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Comunicacgao

Efeito de extratos proteicos de amendoim sobre o desenvolvimento,
a capacidade infectiva e atividade de enzimas proteoliticas
de Meloidogyne enterolobiit

Juliana Martins Ribeirg José Mauro da Cunha e Castrdlatoniel Franklin de Melo
Kéatia \alevski Sales FernandedMarcio dos Santoselxeira Pintd

RESUMO

No Brasil,Meloidogyne enterolobiiem causando perdas significativas na producao de goiabeiras e, no submédio
doVale do S&o Francisco, por exemplo, o impacto negativo decorrente da infec¢@o e morte de goiabeiras tem refletido
diretamente na qualidade de vida dos agricult@éxgso momento, ndo existem métodos de controle efetivos: os
nematicidas avaliados experimentalmente ndo tém sido eficientes e ndo ha produtos registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria Abastecimento para aplicacdo em goiabeiasim, ha necessidade de realizar pesquisa
basica nesta areA.prospeccao de proteinas relacionadas com a resisténcia em espécies resistentes pode ser uma
alternativa para o desenvolvimento de medidas para seu controle. Para isso, foram realizados ensaios biolégicos de
toxicidade para a analise do efeito de extratos proteicos de amendoim sobre o desenvolvimento, a capacidade infectiva
e atividade de enzimas proteoliticasMleenterolobiivisando a identificagéo de proteinas com potencial para controle
desse nematoide. Os resultados obtidos indicaram que o extrato proteico total de amostras de raizes de plantas de
amendoim inoculadas ndo tem efeito sobre as trés caracteristicas supracitadas. Sendo assim, sdo necessarios estudt
dessa natureza com outras espécies resistentes ao patégeno visando a identificacdo de proteinas que apresentel
potencial para o seu controle.

Palavras chaveArachis hypogaganematoide-das-galhgwoteinas de defesa.

ABSTRACT

Effect of peanut protein extracts on the development, infective capacity and activity of
proteolytic enzymes oM el oidogyne enterolobii

In several regions of the countigcluding the S&o Francist@lley, Meloidogyne enteldobii has caused significant
losses in the production of guava, reflecting negatively on life quality of farmers in the rEgyidate, there is no
effective control method, nematicides have been evaluated experimentally and have not been efficient in their control
and there are no products registered with the MinistAgatulture, Livestock and Supply for use in guaiaerefore,
there is a critical need for basic research on this area and the prospection of proteins related to registance to
enterolobiiin nematode resistant species may be an alternative for the development of control measures. For this
purpose, biological assays of toxicity were performed to analyze the effect of peanut protein extracts on the development,

Recebido para publicagdo em 27/03/2013 e aprovado em 04/09/2013.
! Trabalho financiado pelaACEPE, CNPq e Embrapa Semiarido.

2 Bidloga, Doutora. Laboratério de Biotecnologiagetal, Embrapa Semiarido, BR 428, Km 152, Caixa Postal 23, Zona Rural, 56302-970, Petrolina, Pernambuco, Brasil.
juliana.ribeiro@embrapa.br (autora para correspondéncia).

3 Engenheiro-Agrénomo, Doutor. Laboratério de Nematologia, Embrapa Semiarido, BR 428, Km 152, Caixa Postal 23, Zona Rural, 56302-970, Petrolina, Pernambuco, Brasil.
mauro.castro@embrapa.br

4 Bidlogo, Doutor Laboratério de Biotecnologi¥egetal, Embrapa Semiarido, BR 428, Km 152, Caixa Postal 23, Zona Rural, 56302-970, Petrolina, Pernambuco, Brasil.
natoniel.melo@embrapa.br

5 Bi6loga, Doutora. Laboratério de Quimica e Fungéo de Proteinas e Peptideos, Universidade Estadual do Norte Fluminense Datgniibsitos GoytacazesAvenida
Alberto Lamego, 2000, Parque Califérnia, 28013-602, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. cowpkat@uenf.br

¢ Bidlogo, Doutor Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Jai@ampusMacaé — Professdkloisio Teixeira,Avenida Sao José do Barreto, s/n, S&o José do
Barreto, 27965-045, Macaé, Rio de Janeiro, Brasil. marciostp@yahoo.com.br

