa relatada
atividade de controle de ROS das leghemoglobinas e a ndo presenca de
organismos simbiéticos que justificassem a presenca desta proteina exercendo
funcBes simbidticas e, também, o aumento bem pronunciado de SOD e APX
nos géis 2D de raizes de feijdo-de-corda inoculadas com o nematéide, quando
comparadas com o0s controles, ja citados no presente trabalho, bem como
outras enzimas anti-estresse oxidativo ensaiadas por Andrade (2003) para o
mesmo patossistema, que também tiveram sua atividade aumentada, geram
indicios de que a presenca dessas Lbs, no nossos ensaios podem estar
associadas com o controle da explosao oxidativa, desencadeada pela presenca
do patdgeno. Até hoje, o0 aumento na expressado de Lb em resposta ao ataque
do M. incognita nunca foi relatado ocorrer em plantas, muito menos no feijao-
de-corda e, sendo, portanto, um relato pioneiro, que precisa ser melhor

investigado.

Sobre as proteinas ARG 10 (TABELA 3, FIGURA 10)e a Proteina
induzida por auxina (TABELA 3), que exibiram seus spots subexpresso e
superexpresso respectivamente. Nao foi achada nenhuma mencéo na literatura
sobre suas funcBes e/ou mecanismos de acdo em processos de defesa de
planta contra ataque de patdgenos, embora, no caso da Proteina induzida por

auxina, como o nome sugere, indica que deva estar havendo producédo de

140



auxina. As referéncias das identidades destas proteinas estdo presentes
apenas nos bancos de dados do NCBI, tornando inapropriadas eventuais
especulagcbes mais aprofundadas. A ARG 10, por estar sendo subexpressa,
pode estar servindo apenas como fornecedora de esqueletos carbdnicos e /ou
fonte de amino&cidos (assim como a aparaginil endopeptidase) para a sintese
de outras biomoléculas relacionadas a defesa da planta. Estas proteinas
devem ser estudadas com mais afinco para poder correlaciona-las com as
possiveis rotas de defesa de plantas contra patdégenos, bem como gerar suas

primeiras referéncias literarias.

O fato de que todos os iniciadores (primers) testados (Asparaginil
endopeptidase, ACC sintase, Cisteinil endopeptidase, Chalcona-flavona
isomerase, ARG 10, Ascorbato peroxidase, Superoxido dismutase e
leghemoglobina), em analise de PCR semiquantitativa, terem concordado com
o perfil de expressdo dos seus respectivos spots dos géis 2D de raizes de
feijdo-de-corda (FIGURAS 9 a 15), indica que esta, realmente, havendo
reprogramacao genética durante o processo de interacdo planta-nematéide. Ja
os iniciadores de quitinases classes |, llla, lllb, que exibiram aumento da
expressao nas amostras de raizes inoculadas (FIGURA 16) reforcam a idéia da
importancia das quitinases no processo de defesa da planta que, inclusive, é
enaltecido pelo fato de que mais de uma isoforma foi expressa. Nao se sabe,
ao certo, o motivo pelo qual a banda correspondente a quitinase classe IV

(dado ndo mostrado) néo foi visualizada nas amostras controle e inoculadas.
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7.4. Géis bidimensionais das mitocdndrias das raizes de feijdo-de-corda

Com relacdo as mitocondrias, estas sdo a casa de for¢a das células,
onde ocorre a maior producdo de ATP, molécula energética utilizada para
impulsionar todos os processos metabdlicos vitais. Como 0os mecanismos de
defesa dos seres vivos requerem vultuosas cotas de energia, foi tentado, nesse
trabalho, analisar se havia reprogramacao genética das mitocondrias para fazer
face as novas exigéncias energéticas da planta. Infelizmente, a presenca de
BSA no protocolo de purificacdo das mitocondrias gerou dificuldades para
identificacdo dos 22 spots, cujas expressdes foram, significativamente,
alteradas (FIGURA 6) tanto por espectrometria de massa (MS), como por
sequenciamento automatico de Edman. A intensidade dos sinais de MS
gerados pelos peptideos foi sempre ofuscada pelos espectros sobrepostos da
BSA. Nao foi possivel eliminar, satisfatoriamente, essas interferéncias
indesejadas por manipulacdo da programacdo do proprio espectréometro de
massa. Ainda assim, dos 8 espectros obtidos por MS, apenas 3 espectros se
tratavam de proteinas ndo descritas (unpredicted proteins), ficando, entdo, 5
spots com provavel identidade conhecida. Um dado interessante foi que 3
spots, dentre os 5 com provavel identidade, se assemelhavam aos espectros
genuinamente bacterianos (TABELA 4) o que é perfeitamente aceitavel, uma
vez que as mitocondrias sao referidas como organelas originarias de bactérias

simbiontes (COX e NELSON 2008).

Tratando-se de proteinas de origem mitocondrial, como um todo, é
bastante interessante que tenham sido visualizados, inicialmente, apenas spots

142



fortemente superexpressos. As mitocondrias funcionam como uma organela
fundamental para producdo de energia e, também, como provedora de
esqueletos carbbdnicos para outras rotas metabdlicas celulares (vias
anaplerdticas) que necessitem, prontamente, de precursores. Esses
mecanismos alternativos sdo alimentados através de vias mitocondriais
exclusivas, tais como, por exemplo, o ciclo do acido citrico (COX e NELSON
2008). Além disso, quando as células sdo submetidas a diversos tipos de
estresses, sobretudo, diante do ataque de patégenos, as mitocéndrias reagem
imediatamente a sinalizacao desses elicitores de varias maneiras. Uma delas,
por exemplo, € aumentando a expressao e a atividade da oxidase alternativa
(AOX), mesmo mantendo, parcialmente, a atividade da citocromo c oxidase
(COX e NELSON 2008). Essa rota permite que alguns dos subprodutos do
ciclo do acido citrico sejam também re-direcionados para o fornecimento de
precursores organicos que serdo imediatamente empregados na biossintese de
outras moléculas prioritarias. Isso, indubitavelmente, faz com que haja uma
superexpressao e aumento de atividade, também, das enzimas participantes
desse ciclo, bem como outras proteinas acessoérias, genuinamente
mitocondriais, ainda que, concomitantemente, as mitocondrias permanecam
gerando energia na forma de ATP, utilizando-se da rota classica da cadeia

transportadora de elétrons (CTE). (MCINTOSH et al. 1998).

