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Apresentacao

Os fitonematéides endoparasitas sedentarios sdo um dos principais
fitopatégenos da agricultura mundial. Milhares de culturas sofrem o ataque
desses microrganismos, levando a grandes perdas econdmicas. No Brasil, ja
foram registradas aproximadamente 100 espécies de nematdides
associados a cerca de 600 espécies de plantas. Praticas agronémicas,
como rotacao de cultura, aplicacao de nematicidas e controle biolégico,
tém sido aplicadas no controle de nematdides, porém com baixa eficiéncia
em muitos casos. Dadas as limitacdes atuais, um grande empenho tem sido
aplicado no estudo da interacdo molecular planta-nematéide, objetivando
compreender esse patossistema e sugerir alternativas eficientes para o
controle desses parasitas. O plantio de variedades geneticamente
resistentes tem sido a melhor forma de controle, porém essa estratégia é
dependente da existéncia e mapeamento de genes de resisténcia naturais,
em geral, desencadeadores da reacao de hipersensibilidade, para posterior
melhoramento genético, limitado a plantas evolutivamente préximas. Outro
mecanismo de resisténcia genética considerado é a producao e acumulo de
metabdlitos secundérios com atividade antimicrobiana, nematicida e
inseticida. Centenas de genes de células vegetais diferencialmente
expressos quando em contato com nematdides ja foram caracterizados,
contribuindo para a compreensao desse patossistema em nivel molecular.
Além das vérias técnicas que vém sendo utilizadas para o estudo da
interacao planta-patégeno, pesquisas recentes com inibicao da expressao



de genes de nematdides, usando o silenciamento génico por RNA
interferente, tém demonstrado o grande potencial das plantas transgénicas
resistentes a esses fitonematdides.

Esta revisao bibliografica sobre a interacao molecular planta-nematéide
reflete o interesse de pesquisadores do mundo inteiro em buscar
alternativas vidveis para o controle desses fitopatdgenos que assolam
plantacdes distribuidas por todos os continentes. Apesar dos grandes
avancos da pesquisa nessa area, ainda sdao necessarios estudos para
compreender os mecanismos de parasitismo e descobrir meios de
intervencao do parasitimo, objetivando minimizar os danos causados em
varias culturas pelo mundo afora.

Roberto Teixeira Alves
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Planta-Nematdéide
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Anténio Américo Barbosa Viana, Djair dos Santos de Lima Souza;
Roséngela Vieira de Andrade; Angela Mehta dos Reis;

Ana Cristina Miranda Brasileiro; Eduardo Romano de Campos Pinto;
Liziane Maria de Lima, Thales Lima Rocha; Maria Fatima Grossi de Sa

Introducao

Os nematoides sdo extremamente abundantes, representando 80 % dos
individuos do reino Animalia (PLATT, 1999), e extensivamente diversificados,
com estimativas de 100 mil a um milhdo de espécies compondo o filo
Nematoda (DE LEY; BLAXTER, 2002). Apesar de sua estrutura anatdomica
relativamente simples, como de um tubo dentro de outro, eles exibem uma
excelente adaptabilidade aos mais diferentes nichos ecolégicos. A grande
maioria dos nematdides é de vida-livre, alimentando-se de bactérias, protistas,
fungos ou nematéides. Contudo, algumas centenas de espécies sao de grande
importancia para o ser humano, pois parasitam animais (vertebrados ou
invertebrados) ou plantas (PARKINSON et al., 2004; SCHOLL; BIRD, 2005).

Os fitonematoéides endoparasitas sedentarios, divididos em trés géneros
Globodera, Heterodera (ambos nematoéides formadores de cisto, NFC) e
Meloidogyne (nematoéides formadores de galha, NFG), sdo os patégenos
mais danosos para vérias culturas pelo mundo afora (SASSER, 1980),
representando perdas na agricultura mundial de US$ 125 bilhdes
anualmente (CHITWOOD, 2003). As perdas mundiais provocadas por NFG
em culturas como algodao, café e cana-de-aclcar atingem patamares de
US$ 4,1 bilhdes, US$ 2,6 bilhdes e US$ 16,5 bilhdes por ano,
respectivamente (VEECH; DICKSON, 1997). Dentre os NFG, Meloidogyne
incognita, em virtude da sua distribuicao mundial (SASSER et al., 1983;
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TRUDGILL, 1995), reproducao apomitica e vasta gama de plantas
hospedeiras (EHWAETI et al., 1999; JEPSON, 1987), é provavelmente o
patdégeno de plantas cultivadas mais importante (TRUDGILL; BLOK, 2001).

O ciclo de vida de nematdides consiste de seis estadios fenoldgicos: ovo,
quatro larvais (juvenis) e adulto (Fig. 1). A larva de segundo estadio (L2 ou
juvenil J2), fase infectiva, penetra na raiz da planta hospedeira e migra pelo
cilindro vascular, via forca mecanica do estilete e degradagao enzimatica
da parede celular e lamela média, para formacao do sitio de alimentacao,
resultante da modificacdo de células vegetais para que funcionem como
dreno de nutrientes para o fitopatégeno (GHEYSEN; FENOLL, 2002; VAN
DER EYCKEN et al., 1996). Apds sucessivas ecdises, a larva L2 se
diferencia em L3 e L4, assumindo uma forma salsichéide. Quando em
condicdes de parasitismo desfavoraveis, o L4 se diferencia em macho
adulto, vermiforme e abandona o hospedeiro. Por outro lado, quando a
interacdo molecular planta-nematéide (IMPN) é favoravel, ocorre
diferenciacao do L4 em fémea adulta, com forma de péra, que completa
seu ciclo de vida, geralmente em menos de um més, ao depositar em torno
de 2.000 ovos (WILLIAMSON; GLEASON, 2003).

Interacao molecular planta-
nematdide incompativel

Existem milhares de espécies de plantas parasitadas por nematdides,
entretanto algumas significativas excecdes tém sido descritas. Essas
plantas evoluiram mecanismos protetores que previnem a atracao,
penetracdo, migracao, formacéao do sitio de alimentagao, nutricéo,
reproducao ou sobrevivéncia dos nematéides. De maneira geral, essas
plantas sao classificadas em plantas antagonistas, armadilhas, nao-
hospedeiras ou resistentes, uma vez que a IMPN é parcialmente ou
totalmente incompativel.

A principio, plantas antagonistas sao aquelas que secretam substancias
nematicidas no solo e contribuem para a diminuicao da populacao de
nematdides. A natureza dessas substancias tem sido discutida, e alguns
pesquisadores acreditam que sejam derivadas da sintese de metabdlitos
secunddrios, ou seja, de natureza nao-protéica, como terpenos ou alcaléides.
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A Macho
Raiz
R
T T, K
Cilindro vascular
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Sincicio Larvas

_.________——f' infectivas
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Raiz

Cilindro vascular
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7

de ovos infectivas

-‘_““-——\_‘__2 Larvas

Fig. 1. Ciclo de vida de fitonematéides endoparasitas sedentéarios. Em virtude da
intima e sofisticada interacdo molecular planta-nematdide, os endoparasitas
sedentarios habitam o hospedeiro interna e permanentemente. (A) Larvas L2 de
nematdides formadores de cisto migram através de células vegetais rompidas
mecanicamente e digeridas enzimaticamente, ao atingirem o cilindro vascular,
rompem as células vizinhas para formacdo do sincicio. As fémeas sedentérias se

transformam nos cistos, estrutura protetora dos ovos com alta persisténcia no solo.

(B) Larvas L2 de nematdides formadores de galha migram entre as células vegetais,

facilitadas pela digestdo da lamela média, e modificam a fisiologia celular para a
formacdo de células gigantes e galhas. As fémeas adultas depositam seus ovos em

massa protéica. Figura original de Williamson e Gleason (2003).
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Plantas armadilhas também apresentam a capacidade de matar os
nematodides, mas, além disso, suas raizes sao atrativas para os nematoides.
Funcionam como armadilhas, pois atraem as larvas L2 infectivas, mas nao
permitem o estabelecimento do parasitismo e a continuidade do ciclo de
vida. Geralmente, plantas antagonistas e armadilhas nao tém valor
econdmico direto, apenas indireto por aumentarem a produtividade da
planta de interesse que é semeada em consércio ou em rotacao de cultura.

