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RESUMO

A exsudagdo é um mecanismo de defesa apresentado por sementes que consiste na liberacdo
de moléculas para o solo durante o processo de germinacdo. Esses exsudatos, compostos
essencialmente de proteinas e metabdlitos secunddrios, atuam interferindo no
desenvolvimento de microrganismos, representando fontes para prospec¢do de moléculas de
defesa com potencial biotecnoldgico, voltadas ao controle de patégenos de solo. Nesse
contexto, a soja se destaca [Glycine max (L.) Merrill] como sistema ideal ao estudo das
interacOes planta-patdégeno, visto seu grande valor econdmico e o alto teor de proteinas de
seus graos. Este trabalho teve como objetivos caracterizar a composi¢ao dos exsudatos de
sementes de dois cultivares de soja, com diferentes indices de desempenho em resposta ao
nematoide das galhas Meloidogyne incognita, e avaliar seus efeitos in vitro e in vivo sobre
este fitopatdgeno. Exsudatos foram obtidos a partir de sementes de soja (cultivares BRS-Pala:
suscetivel; BRS-Macota: resistente), embebidas em acetato de soédio 0,1 M, pH 5,0, por 18
horas. A andlise protedmica comparativa livre de gel que permitiu a identificacdo de diversas
proteinas relacionadas a defesa vegetal, tais como a aglutinina da soja, os inibidores de
tripsina do tipo Kunitz e Bowman-Birk e proteinas relacionadas a patogénese. A andlise
qualitativa de metabodlitos secunddrios nos exsudatos revelou a presenca de fendis,
triterpendides, saponinas, flavonas, flavondis e xantonas em ambas as cultivares.
Posteriormente, estes exsudatos foram dialisados em membranas de dialise com exclusdo de
3,5 kDa e submetidos a dosagem de proteinas bioativas. As atividades hemaglutinante
(609,52 UH/mgP), inibitdrias de tripsina (4,81 mg tripsina inibida/mgP) e papaina (30,48
Ul/mgP), proteolitica (1,52 UAPr/mgP.min) e B-1,3-glucandsica (58,26 nkatGLU/mgP) foram
maiores para a cultivar BRS-Pala. J4 a atividade peroxidasica (0,218 UAP/mgP.min)
predominou na cultivar BRS-Macota, A avaliacdo da atividade nematicida sobre ovos e
juvenis de segundo estddio (J2), usando exsudatos dialisados, revelou que ambos os exsudatos
sdo capazes de inibir a eclosdo de M. incognita, bem como a mobilidade dos juvenis desta
espécie. Esta propriedade nematostética se reflete na infectividade do parasita, reduzida pelo
tratamento com proteinas exsudadas na concentracio de 0,13 mg/mL. Os resultados reforcam
a ideia de que a exsudacdo das sementes estd relacionada a defesa constitutiva deste 6rgao
vegetal, sugerindo que proteinas presentes nos exsudatos podem promover prote¢do contra
nematoides durante o processo germinativo.

Palavras-chave: Exsudacao. Glycine max. Meloidogyne. Defesa. Proteinas.



