UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CAMPUS DE MARECHAL CANDIDO RONDON

EDILAINE DELLA VALENTINA GONCALVES TREVISOLI

PURIFICACAO DE ELICIADORES DE DEFESA VEGETAL EM SOJAE
FEIJOEIRO A PARTIR DE NEMATOIDES FITOPATOGENICOS

MARECHAL CANDIDO RONDON - PARANA
2016



EDILAINE DELLA VALENTINA GONCALVES TREVISOLI

PURIFICACAO DE ELICIADORES DE DEFESA VEGETAL EM SOJAE
FEIJOEIRO A PARTIR DE NEMATOIDES FITOPATOGENICOS

Tese apresentada a Universidade Estadual do
Oeste do Parand, como parte das exigéncias do
Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia,
para obtencdo do titulo de Doutor em
Agronomia.

Orientador: Prof. Dr. José Renato Stangarlin

Coorientador: Odair José Kuhn

MARECHAL CANDIDO RONDON - PARANA
2016



Dados Internacionais de Catalogacéo-na-Publicagdo (CIP)

T814p

Trevisoli, Edilaine Della Valentina Gongalves

Purificacdo de eliciadores de defesa vegetal em soja e feijoeiro a partir de
nematoides fitopatogénicos./Edilaine Della Valentina Goncalves Trevisoli.
Marechal Candido Rondon, 2016.

91 p.

Orientador: Prof. Dr. José Renato Stangarlin
Coorientador: Prof. Dr. Odair José Kuhn

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus
de Marechal Candido Rondon, 2016
Programa de Pés-Graduacao Stricto Sensu em Agronomia

1. Meloidogyne incognita. 2. Meloidogyne javanica. 3. Cromatografia de
troca ibnica. 4. Cromatografia de filtracdo em gel. 5. Inducao de resisténcia. 6.
Fitoalexina. |. Stangarlin, José Renato. Il. Kuhn, Odair José. lll.Universidade
Estadual do Oeste do Parana. IV. Titulo.

CDD 21.ed. 632.9
633.3495
CIP-NBR 12899

Ficha catalogréfica elaborada por Helena Soterio Bejio — CRB 92/965




EDILAINE DELLA VALENTINA GONCALVES TREVISOLI

PURIFICACAO DE ELICIADORES DE DEFESA VEGETAL EM SOJA E
FEIJOEIRO A PARTIR DE NEMATOIDES FITOPATOGENICOS

Tese apresentada a Universidade
Estadual do Oeste do Parana, como
parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduacgao em Agronomia, para
obtengcdo do titulo de Doctor

Scientiae.

APROVADA: 25 de fevereiro de 2016

“xicébexiu&wnouLYkgdL

Prof.2 Dr.2 Marcia de Holanda Nozaki

Préf. Dr. gﬁialr J’o%e Kuhn
(Coorientador)
(UNIOESTE)

Ol 7

/ Prof. Dr. Gilmar Ffanzener
(UFFS)

Q/&UJA‘MQ, &Qawh@ M:Um/

Pesq. Dr.2. Cristiane Claldia Myerz

(Unioeste)

Aﬁ‘\x J(/.u,wj} X}J(/Mv\:/

}Prof Dr. José Renato, Stangarlin
( (Or|entador)
(UNlOESIE)




A minha mée Lucenir de Fatima Della Valentina Gongalves,
irma Suély Della Valentina Gongalves e minhas avos Tereza
Olivo Della Valentina e Mariana Silvério Gongalves pela
educacdo e principios.

Ao meu marido Julio César Felipin Trevisoli pela compreensao
e incentivo.

A todos os amigos e familiares que presente estiveram em
minha vida ao longo dessa caminhada.

A todos que acreditaram que eu seria capaz.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo sustento nas horas de dificuldades e por permitir a conclus&o de mais um
grande sonho.

A minha familia que me incentivou nos momentos de dificuldade e que abdicaram dos
momentos de lazer e convivéncia diéria possibilitando a realizacdo deste trabalho.

Ao Professor e orientador Dr. José Renato Stangarlin pelos conselhos, orientacao,
paciéncia e sugestdes dadas, aléem do profissionalismo, amizade e presteza.

Ao Professor Dr. Odair José Kuhn pelos ensinamentos, sugestfes e amizade.

Aos Professores Vanda Pietrowski, Claudio Yuji Tsutsumi, Gilberto Costa Braga,
Vandeir Francisco Guimaraes pelo apoio para o desenvolvimento deste trabalho.

A Universidade Estadual do Oeste do Paran, através do Programa de P6s-Graduaco,
pela oportunidade.

A CAPES pela concesséo da bolsa de estudos.

Aos membros da banca examinadora, pelas sugestfes e consideracdes.

Aos amigos: Bruna, Omari, Sidiane, Heloisa, Alexandre, Laline, Alice, Daiane,
Daliana, Janaina, Cristiane, Luciana, Rosana, Denise, Silvia, Franciely, Angélica e Nilza que
me mostraram o verdadeiro significado das palavras amizade e companheirismo e por estarem
incentivando-me constantemente a nunca desistir.

Aos colegas Anderson, Thaisa, Nicanor, Eloisa, Vanessa Faria e Jeferson pelo auxilio
nas atividades relativas a este trabalho.

E a todas as pessoas que direta ou indiretamente contribuiram para a execucdo desta
Tese.



“Nao ha lugar para a sabedoria onde ndo ha paciéncia”

(Santo Agostinho)



RESUMO

TREVISOLLI, Edilaine, D. V. G. Universidade Estadual do Oeste do Parand, fevereiro de 2016.
Purificacdo de eliciadores de defesa vegetal em soja e feijoeiro a partir de nematoides

fitopatogénicos. Orientador: José Renato Stangarlin. Coorientador: Odair José Kuhn.

A inducdo de resisténcia em plantas contra patégenos é um método de controle alternativo de
doencas, e que envolve a ativacdo dos mecanismos de resisténcia da planta, como a inducéo de
fitoalexinas. As moléculas eliciadoras possuem a capacidade de induzir e ativar tais repostas, e
assim sendo, técnicas tém buscado isolar e caracterizar fragdes com carater eliciador. O trabalho
teve por objetivo purificar, por cromatografia de troca idnica cromatografia de filtragdo em gel,
moléculas eliciadoras a partir de nematoides fitopatogénicos, e testa-las na inducdo de faseolina
em hipocotilos de feijoeiro e gliceolina em cotilédones de soja. O tampéo Tris HCI 0,05 M (pH
6,8) foi utilizado como tratamento controle e o acibenzolar-S-metil (50 mg i.a. L) e o
Saccharomyces cerevisiae (20 mg mL™) foram utilizados como tratamento padrdo de indugao.
Cromatografia de troca idnica (CTI) e cromatografia de filtracdo em gel (CFG) foram realizadas
para separar fragdes com poder eliciador a partir de quinhentas fémeas de nematoides de
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica. Para a purificacdo de eliciadores a patir de
Meloidogyne javanica, por CTI, foram obtidos seis fragdes glicidicas e seis glicoproteicas.
Estas, por sua vez, foram purificadas em CFG, sendo obtidos no total sessenta e trés fracGes.
As mesmas foram classificadas de acordo com sua natureza, sendo vinte e seis glicidicas e trinta
e sete glicoproteicas, com massas moleculares variando de 29,19 a 2.989,25 kDa. Em relacao a
purificacdo de eliciadores de Meloidogyne incognita por CTI, foram obtidos nove fracGes
glicidicas e cinco glicoproteicas. A partir destas, foram obtidos por CFG um total de cinquenta
e oito fracBes, sendo vinte e cinco glicidicas e trinta e trés glicoproteicas, com massas
moleculares variando de 37,42 a 200,32 kDa. Das fra¢Oes purificadas a partir de Meloidogyne
javanica oito apresentaram potencial indutor de faseolina. Para gliceolina quinze fracfes
mostraram efeito indutor. Em relagéo as fragOes purificadas a partir de Meloidogyne incognita,
nenhuma fracdo apresentou potencial indutor de faseolina superior ao tratamento padrao.
Entretanto, vinte e duas fracBes suprimiram a atividade de inducdo de fitoalexina. Para
gliceolina dez fragcdes induziram a mesma, enquanto que, vinte e trés fracGes suprimiram a
indugéo da gliceolina. A cromatografia foi eficiente na purificagdo de compostos eliciadores.
Compostos com caracteristicas supressoras de gliceolina e faseolina foram verificadas nos
bioensaios. Para aquelas fracbes obtidas por CTI e posteriormente submetidas a CFG que ndo
induziram fitoalexina, sugere-se que as moléculas necessitam atuar juntas para haver efeito
eliciador e assim induzir a resposta de defesa no vegetal.

Palavras-chave: Meloidogyne incognita; Meloidogyne javanica; cromatografia de troca
ibnica; cromatografia de filtracdo em gel; inducédo de resisténcia; fitoalexina.



ABSTRACT

TREVISOLLI, Edilaine, D. V. G. Universidade Estadual do Oeste do Parana, in february 2016.
Plant defense elicitors purification in soybean and bean from pathogenic nematodes.

Advisor: José Renato Stangarlin. Co-Advisor: Odair José Kuhn

The induction of resistance in plants to pathogens is an alternative method of disease control,
wich involves activation of plant resistance mechanisms such as induction of phytoalexins. The
elicitors molecules are able to induce and activate those responses, and therefore, techniques
have sought to isolate and characterize fractions with elicitor character. The study aimed to
purify, through ion exchange chromatography and gel filtration chromatography, eliciting
molecules from pathogenic nematodes, and test them in phaseolin induction in beans
hypocotyls beans and gliceolin in soybean cotyledons. The buffer solution Tris HCI 0.05 M
(pH 6.8) was used as control and the acibenzolar-S-methyl (50 mg a.i. L) and Saccharomyces
cerevisiae (20 mg mL?) were used as induction standard treatments. lon exchange
chromatography (IEC) and gel filtration chromatography (GC) were performed to separate
fractions with eliciting power from 500 female nematodes of Meloidogyne incognita and
Meloidogyne javanica. For purification of elicitors from Meloidogyne javanica, through IEC,
six glycidic fractions and six glycoproteins were obtained. These were purified on GC,
obtaining sixty-three fractions. They have been classified according to their nature, as twenty-
six glycidic and thirty-seven glycoprotein with molecular weights ranging from 29.19 to
2989.25 kDa. Regarding the elicitors purification of Meloidogyne incognita through IEC, nine
glycidic and five glycoprotein fractions were obtained. From these fractions, a total of fifty-
eight fractions was obtained through GC, twenty-five glycidic and thirty-three glycoprotein
with molecular weights ranging from 37.42 to 200.32 kDa. From the fractions purified from
Meloidogyne javanica eight had inducing potential of phaseolin. For gliceolin fifteen fractions
showed inducing effect. Regarding the fractions purified from Meloidogyne incognita, no
fraction has inductive potential of phaseolin superior to the standard treatment. However,
twenty-two fractions suppressed phytoalexin inducing activity. For gliceolin ten fractions
induced the same, whereas, twenty-three fractions suppressed the induction of gliceolin.
Chromatography was efficient in the purification of elicitors compounds. Compounds with
suppressing characteristics of gliceolin and phaseolin were checked in bioassays. For those
fractions obtained through IEC, and then submitted to GC that did not induce phytoalexin, it is
suggested that molecules need to act together to have elicitor effect and thus induce defense
response in the plant.

Keywords: Meloidogyne incognita; Meloidogyne javanica; ion exchange chromatography; gel
filtration chromatography; induction of resistance; phytoalexin.
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1. INTRODUCAO

Na fitopatologia a resisténcia é regra e a suscetibilidade a patdgenos é exce¢do. O
aparecimento e o desenvolvimento de uma doenca sdo resultado da interagdo entre hospedeiro
suscetivel, patogeno virulento e ambiente favoravel. A incompatibilidade desses trés
componentes resulta na ndo manifestacdo da doenca. Ademais, um dos primeiros eventos que
ocorre é 0 reconhecimento do patégeno pela planta hospedeira e a ativacdo dos seus
mecanismos de defesa (PASCHOLATI, 2011).

Assim sendo, a inducdo de resisténcia de plantas a doencas se tornou uma ferramenta
de fundamental importancia para pesquisas voltadas a estudos sobre problemas fitossanitarios,
uma vez que um dos principais enfoques da agricultura agroecoldgica € o controle alternativo
de doengas pela indugdo dos mecanismos de defesa vegetal. Bonaldo, Pascholati e Romeiro
(2005) sugerem que o controle de patdgenos como virus, bactérias, fungos e nematoides podem
ser estabelecidos por mecanismos de inducdo de resisténcia e que, segundo Stangarlin et al.
(1999), sédo ativados por moléculas eliciadoras, que exibem atividade contra fitopatdgenos.

Os eliciadores sdo moléculas liberadas do patdgeno ou da propria planta, por acdo do
patdgeno, e que sdo reconhecidas por receptores presentes na membrana da célula vegetal
(DURRANT; DONG, 2004; JALALI; BHARGAVA; KAMBLE, 2006). Os eliciadores de
patdgenos pertencem a uma classe de moléculas sinalizadoras que participam da troca de sinais
entre planta e patdgeno (KAMOUN, 2006). Segundo Hahn (1996), as moléculas eliciadoras
induzem respostas de defesa vegetal, tal como a inducdo da sintese de fitoalexinas, que para
Barros et al. (2010) e Mazaro et al. (2013) sdo compostos biocidas atuantes na defesa
bioquimica da planta contra patdgenos. A gliceolina isolada da soja (PAXTON, 1995) e a
faseolina do feijoeiro (MULLER, 1958), sdo exemplos de fitoalexinas atualmente estudadas e
que desempenham papel importante como resposta de defesa interacdo planta-patégeno
(FRANZENER et al., 2000).

Atualmente, existem indutores de resisténcia disponiveis no mercado, cujas moléculas
purificadas e testadas apresentaram carater eliciador capaz de ativar e/ou induzir respostas de
defesa nas plantas. Sobrinho et al. (2005) apresentam produtos contendo moléculas indutoras
sendo comercializados, entre eles Bion® (acibenzolar-S-metil, ASM: acido benzo (1, 2, 3)
tiadiazol-7-carbotidico), Messenger® (formulado a base da proteina harpina da bactéria

Erwinia amylovora) e Elexa® (derivado de quitina e quitosana).
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A caracterizacdo de eliciadores presentes em fémeas de nematoides pode otimizar o
avanco nos estudos de produtos com moléculas eliciadoras e, assim, desenvolver novas
alternativas que seja viavel e sustentavel para controle de doencas. A capacidade de moléculas
eliciadoras provenientes de fémeas de nematoides na inducdo de fitoalexinas ainda é
desconhecida. Desta maneira, a purificacdo de eliciadores, por cromatografia, tem como
objetivo obter fracOes protéicas e glicidicas, concentrar o principio ativo e caracteriza-las como
sendo moléculas de potencial indutor de resisténcia vegetal.

O presente estudo teve por objetivo purificar, por cromatografia de troca ibnica e
cromatografia de filtragio em gel, moléculas eliciadoras a partir dos fitonematoides
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica e testa-las na inducdo das fitoalexinas faseolina

em hipocotilos de feijoeiro e gliceolina em cotilédones de soja.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCAS DE PLANTAS

Paralelamente a expansdo da cadeia produtiva as plantas passaram a ser acometidas
por varios problemas fitossanitarios, o que inviabilizou os sistemas de cultivo de muitas areas.
Entre estes se enquadram nematoides fitopatogénicos de importancia econémica para a cultura
da soja e feijdo, e que pertencem ao genéro Meloidogyne sp. (SCHMITT; NOEL, 1984;
LORDELLO, 1988). O género Meloidogyne sp. abrange inUmeras espécies, dentre as quais
destacam-se Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica (CAMPOS, 1999), com
predominio em diversas areas de producédo de soja e feijdo, onde sdo encontrados parasitando
suas raizes, reduzindo o potencial produtivo da cultura (SCHMITT; NOEL, 1984).

As espécies M. incognita e M. javanica sdo patdgenos biotréficos (HAEGEMAN et
al., 2012), formadores de galhas, responsaveis por causar grandes perdas na producéo (SIMAO
etal., 2010; BAIDA et al., 2011). Os nematoides formadores de galhas induzem a formacéo de
sitios de alimentacéo nas células de varias espécies de plantas, de maneira que estas se ampliam
e sdo convertidas em células gigantes multinucleadas, que passam ser fonte de alimento para o
seu desenvolvimento até o estadio adulto (CAILLAUD et al., 2008; HAEGEMAN et al., 2012).

Estimativas mostram que os danos ocasionados por estes fitonematoides variam entre
40% a 90%, de maneira que em alguns casos a doenca pode levar a morte das plantas (COSTA
etal., 2001; SIMAO et al., 2005). Baida et al. (2011) complementam que a suscetibilidade dos
materiais tem contribuido para a disseminacdo dos nematoides, uma vez que a escassez de
informacdes e o desconhecimento dos produtores, ao fazerem uso de plantas hospedeiras
suscetiveis em cultivos sucessivos, aumentam os casos de ocorréncia do fitonematoide. Cabe
ressaltar que (MENDES; RODRIGUEZ, 2000; FERRAZ et al., 2012) devido a vasta
distribuicdo geografica e a ampla gama de hospedeiros que 0s mesmos parasitam, poucas Sao
as culturas que podem ser utilizadas como medidas de controle no sistema de rotacéo de cultura.

Juliatti et al. (2010) afirmam que ainda sdo poucas as fontes de resisténcia de feijoeiro
a Meloidogyne sendo exploradas. De acordo com Asmus (2001) e Castro, Lima e Carneiro
(2003), a cultura da soja apresenta grande suscetibilidade a M. javanica, pois segundo Roese,
Oliveira e Lanes (2004), embora existam cultivares resistentes, muitas das cultivadas no Brasil
apresentam historico de suscetibilidade a M. incognita e M. javanica.

O maior registro de ocorréncia da doenca € em regides de temperaturas mais elevadas
(RIBEIRO; FERRAZ, 1983; PEDROSA; MOURA; SILVA, 2000), sendo a faixa 6tima de
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temperatura, em ambiente solo, entre 15 a 30 °C, enquanto que a umidade ideal para sua
sobrevivéncia varia entre 40% a 60% (FERRAZ et al., 2012). Nas areas infestadas por M.
incognita e M. javanica, geralmente, sdo observadas manchas em reboleiras, cujas folhas das
plantas mostram-se cloroticas e/ou necrosadas, menor porte da planta, nanismo, menor massa,
intenso brotamento de vagens, amadurecimento prematuro das plantas, menor enchimento de
grdos e danos mecanicos, murcha das plantas nas horas mais quentes do dia e redugdo das raizes
laterais.

As raizes infectadas apresentam galhas em numero e tamanho variado, e as fémeas
possuem formato de péra de coloracéo branco-perdla (CHARCHAR; HORINO; MOITA, 1995;
FERRAZ; MONTEIRO, 1995; DIAS et al., 2010; BAIDA et al., 2011). Cabe ressaltar, que a
principal e melhor maneira de controle de nematoide € evitar a sua entrada em areas isentas do
mesmo, pois uma vez presente, é dificil seu controle e despende de altos investimentos, além
de que a erradicacdo se torna praticamente impossivel e as medidas adotadas visam apenas
reduzir a populagédo no solo (FERRAZ et al., 2012).

