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RESUMO
Nas ulitmas décadas, o consumo mundial de algodao tem crescido consideravelmente. Contudo, a
producéo dessa cultura é afetada por grandes perdas causadas por pragas, dentre as quais se
destacam os nematdides do género Meloidogyne. Atualmente, ha um grande esfor¢o na busca de
novas alternativas para o controle desse fitopatégeno. Uma estratégia muito promissora é a
tecnologia protedmica. Com o objetivo de identificar as proteinas relacionadas ao mecanismo de
resisténcia do algod&o, um estudo protedbmico comparativo das raizes de gendtipos de algodéo
resistente e susceptivel ao nematoide Meloidogyne incognita foi realizado. Plantas com
aproximadamente dois meses foram infectadas com 20.000 J2 e, ap0s 5 e 15 dias, suas raizes foram
coletadas. Trés diferentes métodos de preparacdo de amostras protéicas para eletroforese
bidimensional foram testados. Os resultados demonstraram a presenca de varias proteinas com
diferentes niveis de expresséo entre 0s genétipos susceptivel e resistente. A andlise dos spots
diferenciais via espectrometria de massa demonstrou a presenc¢a da quinona reductase 2, uma

enzima ativada em situac8es de estresse oxidativo.
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INTRODUCAO

A demanda brasileira e mundial das industrias
téxteis pela fibra do algodao vem crescendo
acentuadamente. No entanto, o Brasil passou
da situacéo de um dos maiores exportadores
para a condicdo de um dos paises que mais
importam este produto agricola (REETZ et al.,
2006). A recuperacdo da posicdo de destaque
do Brasil na produg¢éo mundial de algod&o tem
sido dificultada por diversos fatores, entre os
quais as constantes perdas de producéo
ocasionadas pelo o ataque de pragas. A
infeccdo causada por fitonematoides pode ser
considerada um dos mais importantes
estresses bioticos que afetam diversas
culturas, e o nematoéide das galhas
(Meloidogyne incognita) é a principal espécie
que infecta o algodoeiro. Os juvenis de
segundo estadio (J2) deste fitopatégeno
infectam as raizes, formando pequenas
galhas, necroses, desvios de nutrientes, que
causam a atrofia geral das plantas. Na parte
aérea, um sintoma frequientemente induzido
pelo parasita é a formacao do ‘carijé’ (clorose
internerval) nas folhas (SILVA et al., 1997).
Esses autores verificaram que a capacidade
produtiva do algodoeiro é reduzida
significativamente com o aumento do ‘carijé’,
sobretudo quando o sintoma ocorre também
nos ponteiros das plantas.

Embora alguns gendtipos de algodoeiro
resistentes a M. incognita tenham sido
desenvolvidos nos ultimos 30 anos via
melhoramento classico, um alto nivel de
resisténcia raramente foi incorporado a
cultivares comercialmente viaveis (STARR et
al., 2002). Atualmente, ha um grande esfor¢o
para se controlar a acdo desse fitopatdgeno.
Um enfogue muito promissor para atingir esse
objetivo é a tecnologia protedbmica, na qual a

expressdo das proteinas pode ser analisada

em larga escala. Até hoje, ha poucos relatos
sobre a analise proteémica radicular em
algodoeiro. Tal fato se deve, principalmente, a
presenca de grande quantidade de polimeros,
como o gossipol, que interfere na separacao
das proteinas por focalizagéo isoelétrica,
assim como a baixa concentracdo de
proteinas presentes em raizes, quando
comparadas a outros tecidos da planta —
como, por exemplo, folha e semente.

Com o objetivo de identificar proteinas
relacionadas aos mecanismos de resisténcia
das plantas aos nematéides, um estudo
comparativo das raizes de gendétipos de
algodéo susceptivel e resistente foi realizado,
por meio de eletroforese bidimensional (2-DE).
Os genétipos foram analisados nos periodos
de 5 e 15 dias ap6s a inoculacéo de J2 M.

incognita.

MATERIAIS E METODOS

Extracdo de nematoides e inoculacéo das
plantas.