ABSTRACT

Exudation is a defense mechanism presented by seeds, which release molecules to the soil
during the germination process. These exudates, mainly composed by proteins and secondary
metabolites, act interfering with the development of microorganisms. They represent a source
of defense molecules with biotechnological potential to control soil-borne pathogens. In this
context, soybean [Glycine max (L.) Merrill] stands as an ideal system in the study of plant-
pathogen interaction due to its great economic value and the high content of seed proteins.
The experimental activities presented in this thesis aimed to characterize the composition of
seed exudates from two different soybean cultivars, which show different levels of
performance in response to the root-knot nematode Meloidogyne incognita. Furthermore, the
in vitro and in vivo effects of the seed exudates on this pathogen were evaluated. For this
purpose, the exudates were obtained from soybean seeds (BRS-Pala:susceptible; BRS-
Macota:resistant), soaked in 0.1 M sodium acetate, pH 5.0, during 18 hours. The gel-free
proteomic analysis allowed identification of several defense-related proteins such as soybean
agglutinin, Kunitz and Bowman-Birk trypsin inhibitors, and pathogenesis-related proteins.
The qualitative analysis of secondary metabolites in the exudates also revealed the presence of
phenols, triterpenoids, saponins, flavones, flavonols, and xanthones in both cultivars. The
above exudates were dialyzed in 3.5 kDa cut-off membranes and assayed for bioactive
proteins. The hemagglutinating (609.52 HU/mgP), trypsin (4.81 mg trypsin inhibited/mgP)
and papain (30.48 IU/mgP) inhibitor, proteolytic (1.52 UAPr/mgP.min), and B-1, 3-glucanase
(58.26 nkatGLU/mgP) activities were higher for BRS-Pala. Otherwise, the peroxidase activity
(0.218 UAP/mgP.min) predominated in BRS-Macota. The evaluation of anti-nematode
activity against eggs and second stage juveniles (J2) revealed that both exudates were able to
inhibit the hatching of M. incognita eggs as well as the J2 mobility. This nematostatic
property is reflected in the infectivity of the parasite, reduced by the exuded protein at 0.13
mg/mL concentration. The results reinforce the idea that the exudation is related to the
constitutive defense of the seeds, suggesting that the proteins present in the exudates can
contribute to the protection against nematodes and possibly other plant enemies during the
germination process.

Keywords: Exudation. Glycine max. Meloidogyne. Defense. Proteins,
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Estratégias de defesa vegetal

Ao longo de sua histéria evolutiva, as plantas foram expostas a uma grande
variedade de fatores de natureza abidtica e/ou bidtica, que funcionam como adversidades
prejudiciais ao crescimento, desenvolvimento e produtividade do vegetal (SOARES;
MACHADO, 2007). Como uma forma de resposta as agressoes, o sistema de defesa destes
organismos se desenvolveu, constituindo-se em um conjunto inato de barreiras e reacdes
complexas semelhantes ao sistema de imunidade inata dos animais, mas com cada célula
responsavel por sua propria defesa (MOLINA, 2003).

A associacdo entre o sistema defensivo do vegetal e o resultado da interacdo
planta-patégeno se d4 com base em duas respostas distintas. Em uma interagdo compativel,
onde o hospedeiro € suscetivel e o patdgeno virulento, os mecanismos relacionados a protecao
e combate ao organismo invasor ndo siao acionados em tempo hébil ou ndo sdo acionados de
forma alguma. Como resultado, tem-se o estabelecimento do patégeno no vegetal, com
posterior aparecimento da doenca no hospedeiro. Contudo, quando a interacdo planta-
patégeno se mostra na forma incompativel, em que o hospedeiro € resistente e o patdgeno
avirulento, as estratégias de defesa ja4 se mostram inatas ou sdo desempenhadas de modo
rapido e eficiente, o que conduz a resisténcia (AGRAWAL, 2007).

Na defesa vegetal, outra distincdo fundamental diz respeito a natureza do
mecanismo. As duas principais estratégias compreendem a defesa basal e a mediada por genes
R (GURURANI et al., 2012). A defesa basal corresponde a primeira linha de protecao,
abrangendo barreiras fisicas e quimicas. Pelos, espinhos, tricomas e ceras que recobrem a
superficie de caules e frutos e atuam conjuntamente de modo a impedir a adesdo, penetragio e
estabelecimento do patdgeno, sdo elementos tipicos de defesas estruturais (OLIVEIRA,
2009). Quanto a defesa quimica, podem ser destacadas as reagdes bioquimicas que ocorrem
nos tecidos, as quais sdo responsdveis por criar condi¢cOes de toxicidade ao invasor. Os
constituintes dessa linha de defesa podem ser moléculas pertencentes ao metabolismo
secundério do vegetal, como terpendides, fendis e saponinas ou mesmo ao metabolismo

primaério, incluindo peptideos e proteinas (FREEMAN; BEATTIE, 2008).
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1.1.1 Exsudagcao em sementes

De acordo com a teoria da defesa 6tima de plantas, a producdo de moléculas
relacionadas a prote¢@o, por ser um processo caro ao vegetal, ndo se distribui igualmente em
todas as suas partes (ZANGERL; BAZZAZ, 1993). Nesse contexto, estruturas vegetativas,
tais como as folhas, podem ser protegidas especialmente por compostos que sdo induzidos, ou
seja, sintetizados em resposta a um dano, visto a maior facilidade de substituicdo de tais
orgaos e tecidos (MCKEY, 1979; STRAUSS et al., 2004). No entanto, quando considerados
os componentes fundamentais a perpetuacdo da espécie, partes envolvidas na reproducdo
devem ser melhor protegidas por moléculas constitutivas (HEATH, 2000).