Plantas nao-hospedeiras nao liberam exudados atrativos no solo, ao
contrario liberam repelentes, de forma que os nematdéides ndao migram em
sua direcdo e nao tentam estabelecer parasitismo.

Por outro lado, as plantas resistentes sao invadidas pelos nematéides, mas
o parasitismo nao é estabelecido devido a mecanismos de resisténcia
espacial, temporal e funcionalmente distintos conforme cada caso
(TRUDGILL; BLOK, 2001). Plantas resistentes e seus patégenos operam,
muitas vezes, num sistema de interacdo gene-a-gene. Assim, o patégeno
pode apresentar um gene de aviruléncia, cujo produto avisa sua presenca a
planta. No entanto, a planta pode apresentar um gene de resisténcia, cujo
produto detecta o patégeno e desencadeia uma resposta hipersensitiva.
Para que de fato ocorra resisténcia, cada qual deve possuir o gene de
aviruléncia e o de resisténcia.

A interacdao molecular planta-nematéide é incompativel quando a planta
evolui mecanismos bioquimicos de defesa, comumente relacionados a
sintese de metabdlitos secundarios ou a presenca de genes de resisténcia.

Metabdlitos secundarios com atividade antinemataéide

Os metabdlitos sdo biomoléculas menores que as macromoléculas (proteina,
carboidrato, lipideo e acido nucléico) em tamanho, mas ndo em importéancia
(DIXON, 2001). Os metabdlitos tém funcdes muito diversificadas,
conforme o tipo de interacdo que realiza com as macromoléculas (HALL,
2006). Eles podem atuar como ativadores ou inibidores alostéricos de uma
determinada enzima, ou podem ser os substratos, produtos intermediarios
ou residuos nas inimeras vias metabdlicas (DEMAIN; VAISHNAV, 2006;
ENGEL et al., 2002).
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Os metabdlitos sao divididos em dois grandes grupos: os metabdlitos
primarios e os secundarios. Os primarios sao aqueles que estao diretamente
envolvidos nas rotas de sintese e degradacao das macromoléculas, sendo
normalmente encontrados em todos os seres vivos (DIXON, 2001). J4, os
secundarios sdao moléculas que geralmente ndo estdo envolvidas em
funcdes vitais e geralmente nédo fazem parte do metabolismo basico (HALL,
2006). Os metabdlitos secundérios possuem caracteristicas quimicas muito
variadas e, as vezes, complexas e sao agrupados como alcaldides,
terpenos, taninos, flavonéides e glicosideos (HALL, 2006).

Durante muito tempo, acreditou-se que os metabdlitos secundarios fossem
produzidos sem uma funcao biolégica especifica, simplesmente como produtos
finais das reacoes, ou até mesmo como anomalias metabdlicas (MARASCHIN;
VERPOORTE, 1999). Essa visdo mudou radicalmente, e vérias funcoes
biolégicas importantes tém sido descritas, como sua utilidade para o
desenvolvimento fisiolégico das plantas e seu papel como mediadores das
interacOes entre as plantas e outros organismos (NEWMAN et al., 2003;
TAIZ; ZEIGER, 2002; ZHANG et al., 2002). Comumente encontrados em
plantas e fungos (CHALLIS; HOPWOOD, 2003), os metabdlitos secundarios
estao relacionados a componentes estruturais e mecanismo de defesa contra
herbivoros e patégenos, sao atrativos para polinizadores e agentes nas
interacdes interespecificas, como a alelopatia (ENGEL et al., 2002).

Muitas moléculas efetivas no controle de insetos-praga tém sido relatadas.
Essas moléculas sdo chamadas de inseticidas de origem natural. Dentre as
substancias mais utilizadas para esse fim, destacam-se os semioquimicos
(feromonios ou aleloquimicos) produzidos pelos préprios insetos e diversos
compostos de origem vegetal (alcaldides, rotendides, limondides, piretrinas,
entre outros). Esses compostos podem confundir os insetos, ou mesmo
causar a sua morte, tendo a vantagem de ser geralmente bastante
especificos (FERREIRA et al., 2001). Entretanto, apesar do grande nUmero
de trabalhos publicados indicando a atividade de diversos extratos, pouco

se sabe a respeito das biomoléculas atuantes, muito menos sobre o seu
mecanismo de acdao (AMARAL et al., 2002; CHITWOOD, 2002; INSUNZA
et al., 2001; MOLAN et al., 2000).
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Trabalhos sobre a acédo de extratos de sementes de plantas antagonistas
demonstraram um efeito nematicida (provoca a morte) e nematostatico
(inibe temporariamente o desenvolvimento) bastante efetivo (WALLA et al.,
1999). Esses efeitos tém sido relacionados a presenca de lectinas e
metabdlitos secundarios, tais como alcaléides, terpenos, taninos,
flavondides ou glicosideos (MOLAN et al., 2000). As lectinas tém sido
associadas ao bloqueio de quimiorreceptores do nematdide, dificultando
tanto a motilidade quanto a localizacao da planta por parte do parasita
(MARBAN-MENDONZA et al., 1987). O contelido de nicotina em plantas
de tabaco aumenta, especialmente nas resistentes, quando ocorre infeccao
por M. incognita, a niveis que afetam a mobilidade de larvas L2 in vitro
(DAVIS; RICH, 1987). O algodoeiro produz o gossypol, que confere
resisténcia a algumas ragas de M. incognita (PAGE; BRIDGE, 1994), e
variedades resistentes apresentam maior concentracao desse produto,
téxico para larvas (VEECH, 1982).

A grande biodiversidade de biomas brasileiros, como o Cerrado e a
Amazo0nia, representa um campo muito vasto para o estudo desses
metabdlitos secundarios bioativos, a geracao de bancos de substancias
vegetais e a determinacao de funcionalidade antinematoéide, antimicrobiana
ou inseticida (ROCHA et al., 2006).

Genes de resisténcia a nematoide

A resposta hipersensitiva € um mecanismo bioquimico pés-formado de defesa,
caracterizado pela morte de células do hospedeiro préximas aos patégenos
biotréficos, o que resulta na interrupcao da infeccéao patogénica e na
consequente resisténcia da planta a doenca. A inducao da resposta de
hipersensibilidade tem sido associada a interacdo molecular especifica entre
uma proteina de aviruléncia do patdgeno, que sinaliza sua presenca para a
planta, com uma proteina de resisténcia que faz a ligacdo de reconhecimento
proteina-proteina e desencadeia a resposta hipersensitiva (BAKER et al.,
1997; PARKER et al., 2000), conhecida como hipétese de resisténcia gene-a-
gene. Cada espécie de planta contém centenas, talvez milhares de genes de
resisténcia (R) (YOUNG, 2000), cada qual especifico para determinado
microrganismo (WHITE et al., 2000). Novas evidéncias indicam que os genes
R apresentam uma grande complexidade, numa nova hipétese de resisténcia
gene-a-genoma (MITCHELL-OLDS; BERGELSON, 2000).
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Nas plantas, diferentes estresses bidticos e abidticos recrutam proteinas
comuns, executoras do intrincado processo hipersensitivo. Apesar de os
genes R conferirem resisténcia a indmeros patégenos nao relacionados,
como bactérias, fungos, virus e nematdides, seus produtos protéicos
compartilham estruturas similares de reconhecimento e de sinalizacao
(BAKER et al., 1997). A regiao rica em leucinas (“leucine-rich region”,
LRR) parece estar envolvida na interacao proteina-proteina, e o sitio de
ligacdo a nucleotideos (“nucleotide binding site”, NBS) com a sinalizacao
intracelular. Na verdade, os genes R sdo membros de familias multigénicas,
organizadas em regioes cromossdmicas relacionadas. A quantidade desses
genes é enorme e representa a capacidade da planta em perceber o
patégeno, de modo que as plantas sao selecionadas evolutivamente para
manter muitos genes R. Entretanto, ndo bastaria quantidade, mas
variabilidade. Assim, existem mecanismos genéticos para gerar
diversidade nos genes R, de forma mais rapida e eficiente que mutacdes
pontuais e aleatérias, como a recombinacao desigual e a conversao génica.
Os genes R estdo no topo da cascata de sinalizacao celular, que culmina
em morte das células, e ndo atuam de forma independente. Assim, um
determinado gene R nao seréa funcional quando inserido em plantas
evolutivamente distantes.

