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Resumo

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) tem uma grande importancia agronémica e
principalmente nutricional para o Brasil. Porém, a acao de patégenos, principalmente
nematodides, representa um fator limitante para sua exploracao. A infecgcao por
Meloidogyne incognita constitui uma grande barreira na producao de feijao-caupi e de
outras culturas. Este trabalho teve como objetivo a comparacao de dois métodos para a
extracao de proteinas de gendétipos de feijdo-caupi resistente (CE 31) e suscetivel (CE 109)
a M. incognita. As raizes das plantas foram inoculadas com aproximadamente 5.000
juvenis de M. incognita e coletadas 3, 6 e 10 dias apds a infeccdo. A infectividade foi
avaliada 60 dias apés a inoculacédo por meio da coloracdao com floxina B para contagem de
massas de ovos. As raizes do gendétipo suscetivel apresentaram mais de 100 massas de
ovos, enquanto que as raizes do gendtipo resistente apresentaram 24 massas de ovos.
Proteinas totais das raizes infectadas foram extraidas por meio de dois métodos distintos e
submetidas a eletroforese bidimensional. A andlise dos géis revelou proteinas diferentes
utilizando os dois métodos, indicando que mais de uma metodologia deve ser empregada
para maximizar o nimero de proteinas analisadas. A identificacido dessas proteinas por
analises de espectrometria de massa podera revelar proteinas importantes para o processo
de resisténcia a M. incognita.
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3 Universidade Federal do Ceara.



Abstract

In Brazil, cowpea beans (Vigna unguiculata) has a great agronomic and mainly nutritional
importance. However, the action of pathogens, mainly nematodes, represents a limiting
factor for its exploration. The infection by Meloidogyne incognita constitutes an important
barrier for the production of beans and other cultures. The objective of this work was to
analyze two different methods for proteins extraction of cowpea resistant (CE 31) and
susceptible (CE 109) genotypes in response to M. incognita infection. The roots were
inoculated with approximately 5000 juveniles (J2) of M. incognita and collected 3, 6 and
10 days after the infection. The infectivity was evaluated 60 days after the inoculation by
the staining with floxin B to count the egg masses. The roots of the susceptible genotype
presented more than 100 egg masses, while the roots of the resistant genotype presented
24 egg masses. Total proteins of the infected roots were extracted and analyzed by
bidimensional electrophoresis. The analysis of the 2D maps revealed different proteins
when using the two methods, indicating that more than one extraction methods should be
used in order to maximize the number of proteins analyzed. The identification of these
proteins by mass spectrometry may reveal important proteins involved in the resistance to
M. incognita.



Introducgéo

O feijao-caupi (Vigna unguiculata), também conhecido como feijdo-de-corda, é uma
leguminosa muito utilizada na alimentacdao humana, cultivada principalmente nas regioes
semi-aridas do Nordeste brasileiro. V. unguiculata é uma espécie bem adaptada as
condicdes de clima e solo da regido e possui uma grande variabilidade genética, que a
torna bastante versatil (Teixeira et al., 1988). O feijao-caupi representa a fonte basica da
alimentacao das populagcdes mais pobres, exercendo importante funcao social no
suprimento das necessidades nutricionais das classes sociais menos favorecidas (Cordeiro,
1998). Quando cultivado em condi¢cbes étimas, algumas cultivares de feijdo-caupi podem
produzir até 2600 Kg por hectare. Entretanto, muitos fatores afetam a produtividade desta
leguminosa (Lima, 1988) e entre esses fatores pode-se destacar a meloidoginose, causada

pelo nematdide Meloidogyne incognita.

O nematdide das galhas (M. incognita) ataca as raizes das plantas e em conseqliéncia
desse ataque, o sistema radicular torna-se ineficiente na absorcao de nutrientes e agua,
conseqlientemente reduzindo o porte e vigor das plantas. As folhas de plantas infectadas
podem apresentar tamanho menor e coloracdao anormal, sintomas parecidos com
deficiéncia nutricional. Isso resulta na diminuicdo da producéao e, por conseguinte a

inviabilidade da exploracdao econémica.