Os nematoides do género Meloidogyne, por formarem galhas e obstruirem a passagem
de &gua e nutrientes nos vasos condutores, promovem reducao do crescimento da parte area da
planta (TIHOHOD, 2000). Nas galhas sdo observadas massas de ovos, que ao sofrer ecdise,
eclodem juvenis de segundo estadio (J2), que migram até o hospedeiro e infectam novas raizes.
Por sua vez, ao inserir seu estilete no citoplasma da célula hospedeira 0 nematoide injeta
substancias téxicas que resultam em mudancas morfologicas e fisiolégicas nas raizes das
plantas, as quais formam células nutridoras, e estabelecem, assim, um sitio de alimentacéo
(FERRAZ, 2001; FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

2.2 CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS

A utilizacdo de insumos quimicos passou a ser uma pratica comum entre 0s
agricultores, que objetivam controlar a incidéncia de doencas (KUHN; PORTZ;
STANGARLIN, 2009), visto que muitos sdo os investimentos em produtos quimicos, e
imperiosa € a busca para o controle de patdgenos, pois estes limitam e comprometem o
desenvolvimento de uma agricultura rentavel (MOREIRA et al., 2008). Atrelado ao aumento
da incidéncia das doencas causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus (JUHASZ et al.,
2013) os produtores se deparam e enfrentam um grande desafio, que €é, controlar as doencas e
manter a produgdo de alimentos em nivel sustentavel (LOPES et al., 2012). O controle de

nematoides pode ser feito pelo uso de nematicidas, mas por ser um método caro e de caracter
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toxico ao ambiente surge a necessidade de novos métodos alternativos (ADEGBITE;
ADESIYAN, 2005).

De acordo com Stangarlin et al. (2011) plantas usadas no controle de pragas séo
consideras como alternativas para o controle de doencas, pois tém compostos secundarios que
ativam mecanismos de defesa latentes nas plantas tratadas, e que podem apresentar atividade
antimicrobiana contra patogenos de plantas. Muller et al. (2016) complementam que o extrato
aquoso de Rosmarinus officinalis, apresentou potencial para o controle de M. incognita em
cultivares de soja (CD 206 e CD 215) com reducao do numero de eclosdo de J2, o nimero de
galhas e do fator de reproducdo.

Nunes, Monteiro e Pomela (2010) comentam que o controle bioldgico pode ser uma
alternativa mais barato, de facil aplicacdo, ndo é toxico, ndo deixa residuos e ndo resulta em
desequilibrio ambiental. Ainda, Hallmann et al. (2004), complementam que bactérias
endofiticas apresentam potencial para o controle de fitonematoides, principalmente
endoparasitas. Além disso, destacam-se sistemas de rotagdo e sucessdo de culturas
(LEANDRO; ASMUS, 2015). Ainda, Dias-Arieira et al. (2013) afirmam que seu controle é
complexo e exige planejamento.

No entanto, os produtores acreditavam que o controle quimico seria 0 método mais
eficaz, e entdo passaram a subestimar as praticas de manejo, que sdo consideradas
indispensaveis para o controle de doengas tais como, o sistema de rotagdo de culturas, sementes
certificadas, desinfeccdo de ferramentas e utensilios e cultivares resistentes (MOREIRA et al.,
2008). Em virtude disso, mesmo com o emprego de insumos modernos, este passou a ter seu
uso limitado e deixou de conferir resultados promissores para a produtividade das lavouras,
pois o uso indiscriminado dos insumos quimicos trouxeram falhas no controle da doenca e
impacto sobre a biodiversidade que culminou em maiores custos de producdo, devido a selecdo
de racas de patdgenos cada vez mais resistentes e com maior variabilidade genética, em virtude
das mutacGes (BONALDO et al., 2004; BONALDO et al., 2007; BORSATO; DI PIERO;
STADNIK, 2010).

Cabe mencionar que com a aplica¢do dos insumos quimicos, em curto prazo, ha um
efeito positivo para o aumento da produtividade agricola, entretanto, em longo prazo, o efeito
acumulativo destas substancias quimicas séo nocivas a satde humana e animal pela ingestéo de
alimentos contaminados (GHINI; KIMATI, 2000; MOREIRA et al., 2008), desequilibrio dos
agroecossistemas e maior pressdo de selecdo de individuos com carater de resisténcia as
substancias quimicas utilizadas (WALTERS; NEWTON; LYON, 2007; GUGINSKI-PIVA et
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al., 2015), pois sua efetividade é temporaria e apresentam modos e sitios especificos de acédo
(GUGINSKI-PIVA et al., 2015).

Diante desta problematica, novos métodos de controle de doencas passaram a ser
ferramentas de estudos, a fim de minimizar os efeitos negativos causados ao ambiente,
decorrentes do uso de agroquimicos. Nesse sentido, métodos alternativos como cultural,
bioldgico e fisico passaram a ser empregados no controle da doenga (STANGARLIN et al.,
2010), com o intuito de construir uma agricultura alternativa e/ou sustentavel. Viecelli et al.
(2009) e Matiello e Bonaldo (2013) ressaltam a importancia dos métodos de controle baseados
na indugdo dos mecanismos de resisténcia em plantas com produtos naturais. Os resultados
alcangados resultaram na producédo de alimentos com maior seguranca alimentar (ANDRADE
et al., 2013), maior economia em funcéo dos menores custos de aplicacdo e produtos agricolas
com baixa toxicidade ao homem e animais, isentos de residuos tdxicos (ALMEIDA et al.,
2012).

2.2.1 Alternativas de Controle de Doencas

Com o intuito de proteger as plantas e manter um sistema de defesa de doencas menos
dependente de moléculas quimicas (BALLARE, 2014), novas alternativas de controle tem
substituido a utilizacdo de quimicos e contribuido para uma agricultura moderna e sustentavel
(ALABOUVETTE; OLIVAIN; STEINBERG, 2006; BORSATO; DI PIERO; STADNIK,
2010). Para tanto, uma das perspectivas do controle alternativo € o controle biolégico e a
inducdo dos mecanismos de resisténcia das plantas (MORAES, 1992), além do uso de extratos
naturais que apresentam propriedades antimicrobianas e ou indutoras de resisténcia
(STANGARLIN; KUHN; SCHWAN-ESTRADA, 2008).

O controle biologico tem por objetivo estabelecer uma relacdo entre plantas e
organismos nao patogénicos (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005). Nesse sentido,
estes buscam proteger as plantas e controlar os agentes fitopatogénicos com outros organismos
vivos, o qual podem atuar por antibiose, parasitismo, competi¢do, predagdo ou hipoviruléncia
(COOK; BAKER, 1983). Em relacéo a resisténcia induzida, esta pode ser definida como sendo
mecanismos de resisténcia que permanecem inativos ou latentes nas plantas e sdo acionados ou
ativados por moléculas indutoras, com potencial eliciador, que induzem a resisténcia das plantas
guando tratadas com agentes bidticos ou abidticos (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO,
2005; CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005).
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Para Barros et al. (2010), a ativacdo dos mecanismos de defesa ocorre nos sitios de
infeccdo, bem como, nos locais proximos a regido que foi induzida. De acordo com esses
autores, em funcdo da adaptabilidade das plantas, estas conseguem sobreviver mesmo quando
0 seu desenvolvimento estd comprometido devido a infec¢do causada pelo patdégeno. Nos
mecanismos de indugdo Vvérias sdo as respostas de defesa das plantas, como a resposta de
hipersensibilidade (FILIPPI; SILVA; PRABHU, 2007), sintese de fitoalexinas (DURANGO et
al., 2002; RODRIGUES et al., 2007; STANGARLIN et al., 2010; ARRUDA et al., 2012;)
atividade de lipoxigenases, peroxidases, fenilalanina amoénia-liase, quitinases, p-1,3-
glucanases, e sintese de fendis (CAVALCANTI; RESENDE; OLIVEIRA, 2007; COLPAS et
al., 2009; VIECELLI et al., 2009; GALHAO et al., 2010; KUHN; PASCHOLATI, 2010;
ALMEIDA et al., 2012; GUIMARAES et al., 2015), sintese de proteinas relacionadas &
patogénese (BARROS et al., 2010) e de espécies reativas de oxigénio (LALOI; APEL;
DANON, 2004; BALDO et al., 2011; WU; SHAN; HE, 2014).

Vérios sdo os métodos alternativos de controle, e entre os potenciais estdo 0s
metabolitos e polimeros de estruturas celulares de Saccharomyces boulardii com atividade
eliciadora na inducdo de fitoalexinas gliceolina e deoxiantocianidinas em soja e sorgo,
respectivamente (STANGARLIN et al., 2010). Atrelado aos beneficios a satde, ao ambiente e
ao menor custo de tecnologia, os fungos do género Trichoderma sdo amplamente empregados
no controle bioldgico. Nesse sentido, o Trichoderma atroviride apresenta potencial para reduzir
a severidade da Sigatoka negra em bananeira (CAVERO et al., 2015).

Heling, Kuhn e Stangarlin (2015) estudaram Bacillus cereus, Saccharomyces
boulardii e Saccharomyces cerevisiae como agentes de controle bioldgico de Mycosphaerella
fragariae, doenca foliar em plantas de morangueiro. Os agentes de controle S. cerevisiae, B.
cereus, controle (Azoxistrobina + Ciproconazole) e S. boulardii reduziram a severidade dos
sintomas no final do ciclo da cultura em 53,05%, 49,59%, 49,71% e 33,16%, respectivamente,
guando comparado a testemunha (sem o agente de controle). De maneira complementar as
informacdes de severidade, foi reportado reducdo da area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) para as plantas tratadas com S. cerevisiae e B. cereus, resultado semelhante
aquele apresentado pelo tratamento controle, com diferenca significativa em 49,76%, 48,07%
e 47,24% respectivamente, em relacdo a testemunha. A aplicagdo de S. boulardii reduziu
30,10% a AACPD em relacdo a testemunha, porém sem apresentar diferencas aos demais
tratamentos. Ao avaliarem os valores de proteinas totais, quitinases, B-1,3-glucanases e
peroxidases, de amostras dos foliolos, ndo foram observadas alteracGes significativas para

nenhuma das varidveis e para nenhum dos tratamentos aplicados em relacdo a testemunha. O
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mesmo justifica que sob as condigOes avaliadas os tratamentos ndo responderam de maneira a
causar efeitos nas atividades das enzimas avaliadas.

Programas de controle biologico de nematoides a partir de inimigos naturais é mais
uma das estratégias a qual tém sido exploradas. Dentre 0s inimigos naturais estdo elencados 0s
fungos, bactérias, nematoides predadores, protozoarios e acaros (CARNEIRO et al., 1999).
Bacillus subtilis apresenta mecanismos de agdo, como a produgdo de endotoxinas que
interferem na ovoposicao e eclosdo dos juvenis, caracteristica esta que pode ser utilizada na
producdo de substancias nematotéxicas (SHARMA; GOMES, 1996). Embora Vaz et al. (2011)
ndo tenham encontrado resultados promissores para B. subtilis como agente de biocontrole de
M. javanica e M. incognita, Coimbra, Campos e Souza (2005) com 34 isolados e Freitas et al.
(2005) com seis isolados, verificaram reducdo no nimero de galhas por planta de M. javanica
e M. incognita, e M. javanica, respectivamente.

O controle biolégico no manejo de nematoides foi reportado por Aradjo e Marchesi
(2009) que além de estudarem o efeito de B. subtillis como promotores de crescimento em
plantas, verificaram que o tratamento biol6gico demonstrou potencial antagonista, com reducao
do nimero de juvenis e no desenvolvimento de massas de ovos de nematoides formadores de
galhas nas raizes de tomateiro. A atividade nematicida das bactérias estd associada a
metabdlitos sintetizados por estas que induzem a resposta de hipersensibilidade nas células das
plantas e tornam as fémeas sensiveis e incapazes de produzir ovos, além de degradar a massa
gelatinosa que envolve 0s mesmos. Por este e entre outros motivos o B. subtillis é considerado
um agente de suma importancia para o controle biol6gico e a sua utilizacdo é um método
alternativo e que pode ser empregado em sistemas de manejo integrado para reduzir a
reproducdo dos nematoides.

Outros trabalhos também reportaram o uso de microrganismos antagdnicos como
agentes de biocontrole de doencas, tal como Lopes et al. (2012) ao purificarem compostos
metabdlicos secundarios de Pseudomonas sp., por cromatografia liquida a vacuo, e observaram
atividade antibidtica no controle de Xanthomonas axonopodis em eucalipto, sendo esta uma
nova alternativa de controle.

Alguns trabalhos também tém demonstrado o uso de extratos de plantas com
propriedades nematicidas como alternativas para controle de nematoides, como Borges et al.
(2013) no controle de Tubixaba tuxaua e M. incognita com extrato aquoso de crotalaria, acafréo
da terra, nim, fermentado de caldo de cana-de-acgUcar por leveduras, Mateus et al. (2014) no

controle de M. incognita com extratos aquosos das plantas medicinais, gervao, pau-amargo,
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picdo e tansagem e Almeida et al. (2012) que avaliaram o efeito nematicida e nematostatico de
extratos vegetais de folhas de urtiga, nim, mamona e mandioca.

A aplicacdo de extratos naturais de plantas com potencial antimicrobiano direto e
indutor de defesa das plantas também foram testados por Stangarlin, Kuhn e Schwan-Estrada
(2008). A presenca do polissacarideo ulvana em algas marinhas foi estudada por Borsato, Di
Piero e Stadnik (2010) como alternativa de controle de Uromyces appendiculatus na inducéo
de resisténcia em cultivares de feijoeiro.

Por apresentar baixo potencial de contaminacdo e ndo causar problemas a saude
humana Guginski-Piva et al. (2015) estudaram o extrato etandlico de prdpolis no controle de
oidio em pepino, o qual apresentou eficicia sobre 0 mesmo quando aplicado de forma
preventiva. Ainda, segundos os autores o extrato de propolis também pode ser considerado um
produto de controle alternativo e como um indutor de gliceolina em cotilédones de soja.

Cabe ressaltar que as estratégias que vém sendo propostas com o intuito de reduzir as
préticas de quimicos no controle de doencas, ainda sdo recentes. A corrida desenfreada por
producdo de alimentos mais saudaveis e conservacdo dos sistemas ambientais é uma das
principais preocupacdes nos dias atuais, porém, embora seja alvo de estudos, poucos sdo 0s
agentes de controle bioldgico disponiveis no mercado. Nesse sentido, a intencdo é avaliar o
avanco e as falhas nos estudos e o propoésito do controle bioldgico para prevenir possiveis erros
que venham a ser cometidos (ALABOUVETTE; OLIVAIN; STEINBERG, 2006).

2.3 INDUCAO DE RESISTENCIA

Com o intuito de diminuir o uso indiscriminado de agroquimicos e conscientizar a
populacdo sobre o cenario dos problemas ambientais, seguranca alimentar e manejo
fitossanitario é que muitas pesquisas estdo fundamentadas em novos métodos alternativos para
o controle de doencas de plantas pela inducdo de resisténcia (ANDRADE et al., 2013). A
inducdo de resisténcia passou a ser estudada como uma alternativa para controle de doencas
(SILVA; CANTERI; LEITE JUNIOR, 2012), visto que para Stangarlin et al. (1999) e Latif et
al. (2014) agentes indutores, conhecidos como eliciadores, séo capazes de ativar mecanismos
de defesa latentes existentes na planta, protegendo-a contra subsequentes infec¢fes causadas
por patdgenos, abordagem esta que passou a ser definida como resisténcia induzida.

A inducdo de resisténcia se baseia na ativacdo de mecanismos de defesa, associada a

expressao de um conjunto de genes de defesa, que visa restringir o crescimento e ou atividade
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do patégeno, bem como diminuir a incidéncia da doenca (METRAUX, 2001), porém raramente
a inducdo promove controle completo da doenga (WALTERS, 2009).

A interacdo entre patdgeno e plantas pode ser do tipo compativel quando o hospedeiro
é suscetivel a doenca, ou incompativel, quando 0 mesmo apresenta resisténcia ao ataque do
patégeno (HEIL; BOSTOCK, 2002). Na incompatibilidade ocorre a percepcdo e/ou
reconhecimento de sinais por receptores celulares, que por sua vez sao translocados para sitios
de acdo dentro da célula (transducdo do sinal) por mensageiros secundarios. Tais sinais sdo
traduzidos em respostas celulares, genes de defesa sdo ativados e como resultado ocorre a
sintese de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) e de enzimas que participam da
producdo de fitoalexinas (BOSTOCK, 2005; RESENDE et al., 2007).

A inducdo de resisténcia apresenta duas defini¢fes: a Resisténcia Sistémica Adquirida
(RSA) e a Resisténcia Sistémica Induzida (RSI) (PASCHOLATI et al., 2010). A expressao
desta pode levar a planta a ter uma protecdo local e/ou sistémica e de longa duragéo
(DURRANT; DONG, 2004), uma vez que em ambas, a planta tem seu mecanismo de defesa
ativado quando tratadas com agentes indutores ou na presenca do patdgeno que leva a mesma
a reconhecer o agente invasor (VALLAD; GOODMAN, 2004).

A inducdo da resisténcia sistémica adquirida depende do &cido salicilico como via de
sinalizacdo para a expressao de genes em proteinas-RP, como B-1,3-glucanases, quitinases e
peroxidases. A exposicdo da planta a agentes virulentos, avirulentos, ndo patogénicos e a
indutores quimicos induz a RSA, que sera estabelecida somente apds o intervalo de tempo
necessario para acumular proteinas-RP (PASCHOLATI et al., 2010).

Em relacéo a resisténcia sistémica induzida, esta depende do acido jasmonico e etileno
como vias de sinalizacdo, sem envolver a sintese de proteinas-RP. Neste caso, a resisténcia do
hospedeiro esta associada a capacidade de percep¢do do patégeno que culmina em alteracfes
metabolicas da planta, e o agente indutor geralmente € um microrganismo ndo patogénico
(BONALDO et al., 2004).

Quando a planta tem seus mecanismos de defesa induzidos varios eventos séo
ativados, dentre eles se destacam a sintese de metabdlitos secundarios tdxicos a patdgenos,
espécies reativas de oxigénio, ativacdo de genes que codificam proteinas-RP, tais como as f3-
1,3-glucanases (PR-1, PR-2) e as quitinases (PR-3). A resposta de hipersensibilidade (RH),
aumento e alteragcdes nas concentracdes de fenilpropanoides, produtos do metabolismo como
fitoalexinas e compostos fenolicos, ativagdo de enzimas chaves como as peroxidases e a
fenilalanina amdnia-liase (FAL) e alteracOes estruturais como lignificacéo, deposicéo de calose
e formacoes de papilas também sédo ativados (CAVALCANTI et al., 2006).
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2.3.1 Mecanismos de Resisténcia nas Plantas

Embora as plantas se mostrem aparentemente indefesas ao ataque de agentes
patogénicos, elas respondem contra invasores por estratégias de defesa, ou seja, mecanismos
relacionados com a ativacgao de genes (DANGL; DIETRICH; THOMAS, 2000; FERNANDES
et al., 2009) capazes de reconhecer a invaséo de patdgenos (WU; SHAN; HE, 2014). As plantas
apresentam capacidade de percepcdo de eliciadores e/ou moléculas associadas aos
microrganismos (TON et al., 2002), de maneira que, as respostas levam as mesmas ao
reconhecimento do patdgeno, a qual pode retardar ou impedir a entrada e a atividade de infec¢do
do mesmo, sejam eles, fungos, bactérias, virus, nematoides e/ou insetos, nos tecidos do vegetal
(AGRIOS, 2005; PASCHOLATI, 2011).

A inducdo de resisténcia do hospedeiro em contato com um patdgeno € um processo
continuo e estd fundamentada na expressao génica dos mecanismos da planta, uma vez que, a
natureza é dinamica e coordenada, e o nivel de resisténcia do vegetal depende da velocidade,
magnitude e localizacdo da area infectada (PASCHOLATI, 2011), além da influéncia dos
horménios e do tipo de interacdo planta patégeno (GLAZEBROOK, 2005; BRODERSEN et
al., 2006).