Para a obtencéo dos J2 de M. incognita,
raizes de tomateiro infectadas, apresentando
grande numero de galhas, foram lavadas com
H,O e trituradas em hipoclorito de sédio 0,5%.
O material resultante foi peneirado e os ovos
colocados para eclodir. Apés a ecloséo, os J2
foram centrifugadas durante 5 minutos a 2.500
x g, coletadas e contadas em caAmara de
Newbauer (HUSSEY & BARKER, 1973). As
plantas de algodao, linhagen resistente IAC02-
2190 (www.iac@.sp.gov.br /
cia@iac.sp.gov.br) e a variedade susceptivel
COODETEC 401 (www.coodetec.com.br), com

cerca de 30cm de altura e dois meses de
idade, cultivadas em sacos plasticos contendo
solo autoclavado, foram infectadas com
aproximadamente 20.000 J2. As plantas foram

mantidas em casa de vegetacdo e as raizes
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foram coletadas nos periodos de 5 e 15 dias
apos a inoculacao. Como controles, foram
usadas plantas da mesma idade nao
infectadas com nematoides. As raizes foram
rapidamente lavadas com agua corrente,
congeladas em nitrogénio liquido e maceradas
com o uso de almofariz e pistilo.

Extracdo das proteinas e eletroforese
bidimensional

O material vegetal macerado foi
homogeneizado em tampao de extracédo na
proporcéo 1:3 (p/v) sob agitacdo leve, durante
2 horas, a 4° C. Trés tampdes de extracédo
foram testados: (A) NaH,PO4 50mM pH 7,0,
NaCl 20mM, PMSF 2mM, DTT 10mM; (B)
Piridina 50mM pH 5,0, SDS 1%, tiourea 20mM,;
(C) Tris-HCI 40mM pH 7,5, sacarose 250mM,
Triton X-100 1%, EDTA 10mM, PMSF e DTT
1mM. Os extratos foram centrifugados a
10.000 x g durante 45 min a 4° C. Os
sobrenadantes foram homogeneizados com
TCA 10% em acetona gelada e as proteinas
foram precipitadas durante a noite, de acordo
com o método descrito por DAMERVAL et al.,
(1986). Para a eletroforese 2-D, as proteinas
foram solubilizadas em solucéo de urea 7M,
tiourea 2M, CHAPS 4%, IPG Buffer 2% e DTT
0,3%. Cerca de 20001 g de proteinas foram
aplicados em tiras IPG de 18cm, pH 3-10. A
focalizacao isoelétrica foi realizada no sistema
Multiphor Il (GE Healthcare) e a segunda
dimensé&o no sistema ETTAN DaltSix (GE

Healthcare), seguindo as recomendagfes do

fabricante (BERKELMAN & STENSTED,
1998). Apods a corrida, os géis 2-DE foram
corados com Coomasie Coloidal e
digitalizados com resolucao de 300 dpi num
escanner ScanJet 4100C (HP). As
comparacdes dos géis foram feitas por
inspecéao visual. Os spots diferenciais foram
excisados dos géis, digeridos com tripsina —
de acordo com o método descrito por
SHEVCHENKO et al., (1996) — e analisados
por MALDI-ToF MS/MS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos bioguimicos com algodoeiro séo
dificeis de serem realizados, principalmente
devido a grande presenca de gossipol. Com o
objetivo de se estabelecer uma metodologia
simples e pratica para analise protedmica em
algodoeiro, foram testados alguns tampdes de
extracdo de proteinas. O tampdao C, descrito
anteriormente, foi o que apresentou melhor
resultado, com um maior numero de bandas
visualizadas em gel SDS-PAGE (Figural).
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Figural. SDS-PAGE (12,5%) — (M) Bench
Marker; Proteinas de raizes de algodoeiro
linhagem IAC022190 e variedade COODETEC
401 extraidas com tampao (A) NaH,PO,
50mM pH 7,0, NaCl 20mM, PMSF 2mM, DTT

Apés a escolha do tampéo de extracdo de
proteinas, foram realizadas as eletroforeses
bidimensionais (2-DE). Para tanto, foi
necesséria a eliminacao de interferentes da
focalizacao isoelétrica, tais como sais, lipidios
e carboidratos, de maneira a tornar a extracao
das proteinas compativel com a técnica 2-DE.
Resultados satisfatérios foram obtidos com o
protocolo de precipitacdo das proteinas com
TCA e acetona decrito por DAMERVAL et al.,
(1986). Os padrdes eletroforéticos
bidimensionais das plantas infectadas com
nematoides foram, entdo, comparados aos
controles (ndo-infectados) com relagédo a
presenca ou auséncia de spots, bem como o
aumento ou a reducéo de suas concentracées
relativas nos géis, o que representam em
Gltima instancia os niveis de expressao