Vérios genes R ja foram mapeados (15) ou clonados (10) em plantas
resistentes a nematoides (Tabela 1). Provavelmente, alguns desses genes R
especificos para nematdides evoluiram em solanaceas ancestrais do
tomateiro, batateiro e pimenteiro, devido a homologia génica encontrada.
Estratégias moleculares aplicadas ao estudo de plantas infectadas com
fitonematoides tém revelado varios genes R naturais para nematéides
(WILLIAMSON; KUMAR, 2006). A maioria desses genes age com alta
especificidade a espécies ou patdtipos de fitonematdides e, por isso, tém
uso restrito visando a transgenia, ou mesmo visando ao melhoramento
genético classico. Como exemplo, o gene Mi-7, isolado de tomateiro,
confere resisténcia especifica a NFG (MILLIGAN et al., 1998; SEAH et al.,
2004; VOS et al., 1998), GpaZ2 a populacdes de Globodera pallida (VAN
DER VOSSEN et al., 2000) e Hs 77" a Heterodera schachtii (CAl et al.,
1997; THURAU et al., 2003).
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Tabela 1. Genes de resisténcia de planta descritos em interacdes planta-nematdéide incompativeis.

Gene R

Meled
Me2, 4e 5
Mal-2

Hs 17!
Cre3

Ma3

Mi-1.2
Mi-1.2
Mele3
Mi-5
Rmel

Gpa?

Rgh1e4
Me3ed

Hero
MIC-3

Planta

Pimenteiro (Capsium annuum)
Pimenteiro (Capsium annuum)
Ameixeira (Prunus cerasifera)
Batata doce (Beta procumbens)
Trigo (7riticum aestivum)
Ameixeira (Prunus cerasifera)

Tomateiro (Lycopersicon
peruvianum)

Tomateiro (Lycopersicon
peruvianum)

Pimenteiro (Capsium annuum)
Tomateiro (Lycopersicon esculentum)
Batateiro (So/anum tuberosum)

Batateiro (Solanum tuberosum)

Soja (Glycines max)
Pimenteiro (Capsium annuum)

Tomateiro (Lycopersicon esculentum)
Algodoeiro (Gossypium hirsutum)

Fitopatdgeno

NFG (Meloidogyne incognita)
NFG (Meloidogyne incognita)
NFG (Meloidogyne spp.)

NFC (Heterodera schachtii)
NFC (Heterodera avenae)
NFG (Meloidogyne spp.)

NFG (Meloidogyne spp.)
Afideo (Macrosiphum euphorbiae)

NFG (Meloidogyne incognita)
NFG (Meloidogyne spp.)

NFG (M. chitwoodi, M. fallax e
M. hapla)

NFC (Globodera pallida)

NFC (Heterodera glycines)
NFG (Meloidogyne spp.)

NFC (G. rostochiensis e G. pallida)
NFG (Meloidogyne incognita)

# Acesso

nao isolado
ndo isolado
ndo isolado
D0148271
AJ420959
nao isolado

AF039682

AF039682

nao isolado
nao isolado
nao isolado

AJ249449

AF506517-8
nao isolado

CAD29725
AY072782

Referéncia

(HENDY et al., 1985a)
(HENDY et al., 1985b)
(ESMENJAUD et al., 1996)
(CAI et al., 1997)
(LAGUDAH et al., 1997)

(RUBIO-CABETAS et al.,
1998)

(MILLIGAN et al., 1998; VOS
et al., 1998)

(ROSSI et al., 1998; VOS et
al., 1998)

(BLEVE-ZACHEQ et al., 1998)
(VEREMIS et al., 1999)

(VAN DER VOORT et al.,
1999)

(VAN DER VOSSEN et al.,
2000)

(MEKSEM et al., 2001)
(DJIAN-CAPORALINO et al.,
2001)

(ERNST et al., 2002)
(ZHANG et al., 2002)

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Gene R
Mi-1.2

Mi-9
Crel
Hsa-10g
Grol-4
H1

Mi-3

CaMi

Planta

Tomateiro (Lycopersicon
peruvianum)

Tomateiro (Solanum arcanum)

Trigo (Triticum aestivum)

Arroz africano (Oryza glaberrima)
Batateiro (So/anum tuberosum)
Batateiro (So/anum tuberosum)
Tomateiro (Lycopersicon esculentum)

Pimenteiro (Capsium annuum)

NFG: nematéide formador de galha (Meloidogyne spp.);
NFC: nematdide formador de cisto (Heterodera spp. e Globodera spp.).

Fitopatdgeno

Mosca branca (Bemisia tabaci)

NFG (Meloidogyne incognita)
NFC (Heterodera avenae)

NFC (Heterodera sacchari)
NFC (G. rostochiensis)

NFC (G. rostochiensis)

NFG (M. incagnita, M. javanica
e M. arenaria)

NFG (Meloidogyne incognita)

# Acesso

AF039682

ndo isolado
ndo isolado
ndo isolado
AY196151
nao isolado
nao isolado

AF039682

Referéncia

(NOMBELA et al., 2003)

(AMMIRAJU et al., 2003)
(DE MAJNIK et al., 2003)
(LORIEUX et al., 2003)
(PAAL et al., 2004)
(BAKKER et al., 2004)
(YAGHOOBI et al., 2005)

(CHEN et al., 2007)
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Varios genes R tém sido usados para introgressao nos programas de
melhoramento genético de plantas perenes e anuais, para controlar
nematdides de forma mais efetiva e ambientalmente segura (ROBERTS,
1992). A utilizacéo de varios genes R é idealizada como salvaguarda dessa
estratégia, evitando o rapido surgimento de espécies ou racas virulentas, que
quebram a resisténcia em condicdes de campo, em resposta a grande pressao
seletiva gerada quando se cultivam variedades resistentes em larga escala e
sucessivamente. O gene Mi, isolado de tomate, confere resisténcia a trés
espécies de nematdides formadores de galha (HO et al., 1992) e tem sido
associado a resisténcia ao anfideo pulgao-da-batata (ROSSI et al., 1998; VOS
et al., 1998). Esse gene de tomateiro, por conferir resisténcia aos principais
NFG, M. incognita, M. javanica e M. arenaria (GILBERT; MCGUIRE, 1956), é
a principal forma de controle genético e tem sido utilizado atualmente para
desenvolver cultivares de tomateiros resistentes. Ha relatos que a resisténcia
a NFG em campo pode ser extremamente duradoura (ROBERTS, 1995), uma
vez que diversas cultivares de tomateiros com o gene Mj incorporado
demonstram resisténcia mesmo apdés 40 anos de plantio.