As plantas no seu processo evolutivo desenvolveram estratégias de defesa que
envolveram o reconhecimento, ataque e defesa, com o intuito de se proteger dos processos de
infeccdo contra patdgenos virulentos (WALTERS; NEWTON; LYON, 2005), carater este que
pode ser explicado pelo elevado grau de especificidade das plantas em relacdo a presenca de
patégenos (TON et al., 2002).

Esses mecanismos desenvolvidos pelas plantas foram divididos em duas categorias:
os pré-formados (passivos ou constitutivos), em que a resisténcia se faz presente nas plantas
mesmo na auséncia do patdgeno: e os pos-formados (ativos ou induziveis), que é caracterizado
pela auséncia e/ou presenca em baixos niveis no vegetal, sendo ativados em reposta ao
reconhecimento do patégeno, que ocorrem por rotas de sinalizacdo existentes. Estes por sua
vez, ainda sdo subdivididos em mecanismos estruturais e bioquimicos (GARCION;
LAMOTTE; METRAUX, 2007; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI,
2008; PASCHOLAT]I, 2011). Os estruturais, chamados de barreiras fisicas, além de fazerem
parte da estrutura fisiolégica e morfoldgica da planta, também exibem papel fundamental como
fatores de resisténcia, pois estes buscam promover o atraso da penetracdo e/ou colonizagao do
patdgeno, o que culmina na restri¢cdo e no desenvolvimento da doenca (STANGARLIN et al.,

2011). Os fatores bioquimicos correspondem a substancias produzidas pela atividade
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metabdlica das células da planta hospedeira de carater, muitas vezes, toxica ao patdgeno, a qual
inibe 0 seu crescimento e promove condi¢des adversas para a sobrevivéncia do mesmo
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008; PASCHOLATI, 2011).

Os grupos sao compreendidos em: 1) Mecanismos pré-formados: a) Estruturais:
cuticula, tricomas, estdbmatos, vasos condutores, camada de silica; b) Bioquimicos: fénois,
alcaloides, lactonas, terpendides, proteinas, &cido clorogénico, acido protocatecdico e catecol,
a-tomatina, avenacinas, tuliposideos, glicosideos fenolicos, inibidores proteicos e enzimas de
defesa vegetal; 2) Mecanismos pos-formados: a) Estruturais: formacdo de halos, papilas e
lignificacdo, que séo barreiras celulares, e camadas de cortica, camadas de absciséo, tilose,
deposicao de gel e cristais de hesperidinas, sendo estas barreiras histolégicas; b) Bioquimicos:
espécies reativas de oxigénio; Oxido nitrico; fitoalexinas (CLARKE et al.,, 2000;
HUMPHREYS; CHAPPLE, 2002; SEREGELYES et al., 2003; LALOI; APEL; DANON,
2004; SOYLU; SOYLU; MANSFIELD, 2004; KIRALY; BARNA; KIRALY, 2007;
PASCHOLATI, 2011; STANGARLIN et al., 2011).

Apds a planta reconhecer a presenca do patdgeno, as células vegetais, acionam
cascatas de sinalizacdo e, como respostas, seus mecanismos de defesa sdo ativados. Esta
percepcao resulta na transducgdo de sinais que ocorrem quando moléculas eliciadoras se ligam
as moléculas receptoras presentes na membrana da célula vegetal, e informacgdes sdo
translocadas entre essas células, ao passo que, mensageiros secundarios sdo ativados e genes
especificos relacionados a defesa sdo expressos (METRAUX, 2001; DE WIT, 2007).

Os sinais que sdo liberados pelas folhas infectadas desencadeiam mudancas no fluxo
ibnico na membrana plasmatica, geracdo de espécies reativas de oxigénio (peroxido de
hidrogénio e radical superdxido) (METRAUX, 2001), producdo e acimulo de compostos
fenolicos (acidos clorogénico, caféico e ferralico) (BARROS et al., 2010), além da ativacédo de
proteinas relacionadas a patogénese, como quitinase, responsavel por hidrolisar a quitina
(ALMEIDA et al., 2012) e a -1,3 glucanases que degradam B-glucanas (WU; BRADFORD,
2003) presentes na parede celular de patdgenos fungicos.

Cabe ressaltar que os mecanismos de resisténcia sdo mediados por genes, e entre eles
destacam-se 0s genes R, caracterizados pelo seu elevado grau de especificidade de
reconhecimento (ELVIRA et al., 2008). Essa particularidade dos genes R € observada quando
ocorre a ativacdo de vérias vias de defesa da planta que geram fluxos de ions celulares, e
promovem o0 acUmulo de superdxidos e perdxido de hidrogénio, 6xido nitrico, resposta de
hipersensibilidade e producdo de metabolitos de carater toxico a patogenos (DANGL; JONES,
2001).
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De maneira complementar, a interacdo planta patégeno pode levar a expressao de
diferentes isoformas de proteinas relacionadas a patogenicidade (ELVIRA et al.; 2008), e esta
condicdo esta atrelada a capacidade da expressdo génica (HUANG et al., 2005; YANG et al.,
2007). Deste modo, os fatores associados as respostas de resisténcia da planta, como a sintese
e atividade de enzimas podem variar em funcdo da espécie, tecido vegetal, os estadios
fisiologico e nutricional, efeito da radiacdo solar, temperatura e pH (ALMEIDA et al., 2012).

2.3.2 Fitoalexinas

Fitoalexina (do grego phyton = planta e alexin = composto que repele) foi descoberta
no século IX, porém no século XX a sua sintese e as respostas de defesa foram estudadas em
cultivares de plantas resistentes e suscetiveis a patdgenos (MULLER; BORGER, 1940).

As fitoalexinas sdo metabolitos secundarios sintetizadas pelas plantas sob condicao de
estresse quimico, fisico e/ou bioldgico. Sdo moléculas de baixa massa molecular e exibem
atividade antimicrobiana, e se acumulam dentro das células vivas, temporariamente, proximo
ou no local dos sitios de infecdo, como resposta de defesa das plantas a exposicao de patégenos
(PAXTON, 1995; BRAGA, 2008).

O grupo das fitoalexinas esta relacionado com a defesa vegetal (BARROS et al., 2010)
e sua sintese pode ser induzida em resposta a acdo de agentes bidticos ou abioticos, de maneira
qgue as moléculas capazes de ativar esse mecanismo de resisténcia sdo denominadas de
eliciadores ou elicitores (BONALDO et al., 2004), como carboidratos, proteinas, enzimas,
lipidios, glicoproteinas, polipeptideos (PASCHOLATI, 2011) oligossacarideos, oligopeptideos
e acidos graxos (STANGARLIN et al., 1999), os quais podem ser de origem microbiana
(eliciador exdgeno) ou da propria planta (eliciador enddgeno) (BRAGA, 2008; PASCHOLATI,
2011).

Deffune (2001) sugere que o acimulo das fitoalexinas pode limitar o crescimento do
patdbgeno devido sua caracteristica de toxidez, além de causar uma resposta de
hipersensibilidade no tecido infectado que induz lesdo do tipo necrética. Segundo Pascholati
(2011), o principal modo de acéo destas séo as alteracbes na membrana plasmatica do patdogeno
que culmina na perda de eletrdlitos e morte celular, além da perda da integridade estrutural e
funcional da membrana.

As fitoalexinas englobam diferentes classes de metabdlitos quimicos e naturais, e mais
de 350 compostos foram caracterizados, como acido benzoico, enxofre na forma de ciclo-

octaenxofre (Sg), fendis do tipo flavondide, poliacetileno, isoprenos, terpendides, esteroides,
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dihidrofenantrenos, estilbenos, cumarinas, alcaloides, furanoacetilenos, antraquinonas e
polienos (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005; BRAGA, 2008; TAIZ,
ZEIGER, 2009; PASCHOLATTI, 2011), presentes em mais de 31 familias de plantas, em
destaque Leguminosae, Solanaceae, Orchidaceae e Poaceae (PASCHOLATTI, 2011).

Em soja foi isolada a fitoalexina gliceolina, um pterocarpandide derivado da via
fenilpropandide, rota em que ocorre uma seérie de isdmeros. A isoflavona daidzeina é o
precursor da gliceolina (PAXTON, 1995) e genisteina (hidroxila doisoflavona) é acumulada
em tecidos de soja em resposta ao eliciador (RIVERA-VARGAS; SCHMITTHENNER,;
GRAHAM, 1993; GRAHAM; GRAHAM, 2000). Segundo Franzener et al. (2000), essa
fitoalexina desempenha um importante papel na interacdo planta-patégeno em resposta a
infeccdo e ao tratamento com agentes eliciadores, que podem ser de origem microbiana ou da
prépria planta.

Em feijdo, a fitoalexina de maior relevancia na interacao patdgeno-planta é a faseolina,
que foi identificada, primeiramente, por Muller (1958), e desde entdo, Durango et al. (2002)
sugerem que varios trabalhos tém demonstrado seu efeito no controle de fitopatdgenos.

Muitas das fitoalexinas produzidas pelas plantas requerem a atividade de enzimas
biossintéticas, a exemplo da sintese de novo de fenilalanina aménia-liase (FAL), responsavel
pela sintese dos fenilpropanodides, juntamente com a participacdo da fenilalanina e a sua
conversdo em acido transcinamico, reacao catalisada pela FAL com producdo de compostos
gue atuam na resisténcia das plantas (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000; LATUNDE-
DADA; LUCAS, 2001; NAKAZAWA; NOUZUE; YASUDA, 2001; BAIS et al., 2005). A
pisatina (ervilha), faseolina (feijéo) e a gliceolina (soja) podem ser produzidas a partir das
flavanonas, pela atividade da enzima isoflavonoide sintase, que a transforma em isoflavondides
(GARCION; LAMOTTE; METRAUX, 2007).

Cabe ressaltar que, as fitoalexinas sdo sintetizadas ap0s os metabdlitos primarios
participarem de uma nova rota de processamento secundario, condi¢do esta observada para o
substrato fenilalanina que participa da sintese das fitoalexinas, que sdo os metabolitos
secundarios produzidos. Nesta via sintética, hd caminhos que atuam na especializacdo e
coordenacdo dessas respostas, cuja participagdo envolve um elemento sequéncia “cis-acting”
de DNA comum com um promotor especifico para cada gene que codifica enzimas para a
sintese das fitoalexinas. A exemplo disso, é a FAL multigene regulada nos niveis de mRNA e
em nivel proteico que atuam na rota de biossintese das fitoalexinas de flavonoides
(HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000).



26

Os genes hidroximetilglutaril-CoA redutase 2, sesquiterpene ciclase, e 5-
epiaristoloqueno sintase, estdo envolvidos na biossintese do composto capsidiol, um terpendide
que pertence a classe das fitoalexinas, expresso nas plantas de pimenta em resposta a infecdo
por patégenos (FERNANDEZ-HERRERA et al., 2012). O sitio de infeccdo estabelecido nas
raizes das plantas por nematoides fitopatogénicos, como Meloidogyne, Heterodera e
Globodera, induzem alteracBes morfoldgicas nas células da mesma, pois estas passam a ser
fonte de alimento para os nematoides, e durante o processo de infec¢do, mudancas na expressao
dos genes passam a ocorrer (JAMMES et al., 2005). Essas alteracGes ativam as rotas para a
biossintese de fitoalexinas durante a infeccdo que sdo compostos biocidas com potencial tdxico
contra bactérias, fungos e nematoides (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005).

O potencial das fitoalexinas na inducdo dos mecanismos de resisténcia das plantas,
durante a infecdo causada por agentes patogénicos, pode ser avaliado por meio de critérios que
as definem como sendo compostos antimicrobianos. Como caracteristicas primordiais as
fitoalexinas devem-se acumular e inibir a invasdo do patégeno em resposta a infecdo
(GARCION; LAMOTTE; METRAUX, 2007).

Bednarek et al. (2005) complementam que varias sdo as espécies de plantas capazes
de produzir fitoalexinas, no entanto, em alguns casos, a sua relevancia para a defesa da planta
é desconhecida. Para Braga (2008), em nivel de resposta, a producdo de fitoalexinas nas
espécies de plantas resistentes e suscetiveis € a mesma, porém, o que as diferencia é a rapidez
com que essas moléculas séo sintetizadas pelo metabolismo do vegetal.

Baseado na literatura, varios sdo os trabalhos que demonstram o potencial de plantas
na indugdo de mecanismos de defesa atrelados a sua capacidade de induzir a sintese e o acimulo
de fitoalexinas. Exemplo disso sdo os derivados da folha de pitangueira com caracter eliciador
na inducao de gliceolina (pterocarpandide) em cotilédones de soja (FRANZENER et al., 2000;
MAZARO et al., 2008). Estes atuam na liberacdo de sinais moleculares, que sdo reconhecidos
por processos de transducédo e traducgdo de sinais, que ativam os genes relacionados a defesa
(BOSTOCK, 2005), e culminam na sintese de novo de uma variedade de proteinas e compostos
antimicrobianos (VILLAR-LUNA et al., 2015), onde rotas metabdlicas para a sintese de
fitoalexinas séo ativadas (MAZARO et al., 2008).

A producéo da fitoalexina gliceolina também foi reportado por Mazaro et al. (2013),
por preparados de Calendula officinalis, em que a composic¢ao quimica apresenta ingredientes
ativos capazes de ativar as rotas de defesa da planta. Segundo Meinerz et al. (2014), compostos

fenolicos presentes em plantas de avenca (Adiantum capillus-veneris), de natureza molecular
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ainda desconhecida, apresentam carater eliciador na inducdo de deoxiantocianidinas em
mesocotilos de sorgo.

SimQes et al. (2005) relataram em esporos do fungo saprobio Mucor ramosissimus a
presenca de fragmentos de polissacarideo do tipo mucorano, eliciadores com potencial indutor
na biossintese e acumulo de fitoalexinas em soja. Os autores complementam ainda, que 0s
tecidos dos cotilédones de soja reconheceram os fragmentos de heteropolimeros de &cidos
urénicos como eliciadores de fitoalexinas.

Stangarlin et al. (2010) utilizaram cotilédones de soja para avaliar o potencial elicitor
da levedura Saccharomyces boulardii na forma do produto comercial Floratil (Merck), massa
de células e de filtrado do meio do crescimento das leveduras e verificaram efeito dose-
dependente na inducéo da fitoalexina gliceolina. Para mesocétilos de sorgo, apenas o filtrado e
Floratil tiveram efeito dose-dependente na sintese de deoxiantocianidinas. Arruda et al. (2012)
verificaram que extratos aquosos de Agaricus blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus
sanguineus induziram o acumulo da fitoalexina gliceolina, em dose dependente para
cotilédones de soja.

Beninca et al. (2008) nao verificaram inducdo de fitoalexinas em cotilédones de soja
para os extratos orgénicos diclorometanico, hexanico e etandlico de basidiocarpos de
Pycnoporus sanguineus, mas foi registrado atividade indutora para a sintese de

deoxiantocianidinas em mesocotilos de sorgo.
3.3.3 Eliciadores

Inicialmente os eliciadores eram definidos como sendo indutores da sintese de
fitoalexinas em tecidos vegetais, no entanto, estes passaram a ser designados como moléculas
capazes de induzir qualquer resposta de defesa em plantas, seja celular, como resposta de
hipersensibilidade (HR) e/ou molecular, como a ativagdo transcricional de genes de defesa
(DIXON; HARRISON; LAMB, 1994). Para tanto os eliciadores passaram a ser utilizados como
compostos ou tratamentos capazes de alterar rotas metabodlicas e influenciar na sintese de
moléculas (XU et al., 2008).

Kamoun (2006) define ainda eliciadores como sendo moléculas de agentes
patogénicos que disparam respostas de defesa nas plantas, e como resultado, aumentam a
resisténcia da mesma a patdgenos invasores. Bonaldo et al. (2004) afirmam ainda que suas

funcBes sdo determinadas por vérias caracteristicas estruturais, além de exibirem uma ampla
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natureza quimica, a qual Resende et al. (2007) as definem como sendo moléculas capazes de
induzirem a producéo de fitoalexinas e de varias proteinas RP.

Zanardo, Pascholati e Fialho (2009) complementam que o aumento da capacidade da
planta em expressar suas respostas de defesa contra agentes patogénicos consiste do tratamento
com eliciadores. Estes por sua vez podem ser classificados como (PITTA-ALVAREZ;
SPOLLANSKY; GIULIETTI, 2000; PASCHOLATI, 2011) abiéticos que incluem luz
ultravioleta, metal pesado (HgCl.), que sdo agentes induzem estresse nas plantas, (METRAUX,
2007) fons metalicos, moléculas organicas como acibenzolar-S-metil (ASM), (RESENDE et
al., 2007) temperatura, &cido salicilico, acido jasmonico e etileno.

Em relacdo aos agentes bidticos, estes sdo classificados como organismos vivos,
parte desses, ou mesmo seus metabolitos (DI PIERO; GARCIA JUNIOR; TONUCCI, 2005;
BECKERS; CONRATH, 2007). Os eliciadores bidticos endégenos sdo de origem vegetal, que
sdo moléculas liberadas pela prépria planta tal como oligogalacturonideos e outros oligbmeros
da parede celular (PASCHOLATI, 2011).

Em relacdo aos eliciadores de origem microbiana, estes sdo conhecidos como
exogenos, produzidos ou liberados pelos patdgenos, sendo fragmentos de parede celular que
pertencem a diferentes classes quimicas como, polimeros de carboidratos, glicoproteinas,
oligopeptideos, lipopolissacarideos peptideos, proteinas, lipidios e acidos graxos (WALTERS;
NEWTON; LYON, 2005; PASCHOLATI, 2011). Esses eliciadores podem ainda ser
classificados quanto ao nivel de especificidade. Os eliciadores gerais ou inespecificos
desencadeiam respostas de defesa em plantas hospedeiras e ndo hospedeiras, ao passo que 0s
especificos sdo codificados por genes de aviruléncia de patdgenos (Avr), que por sua vez
induzem respostas apenas em cultivares de plantas que contém o gene (R) de resisténcia a
doenga (MONTESANO; BRADER; PALVA, 2003; RESENDE et al., 2007).

Alamino et al. (2013) ressaltam sobre a relevancia do avango nas pesquisas com 0
emprego de eliciadores na ativagédo dos genes de defesa em plantas. Para Durrant e Dong (2004)
e Jalali, Bhargava, Kamble (2006) ao serem reconhecidos pelos receptores, os eliciadores
desencadeiam respostas de defesa nas células das plantas que levam a sintese e o acimulo de
metabolitos secundarios (fitoalexinas e compostos fendlicos) glicoproteina rica em
hidroxiprolina, ativacdo de mensageiros secundarios (acido salicilico, acido jasmoénico e
etileno) que atuam como sinalizadores para a expressao de proteinas-RP, (GRANT; LAMB,
2006) abertura de canais de ions, ativacdo de quinases no citoplasma, acidificacdo do

citoplasma, alteracdo nos niveis de célcio do citoplasma, cascata de sinalizacdo via MAP-
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quinases, deposicdo de calose e lignificacdo de tecidos como reforcos da parede celular, e
resposta de hipersensibilidade. Outro mecanismo ativado pelos eliciadores € a geragdo de
espécies ativas de oxigénio (ERO), tais como peroxido de hidrogénio (H20.), anion superoxido
(O2) e hidroxila (OH-), as quais causam danos irreparaveis (ALSCHER; ERTURK; HEATH,
2002; MARCHESE et al., 2008).