génica. Como pode ser observado a maior

10mM:; (B) Piridine 50mM pH 5,0, SDS 1%,
thiourea 20 mM; (C) Tris-HCI 40mM pH 7,5,
sucrose 250 mM, Triton X-100 1%, EDTA 10
mM, PMSF e DTT 1 mM

parte dos spots detectados se concentram na
faixa de pH 4 a 7 e pesos moleculares entre
25 e 70 kDa (Figuras 2, 3 e 4). Em geral, foi
possivel detectar cerca de 150 spots nos géis
2D. Fazendo-se uma comparacéo dos perfis
protéicos 2D entre os dois genotipos, pode-se
observar 14 spots diferenciais, ou seja, spots
presentes apenas no genatipo resistente ou
em maior concentracdo neste, independente
da infec¢cdo com nematoides, os quais estdo
indicados com setas nas figuras 2, 3 e 4.
Possivelmente, alguns destes spots podem ser
proteinas envolvidas no mecanismo
constitutivo de resiséncia deste gen6tipo. Em
relagdo as plantas controle néo infectadas
com nematoides, nove proteinas
apresentaram um aumento de expressao apos
cinco dias da infec¢éo e cinco proteinas

apresentaram reducéo da expressdo nas



raizes da linhagem resistente de algodoeiro
(Figura 3). Depois de 15 dias da infecc¢éo,
foram observadas 15 proteinas com expressao
aumentada (Figura 4). Para a variedade
suscepitivel, foram observadas no quinto dia
da infeccdo nove proteinas com aumento e
uma com reducédo de expressdo em relacdo

ao controle (Figura 3). No décimo quinto dia

apos a infeccéo, foram observadas 15
proteinas com aumento e trés com reducéo de
expresséo (Figura 4). Aumentos da expressao
protéica em resposta a infeccdo por M.
incognita podem estar envolvidos no
mecanismo de resisténcia induzida, em que

diversas proteinas relacionadas a patogénese
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Figura 2. Eletroforese bidimensional de raizes de algodoeiro resistente (A) e susceptivel (B) ndo
inoculadas com J2 (Controle). As setas indicam spots diferenciais entre os genoétipos resistente e

susceptivel.
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Figura 3. Eletroforese bidimensional de raizes de algodoeiro resistente (A) e susceptivel (B) apds 5
dias da inoculagéo de J2. Os quadrados indicam spots com aumento (+) ou diminui¢&o (-) da
concentracao relativa em comparacéo ao controle. As setas indicam spots diferenciais entre os

gendtipos resistente e susceptivel.
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Figura 4: Eletroforese bidimensional de raizes de algodoeiro resistente (A) e susceptivel (B) apos 15
dias da inoculacgéo de J2.

Os quadrados

indicam spots com aumento (+) ou diminuicao diferenciais entre os genotipos resistente e
(-) da concentracéo relativa em comparacao susceptivel.(proteinas PR), tais como

ao controle. As setas indicam spots inibidores de proteinases, quitinases,



peroxidases, etc, podem estar atuando
(FERRY et al., 2004).

E possivel que a indugdo dos genes PR ocorra
mais precocemente no genétipo resistente,
impedindo o desenvolvimento do nematdide
apoés a sua penetracdo no sistema radicular.
Para averiguar a hipétese de que os spots
diferenciais estdo envolvidos nos mecanismos
constitutivos e/ou indutivos de resisténcia,
esses spots foram excisados dos géis e
digeridos com tripsina na tentativa de se
identificar as proteinas por MALDI-ToF
MS/MS. Entretanto, obter espectros de
massas com qualidade e intesidade
suficientes para o sequienciamento dos
fragmentos tripticos. Apenas um spot, indicado
na Figura 1, apresentou este requerimento e
foi identificado como uma Quinona Redutase 2
(QR2, EC 1.6.99.2). Foi possivel seqiienciar
todo o fragmento, que continha 24 residuos de
aminoacidos. A seqliéncia obtida foi
TDAPIHTLVELTEADGVLFGFPTR e
apresentou 82,6% de identidade com a
guinona reductase 2 de Triticum monococcum.
Pelo menos dois tipos de quinona redutase
estdo presentes nas plantas: (1) a “zeta-
crystallin-like quinone reductases” (QR1, EC
1.6.5.5), que catalisa a reducéo univalente das
quinonas para radicais semiquinona, e (2) a
“DT-diaphorase-like quinone reductases”
(QR2), que catalisa a reducao divalente das
quinonas para hidroquinonas (MANO et al.,
2000). Acredita-se que a QR2 seja induzida
em situacdes de estresse oxidativo,
oferecendo uma protecéo contra a formacao