Contudo, ja foi observado, em laboratério e em campo, que tém surgido pelo
mundo diversas populacdes que quebram resisténcia gerada pelo gene M,
como resultado da exposicao repetida de plantas resistentes aos NFG
(EDDAQUl et al., 1997; KALOSHIAN et al., 1996; TZORTZAKAKIS;
GOWEN, 1996). O aumento de viruléncia ao Mi foi observado em 5 de 26
populacdes de M. incognita analisadas, em 5 de 12 de M. arenaria e em 4 de
22 de M. javanica (TRUDGILL; BLOK, 2001). Mesmo partindo de uma Unica
massa de ovos de M. incognita, a viruléncia aumenta em tomateiros com o
gene Mi (BOST; TRIANTAPHYLLOU, 1982; JARQUIN-BARBERENA et al.,
1991; TRIANTAPHYLLOU; SASSER, 1960), pimenteiras com o gene Me3
(CASTAGNONE-SERENO et al., 1996) e na antagonista feijao-caupi
(ROBERTS, 1995). A resisténcia a NFG pode afetar a manutencao do sitio de
alimentacao, ou ainda a invasao e estabelecimento do parasitismo
(TRUDGILL; BLOK, 2001). As plantas hospedeiras desfavoraveis ou nao-
hospedeiras devem liberar substancias toxicas que matam ou induzem
quiescéncia nas larvas ou, por outro lado, nao devem liberar exsudatos
atrativos para o quimiotropismo das larvas. Entretanto, ha evidéncias que nem
todos os genes de resisténcia sdo capazes de gerar aumento de viruléncia. O
gene Me7 da pimenteira, talvez por atuar contra as fémeas adultas, ao
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contrario de Mi e Me3 que atuam sobre larvas infectantes, ndo condicionou
selecdo para nematdides virulentos (CASTAGNONE-SERENO et al., 1996).

O surgimento de populacdes de nematdides virulentas em cultivares
resistentes é motivo para preocupacao, ja que afeta a durabilidade dos
genes de resisténcia utilizados (SEMBLAT et al., 2000). Populacées de NFG
apomiticos virulentos e nao-virulentos ao Mi foram testadas quanto ao
padrao de polimorfismo de tamanho de fragmentos amplificados (“Amplified
Fragment Lenght Polymorphism”, AFLP). Porém, nao ocorreu associacao
entre os grupos, indicando que populacdes virulentas ndo compartilham um
ancestral comum (SEMBLAT et al., 2000). Assim, sugere-se que as
populacoes virulentas surgem de populacdes nao-virulentas. As populacdes
de campo diferem quanto a sua viruléncia e gama de hospedeiros, nao
necessariamente como resultado de pressoes seletivas conhecidas.

Interacao molecular planta-
nematdide compativel

Os fitonematdides endoparasitas sedentarios formam uma interacdo muito
intima e sofisticada com a planta hospedeira (ABAD et al., 2003),
promovendo a invasao do tecido vegetal, a evasdo dos mecanismos de defesa
e a formacao dos sitios de alimentacao permanentes (DAVIS et al., 2004).

Os NFG e NFC, quando larvas L2 recém-eclodidas, procuram as raizes dos
hospedeiros por quimiotaxismo, usando um apurado sistema sensorial que
percebe exudados vegetais. Larvas infectivas ndo se alimentam até o
estabelecimento do parasitismo, e suas reversas energéticas sao corpusculos
de lipideos (ABAD et al., 2003), armazenadas na porcao posterior de seu
corpo, suficientes para sua manutencao por aproximadamente duas semanas.
A penetracao da raiz se da na base da coifa, na zona meristeméatica. Apds a
migracao no tecido, intracelular em NFC e intercelular em NFG, facilitada por
suas celulases, pectinases e proteases (HUSSEY et al., 2002) e por
expansinas vegetais (GAL et al., 2006), os nematoéides atingem o parénquima
vascular, onde induzem a formacao do sitio de alimentacao.

Para um parasitismo bem sucedido, o fitonematéide depende muito da
formacao do sitio de alimentacao (VAN DER EYCKEN et al., 1996), pois
este serd sua Unica fonte de nutrientes durante todo seu ciclo de vida
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(WILLIAMSON; GLEASON, 2003). O sitio de alimentacao é o conjunto de
células vegetais diferenciadas situadas na porcao anterior ao nematoide.
Apesar de estrutural e funcionalmente equivalentes, afinal sdo grandes e
funcionam como drenos de nutrientes do cilindro vascular para o
fitonematdide, sua formacao é diferenciada em NFC e NFG (Fig. 1). Os NFC
induzem a formacao de sincicio, a partir da fuséo citoplasmatica de células
da vizinhanca. J4a, os NFG modificam o ciclo celular, balanco hormonal,
sinalizacao celular, expressao génica e, conseqlientemente, a fisiologia da
raiz, induzindo a formacao de trés a cinco células gigantes multinucleadas
(BIRD et al., 2003).

Atualmente, dois enfoques principais tém sido adotados para compreender
a IMPN compativel, a fim de sugerir mecanismos de controle. A primeira
abordagem ¢ a identificacdo dos genes ou proteinas dos fitonematéides que
viabilizam o parasitismo de plantas, ou seja, focando o parasita. A outra,
focando o hospedeiro, é o estudo dos genes das plantas que séo ativados ou
inibidos, que culminam nas alteracoes fisioldgicas, celulares e moleculares.

Genes de parasitismo do nematoide

Nematdides sedentdrios produzem ampla gama de proteinas de secrecao
(HUSSEY et al., 2002), que sdo entao secretadas na interface do
nematdide com as células hospedeiras (Fig. 2 e 3). Assim, o
estabelecimento e a manutencao do parasitismo tém sido fortemente
correlacionados com essas secrecoes protéicas de nematdéides
(VANHOLME et al., 2004), nomeadas de proteinas de parasitismo,
secretoma ou ainda parasitoma (DAVIS et al., 2004). Essas proteinas de
secrecao estdo relacionadas com os processos de migracao e formacao do
sitio de alimentacao, onde promovem uma mudanca radical na expressao
de genes e no metabolismo das células vegetais envolvidas (DAVIS et al.,
2000). As duas glandulas subventrais estdao desenvolvidas e ativas durante
a segunda fase larval L2 e, por isso, sdo relacionadas ao estabelecimento
do parasitismo, especificamente invasao da raiz, migracéo nos tecidos
vegetais e inducao do sitio de alimentacdo (HUANG et al., 2003). Por outro
lado, na fase adulta, as fémeas apresentam uma glandula dorsal
desenvolvida e produtora de secrecoes relacionadas a manutencéao do
parasitismo (BIRD et al., 2003).
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(a)
Estilete
Valvula da
glandula dorsal ~_f
Ampola da Procorpo
glandula dorsal
Ldmen esofagico
Vélvula do Metacorpo — Metacorpo
Extensdo da Vaélvula das glandulas
glandula dorsal subventrais
__Extenséo da
glandula subventral
Glandula d | Granulos secretorios
andula dorsa
Nucléolo
Nacleo =~
Glandulas subventrais
Intestino
(b)

Estilete
Vélvula da glandula dorsal ., .
Ldmen esofagico

"""""" (i Ampola da
4l glandula dorsal

Metacorpo

Vélvula do Metacorpo

Vélvula das glandulas
subventrais
Anel nervoso

Glandula dorsal
Glandulas subventrais

Granulos secretorios

Fig. 2. Anatomia de fitonematdides endoparasitas sedentarios. (a) Larva infectiva L2 e
sua estrutura interna. Destacam-se as duas glandulas subventrais hipertrofiadas,
relacionadas com o estabelecimento do parasitismo, enquanto a glandula dorsal esta
atrofiada. (b) Fémea adulta parasita com as glandulas subventrais atrofiadas e a
glandula dorsal hipertrofiada, associada a manutencdo do parasitismo. Modificado da
figura de DAVIS et al., 2004.
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)