De fato, as sementes por serem o Orgdo responsdvel pelo armazenamento da
informacdo genética de uma nova geracdo, desde o desenvolvimento até a reproducio e,
assim, pela propagacdo e sobrevivéncia dos vegetais e, ainda, por serem ricas em compostos
de reserva, que as tornam muito atrativas aos microrganismos, se mantém sujeitas a
estratégias de defesa ndo-especificas e permanentes, visando a protecdo da nova plantula
(CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; SIMOES, 2008).

Durante sua germinacdo, a semente quiescente inicia o acimulo de 4dgua por
embebicdo, processo concluido quando ocorre o alongamento dos eixos embriondrios
(SCARAFONI et al., 2013). Essa absorcao de dgua pela semente madura progride ao longo de
trés fases germinativas ilustradas na Figura 1 (BEWLEL, 1997).
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Figura 1 — Eventos observados ao longo do processo germinativo

Fasel Fase ll Fase lll
absorgho intarvalo de preparagéo garminacac
de &gua ativagdo metabalica crescimento

Contedo de dgua, (%) peso fresco

4 dessecagio I 4 dessecagdo

__________ JI_} Tolerante ----------—I—-:h lnlnhrm‘h

Tempo de embebigac

Fonte: FERREIRA; BORGHETTI, 2004. 1. Respiracdo e acimulo de ATP, 2. Sintese de mRNA e reparo de
DNA, 3. Ativagdo de polissomos, 4. Sintese de proteinas, 5. Sintese e duplicacdo de DNA, 6. Inicio da

degradacgao de reservas, 7. Alongamento das células da radicula, 8. Protrus@o de radicula e 9. Mitose.
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Durante a fase I, evento crucial para o processo de germinacio, o rapido acimulo
de 4gua leva a quebra do revestimento da semente e 2 liberagio de compostos internos. E
nessa fase, sob condi¢des ideais, que ocorre a reativacdo metabdlica responsavel pelo inicio
da sintese de RNA e proteinas (REUZEAU; CAVALIE, 1997).

Em geral, a fase I da germinac@o pode ser dividida em dois estdgios. O primeiro
envolve uma rdpida absorcdo de dgua através de interacdes superficiais (hidratacdo da
celulose), enquanto o segundo envolve o acimulo linear da dgua associado a hidratacdo e
estabelecimento das funcdes das membranas. Apds atingir o nivel madximo de embebicdo, a
entrada de dgua para, dando inicio a segunda fase do processo. Neste momento, hd a
predominancia de reacdes de hidrélise com mobilizagdo de reservas e aumento da atividade
respiratoria. Finalmente, durante a fase IlI, ocorre sintese de componentes da parede celular,
proteinas e 4cidos nucleicos, além da protrusdo da radicula. Nesse periodo, ocorre também
liberacdo de metabdlitos de baixo peso molecular, seguida pelo aumento dos produtos de
degradacdo dos compostos de reserva (NELSON, 2004; SIMOES, 2008).

Essa capacidade de liberagdo de compostos durante a embebi¢do e germinacao das
sementes € conhecida como exsudacdo (NELSON, 2004). Muitos desses compostos sao
capazes de atuar de forma direta ou indireta nos préprios processos germinativos e/ou de
desenvolvimento de uma plantula saudidvel (BARBOUR; HATTERMANN; STACEY, 1991).
Adicionalmente, a exsudacdo de sementes é capaz de interferir no desenvolvimento de
organismo dispostos na espermosfera, regido do solo que envolve a semente (NOBREGA et
al., 2005; OKUBARA; PAULITZ, 2005). Essa interferéncia representa uma das maiores
influéncias sobre o crescimento de microrganismos e interacdo planta-micrébio (NOBREGA
et al., 2005; ROSE et al., 2006; MEL’NIKOVA; OMEL’CHUK, 2009; SCARAFONI et al.,
2013), podendo levar a exercer efeitos quimioatrativos a microrganismos presentes no solo
ou, ainda, a impedir o crescimento de patdgenos e a consequente coloniza¢do da semente e da
plantula (BARBOUR et al.,1991).