de radicais livres.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apesar da baixa concentracdo de proteinas

presentes nas raizes, este trabalho permitiu o

estabelecimento de um protocolo eficiente na
preparacédo de amostras de raizes de
algodoeiro para a realizacdo da eletroforese
bidimensional. Além disso, a abordagem
protedmica se mostrou muito promissora na
identificacdo de novas moléculas de interesse
biotecnolégico, como as aqui estudadas, que
podem servir como ferramentas no
desenvolvimento de plantas resistentes a
pragas. Melhorias no preparo das amostras

para MS estdo atualmente sendo realizadas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BERKELMAN, T., STENSTED, T. 2-D
electrophoresis using immobilized pH
gradients: principles and methods. Edition
AC (80-6429-60). Uppsala, Sweden:
Amersham Biosciences Inc., 1998. Manual do
fabricante. 100 p.

DAMERVAL, C., DE VIENNE, D., ZIVY, M.,
THIELLEMENT, H. Technical improvements in
two-dimensional electrophoresis increase the
level of genetic variation detected in wheat-
seedling proteins. Electrophoresis, v. 7, p.
52-54, 1986.

FERRY, N., EDWARDS, M.G., GATEHOUSE,
J.A., GATEHOUSE, A.M.R. Plant—insect
interactions: molecular approaches to insect
resistance. Current Opinion in
Biotechnology, v. 15, p. 155-161, 2004.

HUSSEY, R.S., BARKER, K.R. A comparison
of methods of collecting inocula of
Meloidogyne spp., including a new technique.
Plant Disease Report, v. 57, p. 1025-1028,
1973.

MANO, J., BABIYCHUK, E., HIRATAKE, J.,
KIMURA, A., INZE, D., KUSHNIR, S., ASADA,



K. A novel NADPH:diamide oxidoreductase
activity in Arabidopsis thaliana P1 C-crystallin.
European Journal of Biochemistry, v. 267,
p. 3661-3671, 2000.

REETZ, E.; VENCATO, A.; CORREA, S.;
RIGON, L.; ROSA, G.R.; RUDOLFO, R.B.
Anuario brasileiro do algodao 2006. Editora
Gazeta, 144p, 2006.

SHEVCHENKO, A., WILM, M., VORM, O.,
MANN, M. Mass spectrometric sequencing of

proteins silver-stained polyacrylamide gels.

Analytical Chemistry, v. 68, p. 850-858,
1996.

SILVA, N.M., FUZATTO, M.G., KONDO, J.L.,
SABINO, J.C., PETTINELLI JUNIOR, A.,
GALLO, P.B. A adubacéo nitrogenada e o
sintoma de nematoides no algodoeiro. Revista
Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 21, p. 693-
697, 1997.

STARR, J.L.; COOK, R.J.; BRIDGE, J. Plant
Resistance to Parasitic Nematodes. CABI
Publishing, 2002. 256p.



Comunicado
Técnico, 162

Ministério
Agricultura,
Pecuaria

Abastecimento

da

Exemplares desta edicao podem ser
adquiridos na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia

Servico de Atendimento ao Cidadao
Parque Estacdo Biolégica, Av. W/b

Norte (Final) - Brasilia, DF CEP
70770-900 - Caixa Postal 02372
PABX: (61) 3448-4673 Fax: (61)
3340-3624

http://www.cenargen.embrapa.br

e.mail:sac@cenargen.embrapa.br

12 edicao
12 impressao (2007):

»
Ministério da Agricultura, !

Pecuiria e Abastecimento

UM *afs pFr TaNOS

Comité de
Publicacées

Expediente

Editoracdo eletrénica:

Presidente: Sergio Mauro Folle

Secretario-Executivo: Maria da Graca

Simées Pires Negrédo

Membros: Arthur da Silva Mariante
Maria da Graca S. P. Negrao
Maria de Fatima Batista
Mauricio Machain Franco

Regina Maria  Dechechi
Carneiro

Sueli Correa Marques de
Mello

Vera Tavares de Campos
Carneiro

Supervisor editorial: Maria da Graca S.

P. Negréao

Normalizacdo Bibliografica: Maria lara

Pereira Machado
Daniele Alves

Loiola


http://www.cenargen.embrapa.br/