§ Secrecio
4 das glandulas

® Enzimas PC
Localizacdo nuclear

# Via proteassoma

Proteinas da planta

F R s

& Clavata3/ESR

Corismato mutase s
Secrecéao

das glandulas

Secrecao
dos anfideos

Tubo de
alimentacao

L

P ’ Transcricédo
roteassoma MRNA

Fig. 3. Representacdo esquemética da interacdo molecular planta-nematdide. A partir
da secrecao de proteinas de parasitismo, secretoma ou parasitoma, ocorre uma
desprogramacdo da regulacdo da expressdo génica da célula vegetal hospedeira, a fim
de transforma-la em dreno de nutrientes para os nematdides. Varios mecanismos de
alteracdo da fisiologia celular j& foram descritos e envolvem alteracdes na sintese de
hormonios vegetais (Corismato mutase), na transducdo de sinais (peptideos homdlogos
a CLAVATAS/ESR), na inducédo de mitose, na duracdo de mRNAs e degradacéo
proteinas vegetais (ativacdo de proteassoma) e na ativacao/inibicdo da expressao de
genes do hospedeiro (proteinas com sinal de localizacdo nuclear), além das bem
descritas proteinas de modificacdo da parede celular (celulases, enzimas
pectinoliticas, xilanases e expansinas). Essas proteinas da secrecdo direta ou indireta-
mente modificam as células vegetais para a formacdo do sitio de alimentacdo em
nematdides formadores de galha ou sincicio em nematdides formadores de cisto.
Modificado da figura de Bill Baverstock (North Carolina State University Creative
Services), obtida do artigo de DAVIS et al., 2003.
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Grandes esforcos tém sido aplicados por vérios grupos de pesquisa para
elucidar essa IMPN e descobrir genes de parasitismo, por meio de variadas
estratégias e abordagens (Tabela 2). J4 existem vérias bibliotecas de ESTs
de diversos nematdides (PARKINSON et al., 2003) e algumas de M.
incognita (MCCARTER et al., 2003) para a descoberta de moléculas-alvo
para interrupcao do parasitismo. Uma recente técnica consite na
microaspiracao das glandulas subventrais (Fig. 2) para a construcao de uma
biblioteca de cDNAs especificos de glandulas ativas durante a fase
infectiva e o estabelecimento do parasitismo (GAO et al., 2001; HUANG et
al., 2003; JAUBERT et al., 2002b). Apesar de muito elegante, essa
estratégia negligencia genes de parasitismo expressos em anfideos (DAVIS
et al., 2004), que sado 6rgaos quimiossensitivos e secretoérios, além de ndo
considerar genes-alvo criticos no desenvolvimento, ecdise, digestao,
reproducdo, entre outros. Resumidamente, os trabalhos de identificacdo de
genes de parasitismo, ou diretamente, de proteinas de parasitismo, tém
resultado normalmente em proteinas totalmente desconhecidas, ou seja,
pioneiras, e proteinas caracteristicas de microrganismos, sem homologia
com nenhuma proteina conhecida de metazoario.

A maioria dos genes de parasitismo ndo apresenta homologia com genes
descritos, ou apenas apresenta com genes de bactérias (ABAD et al.
2003; BIRD et al., 2003; DAVIS et al., 2004; HUSSEY et al., 2002;
JAUBERT et al., 2002b; VANHOLME et al., 2004). Dessa forma, alguns
mecanismos evolutivos sdo sugeridos para explicar a origem do parasitoma,
como: (i) adaptacao de genes pré-existentes para codificar novas funcoes;
(i) duplicacao génica e divergéncia dos paralogos; (iii) transferéncia
horizontal de genes (Fig. 4).

Nessa linha de pesquisa, um primeiro trabalho identificou quatro genes de
celulases, sendo dois em H. glycines e dois em G. rostochiensis, dois de
cada (SMANT et al., 1998). Ensaios de hibridizacéo in situ comprovaram
sua transcricdo em glandulas subventrais de nematdéides, livres de
endossimbiontes, o que pode ser caracterizado como evidéncia de um
evento de transferéncia horizontal de genes (THG). Depois desse trabalho
pioneiro, outros genes tipicamente bacterianos foram identificados em
nematoides: dois de celulases em H. schachtii (DE MEUTTER et al., 1998),
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Tabela 2. Genes de parasitismo de diferentes espécies de fitonematdide.

Gene/Proteina Fitonematdide
Poligalacturonase NFG (M. incognita)
Chorismato mutase NFG (M. javanica)
Proteina 14-3-3 NFG (M. incognita)
Calreticulina NFG (M. incagnita)
Quitina sintase NFG (M. artiellia)
Pectato liase NFG (M. incognita)
Dupla oxidase NFG (M. incognita)
SXP/RAL-2 NFG (M. incognita)
Peptideo Hg-SYV46 NFC (H. glycines)
B-1,4 endoglucanase NFC (G. rostochiensis)

NFG: nematoide formador de galha (Meloidogyne spp.);

Funcéo predita

Degradacdo da parede celular
Formacao de sitio de alimentacao
Formacdo de sitio de alimentacao
Formacao de sitio de alimentacao
Eclosdo de L2

Degradacéo da parede celular
Biossintese de cuticula
Formacao de sitio de alimentacao
Formacdo de sitio de alimentacao
Degradacdo da parede celular

NFC: nematdide formador de cisto (Heterodera spp. e Globodera spp.).

# Acesso

AY098646
AF095950
AF402309
AF402771
AY013285
AF527788
D0082753
AY491518
AF273728
AF004523

Referéncia

(JAUBERT et al., 2002a)
(DOYLE e LAMBERT, 2003)
(JAUBERT et al., 2004)
(JAUBERT et al., 2005)
(FANELLI et al., 2005)
(HUANG et al., 2005)
(BAKHETIA et al., 2005b)
(TYTGAT et al., 2005)
(WANG et al., 2005)
(CHEN et al., 2005)
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um de celulase em M. incognita (ROSSO et al., 1999), um de corismato
mutase em M. javanica (LAMBERT et al., 1999), dois de celulases em G.
tabacum (GOELLNER et al., 2000), um de pectato liase de G. rostochiensis
(POPEIJUS et al., 2000), um de poliglutamato sintetase em M. artiellia
(VERONICO et al., 2001), dois de celulases em Pratylenchus penetrans
(UEHARA et al., 2001), um terceiro de celulase em H. glycines (YAN et al.,
2001), um de poligalacturonase em M. incognita (JAUBERT et al., 2002a),
um de pectato liase em M. javanica (DOYLE; LAMBERT, 2002), um de
pectato liase em H. glycines (DE BOER et al., 2002) e um de celulase em H.
glycines (GAOQ et al., 2002). Apéds quatro anos, somavam-se 19 genes de
nematdides que codificavam sete grupos de enzimas tipicamente
bacterianas. Apds essas descobertas, a hipdtese de THG de bactérias para
nematodides ficou mais sustentada, servindo como paradigma para busca de
genes de parasitismo (Fig. 4).

Uma biblioteca de etiquetas de seqliéncias expressas (ESTs) de M. incognita
com 1.625 grupos apresentou 51 ESTs codificadoras de uma proteina similar
a fator de nodulacdo L (NodL) de Rhizobium leguminosarum (MCCARTER et
al., 2003). Uma nova abordagem foi possivel devido ao grande nimero de
ESTs em bancos de dados (PARKINSON et al., 2003), além de genomas
completos de Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster. Partindo de
andlises in silico, 12 genes de THG (seis ja caracterizados como THG e seis
candidatos novos) foram identificados a partir de aproximadamente 5.000
ESTs (SCHOLL et al., 2003). Resumidamente, as ESTs de NFG foram
selecionadas seguindo os critérios: principal identidade peptidica com
bactérias; auséncia nos genomas de C. elegans e Drosophila; e, por fim,
auséncia de homologia com as seqliiéncias de animais do GenBank nao
redundante. Assim, seis genes candidatos foram selecionados, sendo que
quatro desses apresentam identidade alta com proteinas de rizébios e
codificam enzimas relacionadas com a formacao do nédulo.

Jé era sabido que NFG e Sinorhizobium melioti apresentavam uma
sobreposicao nas vias de transducao de sinais de plantas que eram ativadas
respectivamente nas interacOes parasitarias e simbioticas (KOLTAIl et al.,
2001). Apesar de os autores sugerirem a convergéncia evolutiva para tal
“coincidéncia”, nao deixaram de sugerir também THG como uma possivel
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explicacao. Mais recentemente, houve a comprovacao de que exatamente
a mesma via de transducao de sinais é ativada e que as modificacdes do
citoesqueleto nas células vegetais sdo similares aquelas observadas durante
a formacao das células gigantes, assim como as encontradas na formacao
dos nédulos (WEERASINGHE et al., 2005). Conjuntamente consideradas, as
evidéncias sugerem que essas interacoes parasitarias e simbidticas sdo tao
parecidas porque, justamente, sdo orquestradas por genes homélogos.