Embora as espécies parasitas de planta representem uma minoria no Filo Nematoda, seu
efeito no rendimento da colheita e na producao do alimento é dramatico. Os nematdides
sdao muito melhor equipados para encontrar um hospedeiro e para estabelecer um
relacionamento parasitico do que muitos outros invasores de plantas (Gheysen & Fenoll,
2002). Esses nematodides sao dificeis de combater porque vivem principalmente no subsolo
e sao protegidos freqlientemente nas raizes ou nos cistos. Em decorréncia dos efeitos
adversos associados aos nematicidas quimicos, o uso de plantas resistentes é considerado

atualmente a forma mais desejavel para controlar os nematdides das galhas (Bailey, 1941).

Poucos estudos tém sido realizados para a andlise da expressao génica global de raizes
infectadas por nematéides. Embora genes envolvidos com a resisténcia a nematdides ja
tenham sido identificados (Ernst et al., 2002; De Majnik et al., 2003; Thurau et al. 2003;
Seah et al., 2004; Poch et al., 2006), os mecanismos de resisténcia ainda ndo sdo bem
compreendidos. Além disso, estudos de expressao de proteinas durante a interacao planta-

nematdide ainda nao foram relatados.

Uma das estratégias para realizar a andlise da expressao de proteinas de um organismo é

através do estudo do proteoma. Esta abordagem tem sido muito utilizada e explora a alta



capacidade de resolucao da eletroforese bidimensional (2-DE) (Jungblut & Wittmann -
Liebold, 1995). As andlises de genoma acopladas a estudo das proteinas revelam
informacdes importantes sobre a expressao, regulacao e modificagcbes na transcricdo e

traducao (Jungblut & Wittmann - Liebold, 1995).

O objetivo deste trabalho foi comparar dois métodos de extracdo de proteinas, visando a
obtencdo de um método adequado para a analise da expressao de proteinas na interacao

feijao-caupi-nematoide.

Material e Métodos

1. Obtencdo dos nematdides, extracdo de ovos, eclosdo de juvenis

M. incognita foram mantidos em tomateiros em casa de vegetacao. Para a obtencdo dos
nematodides, o sistema radicular dos tomateiros foi lavado com agua corrente e as raizes
foram trituradas no liqlidificador com solucéo de 0,5% (v/v) de hipoclorito de sédio. O
material resultante foi separado por um conjunto de 3 peneiras de 20 a 500 mesh. Os ovos
retidos na terceira peneira (500 mesh) foram coletados e depois depositados em papel
toalha sobre uma peneira plastica dentro de um recipiente com agua destilada. Apds a
eclosao, os juvenis foram entdo coletados por centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos e

contados para a infestacdo das plantas de feijao-caupi.

2. Inoculacdo das plantas, coleta das raizes e teste de infectividade

As plantas de feijdo-caupi dos genétipos CE31 (resistente) e CE109 (suscetivel) foram
infectadas com aproximadamente 5000 juvenis de M. incognita. As coletas das raizes
infectadas foram realizadas 3, 6 e 10 dias apds a inoculagcdo. Todas as raizes coletadas
receberam o mesmo procedimento de limpeza e conservacao: lavagem com 4gua destilada,

congelamento em nitrogénio liqguido e armazenamento a - 80°C.

Aproximadamente 60 dias apés a inoculacao, as raizes de plantas infectadas foram
coletadas e foi realizada a coloracao com floxina B (15mg/L) para a avaliacao da

infectividade através da contagem das massas de ovos.