Rev CeresVicgosa, v61, n.3, p. 439-442, mailjun, 2014



440 Juliana Martins Ribeiret al.

infective capacity and activity of proteolytic enzymedlofenterolobiifor the identification of proteins with potential

to control this pest. Results showed that total protein extracts from peanut root samples inoculibteentétfolobii

has no effect on the three characteristics evaluated. Thus, similar studies with other species resistant to the pathogen
are needed to identify proteins with potential to corfokenterolobii

Key words: Arachis hypogaeaoot-knot nematode, defense proteins.

INTRODUCAO tracdo de saturacdo de 10%. Em seguida, o material foi es-

. , . . . . _tocado a 4C por uma noite, a fim de otimizar a precipitacéo.
O manejo de areas infestadas com nematoides & fel&o, P precipitag

X L o 0s essa etapa, o material foi centrifugado a 10.000 g por

em geral, com base nos métodos quimico, genético e cyl- . . S ~
i . . ; . minutos, a 4C. O sedimento foi definido como fracéo 0

tural. Até 0 momento, ndo existem métodos efetivos de . 2

—10 e estocado a — ZD. O sobrenadante foi reprecipitado

controle, e o potencial de disseminacéo dessa praga por N ~

meio de mudas contaminadas e implementos a ricolagoén sulfato de amonio até uma saturagdo de 60%; o proce-
o - . P . g_ dithento de centrifugacéo foi repetido; o sedimento obtido

elevado. No Brasil, ainda n&o ha nematicidas registra

e L df%?definido como fragéo 10 — 60; e o sobrenadante, defini-
para utilizacdo na cultura da goiabeira (Carnetral,

) . . do como fra¢do de sobrenadante final (BB)ra¢des ob-
2001). Porta-enxertos e cultivares resistentes ainda nap - e

. o .. . tidas foram dessalinisadas por dialise, liofilisadas, dosadas
foram identificadosAlgumas espécies de aracazeiro

(Psidium cattleyanuni.) demonstraram resisténcia aoquanto a presenca de proteinas e submetidas a analises de
' eletroforese (Laemmli, 1970).

nematoide (Almeidat al, 2009), mas n&o apresentaram .
A partir das massas de ovos formadas em galhas nas

compatibilidade de enxertia com goiabeiras, inviabilizandg . . . . e
9 raizes de goiabeiras, juvenis de segundo estadio (J2) de
0 uso como porta-enxert@srotacdo de culturas, apesar,

- . : _ .M. enterolobii(Me) foram obtidos (Coolen e D’Herde,
de eficiente e bem difundida para o controle de vari @72' Baermann, 191°A primeira coleta de J2 foi feita 24
doencas e pragas em culturas anuais (Good, 1968; Nﬁgras apés a montagem do funil e descariadés a
(1:.?3 938;Srilrtl);zn:;ricl;zl\ﬂ?;l;z'r2aOO4), nao se aphcaaeSpseégunda e terceira coletas, os J2 foram quantificados e

1es p e golapeira. . _usados em experimentos de toxicidade e eficiéncia
Frente as dificuldades encontradas, a prospecgao. B i .

. . NN > 7. _inféctiva de nematoides.
proteinas relacionadas com a resisténcia em espécies re-,

. . . A eletroforese semidesnaturante em gel de poliacrila-
sistentes ao nematoide pode ser uma alternativa para cc’l ) . . .
) . mida com gelatina (SDSAIBE-Gelatina) foi realizada, e a
desenvolvimento de medidas de controle Me

" . . o revelacao da atividade proteica consistiu no aparecimento
enterolobii O amendoimArachis hypogaea L.Jtiliza- ¢ P P

. ., . 777 . de bandas brancas em um fundo azul (Tehgé, 2003).
do para manejo de areas contaminadas devido a resisten- s . .