Bacteria

C. elegans

Globodera
1
1
NFC H
1
Heterodera .:
1

M. artiellia

M. hapla

NFG

M. incognita

M. javanica

M. arenaria

Drosophila

Fig. 4. Dendrograma contrastando ancestralidade com transferéncia horizontal de
genes. (a) Evento muito antigo de transferéncia horizontal de genes de bactérias para
nematdides ancestrais de Heterodera spp., Globodera spp. e Meloidogyne spp. (b)
Evento antigo, género-especifico, com a transferéncia horizontal de genes de bactérias
ao ancestral de Meloidogyne spp. (c) Transferéncia horizontal recente de gene
bacteriano para Meloidogyne artiellia, ou seja, evento espécie-especifico.

Modificado de Bird et al. (2003).
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Os nédulos sao formados a partir da modificacao fisiolégica das células
vegetais, resultantes da reprogramacéao da expressao de genes,
condicionada por proteinas bacterianas de nodulacao (NodA, NodB, NodC,
NodD, NodL, NodX e NodN). A bactéria fitopatogénica Agrobacterium
tumefasciens (ou Rhizobium radiobacter) parece ter perdido parte do
repertério genético para a simbiose, mas utiliza algumas proteinas
remanescentes em interacdes de parasitismo (NodL, NodX e NodN),
gerando tumores vegetais na doenca galha-de-coroa. De forma semelhante,
os nematodides fitoparasitas parecem ter ganhado parte do repertério
genético tipico para a simbiose, que é utilizado na IMPN.

Genes de plantas hospedeiras diferencialmente
expressos

Estudos de gendmica funcional tém sido aplicados em IMPN compativeis.
Para compreensao dessas, um importante questionamento a ser respondido
é quais genes da planta hospedeira sao ativados e quais sao inibidos para
orquestrar a complexa IMPN. Varias técnicas moleculares, incluindo
“differential display” (HERMSMEIER et al., 2000; HERMSMEIER et al.,
1998; VERCAUTEREN et al., 2001), fusdo promotor:gene-reporter
(BARTHELS et al., 1997; FAVERY et al., 1998; GODDIJN et al., 1993;
GOVERSE et al., 1998; NIEBEL et al., 1996; PUZIO et al., 2000),
hibridizacdo de RNA (“northern blot”), imunolocalizacdo de proteina,
hibridizac3o in situ (GOELLNER et al., 2001; NIEBEL et al., 1993) e
varredura em biblioteca diferencial (GURR et al., 1991), tém sido aplicadas
para formar uma visao inicial do processo de parasitismo.

Recentemente, a anélise de expressao génica em escala gendmica se
tornou possivel com o advento de novas estratégias como a hibridizacao de
microarranjo (“microarray”), a andlise serial de expressao génica (SAGE) e
o PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), que compartilham alta
sensibilidade e precisdo. Varios grupos de pesquisa tém trabalhado com
gendmica funcional em células do sitio de alimentacao, propondo-se gerar
uma visao ampla da intrincada relacao entre as plantas e os nematdides
parasitas de plantas (Tabela 3). Além do padrao de expressao génica
comparativa entre plantas infectadas e nao infectadas, a anélise no
decorrer da infeccéo é essencial para diferenciar o estabelecimento e a
manutencao do parasitismo.
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Tabela 3. Processos biolégicos alterados em plantas durante a interacao molecular planta-nematéide compativel

em diferentes momentos de infeccao.

Processo bioldgico ou funcéo predita
do gene (Proteina)

v Defesa (PR1)

A Resposta a estresse (proteinas de choque térmico)

A Amolecimento de parede celular (expansina;
extensina; pectinesterases)

A Fator de Transcricdo (WRKY; ERF)

A Defesa

A Resposta a estresse (peroxidase; SAM22)
A Metabolismo de carboidrato

A Sinalizacao celular

A Desconhecida

A Defesa (SRG2)

A Canal de agua (GmPIP2,2)

A Citoesqueleto (GmTubA1; GmTubB4)
A Ligacdo a DNA (MYB-related protein)
v Catabolismo de Proteina (ubiquitina)

v Defesa

A Amolecimento de parede celular (expansina;
pectato liase; poligalacturonase; xiloglucano
endotransglicosilase)

Planta

Arabidopsis
thaliana

Glycines max

Glycines max

Arabidopsis
thaliana

Nematdide e tempo pos-infeccéo
(técnica de analise)

NFC Heterodera schachtii
e H. glycines em 3 dpi
(Microarranjo)

NFC Heterodera glycines
em 2 dpi
(Microarranjo)

NFC Heterodera glycines
em 8 dpi
(Biblioteca de EST)

NFG Meloidogyne incognita
em 7, 14 e 21 dpi
(Microarranjo)

Referéncia

(PUTHOFF et al., 2003)

(KHAN et al., 2004)

(KLINK et al., 2005)

(JAMMES et al., 2005)

Continua...
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Tabela 3. Continuacao.

Processo bioldgico ou funcao predita
do gene (Proteina)

v Defesa (PR1)
v Resposta a estresse (peroxidase)
A Relacionado com etileno
A Relacionado com patogénese
A Fator de transcricao
(relacionado ao desenvolvimento WRKY)

A Defesa

A Resposta a ferimento

A Fator de transcricdo (WRKY)
A Duplicacdo de DNA

A Transcricdo de RNA

A Traducdo de Proteina

A Desconhecida

A Defesa

A Resposta a estresse (peroxidase)

A Metabolismo primario e secundario

Av Modificacdo de parede celular

A Crescimento e desenvolvimento vegetal

A Sinalizacao celular

A Fator de transcricdo (WRKY; bZIP; ERF; MYB)

Planta

Lycopersicon
esculentum

Glycines max

Glycines max

Nematoide e tempo pos-infecgao
(técnica de analise)

NFG Meloidogyne javanica
em 5 e 10 dpi
(Microarranjo)

NFC Heterodera glycines
em 6 hpi, 12 hpi
1,2,4,6¢e8dpi
(Microarranjo)

NFC Heterodera glycines
em 2, 5¢e 10 dpi
(Microarranjo)

Referéncia

(BAR-ORL et al., 2005)

(ALKHAROUF et al., 2006)

(ITHAL et al., 2007a)

Continua...
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Tabela 3. Continuacao.

Processo bioldgico ou funcao predita
do gene (Proteina)

A Relacionado com patogénese

A Metabolismo primario e secundario

Av Modificacdo de parede celular

A Biossintese de lignina e suberina

A Transportador de actcar, ion de metal e aminoacido
A Relacionado com auxina

A Relacionado com etileno

A Relacionado com citocinina

A Relacionado com giberelina

A Biossintese de acido jasmdnico

A Relacionado com patogénese (BURP)

A Estresse oxidativo (peroxidase; catalase)

A Transporte de sacarideos relacionados a patogénese
(hexose; sacarose)

A Amolecimento de parede celular (extensina;
pectina esterase)

A Inibidor de protease (multicistatina)

A Regulada por auxina (RSI-1)

A Relacionado a desenvolvimento (PHAP2A)

v Canal de agua (Rb7)

Planta Nematoide e tempo pos-infecgao Referéncia
(técnica de analise)

Glycines max NFC Heterodera glycines (ITHAL et al., 2007h)
em 2, 5 e 10 dpi)
(Microarranjo)

Lycapersicon NFC Globodera rostochiensis (UEHARA et al., 2007)
esculentum em 14 dpi
(SAGE)

A expressao diferencial de genes individuais, comparando plantas infectadas e nao infectadas, em diferentes tempos, foi relacionada com funcéo génica

predita e processo bioldgico. As pontas de setas para cima indicam ativacéo (A) e para baixo, inibicdo (¥) putativa dos processos biolégicos como resultado da

predominancia de genes individuais ativados ou inibidos, medidos experimentalmente.

og
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Puthoff et al. (2003) utilizaram técnicas de determinacao do padrao de
expressao génica para identificar genes diferencialmente expressos em
plantas de Arabidopsis durante o parasitismo por NFC Heterodera schachtii
e Heterodera glycines trés dias apés infeccao (dpi) em relacdo a plantas
nao infectadas. Esse estudo apontou 128 genes de plantas infectadas com
niveis de mRNA diferentes nas plantas nao infectadas. Desses, 82 genes
mostraram ativacao de expressao, enquanto 46 genes mostraram inibicao
durante a IMPN. Esses 128 genes codificam proteinas que se agrupam em
classes funcionais de defesa, resposta a estresse, modificacdo da parede
celular, metabolismo, transducao de sinal, fator de transcricdo e acao de
fitormonios.