Os eliciadores estimulam os mecanismos de defesa da planta, de modo que na presenga
do patdgeno as respostas a esta condicdo sdo mais rapidas e intensas, pois o reconhecimento do
eliciador culmina em uma completa cascata de sinalizacdes que ativam o sistema de defesa do
vegetal (LATIF et al., 2014). A literatura sugere que muitos dos eliciadores estudados tem um
amplo espectro de inducdo de resisténcia de longa duracdo, embora existam aqueles de efeito
temporario (WALTERS et al., 2005), caracteristica esta que ira depender da relagdo entre
planta, patogeno e ambiente (LATIF et al., 2014).

Durante o processo de evolucdo as plantas desenvolveram mecanismos capazes de
reconhecer o0s sinais que indicam a presenca de um microrganismo (GASSMANN;
BHATTACHARJEE, 2012). Neste processo de reconhecimento estdo envolvidos padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e a microrganismos (MAMPs) (NEWMAN et
al., 2013). Os PAMPs ou MAMPs sdo moléculas que pertencem a diferentes classes e atuam
como moléculas eliciadoras de defesa vegetal (MITHOFER; BOLAND, 2008). O
reconhecimento destas moléculas ocorre por receptores presentes na membrana celular ou no
interior da célula, sendo estas proteinas transmembranas (HOGENHOUT et al., 2009; BECK
etal., 2012).

O metabolismo da planta hospedeira pode passar por rapidas e transitdrias alteracdes
quando os PAMPs sdo reconhecidos por seus receptores, e a exemplo disso € verificado a
ativacdo de cascatas de MAP quinases. Os autores ressaltam ainda, da necessidade de novos
estudos sobre os padrGes moleculares para melhor compreender como as plantas respondem
durante o processo de infeccdo (CAVALCANTE et al., 2013). Alguns exemplos de PAMPs
que exibem funcédo na inducdo de defesa em plantas séo B-glucanas, quitina, ergosterol (HE;
SHAN; SHEEN, 2007), elicitinas, xilanase, invertase, transglutaminase, flagelina, fucanas
sulfatados, proteinas indutoras de necrose e glicoproteinas (NURNBERGER; LIPKA, 2005).

Em um outro processo de reconhecimento estdo envolvidas as moléculas efetoras,
definidas como sendo moléculas liberadas ou associadas a um organismo que modificam a
fisiologia de outro organismo (KAMOUN, 2006). Atrelado a evolugdo dos mecanismos de
defesa das plantas os patoégenos também desenvolveram estratégias de ataque, como a secre¢ao

de proteinas capazes de suprimir respostas de defesa vegetal, e como resultado, resultar em
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suscetibilidade da planta desencadeada por efetores (BIRCH et al., 2008; ZHANG et al., 2010).
Com o avango de técnicas moleculares e sequenciamento foi possivel elucidar muitas das
estratégias de infeccdo dos patdgenos, tal como as fungdes bioquimicas de moléculas efetoras
de fungos, oomicetos, bactérias e nematoides, além dos mecanismos de defesa das plantas
contra os mesmos (DALIO et al., 2014).

Baseado nesta interacdo constante entre planta-patdgeno (COLL; EPPLE; DANGL,
2011) é que as plantas também evoluiram um mecanismo efetor como um sistema de defesa ao
ataque de agentes patogénicos, por meio de proteinas R (CAVALCANTE et al., 2013) e que
culminam na defesa da planta (OBWALD et al., 2014).

A literatura reporta alguns exemplos de eliciadores de grande relevancia para estudos
de inducdo dos mecanismos de resisténcia de plantas. Um exemplo disso € a proteina harpina,
produzida por bactérias e utilizada nos dias atuais como eliciador comercial, com funcao de
ativar a sintese de moléculas sinalizadoras, como o &cido salicilico, acido jasménico e o etileno
(CLARKE et al., 2005). Alamino et al. (2013) se propuseram a estudar o efeito dos eliciadores
acibenzolar-S-metil e proteina harpina na inducdo de resisténcia contra Colletotrichum
gloeosporioides. Os mesmos concluiram que ambos eliciadores proporcionaram reducdo da
esporulacdo do patdgeno e da lesdo causada nos frutos de macd, bem como o aumento da
atividade da enzima peroxidase.

Zanardo, Pascholati e Fialho (2009) relataram que a levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae contém fracdes indutoras de resisténcia a Colletorichum lagenarium,
guando testadas em cotilédones de pepineiro. Os autores verificaram ainda, que a autoclavagem
do extrato bruto aquoso de S. cerevisiae foi necessaria para a extracdo de moléculas de carater
eliciador, uma vez que estas sdo termoestaveis. Ainda, por cromatografia de troca aniénica
compostos com atividade eliciadora foram purificados. Peng et al. (2004) estudaram plantulas
de pepino tratadas com extrato de pectinase, a partir do produto de fermentacdo de Penicillium
oxalicum, tiveram aumento na atividade das enzimas polifenoloxidase, peroxidase e
fenilalanina amonia-liase relacionadas a defesa contra Cladosporium cucumerinum, doenca
conhecida como sarna em pepino.

A fim de aprimorar os sistemas de cultivo por estratégias alternativas e
economicamente viaveis, além de minimizar o uso de insumos quimicos no controle de
Phytophthora melonis em plantas de pepino, Abkhoo e Sabbagh (2015) concluiram que o
extrato comercial de Ascophyllum nodosum promoveu aumento na atividade das enzimas p-1,3
glucanase, peroxidade, polifenoloxidase, lipoxigenase, fenilalanina amdnia-liase e sintase

galactinol, e aumento no teor de fenois totais e do nivel de trancrigdo de genes de defesa. Os
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autores complementam que o extrato de algas marinhas pode conter moléculas elicitoras que

condiciona a planta a niveis ideais de resisténcia contra agentes patogénicos.

2.4 METODOS DE CROMATOGRAFIA DE FILTRACAO EM GEL E CROMATOGRAFIA
DE TROCA IONICA

O termo cromatografia surgiu das palavras gregas chrom (cor) e grafe (escrever) e foi
estudado em 1906 pelo botanico Mikhail Semenovich Tswett, considerado hoje, como pai da
cromatografia. Embora tenha sido estudada anteriormente por outros pesquisados, a técnica
ficou estagnada até a década de 30, quando foi redescoberta por Tswett. Com 0 avanco
tecnoldgico e o potencial da técnica, a cromatografia se difundiu em varias areas de estudo.
Tswett contribuiu com o desenvolvimento do método ao descrever a separacao de componentes
de extratos de folhas, utilizando colunas de vidro preenchidas com carbonato de calcio (fase
estacionaria) e o éter de petroleo como eluente (fase movel) (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998;
COLLINS, 2006). Como resultado da purificacdo, Tswett observou bandas coloridas separadas
ao longo da coluna, formados no adsorvente, e eluidos em velocidades diferentes, para assim
ocorrer a separacdo dos componentes (ETTRE, 2003).

Posteriormente aos estudos de Tswett, em 1930, Kuhn e Lederer passaram a
aperfeicoar o método de cromatografia em coluna, pela separacéo e identificacdo de xantofilas
da gema do ovo. A coluna empregada para o método apresentou como fase estacionaria o
carbonato de célcio e como fase moével o éter de petroleo. Paralelamente a estes trabalhos,
outros foram desenvolvidos, sempre com o intuito de amplificar e melhorar as aplicacdes da
técnica (COLLINS, 2006).

A técnica cromatogréfica pode ser classificada por critérios de: 1) Classificacdo pela
forma fisica do sistema cromatografico: pode ser dividida em cromatografia de coluna ou
planar; 2) Classificacdo pela fase movel empregada: caracterizada pela cromatografia gasosa,
supercritica e a liquida. A cromatografia liquida pode ainda ser subdividida em a cromatografia
liquida classica (CLC), de modo que, a fase movel é arrastada ao longo da coluna apenas pela
forca da gravidade, e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde se utilizam fases
estacionarias de particulas menores, e com auxilio de uma bomba de alta presséo a fase movel
é eluida; 3) Classificacdo pela fase estacionaria utilizada: séo utilizadas fases estacionarias
solidas, liquidas e quimicamente ligadas; 4) Classificacdo pelo método de separagéo: destacam-
se 0s métodos de adsorgdo, particdo, troca ionica e exclusdo molecular (DEGANI; CASS;
VIEIRA, 1998).
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A cromatografia é considerada como uma ferramenta analitica baseada na separa¢édo
de moléculas e que engloba um conjunto de métodos fisico-quimicos que visam purificar
diferentes componentes de uma amostra (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). A técnica de
cromatografia se destaca por ser um método de andlise de facil separacdo, identificacdo e
quantificacdo das diversas espécies quimicas presentes nos componentes de uma mistura
(COLLINS, 2006), que pode ser empregado na identificacdo de compostos, tal como a
purificacdo de moléculas desejaveis e a separacdo daquelas indesejadas (COLTRO-RONCATO
et al., 2015), com auxilio de padrBes previamente existentes.

A cromatografia esté entre as principais técnicas de anélise e separagdo de substancias,
como fluidos bioldgicos, produtos naturais e sedimentos de rios, devido a sua eficiéncia na
caracterizacdo de moléculas e a capacidade de resolucdo das colunas (LANCAS, 2009).

A separacdo dos componentes de uma mistura estd fundamentada na sua migracao,
que envolve a interacdo destas com duas fases imisciveis que estdo em intimo contato. A fase
movel pode ser uma solucdo de tampéo fosfato, Tris, borato, citrato, entre outras, eluidas por
uma coluna em fluxo continuo, sendo monitorada por um detector de luz ultra-voleta (UV).
Para a purificacdo de proteinas e acidos nucleicos existe um comprimento de onda ja definido,
sendo 280 nm e 260 nm, respectivamente. A coluna preenchida por uma matriz sélida e porosa
é chamada de fase estacionaria, cujo papel é retardar a passagem dos componentes de uma
mistura, resultando em diferentes velocidades de migracao das moléculas carregadas pela fase
movel (COLLINS, 2006).

Inimeros sdo os métodos de separacdo, e podem ser empregados de acordo com 0
objetivo da andlise. No caso da cromatografia gasosa, esta € empregada na separacdo de
componentes volateis como alcoois, cetonas, aldeidos, ao passo que a cromatografia liquida é
utilizada para purificar moléculas como proteinas, aminoacidos, carboidratos, acidos nucléicos,
vitaminas e esteroides (SCOTT, 2003).

Dentro da cromatografia liquida destaca-se a cromatografia de troca idnica, que foi
registrada na literatura, pela primeira vez, pelos quimicos Way e Thompson em 1850, a partir
de observagdes feitas sobre a capacidade do solo em remover ions de aménia e de potéssio. A
sua fase estacionaria possui trocadores anidnicos, com sitios carregados positivamente, retendo
anions, e os trocadores catiénicos, carregados negativamente e retendo cations. As proteinas,
bem como outras moléculas, se ligam aos trocadores de cations e anions de acordo com a sua
afinidade. A variacdo das cargas dos polimeros que apresentam em sua estrutura &cido-base sao
dependentes do pH, o qual pode influenciar na separacdo de uma proteina pelas diferencas de

afinidade entre os trocadores de ions. No processo de eluicdo, a fase movel carrega
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primeiramente as proteinas que tem baixa afinidade pelo trocador de ions, e o eluato é obtido
primeiro, ao contrario das proteinas de maior afinidade em que sua separagdo é retardada pela
interacdo com o trocador (fase estacionaria). Por sua vez, as proteinas que ficaram adsorvidas
a resina sao eluidas através de um gradiente continuo de concentracdo de sal, melhorando a
purificacdo das proteinas (SPADARO, 2006).

A cromatografia de filtracdo em gel, chamada também de exclusdo molecular, separa
as moléculas de acordo com o seu volume hidrodindmico e massa molar. A fase estacionaria se
caracteriza por ser inerte e apresenta caracteristicas que definem a distribuicao e a velocidade
de separacdo das substancias. A matriz (fase estacionéria), por onde a fase mével é eluida, é
formada de poros que interagem com a distribuicdo das particulas, pois aquelas de maior
tamanho migram com velocidade superior e sdo separadas primeiro, ao ser comparada as de
menor tamanho. Isso ocorre porque as moléculas de menor massa molecular penetram nos poros
e percorrem um caminho maior pela fase estacionaria, de maneira que moléculas de maior
massa levam um tempo maior para ser detectada pela UV. Cabe ressaltar que o principio da
purificacdo é obter uma resolucdo de qualidade, e assim, estimar a massa molecular da particula
pela sua posicao registrada no cromatograma (ROTHSCHILD, 2006).

Dada sua importancia, varios sdo os trabalhos reportados na literatura, cujo método
empregado na purificagdo de molécula foi a cromatografia. Meinerz et al. (2014) purificaram e
selecionaram fracOGes de extrato bruto de folhas da planta Adiantum capillus-veneris, por
precipitacdo com sulfato de aménio e cromatografia de filtracdo em gel, e verificaram a
capacidade das mesmas na sintese de fitoalexinas deoxiantocianidinas em mesocotilos de sorgo.
Gongalves et al. (2014) testaram a metodologia de purificacdo de moléculas de carater eliciador,
a partir de fémeas de nematoides fitopatogénicos por cromatografia de filtragdo em gel.

Moreira et al. (2008) purificaram fracGes de extratos alcodlicos de citronela por
cromatografia de filtracdo em gel e por cromatografia de camada delgada, e testaram a inducgéo
de fitoalexinas em sorgo e soja e a atividade antifingica sobre Colletotrichum lagenarium. Di
Piero, Wulff e Pascholati (2006) utilizaram cromatografia de troca idnica para obter fracdes do
fungo shiitake (Lentinula edodes) e avaliaram a atividade de peroxidase no controle de
Colletotrichum lagenarium em mudas de pepino. Bonaldo e Pascholati (2007) purificaram
fracOes de Saccharomyces cerevisiae e avaliaram sua influéncia na germinagéo de conidios e
formacéo de apressorios de Colletotrichum sublineolum e Colletotrichum lagenarium.

Outros trabalhos com cromatografia se referem aos de Temporal (2014), na
caracterizagdo parcial do extrato etanolico de Cymbopogon citratus; Franzener (2011) com a

purificacdo de fracdes a partir do extrato aquoso de Eucalyptus citriodora por cromatografia de
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troca ionica e filtracdo em gel; lurkiv (2009) que avaliou a purificagdo parcial de compostos a
partir Pycnoporus sanguineus por cromatografia de troca idnica e de exclusao molecular; e
Simdes et al. (2005) que purificaram moléculas eliciadoras a partir de esporos de Mucor

ramosissimus por cromatografia de troca i6nica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DA POPULACAO DE NEMATOIDES (Meloidogyne javanica E

Meloidogyne incognita)

As populagGes de M. incognita e M. javanica utilizadas foram obtidas de plantas de
tomateiro cv. ‘Santa Clara’ proveniente de uma propriedade rural localizada no Municipio de
Marechal Candido Rondon, e identificadas com base na configuracéo perineal (HARTMAN;
SASSER, 1985). A manutencédo do inoculo foi feita em vasos plasticos com capacidade de 5 L
contento uma mistura de solo e areia durante o periodo de 2013 e 2015 no Complexo de
Controle Bioldgico e Cultivo Protegido Prof. Dr. Mario César Lopes, pertence a Universidade
Estadual do Oeste do Parana- UNIOESTE, campus Marechal Candido Rondon, Parana.

3.2 EXTRACAO DE FEMEAS DE NEMATOIDES FORMADORES DE GALHAS

As raizes das plantas contendo galhas foram coletadas e a partir destas, com auxilio de
uma agulha, 500 fémeas individuais, de cada espécie de nematoide, foram extraidas e
selecionadas no Laboratdrio de Nematologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana,
campus de Marechal Candido Rondon, Parana. Apo6s a separacdo das mesmas, estas foram
maceradas em 200 pL de tampdo Tris-HCl a 0,5 M, pH 6,8 em tubo para microcentrifuga com
auxilio de um bastéo de vidro. Ap6s, o volume da amostra foi completado para 1 mL com o
mesmo tampdo. Posteriormente, o macerado foi filtrado em filtros de seringa (Millipore) com

0,45 pm de didmetro e o volume da amostra foi ajustado para 2 mL com 0 mesmo tampéo.

3.3 CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA (CTI)

3.3.1 Purificacéo de Eliciadores, a Partir de Nematoides Fitopatogénicos M. incognita e
M. javanica, Através de Cromatografia de Troca Ionica (CTI)

A cromatografia de troca ionica (CT]I) foi realizada em coluna de vidro (5 cm x 20 cm)
preenchida com resina de troca i6nica (UNOsphere™ Q Strong Anion Exchange) (fase
estacionaria), e equilibrada com o tampéo Tris-HCI 0,025 M (pH 7,5) (fase liquida) e o processo

foi conduzido em temperatura ambiente.
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Uma amostra de 1,5 mL da preparacdo foi aplicada e eluida com o tampdo de
equilibrio, com fluxo de 1,5 mL min?, sendo coletadas fracdes de 6 mL. Apés a saida do
material ndo adsorvido, o material retido foi deslocado por gradiente linear de NaCl, no tampao
de equilibrio, nas concentracfes subsequentes de 0 a 100%, sendo que a determinacéo foi
medida pela condutividade elétrica das fragdes eluidas em gradiente salino. O monitoramento
das fracGes proteicas foi detectado em espectrofotdbmetro a 280 nm, e a de carboidratos foi
determinado segundo o método descrito por Lever (1972). As fracGes foram reunidas de acordo
com o perfil de distribuicdo de proteinas e de carboidratos.

Para eliminagdo do NaCl, as fragGes foram dialisadas em membrana de limite de
exclusdo molecular de 12-16 kDa contra polietilenoglicol (PEG) 20.000 em agua destilada em
um volume de 4 L a 4 °C, com 6 horas de intervalo entre as trocas de agua (trés trocas)
(FRANZENER, 2011). As fracdes eluidas somente em tampdo Tris-HCI também foram
concentradas nas membranas de diélise. As aliquotas das fracdes obtidas foram ajustadas para
um volume final de 3 mL com tampdo Tris-HCI 0,05 M (pH 6,8). O tampdo de equilibrio
sempre foi deaerado por bomba de vacuo antes de ser eluido pela coluna.

Deste perfil de eluicdo foram obtidas um total de 12 fracdes para M. javanica e 14
fracGes para M. incognita, que foram testadas quanto a capacidade de induzir as fitoalexinas
gliceolina e faseolina, em cotilédones de soja e hipocétilos de feijoeiro, respectivamente.

3.4 CROMATOGRAFIA DE FILTRACAO EM GEL (CFG)
3.4.1 Metodologia de Calibracéo da Coluna de Filtracdo em Gel

Para a calibracéo da coluna utilizou-se Blue Dextrana (2000 kDa) para determinar o
void volume (V0): 5 mg dissolvido em 2 mL de tampdo Tris-HCI 0,05 M (pH 6,8) (tampé&o de
equilibrio). O grupo de proteinas padréo utilizado foi: tireoglobulina (670 kDa), globulina (158
kDa), ovalbumina (44 kDa), mioglobina (17 kDa) e vitamina B12 (1,35 kDa), solubilizadas em
500 pL de tampdo Tris-HCI. Cerca de 250 uL deste homogeneizado, mais 1.250 uL. de agua
destilada foram aplicadas sobre o leito da coluna e eluida com tampdo de equilibrio. A
cromatografia das proteinas calibrantes foi realizada nas mesmas condi¢des que a cromatografia

das proteinas (mesmo fluxo, absor¢éo ética, tampéo e coluna), conforme descrito a seguir.