3. Extracdo de proteinas

As raizes coletadas foram maceradas em nitrogénio liquido e utilizadas para extracao de
proteinas totais conforme De Mot & Vanderleyden (1989) e também de acordo com o
método descrito por Xie et al. (2007). Para a extracao de proteinas utilizando a

metodologia descrita por De Mot & Vanderleyden (1989), foram adicionados em



aproximadamente 0.5g de tecido macerado 750ul de tampao de extracao (0,7 M sacarose;
0,5 M Tris; 0,07 M HCI; 0,05 M EDTA; 0,1 M de KCI). A amostra foi mantida por 15 min
a temperatura ambiente e posteriormente foram adicionados 750 ul de fenol. Os tubos
foram submetido a agitacdo em voértex por 15 min e posteriormente a centrifugacao por 3
min. Este procedimento foi repetido 3 vezes e em seguida as proteinas foram precipitadas

em 5 volumes de acetano de amdnio em metanol.

O método descrito por Xie et al. (2007) envolveu a utilizagcdo de aproximadamente 0.5 g
de tecido para cada 1 ml de tampéao de extracao (0,1M KCI; 0,5 M Tris HCI pH 7,5; 0,5M
EDTA pH 7,5;2 % B-mercapto; 10ug/ml de PMSF). O material obtido foi homogeneizado
em politron e posteriormente mantido sob refrigeracao e agitacdo por 2 horas. Em seguida,
foi realizada a centrifugacéao por 15 min (10°C, 14000 rpm). O sobrenadante foi
recuperado e adicionou-se um mesmo volume de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico na
proporcado de 24:1). Novamente os tubos foram mantidos sob refrigeracdo e agitacao por
30 min. Foi realizada centrifugacao por 2 min, a fase inferior foi recuperada e a superior foi
descartada. A interfase, foram adicionados agua mili-Q e um mesmo volume de clorofil e
os tubos foram mantidos no gelo por 10 min e em seguida centrifugados por 2 min para
precipitacdo das proteinas. As proteinas da fase inferior foram precipitadas com 5 volumes
de acetona 100%. As proteinas obtidas foram hidratadas com tampéao (Urea 8 M; CHAPS

2%) e armazenados a -20° C.
4. Eletroforese bidimensional

As proteinas obtidas com os dois métodos de extracao foram solubilizadas e utilizadas para
a hidratacao das strips de 11cm pH 4-7 por 16h. Apés este procedimento, foi realizada a
eletroforese de 12 dimensao utilizando o sistema Multiphor Il (GE Healthcare), conforme
instrucoes do fabricante. A segunda dimensao foi realizada em gel de poliacrilamida 10%
e a eletroforese foi executada em um sistema vertical de acordo com Laemmli (1070). Os

géis obtidos foram visualizados apés a coloracdo com nitrato de prata (Blum et al., 1987).

Resultados e Discussao

Neste estudo, foi realizada a comparacao entre dois métodos distintos para extracao de
proteinas em raizes dos genétipos resistente (CE31) e suscetivel (CE109) de feijao-caupi

infectados com M. incognita.

Inicialmente foram realizados testes de infectividade por meio da contagem das massas de
ovos. Aproximadamente 2 meses ap0ds a infeccao, as raizes dos gendtipos suscetivel e

resistente foram coletadas e coradas com floxina B, para verificar o nivel de infeccao



ocorrido pelos nematdéides. Apds a coloracdo com floxina B, foi observado que as raizes do
gendtipo suscetivel apresentaram mais de 100 massas de ovos, enquanto que as raizes do
gendétipo resistente apresentaram 24 massas de ovos (Figura 1). Desta forma, ficou
confirmada a infeccao das plantas pelos nematdéides. Em seguida, as plantas coletadas

foram utilizadas para extracdo de proteinas.

Figura 1 - Raizes de feijao-caupi coradas com floxina B para deteccao de
massas de ovos, A - Gendtipo resistente; B - Gendtipo suscetivel.