Khan et al. (2004) compararam 1.300 insertos de cDNA de soja em 2 dpi
com H. glycines. Nesse estudo, os genes codificadores de proteinas
desconhecidas representavam metade dos genes que sofreram alteracao de
expressao, ativacao ou inibicao. Klink et al. (2005) utilizaram a recente
técnica de microdissecacao a laser (“laser capture microdissection”, LCM),
para coletar sincicios de raizes de soja apés 8 dpi com H. glycines. A partir
de 800 cDNA seqlienciados, o agrupamento resultou em 174 seqiiéncias
consensos, sendo 6 ativadas, 1 inibida e 5 ativadas ou inibidas durante a
IMPN, resultado confirmado por gRT-PCR.

Jammes et al. (2005) fizeram um estudo de microarranjo usando laminas
com o transcriptoma completo de Arabidopsis contendo 22.089 genes.
Foram comparadas raizes infectadas e nao infectadas com M. incognita,
nos tempos de 7, 14 e 21 dpi. Eles identificaram 3.373 genes que
apresentaram expressao diferencial, ativacao ou inibicao, entre raizes nao
infectadas e galhas. Esses genes de plantas foram relacionados a varios
processos bioldgicos naturais, que, quando desregulados pelo nematéide,
levam ao desenvolvimento de galhas. Alguns processos biolégicos parecem
ser ativados, isso porque a maioria dos genes a eles relacionados
apresentou maior nivel de expressao durante a infeccdo. No entanto, outros
processos biolégicos parecem ser minados pelo nematdide, pois os genes
associados demonstraram predominantemente menor abundancia de mRNA
durante a IMPN. Um terceiro tipo de resultado ocorre quando o processo
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biolégico ndo apresenta aparentemente uma ativacao ou inibicao global, mas
alguns genes que sao fracamente ativados e outros inibidos. Metabolismo de
parede celular, regulacao do ciclo celular, processamento de DNA, sintese de
energia e proteina sao processos aparentemente induzidos. Em contraste,
protecéao e defesa celular, comunicacao celular e transporte celular
aparentemente sao reprimidos, especialmente apés 14 e 21 dpi.

Bar-Orl et al. (2005) fizeram experimentos de microarranjo de tomateiro

susceptivel infectado com M. javanica em 5 e 10 dpi, e detectaram
mudancas de expressdo em 516 genes relacionados com vdrias categorias
funcionais como relacionado com patogénese, relacionado com fitorménio e
fator de transcricdo associado ao desenvolvimento vegetal. Alkharouf et al.
(2006), usando lamina de microarranjo com mais de 6.000 insertos de
cDNA, detectaram centenas de genes diferencialmente expressos, ativacao
ou inibicdo, em tempos de 6 horas apds infeccao (hpi), 12 hpi, 1,2, 4,6 e
8 dpi.

Ithal et al. (2007a) simultaneamente compararam raizes de soja infectadas

com as nao infectadas e fases de desenvolvimento de H. glycinesem 2,5 e
10 dpi. A andlise de microarranjo de 35.611 genes de soja e 7.431 genes
de nematéide da soja foi monitorada durante a IMPN compativel. Foram
detectados 429 genes de plantas e 1.850 genes de nematéide que
apresentaram expressao génica diferencial e, provavelmente, sao
relacionados aos mecanismos de resisténcia/patogénese. Foi notado que a
maioria dos genes de plantas que codificam proteinas relacionadas com o
metabolismo bésico, resposta a estresse, defesa, enzimas modificadoras de
parede celular, sinalizacao celular e ativacao da transcricao tem sua
expressdo aumentada durante a infeccdo do nematdide (ITHAL et al.,
2007a). lthal et al. (2007b) também realizaram um microarranjo para
estudar o desenvolvimento do sincicio em raizes de soja infectadas com
nematodide da soja de O a 10 dpi. Usando Iaminas com 35.611 genes de
soja representados, eles observaram 1.765 genes com mudancas no padrao

de expressao até o segundo dpi, onde 1.116 foram ativados enquanto 649
foram inibidos. A técnica de SAGE foi utilizada com sucesso para estudar a
IMPN, identificando genes novos, ou com funcédo desconhecida, que nao
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estao disponiveis em laminas comerciais para os experimentos de
microarranjo (UEHARA et al., 2007). Assim, Uehara et al. (2007)
identificaram 69 genes de tomateiro que tém a expressao ativada depois de
14 dpi com Globodera rostochiensis, onde mais de 20 % desses sdo genes
desconhecidos.

Estratégias moleculares de
validacao funcional de genes e de
controle de fitonematoéides

Inimeros estudos de gendémica funcional da IMPN tém como maior desafio
a elucidacao da funcao génica, que pode gerar informacdes valiosas para
compreender esse patossistema e para sugerir alternativas de controle.
Como heranca da era genémica, milhares de ESTs de fitonematodides e de
plantas foram seqlienciados e anotados. A era pés-gendmica conta com
milhares de seqUéncias génicas jd conhecidas e novas estratégias
moleculares de validacao funcional génica individual, o desafio atual do
estudo da IMPN. Talvez, a compreensao ampla e global desse patossistema
seja apenas obtida quando os estudos incorporarem um enfoque de biologia
sistémica (integracao de genémica, transcriptémica, protedmica e
metabolémica), no lugar dos atualmente vidveis estudos pontuais caso-a-
caso (KLINK et al., 2007).

Atualmente, as duas principais estratégias moleculares de validacao
funcional sdo superexpressao génica in planta ou silenciamento génico no
nematoéide. No primeiro caso, os genes de fitonematdides sao isolados e
utilizados na transformacéao de plantas modelo, que passam a produzir em
larga escala as proteinas correspondentes. Assim, as plantas GM
demonstram alteracdes fisiolégicas que sao relacionadas a genes individuais
do nematoide (DUAN et al., 1999). No segundo caso, os genes do
fitonematodide sao também isolados, montados em duas cépias invertidas e

utilizados na transformacéao de plantas. Nesse caso, inversamente, as
plantas GM nao produzem as proteinas correspondentes e também nao
permitem que os nematdides as produzam. Esse fendbmeno é conhecido
como silenciamento da expressao génica ou interferéncia mediada por RNA
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dupla fita, resumido como RNA interferente (RNAI). Esse processo é
comparativamente mais rapido, mais facil e mais eficiente na
caracterizacao funcional de genes, além de representar por si o préprio
mecanismo de controle de nematdides. As vezes, um Unico gene silenciado
impede, ou altera, etapas do parasitismo ou do ciclo de vida como: aumento
da razdo macho/fémea; reducao do estabelecimento de parasitismo; atraso
de desenvolvimento; menor fecundidade; menor eclosao; dificuldade de
localizar raizes e invadi-las; reducdo de mobilidade; reducao de galhas; e
reducado do nimero de fémeas (LILLEY et al., 2007).