3.4.2 Purificacdo De Eliciadores, a Partir De Fémeas De Nematoides Fitopatogénicos M.

incognita e M. javanica, Pela Cromatografia De Filtracdo Em Gel (CFG)
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A cromatografia de filtracdo em gel (CFG) foi realizada em coluna uma coluna de
vidro (1,5 cm x 50,0 cm) preenchida com Sephacryl S-100-HR (Sigma Aldrich), formando um
gel sedimentado (fase estacionaria). A coluna foi equilibrada com tampao Tris-HCI 0,05 M (pH
6,8) (fase mdvel). Aplicou-se 1,5 mL das fragdes reunidas da CTI sobre o leito da coluna, e
eluiu-se com o tampao Tris-HCI 0,05 M (pH 6,8), sendo coletadas fragdes de 1 mL, num fluxo
de 0,5 mL min*t. O monitoramento das fragGes proteicas foi detectado em espectrofotdmetro a
280 nm, e a de carboidratos foi determinado segundo o método descrito por Lever (1972). As
fragdes foram reunidas de acordo com o perfil de distribuicdo de proteinas e de carboidratos.
Os picos de fragdes obtidos de M. javanica foram 63 e de M. incognita foram 58, sendo testados
quanto a capacidade de induzir fitoalexinas gliceolina e faseolina, em cotilédones de soja e
hipocétilos de feijoeiro, respectivamente.

A massa molecular relativa de cada fracdo detectada foi estimada por uma curva de
calibracdo. Para proteina a curva foi construida plotando-se em um gréafico o log das massas
moleculares das proteinas e o quociente do volume de eluigdo dessas proteinas pelo “void
volume” (Ve/Vo) (y = 8867,4e>2%) (Figura 1). A curva padrio de acucares redutores (glicose)
foi obtida pelo método de Lever (1972) (y = 0,0414x-0,0297) (Figura 2).
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Figura 1 - Curva padréo para a determinacdo de massa molecular em coluna de filtracdo em gel
(1,5 cm x 50,0 cm) de Sephacryl S-100-HR. Padrdes moleculares: tireoglobulina (670 kDa),
globulina (158 kDa), ovalbumina (44 kDa), mioglobina (17 kDa) e vitamina B12 (1,35 kDa).
O volume vazio (Vo) da coluna foi determinado com azul de dextrana. Amostra de 1,5 mL
eluidas em Tris-HCI 0,05 M, pH 6,8. Fracdes coletadas de 1 mL, a um fluxo de 0,5 mL min™.
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3.5 ACUCARES REDUTORES

O conteudo de agucares redutores foi determinado pelo método de Lever (1972). A
reagdo envolveu a adigdo de 500 puLL da amostra mais 1,5 mL de solucéo de hidrazida do &cido
p-hidroxibenzoico (PAHBAH) 0,5% (0,5 g de hidrazida do acido p-hidroxibenzoico diluida em
10 mL de HCI 0,5 M e acrescida de 40 mL de NaOH 0,5 M). A mistura foi mantida em banho
maria a 100°C durante 5 min e resfriada em banho de gelo. Para a calibracdo da amostra
utilizou-se 500 pL do tampao Tris HC1 0,05 M (pH: 6,8) mais 1,5 mL de hidrazida do acido p-
hidroxibenzodico. A leitura da absorbancia foi realizada a 410 nm, em espectrofotdmetro,
descontando-se os valores de absorbancia do branco. A quantidade de acglcares foi determinada
utilizando-se curva-padrdo de concentragcOes de glicose, sendo: (y = 0,0414x-0,0297) (Figura
2).
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Figura 2 - Curva padrdo para a dosagem de carboidratos redutores através do método de Lever
(1972).

3.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A metodologia de Bradford (1976) foi empregada para a quantificacdo do conteudo
total de proteinas. Deste modo, foram homogeneizados 750 pL de tampdo Tris-HCI 0,05 M
(pH 6,8), 50 pL da amostra de fémeas de nematoide e 200 pL de reagente de Bradford. O
reagente de Bradford foi preparado em um bal&o volumétrico adicionando-se 250 mg de corante
Coomassie Brilhant Blue G-250, 125 mL de etanol P.A, 250 mL de &cido fosférico (HsPOs) e

completado o volume com agua destilada para 500 mL. Apos adicionar o reagente sob agitacdo
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e incubar por 5 min, foi realizada a leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro. Cada
amostra foi formada por trés réplicas. A absorbancia foi plotada em curva padréo para proteina
com base em albumina de soro bovino (y = 0,0434x + 0,0431, onde y é a absorbancia a 595 nm

e x a concentracdo de proteina (ug)) (Figura 3).
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Figura 3 - Curva padrdo para a dosagem de proteinas através do método de Bradford (1976),

utilizando reagente concentrado.

3.7 BIOENSAIO PARA PRODUCAO DE FITOALEXINAS

3.7.1 Inducdo De Fitoalexinas Em Cotilédones De Soja

Sementes de soja (Glycine max L.), cultivar VMAX, foram sanitizadas em hipoclorito
de sodio 1% (5 min), lavadas em agua destilada e semeadas em bandejas plasticas contendo
areia autoclavada (trés vezes por 1 hora a temperatura de 121 °C e 1 atm). Apos sete dias, 0s
cotilédones, recém-abertos foram destacados para realizacdo do bioensaio.

Os cotilédones destacados foram colocados em placas de Petri (cinco
cotilédones/placa) contendo duas folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas com 1 mL
de agua destilada esterilizada. Em cada cotilédone foi feita uma “cunha” na superficie adaxial,
com o auxilio de um estilete e, em cada uma destas, foi adicionada uma aliquota de 20 pL dos
tratamentos. As placas ficaram incubadas em estufa para BOD, a temperatura de 25 °C, no
escuro, por 20 horas. Apos esse periodo, os cotilédones incisados e tratados foram transferidos
para frascos contendo 15 mL de &gua destilada esterilizada e deixados em agitacdo (agitador

orbital/150 rpm) durante 1 hora, para extracdo da gliceolina. Em seguida, o sobrenadante foi
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lido e a fitoalexina (gliceolina) foi mensurada em espectrofotometro a 285 nm, e posteriormente
os cotilédones foram lavados com &gua destilada, secos e pesados em balanca analitica. O teor
de gliceolina na amostra foi obtido pelo valor de absorbancia dividido pela massa dos
cotilédones (ABS/gmf?). Como tratamento controle foi utilizada a solu¢io tamp&o Tris-HCI
0,05 M e como tratamento padrdo de inducdo foi utilizado a suspensdo de células de
Saccharomyces cerevisiae (20 mg mL? produto comercial Fermento Bioldgico Fresco
Fleishmann) (MEINERZ et al., 2008).

3.7.2 Inducéo De Fitoalexinas Em Hipocotilos De Feijoeiro

Sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) cultivar IPR-Colibri foram sanitizadas em
hipoclorito de sédio 1% por 5 min e lavadas em agua destilada esterilizada, semeadas em
bandejas plasticas contendo areia autoclavada (trés vezes por uma 1 hora a temperatura de 121
°C e 1 atm) e mantidas no escuro. Apds sete dias, segmentos de hipocoétilos estiolados com 0,5
cm foram destacados das plantulas, lavados em agua destilada e secos sobre papel filtro estéril.
Quatro segmentos de hipocétilo de 0,5 cm foram colocados em tubo para microcentrifuga e
imersos em 500 pL das fragGes purificadas. Os tubos foram mantidos a 25 °C no escuro por 48
horas. Os hipocétilos tratados foram transferidos para frascos contendo 4 mL de etanol 80%,
mantidos a 4 °C, por 48 horas, e agitados (agitador orbital/150 rpm) por 1 hora para extracéo
da faseolina. Em seguida, o sobrenadante foi lido e a fitoalexina (faseolina) foi mensurada em
espectrofotdmetro a 280 nm. Em seguida os hipocétilos foram lavados em &gua destilada, secos
e pesados em balanca analitica.

O teor de faseolina na amostra foi obtido pelo valor de absorbancia dividido pela massa
dos cotilédones (ABS/gmf?). Como tratamento controle foi utilizada a solucdo tampéo Tris-
HCI 0,05 M e como tratamento padrdo de indugéo foi utilizado o indutor de defesa vegetal
acibenzolar-S-metil (50 mg i.a. L™!) (Bion ®) (BAILEY; BURDEN, 1983).

3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS DE FITOALEXINA

Os ensaios de fitoalexinas foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, submetidos a analise de variancia e aplicado teste de Scott-
Knott (P < 0,05). A homogeneidade das variancias foi determinada pelo teste de Liliefors. A
transformacédo de dados foi utilizada quando necessaria. O programa utilizado para analise
estatistica foi o software Genes (CRUZ, 2006).
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4. RESULTADOS

4.1. FRACOES OBTIDAS A PARTIR DE FEMEAS DE NEMATOIDE Meloidogyne javanica

A maioria dos picos para carboidratos purificados apresentaram pequena magnitude,
porém, a presenca de um pico de natureza glicidica de maior absorbancia foi registrada
(0,132 nm), sem coincidir com o pico proteico, que corresponde ao material retido na resina.
Como a resina utilizada é de troca anibnica, os carboidratos que ficaram ligados nela
apresentam carga liquida negativa, sendo necessario ser eluidas nas condi¢cdes de NaCl. Para os
demais picos proteicos que coincidiram com os glicidicos, estes foram considerados como
sendo glicoproteicos (Figura 4).

A partir da purificagdo de moléculas de fémeas de nematoides M. javanica por CTI,
as fracdes que apresentaram carater espectrofotométricos semelhantes foram reunidas em trés
fracdes de natureza glicoproteicas (4, 5, 6) e trés de natureza glicidicas (fracGes: 1, 2, 3) para
aquelas ndo ligadas a resina e que apresentam carga liquida positiva. Para as fracGes em que as
moléculas se encontraram ligadas a resina (eluidas contra um gradiente de concentracdo de
NaCl e, em seguida, dialisadas contra dgua destilada) foram registradas trés fracbes de natureza
glicoproteicas (10, 11, 12) e trés de natureza glicidica (7, 8, 9) (FIGURA 4, TABELA 1).
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Figura 4 - Cromatografia de troca idnica a partir de amostras de fémeas de nematoide
Meloidogyne javanica. Uma amostra de 1,5 mL foi aplicada sobre a coluna de vidro (5 cm x 20
cm) preenchida com resina de troca i6nica (UNOsphere™ Q Strong Anion Exchange)
equilibrada e eluida com Tampao Tris-HCI 0,025 M (pH 7,5), sendo coletadas fraces de 6 mL,
num fluxo de 1,5 mL min™t. O material adsorvido foi eluido com gradiente linear de NaCl (0 a
100%) no mesmo tampéo. Proteina (o) foi determinada em 280 nm e carboidradotos (®) pelo
método de Lever (1972). Concentracdes de NaCl (-) foram determinadas indiretamente por
condutividade.

4.1.2 Bioensaio De Fitoalexina Em Hipocotilos De Feijoeiro

As fracdes purificadas pela CTI a partir das fémeas de M. javanica e testadas na
producdo da fitoalexina faseolina em hipocaétilos de feijoeiro, sdo apresentadas na Tabela 1.

Para o teste Scott-Knott, as fragdes 1, 6 e 5 (ndo ligadas a resina) foram agrupadas no
1° grupo, os quais apresentaram caracter eliciador, com potencial ativador da fitoalexina
faseolina, das quais, as concentracdes de proteina total detectadas foram de 0,000 pg mL™,
0,412ug mL? e 0,343 ug mL?, respectivamente. Para teores de carboidratos as concentragoes
obtidas foram 1,249 pg mL?, 2,529 pg mL* e 2,214 pug mL™?, respectivamente. Ainda, para a
fragéo 3, que respondeu de maneira similar ao ASM (acibenzolar-S-metil), os teores de proteina
total e carboidratos foram de 0,000 pug mL* e 0,838 pug mL™, respectivamente. Cabe ressaltar

que para essas fracOes, assim como para as demais agrupadas em outros grupos, as
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concentragdes de carboidratos mostraram-se sempre maiores quando comparados aos de
proteina total.

A quantidade de amostra utilizada para realizar a anélise de proteina total foi de 50 pl,
em funcdo da quantidade disponivel para a realizacdo dos testes. Essa quantidade por sua vez,
pode exercer influéncia na leitura e ndo representar a quantidade real de proteina presente na
amostra.

As fracles 1, 6 e 5 induziram a sintese de faseolina em 35,17%, 29,05% e 28,44%,
respectivamente, maiores em relacdo ao tratamento padrdo de inducdo ASM. Com relagéo a
fracdo 3, esta proporcionou 0 mesmo nivel de inducdo de faseolina que o tratamento padréo.
Para as fragOes 7, 10, 4 e 2 néo foi verificado influéncia na inducdo da fitoalexina, sendo esses
valores semelhantes ao tratamento controle Tris HCI 0,05 M. J4, as fracbes 11, 8, 12 e 9
apresentaram efeito de supressdo na inducdo da fitoalexina faseolina, com porcentagem de

28,06%, 37,00%, 40,68% e 45,95%, respectivamente, menor que o tratamento controle.

Tabela 1 - FragOes, natureza, teor de proteina total (ug mL™), teor de carboidrato (ug mL™) e
acmulo de faseolina em hipocotilos de feijoeiro (nm g.m.f1), tratados com as fragdes
glicoproteicas e glicidicas provenientes da cromatografia de troca idnica (CTI), a partir de
Meloidogyne javanica

FracOes Teor de Proteina Teor de Faseolina
da CTI Natureza Total Carboidrato (280 nmg.m.f.%)
(ug proteinamL™)  (ug glicose mL?) T
1 Glicidica 0,000 1,249 17,68 A
6 Glicoproteica 0,412 2,529 16,88 A
5 Glicoproteica 0,343 2,214 16,80 A
3 Glicidica 0,000 0,838 15,01 B
7 Glicidica 0,000 1,683 11,83C
10 Glicoproteica 0,786 1,852 11,32C
4 Glicoproteica 0,878 1,877 10,90 C
2 Glicidica 0,000 1,128 10,73 C
11 Glicoproteica 0,117 1,732 7,64 D
8 Glicidica 0,000 0,789 6,69 D
12 Glicoproteica 0,343 2,456 6,30 D
9 Glicidica 0,000 1,828 574D
ASM * -- -- -- 13,08 B
Tris HCI ** - - -- 10,62 C
CV % 15

*Acibenzolar-S-metil (50mg i.a. L), utilizado como tratamento padrdo de inducéo; **Solucéo tampdo utilizada
como fase movel na cromatografia (tratamento controle); Teste Scott-Knott a 0,05 %.

Na tentativa de purificar novas fragcbes das fémeas de M. javanica, com potencial

indutor de fitoalexinas, aquelas obtidas pela CTI foram submetidas a CFG, e foi possivel obter
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picos diferentes. Nota-se que os perfis da CFG sdo representados na Tabela 2, cujo total de
fragdes reunidas, de acordo com o perfil de eluicdo, totalizaram em 63 fragdes. O grupo de
moléculas purificadas pela técnica apresentou natureza glicoproteica e glicidica, de massas
moleculares conhecidas, que foram testadas em bioensaio de inducgéo das fitoalexinas faseolina

e gliceolina em feijoeiro e soja, respectivamente.

Tabela 2 - Cromatogramas de fragdes glicoproteicas e glicidicas provenientes da cromatografia

de troca i6nica (CTI) com suas correspondentes fragdes obtidas pela cromatografia de filtracéo

em gel (CFG), a partir de Meloidogyne javanica
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Perfil protéico (lido diretamente a 280 nm de absorbancia) e glicidico (lido indiretamente a 410 nm de absorbancia)
obtido por cromatografia de filtracdo em gel a partir das fracbes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 da cromatografia
de troca ibnica.

A maioria das fragcOes purificadas apresentou em sua composi¢do maior concentragao
de carboidratos do que proteinas, exceto para as fragdes 17 (10,873 ug mLt e 3,326 ug mL™),
33 (7,102 ug mL* e 3,085 ug mL™?), 20 (4,848 pg mL* e 3,930 pg mL?), 26 (6,833 ugmL?te
3,374 ug mL™Y), 36 (4,614 pgmLte 3,423 ygmL?) e 5 (2,793 ug mLte 2,674 ug mL1) em
que a concentracao de proteinas foi maior em relacdo a de carboidratos, respectivamente, todas
de natureza glicoproteica.

A utilizacdo CFG foi eficiente para a purificacdo de compostos provenientes da CTI,
com potencial para atividade sobre os hipocétilos de feijoeiro, embora nem todas as fracGes
tenham apresentado essa mesma propriedade (Tabela 3). Pelo teste Scott-Knott as fracGes 6,
15, 17, 2 e 22 foram agrupadas no | grupo, e indicaram maior potencial de atividade indutora
de faseolina, caracterizadas como sendo eliciadores de natureza glicoproteica, e com valores
médios de 124,59%, 98,68%, 94,06%, 86,14% e 77,56%, respectivamente, maiores que 0
tratamento padrdo de indugdo ASM. Estas fracOes correspondem as obtidas na CTI nédo
adsorvidas na resina (carga positiva).

As fragdes 1 e 5 da CTI, que apresentaram atividade indutora de fitoalexina faseolina,
quando foram submetidas a CFG resultaram nas fragdes 15, 17 e 2 capazes de induzir respostas
de defesa nos hipocotilos de feijoeiro, com massas moleculares em torno de 329,31 kDa, 78,89
kDa e 107,62 kDa, respectivamente. Ja as fragdes 2 (moléculas de carga liquida positiva) e 7

(moléculas de carga liquida negativa) purificadas pela CTI ndo apresentaram efeito indutor de
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faseolina, porém quando submetidas a CFG resultaram nas fracbes 6 e 22 de caréter eliciador,
com massas moleculares de 114,51 kDa e 188,25 kDa, respectivamente.

Com relacdo as fracGes 7 (natureza glicoproteica e massa molecular de 69,66 kDa) 56
(natureza glicidica) e 3 (natureza glicoproteica e massa molecular de 61,52 kDa) obtidas pela
CFG, estas tambeém apresentaram potencial de indugdo de faseolina, com 45,05%, 44,39% e
38,94%, respectivamente, comparado ao tratamento com ASM. A fracdo 7, que demonstrou
potencial de inducéo, corresponde a fracdo 2 da CTI, cuja mesma nao apresentou efeito indutor
de faseolina, ao passo que, a fracdo 56 é correspondente a fracdo 9 (moléculas de carga liquida
negativa) da CTI que teve efeito de supresséo de fitoalexina. Ainda, a fragcdo 3 obtida na CFG,
corresponde a fracdo 1 (moléculas de carga liquida positiva) da CTl, da qual induziu a sintese
de fitoalexina.

As fragbes 33, 20, 10, 27, 34, 16, 26, 29, 36, 55, 1, 54, 45, 24, 42, 40, 41, 21, 38 e 25
apresentaram o mesmo nivel de indugdo de faseolina que o tratamento padrdo ASM, de modo
que, para as de natureza glicoproteica, as massas moleculares sdo conhecidas. As demais
fracdes apresentadas ndo induziram fitoalexinas, sendo os valores semelhantes ao tratamento
controle Tris HCI 0,05 M.