. .. . . Para arealizacé@o do ensaio de toxicidade em uma placa
cia que apresenta . enterolobij possui potencial

: . : de cultura (tipo ELISA) foram adicionados 20 pL de extra-
biotecnoldgico para o estudo de fatores relacionados com . ~ L

oA . . . ) 0 de raizes, ou fragédo de precipitagdo com sulfato de
a resisténcia ao nematoidessim, objetivou-se realizar

) N . L0 amonio, conforme supracitado. Em seguida, um volume
ensaios bioldgicos de toxicidade para a analise do efe(llto ~ . .
e 50 uL de suspensdo com aproximadamente 50 J2 foi

de extratos proteicos de amendoim sobre o desenvolyi;. . .
. ) . . ._adicionado em cada poco. Finalizando, um volume de 130
mento, a capacidade infectiva e atividade de enzimas ~ S
e . . o i de PBS (tampé&o fosfato 10 mM) foi adicionado, com-
proteoliticas, visando a identificacdo de proteinas co
. . pletando um volume de 200 pL. O tratamento correspon-
potencial para controle dé. enterolobii . .
dente ao controle foi efetuado adicionando-se apenas 20
MATERIAL E METODOS pL de PBS em vez ,de extrato. O material foi mcgbad(? a'25
°C por 24 horasApés esse periodo, os nematoides imo-
As proteinas totais foram extraidas de caules e raizass foram estimulados ao movimento por meio do toque
das plantas de amendoim, conforme metodologde um fio fino e os que permaneceram imoéveis foram con-
estabelecida por Ribeist al. (2012), quantificadas pelo siderados mortos. Os tratamentos adotados fofdm:
método de Bradford (1976), e o seu perfil foi analisado p@ontrole (tampdo fosfato 10 mM, pH 7,02: Extrato
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdgsoteico de raizes de amendoim — EPR2; EPRA ino-
semidesnaturantes e desnaturantes (Laemmli, 1970). culadas com Méf4: EPRA inoculadas com Me (fragéo 0
O extrato proteico bruto da fragdo sollvel foi submeti- 10); T5: EPRA inoculadas com Me (fragdo 10 — 60); e
do a precipitagdo com sulfato de amoénio até uma concdré: EPRA inoculadas com Me (sobrenadante final). O ex-
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perimento foi conduzido em delineamento experimental Os resultadosevelaram que proteases de amendoim
inteiramente casualizado, com oito repetigées. Os dadosam inibidas pelo extrato de nematoides (Figura 1B, li-
foram submetidos a analise de variancia e ao teste ritea 4, seta azul). Esse resultado evidencia a presenca de
Tukey a 5% de probabilidade. inibidores de proteinases no extrato de nematoide agindo
O ensaio de teste de eficiéncia infectiva foi realizadem enzimas do extrato de amendoim, ao contrario do que
utilizando-se J2 apods terem sido tratados com o mestadobservado por Bellafioret al (2008), que evidencia-
procedimento descrito para o ensaio de toxicidade. Pagan o papel inibitério de cistatinas Bieloidogynespp.
isso, 50 J2 obtidos conforme descrito anteriormente faa acio de proteases de tomateiro, espécie suscetivel ao
ram inoculados em mudas de tomateiro com uma semai¥natoide. No presente estudo, proteases de amendoim,
de idadeApds o periodo de 30 dias, foi contado o nimeslanta resistenteM. enterolobij foram inibidas pelo ex-
ro de galhas por planta. O valor obtido foi comparad@ato proteico do nematoide, contrariando o esperado e

com os de plantas controle, em que os nematoides forgtessitando de novos estudos para a elucidacéo desse
inoculados somente com tampé&o PBS. Os tratamentosf@®dmeno.

delineamento experimental foram os mesmos supracitados.g ensaio de toxicidade n&o revelou diferenca estatis-

- tica entre o controle, o tratamento contendo apenas extra-
RESULTADOS E DISCUSSAO to proteico de raizes de amendoim e o de extrato proteico