Nos géis 2D de proteinas de mitocondrias ndo foram encontrados spots
correspondentes a alternativa oxidase (AOX), como esperado. E provavel que
a AOX, sendo transmembranar e tendo grande parte da sua area de superficie

acessivel (ASA) carater fortemente hidrofébico (TAYLOR et al. 2009), néo
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tenha sido convenientemente extraida das mitocondrias, devido a
incompatibilidade com o tampdo usado para solubilizar as proteinas dessa
organela celular. Neste caso, seria necessario fazer um estudo proteémico
apenas de proteinas de membrana com protocolo especifico para solubilizacédo

de suas proteinas.

A identificacdo do spot 5 e 7 dos géis de mitocondria sugeriram 0s
mesmos corresponderem &s enzimas malato-desidrogenase (spot 5; NCBI,
0i/63028586) e citocromo ¢ oxidase (spot 7; NCBI, gi/4103111) (TABELA 4) as
guais pertencem ao ciclo do acido citrico e CTE, respectivamente, ainda que
suas identificacdo tenha demonstrando baixissima significAncia estatistica,
causada pelos motivos ja citados. Os seres vivos, tanto animais como vegetais,
demonstram estreita similaridade nas rea¢des mitocondriais frente a estresses
adversos, objetivando prover energia e esqueletos carbonicos para biossintese

de moléculas responsivas a variadas agressdes (MCINTOSH et al. 1998).

Outra proteina mitocondrial, que, como as outras, teve sua expressao
aumentada e identificagdo com baixo escore, foi uma proteina pertencente a
familia OstA (Organic Solvent Tolerance A, spot 3, NCBI @i/283953230)
(TABELA 4). Esta proteina foi, primeiramente, descrita em bactérias (INOUE e
HORIKOSHI, 1989; AONO et al., 1994) e tem como principal funcdo aumentar
a tolerancia desses microorganismos a solventes organicos hidrofilicos que,
dependendo da concentracdo, pode danificar, irreversivelmente, a membrana
celular, afetando assim, a integridade funcional e estrutural da célula como um
todo (CHIU et al. 2007). Recentemente, foram descobertas proteinas com

propriedades semelhantes em mitocdndrias e cloroplastos, o que reforca ainda
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mais a idéia da origem simbidntica dessas organelas eucaridticas
(TOMMASSEN, 2010). Mesmo que ja esteja bem estabelecida a relagdo dessa
proteina para amenizar possiveis danos causados, eventualmente, por
estresses abidticos (presenca de solventes organicos) em bactérias, ndo ha
nada que relacione a presenca e/ou aparecimento dessas proteinas em
mitocondrias de plantas com seus mecanismos de defesa contra patégenos

(estresses bidticos).

O spot 6 de amostras mitocondriais oriundas de raizes do cv. CE-31,
inoculadas com o M. incognita, cuja expressédo foi aumentada e identidade,
com baixa confiabilidade, resolvida, corresponde, provavelmente, a um Fator
de alongamento mitocondrial (NCBI, gi/15220073), (TABELA 4). Estes fatores
se associam ao complexo aminoacil-tRNA, auxiliando no seu correto transporte
ao sitio de sintese no ribossomo, o sitio aminoacil (sitio A). Esta proteina
pertence a uma classe de moléculas que sdo bem conhecidas como fatores
indispensaveis para a sintese protéica (COX e NELSON, 2008). Uma vez que
houve aumento de, pelo menos, 22 spots protéicos de origem mitocondrial de
raizes do CE-31 inoculado com o nematdide, em comparacdo com plantas
controles, ndo-inoculadas, isso denota que houve aumento pronunciado na
sintese protéica como um todo, o que justificaria 0 aumento da expressao do
gene desse fator de alongamento mitocondrial, devido sua relagdo com a

sintese protéica.

Resumidamente, esses dados de analise protedmica das mitocondrias
de raizes do CE-31, inoculadas com o nematodide das galhas M. incognita, raca

3, que mostram o aumento de expressdo de, pelo menos, 22 proteinas,
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sugerem que esse estresse biotico leva a célula a acionar essas organelas a
prover mais energia (ATP) e arcaboucos moleculares para biossintese de
moléculas relacionadas, direta ou indiretamente, com as vias de resposta ao
estresse imposto a planta, suprindo as necessidades celulares nesse momento

adverso.

8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que a resposta de defesa
do feijdo-de-corda a infeccdo pelo nematdide das galhas, M. ingognita, é
complexa e envolve muitas proteinas e rotas metabdlicas diversas. Mostra,
ainda, que essa abordagem protebmica para a relacdo incompativel entre
feijdo-de-corda x M. incognita, Unica, até agora, na literatura, para esse
patossistema, se constitui numa ferramenta poderosa, como ponto de partida,
para guiar estudos que auxiliem na elucidacdo das moléculas e vias

metabdlicas envolvidas com a resisténcia do cultivar CE-31 a meloidoginose.
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