Tabela 3 - FragOes, natureza, teor de proteina total (ug.mL™), massa molecular (kDa), teor de
carboidrato (ug mL™?) e acimulo de faseolina em hipocétilos de feijoeiro (nm g.m.f?), tratados
com as fracdes glicoproteicas e glicidicas provenientes da cromatografia de filtracdo em gel
(CFQ), a partir de Meloidogyne javanica

Teor de

~ Teor de Proteina Massa : Faseolina
g;a(g:(l):eé Natureza Total Molecular cénggiigiteo (280

(g proteina mL™) (kDa) mL- 1) nmg.m.f. )
6 Glicoproteica 1,142 114,51 3,229 13,61 A
15 Glicoproteica 0,159 329,31 3,882 12,04 A
17 Glicoproteica 10,873 78,89 3,326 11,76 A
2 Glicoproteica 0,505 107,62 2,626 11,28 A
22 Glicoproteica 3,869 188,25 4,220 10,76 A
7 Glicoproteica 1,280 69,66 3,471 8,79B
56 Glicidica 0,000 -- 3,471 8,75B
3 Glicoproteica 0,067 61,52 2,457 8,42B
33 Glicoproteica 7,102 166,25 3,085 7,44 C
20 Glicoproteica 4,848 101,13 3,930 6,69 C
10 Glicoproteica 0,820 57,81 4,002 6,44 C
27 Glicoproteica 0,659 37,42 4,147 6,41C
34 Glicoproteica 0,159 54,33 3,519 6,21 C
16 Glicoproteica 1,392 114,51 3,664 6,19C
26 Glicoproteica 6,833 176,91 3,374 6,13C
29 Glicoproteica 0,113 176,91 3,302 594C

36 Glicoproteica 4,614 213,16 3,423 593C
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55 Glicidica 0,000 -- 2,940 584C
1 Glicoproteica 0,243 156,24 2,698 5,69 C
54 Glicidica 0,000 -- 3,205 558C
45 Glicidica 0,000 -- 3,278 555C
24 Glicoproteica 1,964 176,91 3,205 552C
42 Glicidica 0,000 -- 3,060 543C
40 Glicidica 0,000 -- 2,795 539C
41 Glicidica 0,000 -- 2,867 530C
21 Glicoproteica 0,947 47,98 2,988 527C
38 Glicidica 0,000 -- 3,109 526 C
25 Glicoproteica 0,059 47,98 3,471 524C
46 Glicidica 0,000 -- 2,795 521D
49 Glicidica 0,000 -- 2,360 521D
39 Glicidica 0,000 -- 3,205 509D
8 Glicoproteica 0,455 42,37 4,002 502D
37 Glicoproteica 0,059 54,33 3,616 499D
12 Glicoproteica 0,021 107,62 3,036 499D
47 Glicidica 0,000 -- 3,616 499D
4 Glicoproteica 0,044 33,04 4,002 495D
52 Glicidica 0,000 -- 2,964 495D
31 Glicoproteica 0,417 2.123,97 3,640 487D
61 Glicidica 0,000 -- 0,790 485D
30 Glicoproteica 0,113 54,33 3,036 485D
35 Glicoproteica 0,466 2.989,25 4,002 481D
13 Glicoproteica 0,021 89,31 3,616 4,75D
53 Glicidica 0,000 -- 2,529 4,73D
59 Glicidica 0,000 -- 2,481 4,70 D
18 Glicoproteica 0,521 42,37 3,688 4,68 D
50 Glicidica 0,000 -- 2,577 4,65D
57 Glicidica 0,000 - 3,930 461D
44 Glicidica 0,000 -- 2,981 459D
5 Glicoproteica 2,793 188,25 2,674 457D
32 Glicoproteica 0,348 188,25 3,254 455D
28 Glicoproteica 0,267 2.723,24 2,988 449D
14 Glicoproteica 0,036 42,37 3,809 445D
63 Glicidica 0,000 - 1,200 442D
23 Glicoproteica 0,924 42,37 3,205 440D
51 Glicidica 0,000 - 2,601 431D
19 Glicoproteica 0,735 200,32 3,688 429D
60 Glicidica 0,000 - 2,360 422D
11 Glicoproteica 0,498 29,19 2,263 4,18 D
62 Glicidica 0,000 - 1,635 4,17D
48 Glicidica 0,000 -- 2,432 4,16 D
58 Glicidica 0,000 - 2,312 4,07D
43 Glicidica 0,000 -- 3,713 4,07D
9 Glicoproteica 0,659 121,86 3,785 3,96 D
ASM* -- -- -- -- 6,06 C
TrisHCI* -- -- -- -- 4,75D
CV % 16
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*Acibenzolar-S-metil (50 mg i.a. L), utilizado como tratamento padréo de inducdo; **Solugdo tampéao utilizada
como fase movel na cromatografia (tratamento controle); Teste Scott-Knott a 0,05 %.

4.1.3. Bioensaio De Fitoalexina Em Cotilédones De Soja

As fracdes purificadas pela cromatografia de troca ionica a partir das fémeas de M.
javanica e testadas na producdo da fitoalexina gliceolina em cotilédone de soja, sdo
apresentadas na Tabela 4.

Com base no teste Scott-Knott, a fracdo 12 (ligada a resina), de natureza glicoproteica,
agrupada no 1° grupo, apresentou concentracdes de proteina total e carboidrato em 0,343 pg
mL™ e 2,456 pg mL, respectivamente. Para as fragdes 8 e 9 (ndo ligadas a resina), ambas de
natureza glicidica, foram agrupadas no 2° grupo, sendo os teores de proteina total de 0,0 pg mL"
1 20,0 ug mL* e carboidratos 0,789 ug mL™ e 1,828 pug mL™?, respectivamente. De maneira
complementar para todas as fracdes testadas no ensaio de fitoalexina, as concentracdes de
carboidratos mostraram-se sempre maiores em relacdo aos valores de proteina total (Tabela 4).

O tratamento padrdo de indugéo (Saccharomyces cerevisiae), reconhecido como indutor
de fitoalexinas em soja (LABANCA, 2002), apresentou maior nivel de inducéo de gliceolina.
Para tanto, as fracdes 12, 8 e 9 também apresentaram efeito indutor da fitoalexina, porém com
valores 17,39%, 56,52% e 60,87% respectivamente, menores que o tratamento padrdo. Os
teores de proteina total e carboidratos encontrados para a fracio 8 foram de 0,000 ug mL* e
0,789 pg mL™:, respectivamente, e para a fragdo 9 foram de 0,000 pg mL*e 1,828 pug mL™.
Ainda, verifica-se que para ambas nao foi registrado teor de proteinas totais, mas somente de
carboidratos, provavelmente por serem de natureza glicidica. Com relacéo as fracdes 11, 5 e 4,
néo foi observado efeito indutor de gliceolina, sendo esses valores semelhantes ao tratamento
controle Tris HCI 0,05 M. Para as fragdes 2, 7, 6, 10, 3, 1, estas suprimiram a inducéo da
fitoalexina gliceolina em 39,28%, 58,93%, 62,50%, 96,43%, 96,43%, 98,21%,

respectivamente, em relacdo ao tratamento controle.



50

Tabela 4 - Fragbes, natureza, teor de proteina total (ug mL™), teor de carboidrato (ug mL™) e
acumulo de gliceolina em cotilédones de soja (hm g.m.f.1), tratados com as fracOes
glicoproteicas e glicidicas provenientes da cromatografia de troca iénica (CTI), a partir de
Meloidogyne javanica

N Teor de Proteina Teor de .
';?(éo.l?ls Natureza Total Car_boidrato (ZS%I:ES.I::. ?._1)
(ug proteinamL™)  (ug glicose mL™)

12 Glicoproteica 0,343 2,456 0,19B

8 Glicidica 0,000 0,789 0,10B

9 Glicidica 0,000 1,828 0,09B

11 Glicoproteica 0,117 1,732 0,06 C

5 Glicoproteica 0,343 2,214 0,06 C

4 Glicoproteica 0,878 1,877 0,06 C

2 Glicidica 0,000 1,128 0,03D

7 Glicidica 0,000 1,683 0,02D

6 Glicoproteica 0,412 2,529 0,02D

10 Glicoproteica 0,786 1,852 0,02D

3 Glicidica 0,000 0,838 0,02D

1 Glicidica 0,000 1,249 0,01 D

Tris HCI* -- -- -- 0,56 C

Saccha}rpmyffs B B B 0.23 A

cerevisiae
CV % 15

*Solucdo tampao utilizada como fase mével na cromatografia (tratamento controle); ** Saccharomyces
cerevisiae (Fermento Bioldgico Fresco Fleishmann) (20 mg mL™?), utilizado como tratamento padréo de indugéo;
Teste Scott-Knott a 0,05 %.

Em cotilédones de soja as fracdes da CFG também se mostraram eficientes, sendo que
as fragcOes 7, 17 e 26 foram inseridas no | grupo segundo o teste Scott-Knott, e apresentaram
atividade de gliceolina superior ao tratamento padrdo indutor S. cerevisiae em 421,05%,
410,53% e 289,47%, respectivamente (Tabela 5). As fracdes 7 e 17 apresentam massas
moleculares de 69,66 kDa e 78,89 kDa e correspondem as fragfes 2 e 5 (ndo ligadas a resina da
CTI), que ndo induziram a sintese da fitoalexina. Em relacéo a fragdo 26 de massa molecular
de 176,91 kDa, esta corresponde a fracdo 9 da CTlI, a qual se encontrava, inicialmente, ligada a
resina de CTI. Os resultados indicam que para esta fracdo ndo houve perda de compostos
eliciadores durante a fase de dialise pela membrana, ja que o limite de exclusdo molecular da
mesma € de 12 a 16 kDa, o que normalmente por vir a ocorrer durante o procedimento de

remocdo do sal da amostra (Tabela 5).
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Tabela 5 — FragBes, natureza, teor de proteina total (ug mL™), massa molecular (kDa), teor de
carboidrato (ug mL™t) e acimulo de gliceolina em cotilédones de soja (nm g.m.f."%), tratados
com as fragdes glicoproteicas e glicidicas provenientes da cromatografia de filtracdo em gel
(CFQ), a partir de Meloidogyne javanica

Teor de Teor de
~ Proteina Massa . Gliceolina
g;ag?:eé Natureza Total Molecular (iﬁgbgl'i‘igeo (285 nm
(Mg proteina (kDa) mL) g.m.f.%)
mL?)

7 Glicoproteica 1,280 69,66 3,471 0,99 A
17 Glicoproteica 10,873 78,89 3,326 0,97 A
26 Glicoproteica 6,833 176,91 3,374 0,74 A
3 Glicoproteica 0,067 61,52 2,457 0,73 B
2 Glicoproteica 0,505 107,62 2,626 0,63C
33 Glicoproteica 7,102 166,25 3,085 0,61C
13 Glicoproteica 0,021 89,31 3,616 0,55C
6 Glicoproteica 1,142 114,51 3,229 0,54C
36 Glicoproteica 4,614 213,16 3,423 045C
10 Glicoproteica 0,820 57,81 4,002 045C
22 Glicoproteica 3,869 188,25 4,220 0,34C
24 Glicoproteica 1,964 176,91 3,205 0,31C
20 Glicoproteica 4,848 101,13 3,930 0,27C
5 Glicoproteica 2,793 188,25 2,674 0,24C
29 Glicoproteica 0,113 176,91 3,302 0,22C
16 Glicoproteica 1,392 114,51 3,664 0,21D
19 Glicoproteica 0,735 200,32 3,688 0,21 D
25 Glicoproteica 0,059 47,98 3,471 0,18 D
23 Glicoproteica 0,924 42,37 3,205 0,17D
37 Glicoproteica 0,059 54,33 3,616 0,17D
14 Glicoproteica 0,036 42,37 3,809 0,16 D
30 Glicoproteica 0,113 54,33 3,036 0,16 D
8 Glicoproteica 0,455 42,37 4,002 0,15E
21 Glicoproteica 0,947 47,98 2,988 0,14E
39 Glicidica 0,000 -- 3,205 0,14E
41 Glicidica 0,000 -- 2,867 0,14E
18 Glicoproteica 0,521 42,37 3,688 0,14E
42 Glicidica 0,000 -- 3,060 0,14 E
27 Glicoproteica 0,659 37,42 4,147 0,14E
12 Glicoproteica 0,021 107,62 3,036 0,13E
43 Glicidica 0,000 -- 3,713 0,13E
34 Glicoproteica 0,159 54,33 3,519 0,12 E
11 Glicoproteica 0,498 29,19 2,263 0,12E
40 Glicidica 0,000 -- 2,795 0,12 E
44 Glicidica 0,000 -- 2,891 0,12 E
32 Glicoproteica 0,348 188,25 3,254 0,12 E
53 Glicidica 0,000 -- 2,529 0,11 E
59 Glicidica 0,000 -- 2,481 0,11 E
51 Glicidica 0,000 -- 2,601 0,11 E
48 Glicidica 0,000 -- 2,432 0,11 E

55 Glicidica 0,000 - 2,940 0,11 E
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63 Glicidica 0,000 -- 1,200 0,11 E

9 Glicoproteica 0,659 121,86 3,785 0,11 E

49 Glicidica 0,000 -- 2,360 011E

4 Glicoproteica 0,044 33,04 4,002 0,11 E

28 Glicoproteica 0,267 2.723,24 2,988 0,10 E

52 Glicidica 0,000 -- 2,964 0,10E

50 Glicidica 0,000 -- 2,577 0,10 E

38 Glicidica 0,000 -- 3,109 0,10E

57 Glicidica 0,000 -- 3,930 0,10 E

46 Glicidica 0,000 -- 2,795 0,10E

54 Glicidica 0,000 -- 3,205 0,10 E

61 Glicidica 0,000 -- 0,790 0,10E

62 Glicidica 0,000 -- 1,635 0,10 E

31 Glicoproteica 0,417 2.123,97 3,640 0,09E

1 Glicoproteica 0,243 156,24 2,698 0,09E

58 Glicidica 0,000 -- 2,312 0,09E

45 Glicidica 0,000 -- 3,278 0,09E

35 Glicoproteica 0,466 2.989,25 4,002 0,09 E

56 Glicidica 0,000 -- 3,471 0,09E

15 Glicoproteica 0,159 329,31 3,882 0,09E

47 Glicidica 0,000 -- 3,616 0,09E

60 Glicidica 0,000 -- 2,360 0,08 E
Tris HCI* -- -- -- -- 0,09E
Saccha}rpmyffs . . . 019D

cerevisiae
CV % 16

*Solucdo tampéo utilizada como fase mével na cromatografia (tratamento controle); ** Saccharomyces
cerevisiae (Fermento Bioldgico Fresco Fleishmann) (20 mg mL™?), utilizado como tratamento padréo de indugéo;
Teste Scott-Knott a 0,05 %.

A fracdo 3, de natureza glicoproteica (61,52 kDa), agrupada no 2° grupo, também
apresentou resposta indutora de gliceolina, com valor médio de 284,21% a mais em relacdo ao
tratamento padrdo com S. cerevisiae. A mesma corresponde a fracdo 1 da CTI, em que nesta
ndo foi verificada atividade de indutora de fitoalexina, mas sim supressora (Tabela 4).

Em relacdo ao 3° grupo, encontram-se as fragoes (todos com suas respectivas massas
moleculares): 2 (107,62 kDa), 33 (166,25 kDa), 13 (89,31 kDa), 6 (114,51 kDa), 36 (213,16
kDa), 10 (57,81 kDa), 22 (188,25 kDa), 24 (176,91 kDa), 20 (101,13 kDa), 5 (188,25 kDa) e
29 (176,91 kDa), que apresentaram atividade indutora de gliceolina, com 231,58%, 221,05%,
189,47%, 184,21%, 136,84%, 136,84%, 78,95%, 63,16%, 42,10%, 26,31% e 15,79%,
respectivamente, maiores que o tratamento S. cerevisiae. As fracdes da CTI correspondentes a
estas, estdo apresentadas na Tabela 2. Cabe ressaltar, que as fracfes 36 e 37 da CFG resultaram
em uma menor atividade de gliceolina ao serem comparadas a fragdo 12 obtida inicialmente

pela CTI, que apresentou 0 mesmo nivel de inducéo que o tratamento padrdo. Desta maneira, a



53

resposta de defesa promovida ap6s o processo de separacdo pela CFG resultou em fracdes de
baixa eficiéncia na producéo de gliceolina.

As fragbes 16, 19, 25, 23, 37, 14 e 30 proporcionaram o mesmo nivel de inducgéo de
gliceolina que o tratamento padrdo. De maneira complementar, todas as fracdes indutoras de
fitoalexina mencionadas acima apresentam como caracteristica natureza glicoproteica. Para as
demais fracOes, agrupadas no 5° grupo, elas se mostraram ineficientes quanto a inducéo da

sintese de fitoalexina em cotilédones de soja, sendo esses valores semelhantes ao tratamento

controle Tris HCI 0,05 M (Tabela 5).

4.2. FRACOES OBTIDAS A PARTIR DO NEMATOIDE Meloidogyne incognita
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Figura 5 - Cromatografia de troca ibnica a partir de amostras de fémeas de nematoide
Meloidogyne incognita. Uma amostra de 1,5 mL foi aplicada sobre a coluna de vidro (5 cm X
20 cm) preenchida com resina de troca ionica (UNOsphere™ Q Strong Anion Exchange)
equilibrada e eluida com Tampao Tris-HCI 0,025 M (pH 7,5), sendo coletadas fracGes de 6 mL,
num fluxo de 1,5 mLmint. O material adsorvido foi eluido com gradiente linear de NaCl (0 a
100 %) no mesmo tamp&o. Proteina (o) foi determinada em 280 nm e carboidradotos (®) pelo
método de Lever (1972). Concentracdes de NaCl (-) foram determinadas indiretamente por

condutividade.
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A CTI, eluida com o tampéo Tris HCI, permitiu obter um perfil com fragdes de caréater
espectrofotométrico semelhantes. Em um primeiro momento, foram coletadas as fracGes ndo
ligadas a resina, sendo quatro fracdes de natureza glicoproteica (1, 2, 3 e 4) e trés fracOes de
natureza glicidica (5, 6 e 7), logo, as mesmas apresentam carga liquida positiva. As fragdes que
ficaram retidas a resina (eluidas contra um gradiente de concentracdo de NaCl e, em seguida,
dialisadas contra agua destilada) foram separadas em uma frac&o de natureza glicoproteica (10)
e em seis fracbes glicidicas (8, 9, 11, 12, 13 e 14), caracterizadas como sendo moléculas de
carga liquida negativa (Figura 5, Tabela 6). Assim, os picos proteicos coincidentes com picos

de acUcares redutores sdo glicoproteinas.

4.2.1. Bioensaio De Fitoalexina Em Hipocotilos De Feijoeiro

As fragOes purificadas pela cromatografia de troca ionica a partir das fémeas de
Meloidogyne incognita e testadas na producdo da fitoalexina faseolina, em hipocotilos de
feijoeiro, sdo apresentadas na Tabela 6.

A fracdo 8 induziu a sintese de faseolina, com valor médio 93,77% maior que 0
tratamento padrdo de inducdo ASM (acibenzolar-S-metil). Com relacéo as fracGes 13, 10 e 11
o efeito indutor de fitoalexina foi 51,44%, 40,25% e 34,66% maior em relagdo ao ASM, assim
como para as fracGes 9, 14 e 12, que apresentaram o mesmo nivel de inducdo de faseolina
(25,24%, 22,20% e 15,17%) que 0 ASM.