Observou-se aumento significativo de uma proteirf#¢ raizes de amendoim inoculadas ddmenterolobii
de aproximadamente 28 kDa apenas em amostras de rafietanto, quando a comparacéo foi realizada entre as
inoculadas corM enterolobii,e proteina diferencialmen- diferentes frac6es proteicas precipitadas com sulfato de
te expressa foi sequenciada e identificada como ser@®0nio, observou-se que a fracdo de 10 - 60 (T5) resultou
uma lectina de ligag&o manose/glicose (Ribatied, 2012). €m maior mortalidade do patégeno se comparado as fra-
A amostra que apresentou a proteina diferencialmerg@es de 0—10 (T4) e ao SF (T6). Na Figura 1, a fragéo de 10
expressa foi precipitada com sulfato de amonio para—#0 corresponde aquela em que foi observado o aumento
elucidacdo de proteinas presentes em raizes de amenddgnmima proteina com cerca de 28 kDa. (Figura 2).
(Figura 1A). Também foi investigada a presenca de O teste de eficiéncia infectiva néo revelou diferenca
inibidores de proteinases em extrato de raiz de amenda@statistica entre o controle, o tratamento contendo ape-
e o seu efeito sobre proteases do extrato proteico ms extrato proteico de raizes de amendoim, aquele com
nematoides (Figura 1B). extrato proteico de raizes dmendoim inoculadas com o

~ 28 KDa - ‘

Figura 1. A: SDS — RGE das fragOes proteicas obtidas por precipitagdo com sulfato de aménio do extrato total de raizes de
amendoim inoculadas cavteloidogyne entelfobii.1: Extrato total2: Fracdo 0 — 1(B: Fracdo 10 — 60;4 Sobrenadante final — SF

B: Atividade de enzimas proteoliticas das fracdes 10(2)80SH?2). As mesmas fragdes citadas em 1 e 2, adicionadas de juvenis de
segundo estadio dé. enterolobii(1’ e 2'). Seta preta — atividade de uma protease presente na da fragdo SF de extratos proteicos de
raizes de amendoim. Seta vermelha — atividade de uma protease presente na fragao SF de extratod\pretammiatei Seta azul

— inibico total da protease indicada pela seta preta na linha 2, promovida pelo extrato proteico do nematoide.
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Figura 2. Taxa de mortalidade de nematoides nos tratameritoSontrole (tampéao fosfato 10 mM, pH 7,0R: Extrato proteico
de raizes de amendoim — EPRA; EPRA inoculadas com M&4: EPRA inoculadas com Me (fracao 0 — IH; EPRA inoculadas
com Me (fracéo 10 — 60);¥6: EPRA inoculadas com Me (sobrenadante final).

nematoide e as diferentes fracdes proteicas (0 —10 e 1Bgermann G (1917) Eine einfache methode zur auffindung von
x ankvlostomum (Nematoden) larven in erdprob&idschr Ned.-
60) (dados n&o apresentados). Indis, 57:131-137.

Assim, 0s extratos proteicos de plantas de amendoim . . )
P P ellafiore S, Shen Z, Rosso MMbad P Shih P& Briggs SP

néo afetaram a eficiéncia de infecgdo dos J2. Os resL'l‘%a('ZOOS) Direct identification of théMeloidogyne incognita
dos obtidos apresentam correlagdo com aqueles observaecretome reveals proteins with host cell reprogramming
dos por Guimaraest al (2003), que detectaram a presen- Potential. PLoS Pathog, 4:10.
ca de fémeas inférteis do nematoide, indicando n&o fgdford MM (]}97_6)A rapid and _Sensfive m?thodl_f_OF ”;]e

. . . - uantitation of microgram quantities of protein utilizing the
havido Imp?dlmento (_ja entrada de J2 em _ralzes de plam"%}inciple of protein-dye bindingAnalytical Biochemistry
de amendoim, mas sim ao seu desenvolvimento. Essa Cg2:248-254.
racteristica indica néo haver barreira fisica responsav&lineiro RMDG Moreira WA, Almeida MRA & GomesACMM
pela resisténcia da plantaMa enterolobij e sim que,  (2001) Primeiro registro ddleloidogyne mayaguensim goi-
a|gum componente expresso pela prc')pria planta atua Comebelra no Brasil. Nematologia Brasileira, 25:223-228.

o responsavel pela inibicdo do seu desenvolvimento rfglenWA & D'Herde CJ (1972 method for the quantitative
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Research Centre, Ghent. 77p.
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