Exsudatos de sementes sdo comumente associados a uma resposta inibitdria sobre
fungos (ROSE et al., 2006; SCARAFONI et al., 2013). Contudo, varios trabalhos ja
demonstram os efeitos de exsudatos sobre outros fitopatdgenos de solo. Um exemplo € a
mortalidade dos fitonematoides Heterodera schachtii, Meloidogyne hapla and Pratylenchus
penetrans causada por exsudatos de sementes de Tagetes erecta cv. crackerjack e T. patula
var. polynema (RIGA; HOOPER; POTTER, 2004). Adicionalmente, exsudatos de sementes

de Raphanus sativus, Brassica napus e Sinapis alba demonstraram efeitos prejudiciais ao
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nematoide de cisto Globodera pallida, sugerindo o potencial de uso desses exsudatos sobre o

controle de infesta¢des causadas por fitonematoides (DOSSEY, 2010).

1.2 Fitonematoides

Nematoides sd@o animais pertencentes ao Filo Nematoda. Constituem-se no grupo
de invertebrados mais abundante do planeta, perdendo em niimero de espécies apenas para os
artrépodes. Desse filo, menos de 50% das espécies conhecidas necessitam de plantas como
fonte de nutrientes, para completar seus ciclos de vida (SANTOS; SOARES, 2011).

O parasitismo de plantas por nematoides € o maior e mais incontroldvel estresse
de natureza bidtica, causando queda da produ¢do de muitas culturas de interesse econdmico
(ATKINSON et al., 2003). Dentre os endoparasitas sedentdrios, o nematoide das galhas
Meloidogyne spp. e os nematoides de cisto Globodera spp. e Heterodera spp. destacam-se
como os mais danosos as culturas de amendoim, batata, cenoura, beterraba, morango, cebola e
soja, podendo, em certas ocasides, causar perda total da producao (LUC; SIKORA; BRIDGE,
1990; EVANS; TRUDGILL; WEBSTER, 1993; QUENTIN; ABAD; FAVERY, 2013).

As doencas causadas pelo género Meloidogyne estdo entre as mais fortemente
associadas a perdas econdmicas, com distribui¢do geografica ampla e prejuizos crescentes
(ALMEIDA et al., 2005). Sete espécies sao reconhecidas como representantes desse grupo de
nematoides e sdo elas: M. arenaria, M. hapla, M. incognita, M. javanica, M. bauruensis, M.
inornata e M. trifoliophila. Segundo o International Meloidogyne Project, destas espécies, as
quatro primeiras correspondem a 95% de todos os nematoides das galhas encontrados em
zonas agricolas (SASSER; CARTER, 1982), sendo M. incognita disseminada por todo o
mundo, principalmente em regides com plantio prévio de café ou algodao (SASSER, 1977).

Espécies do género Meloidogyne apresentam ciclo de vida (FIGURA 2) com seis
estagios, tendo a forma juvenil extrema importancia no inicio do parasitismo. A interacdo
planta-patégeno ocorre quando o estdgio infectivo J2, atraido por exsudatos radiculares,
penetra na raiz, preferencialmente, por sua zona de elongacdo. A migracao se da até a escolha
de um sitio de alimentacdo, onde ocorrerdo ecdises para o desenvolvimento do adulto. Este,
por sua vez, quando se torna fémea (FIGURA 3), adquire hébito sedentdrio e induz o
surgimento de células vegetais gigantes e multinucleadas, que servirdio como fonte de
nutrientes (GOVERSE et al., 2000; ENGLER et al., 2004). Paralelamente, células préximas
da regido do periciclo, cortex e parénquima vascular aumentam de volume e formam as tao

caracteristicas galhas (LAMBERT et al., 1999). A reprodugdo acontece, preferencialmente,
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por partenogénese com ovoposicdo na regido perineal da fémea. Os ovos sdo envoltos em uma
matriz mucilaginosa e, quando eclodem, ddo origem a outros J2 que iniciardo novos ciclos,
podendo formar galhas nas raizes da mesma planta ou em plantas vizinhas.