Com relacdo as fracdes 5 e 7, ndo foi reportado inducéo da sintese de fitoalexinas nos
hipocoétilos de feijoeiro, sendo esses valores semelhantes ao tratamento controle (Tris HCI 0,05
M). As fragdes 2, 3, 4, 6 e 1 suprimiram a indugdo da fitoalexina faseolina, com valores 17,97%,

19,92%, 29,69%, 33,98% e 36,52%, respectivamente, menores que o tratamento controle.
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Tabela 6 — Fragdes, natureza, teor de proteina total (ug mL™), teor de carboidrato (ug mL™?) e
acumulo de faseolina em hipocoétilos de feijoeiro (nm g.m.f.1), tratados com as fracoes
glicoproteicas e glicidicas provenientes da cromatografia de troca iénica (CTI), a partir de
Meloidogyne incognita

FracOes Teor de Proteina Teor de Faseolina
da CTI Natureza Total Carboidrato (280 nm g.m.f.%)
(ug proteinamL™)  (ug glicose mL™?) T
8 Glicidica 0,000 1,249 12,13 A
13 Glicidica 0,000 0,886 9,48 B
10 Glicoproteica 0,624 0,789 8,78 B
11 Glicidica 0,000 1,611 8,43 B
9 Glicidica 0,000 1,877 7,84 C
14 Glicidica 0,000 1,369 7,65C
12 Glicidica 0,000 1,128 7,21C
5 Glicidica 0,000 0,862 503D
7 Glicidica 0,000 1,079 4,74 D
2 Glicoproteica 0,555 1,200 4,20 E
3 Glicoproteica 0,279 0,838 4,10 E
4 Glicoproteica 0,302 0,959 3,60 E
6 Glicidica 0,000 0,862 3,38E
1 Glicoproteica 0,624 1,079 3,25 E
Tris HCI* -- - -- 512D
ASM** -- - -- 6,26 C
CV % 16

*Solucdo tampao utilizada como fase mével na cromatografia (tratamento controle); **Acibenzolar-S-metil (50
mg i.a. L), utilizado como tratamento padrdo de indugdo; Teste Scott-Knott a 0,05 %.

Com o intuito de purificar novas fracdes de caréater eliciador a partir de fémeas de M.
incognita, com atividade indutora de fitoalexinas, as fracdes obtidas pela CTI foram submetidas
a CFG. Pelos perfis da cromatografia de filtracdo em gel (CFG) representados na Tabela 7,
pode-se verificar a separacdo de 58 fragdes. O grupo de moléculas purificadas apresentaram
natureza glicoproteica e glicidica, de massas moleculares conhecidas, as quais, foram testadas
em bioensaios de inducdo das fitoalexinas faseolina e gliceolina em feijoeiro e soja,

respectivamente.
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Tabela 7 - Cromatograma de fracdes proteicas e glicidicas provenientes da cromatografia de
troca idnica (CTI) com suas correspondentes fragdes obtidas pela cromatografia de filtracdo em
gel (CFG), a partir de Meloidogyne incognita
Fracbes FracOes
daCTl daCFG
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Perfil protéico (lido diretamente a 280 nm de absorbancia) e glicidico (lido indiretamente a 410 nm de absorbancia)
obtido por cromatografia de filtracdo em gel a partir das fracbes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14 da
cromatografia de troca ibnica.

As fracdes purificadas apresentaram em sua composi¢cdo maior concentracdo de
carboidratos do que proteinas, exceto as fragdes 56 (4,114 pgmL2e 2,167 pgmL™?), 13 (11,987
g mL? e 1,949 pg mLt), 51 (3,800 pug mL? e 2,553 pug mL™?), 17 (9,214 pg mL? e 1,031ug
mL1), 10 (9,076 pg mLt e 3,302 pg mL™?), 34 (14,929 pg mLte 1,176 ug mLY), 1 (1,211 pg
mL?t e 0,959 pug mL?t) e 22 (8,477 pg mL* e 1,273 pg mL™?) em que a concentragdo de
proteinas foi maior em relacdo a de carboidratos, respectivamente, todas de natureza
glicoproteica.

Quando as fracbes da CTI foram submetidas a CFG, a purificacao resultou em fragdes
com diferentes caracteristicas, como de indutoras, ou de baixa e/ou sem atividade de fitoalexina.
Desta maneira, o tratamento padrdo ASM demonstrou maior resposta de inducéo de faseolina
em relacdo as demais fragdes testadas, ndo havendo, portanto, moléculas caracterizadas como
eliciadores. As fragdes 56, 50, 19, 23, 58, 38, 57, 24, 29 e 13, agrupadas no 2° grupo, ndo
apresentaram efeito indutor de fitoalexina, sendo os valores inferiores a0 ASM. Com relagao
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as fracdes do 3° grupo, também ndo foi reportada inducéo da sintese de gliceolina, sendo esses
valores semelhantes ao tratamento controle.

Para as fragcdes agrupadas no 4° e 5° grupos, estas suprimiram a inducéo da fitoalexina
nos hipocotilos de feijoeiro. As massas moleculares de cada fracdo sdo apresentadas na
Tabela 8. Portanto, sugere-se que para esta condicdo estudada, a CFG néo foi eficiente na
separacdo de compostos, provenientes das fracbes de CTI, com atividade eliciadora de

fitoalexina em feijoeiro.

Tabela 8 - FracOes, natureza, teor de proteina total (ug mL™), massa molecular (kDa), teor de
carboidrato (ug mL™) e acimulo de faseolina em hipocétilos de feijoeiro (nm g.m.f."1), tratados
com as fragdes glicoproteicas e glicidicas provenientes da cromatografia de filtracdo em gel
(CFG), a partir de Meloidogyne incognita

Teor de
Fracdes Proteina Massa Teor de Faseolina
da OFG Natureza Total Molecular Car_bmdrato (280
(ug proteina mL- (kDa) (ug glicose mL'Y) nm g.m.f.?)
1
)
56 Glicoproteica 4,114 176,91 2,167 8,29 B
50 Glicidica 0,000 -- 3,737 8,11B
19 Glicoproteica 0,028 42,37 2,650 7,92B
23 Glicoproteica 0,059 61,52 2,650 7,81B
58 Glicidica 0,000 -- 2,167 7,70 B
38 Glicoproteica 0,205 156,24 1,514 7,44 B
57 Glicoproteica 0,090 47,98 2,094 7,14 B
24 Glicidica 0,000 -- 1,370 7,04 B
29 Glicidica 0,000 -- 2,601 6,99 B
13 Glicoproteica 11,987 146,83 1,949 6,81 B
54 Glicidica 0,000 -- 5,065 6,28 C
4 Glicidica 0,000 -- 0,838 6,16 C
40 Glicidica 0,000 -- 4,341 6,15 C
16 Glicidica 0,000 -- 2,167 6,13C
8 Glicidica 0,000 -- 2,167 6,00 C
48 Glicoproteica 0,059 47,98 3,254 594C
26 Glicoproteica 0,551 156,24 2,650 593C
27 Glicoproteica 0,067 61,52 1,587 587C
49 Glicidica 0,000 -- 4,486 578 C
44 Glicoproteica 0,082 54,33 2,553 577C
51 Glicoproteica 3,800 200,32 2,553 575C
53 Glicidica 0,000 -- 4,944 572C
17 Glicoproteica 9,214 121,86 1,031 571C
9 Glicidica 0,000 -- 2,940 5,60 C
37 Glicidica 0,000 -- 2,070 555C
28 Glicidica 0,000 -- 1,490 544 C
10 Glicoproteica 9,076 137,98 3,302 538C
47 Glicoproteica 1,733 188,25 2,601 534 C

39 Glicoproteica 0,167 54,33 3,930 532C
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34 Glicoproteica 14,929 188,25 1,176 532C
11 Glicoproteica 0,036 42,37 1,708 532C
52 Glicoproteica 0,059 42,37 3,085 507D
3 Glicidica 0,000 -- 1,780 5,06 D
36 Glicidica 0,000 -- 3,254 4,72D
30 Glicoproteica 0,604 146,83 3,339 4,69 D
12 Glicidica 0,000 -- 1,853 4,67D
7 Glicoproteica 0,182 37,42 1,128 4,66 D
5 Glicoproteica 0,044 156,24 3,036 459D
15 Glicoproteica 0,075 61,52 1,684 432D
20 Glicidica 0,000 -- 1,611 4,13 E
41 Glicidica 0,000 -- 4,365 4,09 E
2 Glicoproteica 0,013 69,66 1,345 4,08 E
1 Glicoproteica 1,211 200,32 0,959 4,06 E
33 Glicidica 0,000 -- 2,650 4,06 E
46 Glicidica 0,000 -- 2,722 387E
25 Glicidica 0,000 -- 1,635 385E
32 Glicidica 0,000 -- 3,302 3,67E
35 Glicoproteica 0,228 54,33 3,254 3,62 E
42 Glicoproteica 0,044 176,91 2,722 3,58 E
45 Glicidica 0,000 -- 2,722 350E
22 Glicoproteica 8,477 146,83 1,273 344 E
21 Glicidica 0,000 -- 1,080 337E
31 Glicoproteica 0,090 61,52 2,650 3,09 E
Tris HCI* -- -- -- 518C
ASM** -- -- -- 10,89 A
CV % 19

*Solugdo tampdo utilizada como fase movel na cromatografia (tratamento controle); **Acibenzolar-S-metil
(50mg i.a. L1, utilizado como tratamento padréo de inducéo; Teste Scott-Knott a 0,05 %.

4.2.2. Bioensaio De Fitoalexina Em Cotilédones De Soja

As fracdes purificadas pela cromatografia de troca idnica a partir das fémeas de M.
incognita e testadas na producdo da fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja, sdo
apresentadas na Tabela 9.

As fracbes 9, 8, 14 e 13 (ligadas a resina), todas de natureza glicidica, induziram a
sintese de gliceolina, com valores 52,63%, 31,58%, 26,31% e 21,05% maiores em relacdo ao
tratamento padrdo de inducdo S. cerevisiae. Em relacdo as fracdes 11, 12 e 10 (ligadas a resina),
1 e 2 (ndo ligadas a resina), estas apresentaram o mesmo nivel de inducéo de gliceolina (10,53%,
5,26%, 5,26%, 5,26% e 10,53%), respectivamente, comparado ao tratamento padrdo. Para as
fraces 4, 7, 5, 3 e 6 ndo foi verificada influéncia na inducéo da fitoalexina, sendo esses valores

semelhantes ao tratamento controle (Tris HCI 0,05 M).
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Tabela 9 — FragBes, natureza, teor de proteina total (ug mL™), teor de carboidrato (ug mL™?) e
acumulo de gliceolina em cotilédones de soja (nm g.m.f.1), tratados com as fracOes
glicoproteicas e glicidicas provenientes da cromatografia de troca iénica (CTI), a partir de
Meloidogyne incognita

N Teor de Proteina Teor de .
E;a‘éOTef Natureza Toyal Car_boidrato (28C55 Ir:(r:rfgl.lnqisl)
(ug proteinamL™)  (ug glicose mL™)
9 Glicidica 0,000 1,877 0,29 A
8 Glicidica 0,000 1,249 0,25 A
14 Glicidica 0,000 1,369 0,24 A
13 Glicidica 0,000 0,886 0,23 A
11 Glicidica 0,000 1,611 0,21B
12 Glicidica 0,000 1,128 0,20B
10 Glicoproteica 0,624 0,789 0,20 B
1 Glicoproteica 0,624 1,079 0,20 B
2 Glicoproteica 0,555 1,200 0,17B
4 Glicoproteica 0,302 0,959 0,08 C
7 Glicidica 0,000 1,079 0,04 C
5 Glicidica 0,000 0,862 0,04 C
3 Glicoproteica 0,279 0,838 0,03C
6 Glicidica 0,000 0,862 0,02C
Tris HCI* -- -- -- 0,04 C
Saccha_r(_)m);(;es B B B 0,19 B
cerevisiae
CV % 27

*Solucdo tampdo utilizada como fase mével na cromatografia (tratamento controle); ** Saccharomyces
cerevisiae (Fermento Bioldgico Fresco Fleishmann) (20 mg mL™?), utilizado como tratamento padréo de indugéo;
Teste Scott-Knott a 0,05 %.

As fracBes 18, 17 e 14 purificadas por CFG, com massas moleculares de 61,52 kDa,
121,86 kDa e 78,89 kDa, apresentaram 0 mesmo nivel de inducéo de gliceolina que o tratamento
padrdo com S. cerevisiae. As fracdes 18 e 17 correspondem a fracdo 5, ndo ligadas a resina da
CTI, que ndo apresentaram atividade indutora de gliceolina. O mesmo foi observado para a
fracdo 14 da CFG, que é referente a fracdo 4 da CTI. Desta maneira, a CFG foi eficiente na
separacdo de compostos provenientes das fracdes da CTI com caracteristicas indutoras. Cabe
ressaltar que, para estas fracbes, a concentracdo de carboidratos foi sempre maior que a de
proteinas totais (Tabela 10).

Ao testar as fragdes 47 (188,25 kDa), 34 (188,25 kDa), 46 (--), 13 (146,83 kDa), 22
(146,83 kDa), 52 (42,37 kDa) e 10 (137,98 kDa), com suas respectivas massas moleculares
conhecias, verificou-se efeito indutor de fitoalexina, porém com valores inferiores as fracoes
agrupadas no 1° grupo. Todas as fragdes apresentam natureza glicoproteica, exceto a fracéo 46

que é glicidica. As fragBes 13, 22 e 10 correspondem as fracdes 4, 6 e 3 da CTl, e que quando
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testadas nos ensaios de fitoalexinas nao foi verificado atividade das mesmas nos cotilédones de

soja.

As fracdes, agrupadas no 4° grupo se mostraram ineficientes na inducao da sintese de

fitoalexina em cotilédones de soja, sendo esses valores semelhantes ao tratamento controle Tris

HCI 0,05 M, enquanto que aquelas agrupadas no 5° grupo apresentaram efeito de supresséo de

indugéo da fitoalexina gliceolina.

Tabela 10 — Fragbes, natureza, teor de proteina total (ug mL™), massa molecular (kDa), teor de
carboidrato (ug mL™) e acimulo de gliceolina em cotilédones de soja (nm g.m.f."%), tratados
com as fragdes glicoproteicas e glicidicas provenientes da cromatografia de filtracdo em gel
(CFG), a partir de Meloidogyne incognita

Fracoes Teor de Proltelna Massa TEOF dde Gliceolina
da CFG Natureza ( Tro(;[i (na Molecular %ar Ollicgao (285 nm
HY rF:]L'l) (kDa) “gmgl__l) g.m.f.7)
18 Glicoproteica 0,474 61,52 1,249 0,96 A
17 Glicoproteica 9,214 121,86 1,031 0,87 A
14 Glicoproteica 3,085 78,89 1,152 0,84 A
47 Glicoproteica 1,733 188,25 2,601 0,79B
34 Glicoproteica 14,929 188,25 1,176 0,77B
46 Glicidica 0,000 -- 2,722 0,76 B
13 Glicoproteica 11,987 146,83 1,949 0,75B
22 Glicoproteica 8,477 146,83 1,273 0,69 B
52 Glicoproteica 0,059 42,37 3,085 0,64 B
10 Glicoproteica 9,076 137,98 3,302 0,63 B
49 Glicidica 0,000 -- 4,486 0,58 C
15 Glicoproteica 0,075 61,52 1,684 0,54C
32 Glicidica 0,000 -- 3,302 0,53C
53 Glicidica 0,000 -- 4,944 0,53C
9 Glicidica 0,000 -- 2,940 0,50C
45 Glicidica 0,000 -- 2,722 0,48 C
31 Glicoproteica 0,090 61,52 2,650 0,47C
20 Glicidica 0,000 -- 1,611 0,46 C
26 Glicoproteica 0,551 156,24 2,650 0,46 C
19 Glicoproteica 0,028 42,37 2,650 0,46 C
8 Glicidica 0,000 -- 2,167 0,46 C
1 Glicoproteica 1,211 200,32 0,959 0,45C
21 Glicidica 0,000 -- 1,080 0,45C
37 Glicidica 0,000 -- 2,070 0,45C
3 Glicidica 0,000 -- 1,780 0,45C
23 Glicoproteica 0,059 61,52 2,650 0,44C
33 Glicidica 0,000 -- 2,650 0,44C
50 Glicidica 0,000 -- 3,737 0,44 C
24 Glicidica 0,000 -- 1,370 0,44 C
2 Glicoproteica 0,013 69,66 1,345 0,44C
4 Glicidica 0,000 -- 0,838 0,44 C
35 Glicoproteica 0,228 54,33 3,254 0,43C
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54 Glicidica 0,000 -- 5,065 0,41C

12 Glicidica 0,000 -- 1,853 0,41C

51 Glicoproteica 3,800 200,32 2,553 041C

56 Glicoproteica 4,114 176,91 2,167 0,39 D

6 Glicoproteica 0,013 89,31 1,176 0,39D

41 Glicidica 0,000 -- 4,365 0,39D

30 Glicoproteica 0,604 146,83 3,399 0,38 D

44 Glicoproteica 0,082 54,33 2,553 0,37 D

7 Glicoproteica 0,182 37,42 1,128 0,37 D

5 Glicoproteica 0,044 156,24 3,036 0,37 D

55 Glicoproteica 0,067 226,83 1,104 0,37D

48 Glicoproteica 0,059 47,98 3,254 0,36 D

38 Glicoproteica 0,205 156,24 1,514 0,36 D

36 Glicidica 0,000 -- 3,254 0,36 D

43 Glicoproteica 8,247 137,98 2,891 0,35 D

27 Glicoproteica 0,067 61,52 1,587 0,35D

40 Glicidica 0,000 -- 4,341 0,33D

39 Glicoproteica 0,167 54,33 3,930 0,33D

29 Glicidica 0,000 -- 2,601 0,31D

57 Glicoproteica 0,090 47,98 2,094 0,31D

28 Glicidica 0,000 -- 1,490 0,31D

25 Glicidica 0,000 -- 1,635 0,30D

11 Glicoproteica 0,036 42,37 1,708 0,30D

42 Glicoproteica 0,044 176,91 2,722 0,29 D

58 Glicidica 0,000 -- 2,167 0,29D

16 Glicidica 0,000 -- 2,167 0,29D
Tris HCI* -- - -- -- 0,58 C
Sacchgr_omzlcies B B B 0,98 A

cerevisiae
CV % 24

*Solucdo tampdo utilizada como fase movel na cromatografia (tratamento controle); ** Saccharomyces cerevisiae
(Fermento Bioldgico Fresco Fleishmann) (20 mg mL™Y), utilizado como tratamento padrdo de indugéo; Teste Scott-
Knott a 0,05 %.
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5. DISCUSSAO

Em um primeiro momento, a utilizagdo do método de cromatografia no
desenvolvimento do presente trabalho foi baseada na rapidez, simplicidade, facil manipulacéo,
por ser menos dispendioso e pela eficiéncia em purificar moléculas, tal como, reportado por
Collins (2006) e Camacho et al. (2012).

Entre os métodos empregados na purificacdo de moléculas a partir de microrganismos
destaca-se a cromatografia, técnica utilizada no presente estudo que permitiu a separacdo de
moléculas presentes em fémeas de nematoides, moléculas estas com caracteristicas relevantes
para o estudo de mecanismos de resisténcia em plantulas de soja e feijoeiro.

As fragbes cromatograficas de M. javanica da CTI testadas em bioensaios com
hipocétilos de feijoeiro apresentaram diferentes respostas no processo de indugdo de
mecanismos de defesa vegetal, de maneira que foi observada a presenca de moléculas
eliciadoras, que resultaram no acimulo de fitoalexina. Tal resultado esta atrelado a atividade
conjunta de moléculas a partir dos picos obtidos. Fracdes com atividade supressoras também
foram encontradas. Para tanto, as fracdes referentes a CTI, quando submetidas a CFG, também
foram eficientes e resultaram em componentes com atividade individual capazes de induzir
fitoalexina em plantulas de feijoeiro.