Existe uma grande dificuldade em se trabalhar com proteinas de raiz, pois o material
vegetal tem a interferéncia da presenca de particulas de solo, que nem sempre sao
completamente removidas. Além disso, as raizes possuem compostos que interferem nos
procedimentos de extracdo de proteinas como pigmentos e compostos fendlicos. Ha
também poucos métodos especificos para extracdo de proteinas em raizes disponiveis na
literatura. A eficiéncia na extracao das proteinas é de grande importancia, pois a partir da
analise das proteinas extraidas é possivel investigar a funcao bioquimica (Berg, 2002) e a

sua relacdo com determinada funcao bioldgica.

Para a anélise de proteinas, foi utilizado o método descrito por De Mot & Vanderleyden
(1989), e também um protocolo, recentemente reportado para extracdo de proteinas de
raizes de plantas lenhosas, elaborado por Xie et al. (2007). Os géis obtidos utilizando o
protocolo descrito por Xie et al (2007) revelaram um total de aproximadamente 200
proteinas por gel. Foram observadas proteinas variando em massa de 10 a 120 KDa e em
pl de 4 a 7. A comparacado dos mapas dos genétipos suscetivel e resistente revelou 30
proteinas diferencialmente expressas (Figura 2), incluindo proteinas induzidas, reprimidas e
novas. Os mapas 2D obtidos apds extracdo com a metodologia descrita por de Mot &
Vanderelyden (1989) revelaram um total de aproximadamente 250 proteinas em cada gel.
Também foram observadas proteinas variando em massa de 10 a 120 KDa e em pl de 4 a
7. A comparacao dos mapas dos gendtipos suscetivel e resistente revelou 47 proteinas

diferencialmente expressas (Figura 3), incluindo proteinas induzidas, reprimidas e novas.



A comparacao dos dois métodos de extracao de proteinas revelou perfis bastante distintos.
Um maior nimero de proteinas diferencialmente expressas foi observado utilizando o
método descrito por De Mot & Vanderleyden (1989). Entretanto, o perfil de proteinas
obtido pelo método de Xie et al., (2007) revelou proteinas diferencialmente expressas nao
observadas utilizando a outra metodologia. Estes resultados indicam que mais de uma

metodologia de extracdo deve ser utilizada para maximizar as proteinas analisadas.

Estudos em prote6mica tém sido amplamente reportados em diversas culturas como
algodao, café e soja (Galau et a/., 1991; Yamamoto & Knap, 2001; Morgano et al., 2005).
Entretanto, a expressao de proteinas em raizes tem sido pouco estudada. No caso
especifico de interacao raiz-nematoide, os relatos de anélise prote6mica sdo ainda mais
escassos. Em V. unguiculata, hd um relato de andlise protedmica realizada para o estudo
de proteinas em sementes (Nogueira et al., 2007), demonstrando a escassez de
informacodes relacionadas as proteinas expressas durante a interacao raiz de feijado-caupi-
nematoides. Desta forma, este trabalho é pioneiro nesta anélise e a otimizacdo de um
protocolo para extracdo de proteinas de raizes de feijdo-caupi podera auxiliar futuras
andlises visando a identificacao de proteinas diferencialmente expressas por meio de
espectrometria de massa. Além disso, o genoma de feijao-caupi estd sendo seqiienciado e
em breve haverd uma grande quantidade de informacgdes disponivel no banco de dados

(http://cowpeagenomics.med.virginia.edu/; Chen et al., 2007), o que facilitara as

identificacdes das proteinas por espectrometria de massa. A identificacdo das proteinas
diferencialmente expressas por espectrometria de massa podera revelar proteinas

importantes para os processos de resisténcia da planta ao nematdéide M. incognita.
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Figura 2. 2-DE de proteinas de raizes de feijao-caupi infectadas com M. incognita, extraidas
com o método descrito por Xie et al. (2007). Os quadrados indicam proteinas

diferencialmente expressas.



Figura 3. 2-DE de proteinas de raizes de feijao-caupi infectadas com M. incognita, extraidas
com o método descrito por de Mot & Vanderleyden (1989). Os quadrados indicam

proteinas diferencialmente expressas.
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