Com relacédo a IMPN, a maioria das proteinas identificadas no parasitoma
tem funcao desconhecida, além de a quantidade ser relativamente
pequena. Assim, estudos de validacao sao cruciais para uma melhor
compreensdo dos mecanismos de infeccao e defesa durante a IMPN. De
fato, vérios estudos tém focalizado na elucidacao da funcao das proteinas
presentes no secretoma dos fitonematdides, principalmente utilizando
expressao heterdloga (Tabela 2). Recentemente, foi demonstrado que a
superexpressao do gene de corismato mutase | de M. javanica altera a via
xiquimato por causa da degradacao do corismato citoplasméatico, que
resulta num fendétipo de reducao ou aborto das radicolas laterais em soja,
provavelmente como conseqliéncia da reducao dos niveis de auxinas nos
plastidios. Outro estudo similar mostrou que a superexpressao de Hg-SYV4,
um peptideo secretado por H. glycines, relacionado com a familia da
proteina CLAVATA3/ESR-related (CLE) com o C-terminal modificado, em
plantas de Arabidopsis, regula negativamente a expressao do fator de
transcricdo WUSCHEL, levando a reducao da populacao de células
totipotentes e terminacdo prematura do meristema apical e
desenvolvimento de flores sem o ginedcio central (WANG et al., 2005).
Finalmente, a expressao de 16D10, um peptideo secretado por M.
incognita, em plantas de Arabidopsis estimula o crescimento radicular pela
interacdo com fatores de transcricdo da familia SCARECROW:-like (HUANG
et al., 2006). Os trabalhos citados mostram como proteinas secretadas por
nematdides podem afetar as funcoes celulares do hospedeiro e sugerem a
participacdo dessas moléculas bioativas nos eventos que culminam na
formacao do sitio de alimentacéo.
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A primeira aplicacao de RNAi em fitonematéides (URWIN et al., 2002) foi
eficaz no silenciamento da expressao génica de proteinases. O tratamento

com neurotransmissores obriga a degluticao in vitro do RNA de fita dupla
(dsRNA), ja que normalmente larvas L2 nao se alimentam fora do
hospedeiro. Para NFC, usa-se octopamina (CHEN et al., 2005; URWIN et
al., 2002) e, para NFG, o resorcinol tem mostrado melhores resultados
(BAKHETIA et al., 2005a; BAKHETIA et al., 2005b; HUANG et al., 2006).
Jéa foi demonstrado que até mesmo ovos podem absorver dsRNA para

silenciamento génico eficiente (FANELLI et al., 2005).

Estudos funcionais usando RNAi tém também revelado genes do
secretoma, que sao de fato essenciais no parasitismo ou desenvolvimento
do nematdide. Por exemplo, a presenca de dsRNA contra transcritos de
celulase de G. rostochiensis reduz a capacidade de invasao das larvas L2
infectivas nas raizes de batateiro, indicando que as celulases sao
realmente necessarias no processo infectivo (CHEN et al., 2005). A

ingestao de dsRNA contra cisteino proteinase tipo catepsina L de V.
incognita resultou na reducao de raizes infectadas com nematéides em
60 %, sugerindo que o RNAIi pode também ser utilizado como molécula
antinutricional (SHINGLES et al., 2007). Finalmente, a expressao de

dsRNA /n planta se mostrou efetiva no controle de fitonematdéide por
direcionar a degradacdo de mRNA homoélogos (HUANG et al., 2006;

YADAV et al., 2006).

Uma série de experimentos de RNA., in vitro e in p/anta, tem mostrado um
enorme potencial para o estudo dos fenétipos individuais de genes de
parasitismo e para o controle de fitonematdides (BAKHETIA et al., 2005b).
A transformacao de plantas para producao de dsRNA, especifico para
genes de parasitismo ou genes letais em nematdides, ndo implica em novas
proteinas, evitando assim uma enorme série de preocupacées com relacao
a contaminacao do meio ambiente ou resposta alérgica do consumidor,
sugerindo que essa seja, até 0 momento, a estratégia mais promissora para
controle de nematéides (LILLEY et al., 2007).
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Consideracées finais

Nesta revisao, foram apontados varios genes, proteinas, metabdlitos e
processos bioldgicos que tém sido associados a IMPN incompativel e
compativel, descritos pela literatura, a fim de esbocar esse patossistema e
discorrer sobre moléculas bioativas de plantas, moléculas-alvo de nematodides
e métodos alternativos de controle de nematdides parasitas de plantas.

Considerando a IMPN incompativel, existem complexos mecanismos
naturais de defesa, que envolvem inimeros metabdlitos secundarios
desconhecidos, que atuam em mecanismos igualmente desconhecidos, ou
ainda, existem intrincadas redes de transducao de sinal da resposta
hipersensitiva, iniciados pelos genes R, que nao podem ser facilmente
compreendidas ou incorporadas em programas de melhoramento genético
de plantas nao relacionadas a fonte do gene R.

Considerando a IMPN compativel, apenas alguns genes de parasitismo de
nematdide tém sua funcao conhecida na IMPN, pois existe um grande
ndimero desses genes que codificam proteinas pioneiras, que ndo tém
homologia com nenhuma proteina descrita em bancos de dados e, portanto,
nao tém nenhuma funcao predita. Por outro lado, varios processos
fisiolégicos de plantas sao alterados, sendo mediados por centenas de
genes diferencialmente expressos no parasitismo por nematéide.

A questao bioldgica atual a ser respondida é: quais proteinas do nematéide
modificam quais processos celulares, moleculares ou metabdlicos na planta
hospedeira? De fato, ja existem varios fatores de defesa da planta e de
parasitismo do nematdéide que sdo candidatos para estudos de validacao
funcional. A superexpressao e/ou o silenciamento desses genes podem
contribuir para o desenvolvimento de estratégias moleculares de controle
de nematdides, uma vez que determinam a funcao individual de genes-alvo
potenciais na IMPN. No entanto, a compreensao ampla e global desse
patossistema provavelmente so sera obtida quando os estudos tiverem um
enfoque de biologia sistémica (integracao de gendmica, transcriptémica,
protedmica e metaboldmica), no lugar dos atuais estudos pontuais caso-a-
caso.
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Molecular Plant-Nematode
Interactions

Abstract

The endoparasitic sedentary phytonematodes of genera Heterodera,
Globodera (known as cyst nematodes, CN) and Meloidogyne (the root-knot
nematodes, RKN) are major crop phytopathogens, causing estimated losses
of US$ 125 billion annually in the world. These plant-parasitic nematodes
share some parasitism mechanisms, which ensure host-tissue invasion and
host-defense evasion. The establishment and maintenance of the
sophisticated molecular plant-nematode interaction are based upon several
secreted molecules that access plant cellular processes, transforming them
in enlarged, multinucleate, and metabolically active feeding cells.
Nematicides applications are usually expensive, inefficient and
environmentally hazardous. Crop rotation, bio-control agents and/or host
resistance have not been successfully deployed against nematodes, except
in some rare cases. Considering all limitations of nematode control,
considerable attention have been given to the study of the molecular plant-
nematode interaction, to obtain a comprehensive understanding of this
patosystem, and to generate efficient alternatives to nematode control.
The cultivation of resistant plants is the best control against nematodes,
but this strategy is dependent on the existence and mapping of natural
resistance genes, witch trigger hypersensitive response, for subsequent
genetic breeding, limited to plants evolutively closely related. Other
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resistance mechanism observed is the production and accumulation of
secondary metabolites with antimicrobial, nematicide and insecticide
activities. Hundreds of plant genes that are differently expressed during
nematode parasitism are already characterized, shading light on this
patosystem at a molecular level. Despite several techniques that have been
used for the study of plant-pathogen interaction, recent researches with
inhibition of nematode gene expression, using RNA interference, have
demonstrate the enormous potential of transgenic plants resistant to
phytonematodes.

Index terms: Meloidogyne,; Heterodera; Globodera; metabdlitos
secundarios; Genes de resisténcia; genes de parasitismo,; genémica
funcional; silenciamento de genes.
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Siglas freqiientes no texto

EST:

IMPN:

NFG:

NFC:

qRT-PCR:

RNA:i:

THG:

Etiqueta de seqliéncia expressa

Interacdo molecular planta-nematdide

Nematoéide formador de galha

Nematoéide formador de cisto

PCR em tempo real quantitativo

Interferéncia mediada por RNA dupla fita

Transferéncia horizontal de genes
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