Em relacdo ao bioensaio em cotilédones de soja, a partir das fragdes de CTI, ndo foi
verificada a presenca de moléculas eliciadoras capazes de induzir maior nivel de fitoalexina
que S. cerevisiae, tratamento utilizado como padrédo de inducdo. Ainda foi relatada a presenca
de moléculas supressoras para a sintese de gliceolina. No entanto, quando submetidas a CFG,
foram obtidas fracdes de caracter eliciador. Portanto, sugere-se a presenca de moléculas com
caracteristicas diferenciadas, como indutoras e como supressoras, nas fémeas de M. javanica,
para a condicao testada.

Para a espécie M. incognita, em hipocétilos de feijoeiro, a purificacdo inicial feita pela
CTI resultou em fragbes com presenca de moléculas eliciadoras, bem como supressoras.
Entretanto, na CFG, nenhuma fracédo teve efeito como eliciadora, mas sim como supressora.
Em relacdo a atividade indutora de gliceolina, em cotilédones de soja, fragdes eliciadoras foram
purificadas da CTI, porém ndo foi constatada atividade eliciadora de fragGes purificadas na
CFG com valores superiores ao tratamento padrdo. Ainda, foi constatada a presenca de fracGes
supressoras da atividade da fitoalexina.

Segundo Smith (1996) os eliciadores sdo constituidos por uma ampla natureza quimica

de moléculas, e por isso ndo existe uma Unica caracteristica estrutural que possa definir a sua
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atividade eliciadora, pois para Dixon e Lamb (1990) pode haver duas ou mais moléculas
eliciadoras atuando juntas e simultaneamente.

Em um trabalho desenvolvido por Zanardo, Pascholati e Fialho (2009), fracdes do
sobrenadante, obtido da precipitacdo etanolica do extrato bruto aquoso de Saccharomyces
cerevisiae, apresentaram atividade indutora de resisténcia em cotilédones de pepineiro. A
presenca dessas fragdes, separadas por cromatografia de troca anidnica, demonstram a
eficiéncia do método quanto ao processo de purificagdo de moléculas com atividade eliciadora
para trabalhos com inducdo de resisténcia. Ainda de maneira complementar, os autores
verificaram que as fragdes apresentaram maior concentragéo de carboidratos em relagdo ao de
proteinas nas amostras purificadas. Estes resultados corroboram com os observados no presente
estudo, em que a maioria das fracdes purificadas pela CTl e CFG apresentaram maior
concentracdo de carboidratos do que proteinas.

A purificacdo e caracterizacdo parcial de eliciadores de Adiantum capillus-veneris
capazes de ativar a sintese de fitoalexinas deoxiantocianidinas em sorgo foi realizada pela
técnica de CFG e relatado por Meinerz et al. (2014), que observaram que o método utilizado
foi eficaz para selecionar fragdes com potencial para serem empregados em estudos de indugéo
de resisténcia em plantas a doencas. Moreira et al. (2008) caracterizaram moléculas eliciadoras
de fitoalexinas em mesocotilos de sorgo, presentes em fragdes de extratos metandlicos e
etandlicos de citronela, por CFG.

Cabe ressaltar, que no presente trabalho, o método utilizado se mostrou valido. O fato
de fraces purificadas na CTI ndo terem efeito indutor de faseolina e gliceolina, mas que quando
submetidas ao CFG assim o tiveram, indica que, provavelmente, para que estas moléculas sejam
reconhecidas como eliciadores pela planta ha a necessidade da atividade individual das mesmas.
Para as fracGes da CTI que foram efetivas na inducdo de fitoalexina e quando purificadas na
CFG ndo apresentaram a mesma resposta, acredita-se que ha a necessidade das moléculas
estarem atuando juntas para ocorrer este fendmeno. Sendo assim, as fracGes que séo resultantes
da CTI e as subsequentes separacOes destas por CFG, resultam em novas fragdes com
caracteristicas e com grupos de moléculas diferenciadas, tanto para proteinas quanto para
carboidratos.

De maneira complementar, segundo a literatura, ndo ha relatos sobre a obtencéo de
fragdes purificadas a partir de fémeas de nematoides fitopatogénicos, mas as técnicas de
cromatografia de troca ibnica e exclusdo molecular merecem destaque pela sua importancia e

relevancia no que diz a respeito as pesquisas que objetivam purificar e caracterizar moléculas a
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partir de outros agentes, e assim estudar o seu potencial indutor de resisténcia em plantas a
doengas.

Isso esta relacionado com o fato de que as plantas reconhecem e reagem contra
patogenos por meio da producéo de radicais de Oz, producéo de barreiras estruturais e toxinas
que bloqueiam a atividade do patdégeno (JONES; DANGL, 2006). Essas respostas de defesa
podem ser induzidas quando a planta reconhece padrdes moleculares associados aos patdgenos
(PAMPS).

Os PAMPs sdao moléculas conservadas por patdgenos que as utilizam para sua
sobrevivéncia (GHEYSEN; JONES, 2013). De acordo com Hegeman et al. (2012), as proteinas
presentes nas secreces dos nematoides séo destinadas a proteger os mesmos de respostas de
defesa do hospedeiro. A exemplo disso destaca-se a glutationa-S-transferase (GST) expressa
nas glandulas da faringe de M. incongita (DUBREUIL et al., 2007). No entando, os autores
verificaram ainda, a atuacdo da GST na detoxificacdo de metabdlitos secundarios que a planta
utiliza para impedir a invaséo do patdgeno.

Em Globodera rostochiensis foi identificada a peroxidase glutationa secretada e
expressa em sua hipoderme, porém, também foi relatada sua producéo em plantas, a qual pode
estar relacionada com as vias de sinalizagdo de defesa da planta (GHEYSEN; JONES, 2013).

Frente ao exposto, as fragdes purificadas no presente estudo e posteriormente testadas
em ensaios de inducéo de fitoalexinas gliceolina e faseolina, demonstraram potencial indutor
das mesmas em cotilédones de soja e hipocétilos de feijoeiro. A maioria das fracdes reunidas
no presente trabalho apresentou natureza glicoproteica, ou seja, presenca de proteinas e
carboidratos nas fragdes. A informagao corrobora com o descrito por Braga (2008) em que na
maioria das moléculas eliciadores purificadas é encontrado o carboidrato fazendo-se presente
como componente das fragbes purificadas, juntamente com as proteinas, formando assim 0s
eliciadores de natureza glicoproteica.

A hipotese de existir eliciadores na composi¢do da cuticula e na parede celular das
fémeas de nematoides, bem como a secrecdo de proteinas pelo J2 (juvenil de segundo estagio)
foi baseada na capacidade das fracGes purificadas em induzir a sintese das fitoalexinas faseolina
e gliceolina. Frente a isso, ao realizar a purificacdo parcial de fracbes a partir de fémeas de
nematoides de M. javanica e M. incognita pela técnica de CTI e seguida da CFG, o mecanismo
de acéo e o efeito destas fracOes na atividade indutora de fitoalexina em cotilédones de soja e
hipocétilos de feijoeiro foi apontada nos bioensaios. De maneira complementar, existem
eliciadores, glicoproteinas, na regido anterior do nematoide, capazes de induzir a sintese de
fitoalexinas (FARIA et al., 2003).
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A resposta de defesa da planta a presenca do nematoide € detectada dentro do
citoplasma do sitio de alimentagdo, logo ap6s a invasdo do mesmo. Estas respostas de defesa
evoluem a partir da necrose das células vizinhas (reacdo de hipersensibilidade) que buscam
prevenir a formacao de novos sitios de alimentacdo (FARIA et al., 2003). Além das respostas
de hipersensibilidade verificadas como mecanismo de defesa, outras respostas séo observadas
como acumulo de composto fendlicos, producdo de fitoalexina, atividade da fenilalanina
amonialiase (GIEBEL, 1982), acumulo de peroxidase (IBRAIM, 1991) polifenoloxidase,
quitinases (QIU et al., 1997).

Cabe mencionar ainda, que a importancia da inducdo da sintese de fitoalexinas é que
estas afetam as funcdes do nematoide, tal como a ruptura da plasmalema e das membranas
vasculares, bem como a inibicdo da respiracdo mitocondrial. A mobilidade do nematoide
também pode ser afetada (GIEBEL, 1973).

As caracteristicas indutoras das frac6es purificadas podem estar atreladas as moléculas
presentes nos nematoides, pois segundo Ferraz e Monteiro (2011), a cuticula que envolve a
parede do corpo do nematoide € uma estrutura metabolicamente ativa e é composta basicamente
por proteinas, sendo importantes para estudos de inducdo de resisténcia, visto que, ainda é
desconhecida.

Ainda, os nematoides possuem glandulas esofagianas subventrais, as quais produzem
proteinas que atuam na formacdo dos sitios de alimentacdo. Durante a fase de eclosdo e no
estdgio J2 sdo encontradas essas glandulas com células altamente funcionais, e que
desempenham papel fundamental no inicio do parasitismo dos nematoides nas plantas, o que
por sua vez, também recebe atencdo por atuarem na ativacdo de rotas de sinalizacdo dos
mecanismos de defesa vegetal (JONES et al., 2003). A importancia de se conhecer essas
proteinas presentes nos nematoides deve-se ao fato de que durante a fase de infeccdo, ao
penetrar o estilete na célula vegetal, o nematoide injeta proteinas que culminam em alterac6es
fisiologicas e morfoldgicas das células, e como resultado originam células gigantes que irdo
produzir mais proteinas para serem utilizadas na alimentagédo dos nematoides (MITKOWSKLI;
ABAWI, 2003).

Portanto, a presenca destas proteinas que fazem parte da composicao da cuticula, bem
como nas glandulas de J2, ainda no interior dos ovos, a qual constituem as fémeas, podem
justificar o fato de que algumas das fragdes selecionadas no presente estudo apresentaram
capacidade de induzir os cotilédones de soja e hipocotilos feijoeiro a produzirem fitoalexinas.
Jones, Smant e Blok (2000) e Robertson et al. (2000) comentam que a cuticula dos nematoides

é constituida basicamente por proteinas, a qual muitas de importancia para o parasitismo, ja
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foram identificadas, e além disso sdo encontrados hidratos de carbono e lipidios compondo a
estrutura da mesma.

Estas proteinas podem ou ndo resultar na inducdo dos mecanismos de defesa das
plantas, pois para Temporal (2014) existem eliciadores especificos que ativam rotas ou vias de
sinalizacdo e, assim, induzem a expressdo de genes especificos. Para Graham (1995) os
eliciadores podem induzir os precursores do tecido vegetal a produzirem fitoalexinas, préximo
ao local da infeccdo ou onde o tratamento foi aplicado.

A inducdo de genes associados a defesa de plantas a patogenos foi reportado por
Manosalva et al. (2015), que em seu estudo objetivaram avaliar a percepcao e as respostas de
defesa das plantas quanto a presenca de moléculas de sinaliza¢do, produzidas por nematoides
parasitas de plantas. Essas moléculas, chamadas de ascarosides, sao glicosideos compostos que
ao sofrerem hidrolise formam acUcares, e que segundo os autores, podem ser percebidos pelas
plantas por receptores que ativam respostas de defesa a diversos patdgenos.

De acordo com os resultados alcangados pelos mesmos autores dentro do género
Meloidogyne spp., foi caracterizado em maior quantidade o ascaroside ASCR#18, composto
com 1lcarbonos de cadeia lateral, assim como para as espécies Heterodera glycines e
Pratylenchus brachyurus que também revelaram a presenca de ASCR #18, porém em menor
namero. Quando raizes de Arabidopsis foram tratadas com diferentes concentraces de ASCR
#18, 24 horas antes das folhas serem inoculadas com Pseudomonas syringae pv. tomato e com
0 patdégeno viral (Virus-TCV), verificou-se que na concentracdo 1 mM houve reducdo no
crescimento dos patdgenos, bem como no desenvolvimento dos sintomas da doenca. Além
disso, foi verificado que o nivel de infeccdo de nematoides em raizes de Arabidopsis reduziu
sob efeito direto de ASCR #18. Ainda, com o intuito de estudar as respostas de defesa e
resisténcia em tomate, batata e cevada, por meio da percepcdo do ascaroside, foi observada a
expressao de genes, ativacdo da proteina-quinase, assim como das rotas de sinalizacdo acido
salicilico e acido jasménico. Sendo assim, os autores concluiram que ASCR #18 é percebido
pelas plantas como sinal molecular capaz de induzir resisténcia em Arabidopsis, tomate, batata
e cevada aos patdgenos estudados.

Para o presente trabalho, no caso das fragcbes em que né&o induziram fitoalexinas existe
duas hipdteses em que os resultados podem estar baseados. A primeira esta relacionada com o
volume de tratamento utilizado, pois Hahn (1996) sugere que o baixo rendimento das fragdes
purificadas pode mascarar as respostas de defesa ou a ativagéo das rotas de sinalizacao.

Ainda, alguns trabalhos sugerem que a atividade eliciadora pode ser reduzida em

funcdo da diluicdo do tratamento, porém no presente estudo pode-se observar que a
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concentracdo de proteinas e carboidratos geralmente foi maior para as fragdes provenientes da
CFG quando comparado a CTI. De maneira complementar, Bonaldo et al. (2007) verificaram
que a diluicdo do extrato bruto de eucalipto induziu a fitoalexina deoxiantocianidina em
mesocotilos de sorgo. Bonaldo (2005) também observou que as dilui¢des 10, 100, 1.000 e
10.000 vezes do preparado de S. cerevisiae induziram fitoalexinas em mesocotilos de sorgo.
Ainda, deve-se considerar que durante o procedimento de dialise das fracdes eluidas em NaCl
pode haver perdas de compostos pela membrana de dialise. Segundo Queiroz, Collins e Jardim
(2001) os compostos de baixa massa molecular podem permear pela membrana e/ou sofrerem
diluicbes. Baseado nessas informacdes, pode-se ressaltar também a possivel auséncia de
capacidade eliciadora nessas moléculas purificadas

Uma segunda hipotese seria fracbes com a presenca de supressores de fitoalexinas,
pois para o presente trabalho, além de indutores também foram encontrados inibidores, e que
de acordo com Temporal (2014), o agrupamento de moléculas supressoras pode resultar em
fragdes com baixa atividade de inducao de enzimas e de fitoalexinas. A supressao das respostas
de defesa das plantas pode estar relacionada com a presenca de proteinas, chamadas de efetores,
gue quando secretadas pelos nematoides suprimem as respostas de defesa do hospedeiro e
auxiliam a infecgdo do mesmo (KVITKO et al., 2009). Essas proteinas regulam os mecanismos
de defesa da planta, as quais induzem as células do vegetal a manter ou formar novos sitios de
alimentacdo (GHEYSEN; MITCHUM, 2011), pois interagem e afetam a regulacdo da
expressao de genes que culminam em alteracGes na funcdo da célula hospedeira (GAO et al.,
2003).

Quando uma fragéo purificada apresenta eliciadores capazes de induzir mecanismos
de defesa vegetal e sdo reconhecidos pelos receptores celulares, varios sinais sdo enviados e
entdo convertidos em respostas celulares. Nesse momento, genes ativados induzem a sintese de
varias enzimas e entre elas estdo envolvidas as que produzem fitoalexinas. No entanto, a sintese
de faseolina e gliceolina nem sempre foi observada no presente trabalho, e este resultado pode
estar relacionado com a ativacdo de outros mecanismos nao avaliados neste estudo, mas que
ndo descartam a possibilidade estudar outras rotas de ativacao de resisténcia do hospedeiro.

Em outro trabalho desenvolvido por Gheysen e Mitchum (2011), os autores ressaltam
que as proteinas efetoras dos nematoides podem evitar ou reprimir as respostas de defesa, e ao
interagirem com as proteinas das plantas passam a controlar o desenvolvimento das mesmas,
tal como o crescimento celular e transporte de auxinas. Doyle e Lambert (2003) relataram que
a enzima corismato mutase, da qual sdo derivadas as fitoalexinas, acido salicilico e auxinas

produzidas na via do chiquimato, foi encontrada nas secre¢des de M. javanica, e como resultado
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houve alteracfes no metabolismo secundéario das células hospedeiras. Segundo Davis et al.
(2008) a maioria dessas proteinas sdo produzidas nas glandulas esofagianas do nematoide
(subventral e dorsal), e com auxilio do estilete sdo injetadas no citoplasma da planta.

Proteinas de M. incognita, envolvidas no parasitismo, tém sido purificadas e avaliadas
quanto a sua capacidade de suprimir as respostas de defesa do hospedeiro e causar a infeccao
(BELLAFIORE et al., 2008). Os efetores de nematoides interagem com proteinas do hospedeiro
e manipulam a fisiologia da planta (QUENTIN; ABAD; FAVERY, 2013), tal como os
processos de sinalizacao e equilibrios hormonal e celular (WANG et al., 2011).

Hewezi et al. (2010) verificaram que o Heterodera schachtii produz uma proteina
efetora (LOAO6) que interage com a espermidina sintase presente nas plantas, que por sua vez
altera a sintese de poliamninas e reduz a capacidade da planta em produzir compostos de defesa
associados com o 4cido salicilico. Hamamouch et al. (2012) observaram que a suscetibilidade
de plantas de Arabidopsis a infeccdo causada por H. schachtii foi devido a inibicdo de proteinas
relacionadas a patogénese, a -1,3-endoglucanase, a partir de efetores (30C02). Para Rehman
et al. (2009) a molécula efetora SprySec, secretada pelo nematoide Globodera spp., interagiu
diretamente com a proteina de resisténcia de plantas de tomate sem induzir respostas de defesa.

Outros exemplos de moléculas secretadas por nematoides e que exercem influencia
direta na interacdo planta-patégeno foram identificadas, tal como a proteina 16D10 presente na
glandula dorsal de M. incognita, a qual foi encontrada interagindo com as proteinas das plantas
durante o estabelecimento do seu parasitismo (HUANG et al., 2006). As proteases também sdo
outro exemplo de proteinas secretadas por nematoides e que atuam nos mecanismos de
infecgdo, as quais pertencem a diferentes classes como cisteinicas, serinicas, metaloproteases
asparticas e treoninicas (LOPEZ-OTIN; OVERALL, 2002).

As proteinas constituem uma grande porcentagem da massa dos organismos vivos, e
Castagnone-Sereno et al. (2011) relataram que foram identificados diversos genes de proteases
que compde o genoma dos nematoides de galhas. Os autores afirmam ainda que essas proteinas
podem servir como objeto de estudos no controle de nematoides fitopatogénicos. Essa
caracteristica reforca a importancia do presente trabalho e de novas pesquisas voltadas a
purificacdo de moléculas eliciadoras de carater indutor de defesa vegetal a partir de nematoides.

Portanto, enquanto algumas proteinas efetoras suprimem as respostas de defesa das
plantas, outras podem participar da sinalizacdo de defesa das plantas hospedeiras e ou promover
a formacdes dos sitios de alimentacdo dos nematoides (HAEGEMAN et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

O perfil cromatogréfico de amostras provenientes de fémeas dos nematoides M.
incognita e M. javanica, por cromatografia de troca ionica e filtracdo em gel, indicaram a
presenca de eliciadores glicoproteicos e glicidicos capazes de induzir a sintese fitoalexinas.

Supressao de inducdo de gliceolina e faseolina foi verificada para algumas das fragdes
testadas nos bioensaios.

FracOes obtidas por cromatografia de troca i6nica e posteriormente submetidas a
cromatografia de filtracdo influenciaram na producéo de fitoalexinas, pois algumas moléculas
necessitam estarem atuando juntas para haver efeito eliciador e outras separadas e assim induzir

a resposta de defesa no vegetal.
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