As galhas (FIGURA 4B) se constituem na alteragdo anatdmica mais caracteristica
do parasitismo por estes organismos (LAMBERT et al., 1999). Essas galhas produzem lesdes
irreversiveis nas raizes, prejudicando a absorcdo de dgua e nutrientes por parte da planta
(GERMANI; PLENCHETTE, 2004). Consequentemente, outros sintomas passam a se
destacar no vegetal, como folhas com manchas clordticas, necroses entre nervuras,
abortamento de vagens e, na cultura como um todo, predominincia de plantas pequenas e
manchas em reboleiras (DIAS et al., 2010). Embora seja uma doencga de dificil controle,
principalmente devido a grande variedade de hospedeiros para tais patégenos, além da sua
alta velocidade de reproducdo, existem estratégias que visam limitar o acesso dos nematoides

a cultura de interesse.
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Figura 2 — Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

J2s iniciam o processo de Nematoides se desenvolvem
alimentagao apos injetarem as em J3, J4 e adultos. As galhas
secregdes das glandulas sdo formadas em repostas ao
esogageanas células, formado parasitismo do nematoide
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Courtesia V. Brewster Ciclo de vida do nematoide das galhas

Fonte: MITKOWSKI; ABAWI, 2003.
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Figura 3 — Nematoide do género Meloidogyne

root-knot egg mass

Fonte: EISENBACK; ZUNKE. A. Fémea de género Meloidogyne, B. Massa de ovos de nematoide das galhas.



26

Figura 4 — Sintomas da Meloidoginose

Fonte: Arquivo Embrapa soja. A. Sintoma em lavoura, B. Sintoma em raiz.
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1.2.1 Métodos de controle da Meloidoginose

As medidas de controle ao nematoide das galhas se baseiam, principalmente, na
sua utilizacdo antes da semeadura, de forma a prevenir o ataque do patégeno (NATARAJAN
et al., 2006; DIAS et al., 2010). Existem algumas estratégias que visam limitar o acesso do
nematoide a cultura de interesse, tais como: uso de defensivos agricolas, rotacao de culturas,
limpeza do campo e uso de plantas resistentes, armadilha ou antagdnicas (HAGAN, 1998;
FERRAZ; FREITAS, 2004; HAQ et al., 2004; CRISTOBAL-ALEJO et al., 2006;
KOMIYAMA et al., 2006; BUENO et al., 2007, ANDRADE, 2008).

Nos ultimos anos, o método mais utilizado no controle de nematoides € a
aplicacdo de nematicidas sintéticos (ROCHA et al., 2006; ANDRES et al., 2013). Estes
podem ser divididos em dois grupos principais: os fumigantes de solo, com baixa massa
molecular, e os de contato, constituidos por carbamatos ou organofosfatos (BAKKER, 1993;
WHITEHEAD, 1997). Entretanto, ndo importa a constitui¢io, os nematicidas sintéticos
comumente apresentam desvantagens econdmicas e ecoldgicas. Além de terem alto custo, sua
toxicidade ao ambiente e aos seres vivos, o tempo de persisténcia no solo e a polui¢do
ambiental gerada com seus residuos incitam o surgimento de novas medidas de controle
(JATALA, 1985; THOMASON, 1987; NOLING; BECKER, 1994; NYCZEPIR; THOMAS,
2009; SORRIBAS; ORNAT, 2011).

A utilizacdo de cultivares resistentes pode, entdo, ser considerada uma das formas
mais eficientes e ecologicamente corretas no combate a meloidoginose, quando comparadas a
rotacdo de cultura e aplicacdo de nematicidas sintéticos. Existem hoje no Brasil cerca de 80
cultivares de soja resistentes ou moderadamente resistentes ao M. incognita € M. javanica.
Quase todas estas cultivares descendem, em fonte de resisténcia, da cultivar norte-americana
Bragg (DIAS et al., 2010).

Como fatores de avalia¢do da resisténcia verificada em cultivares, destacam-se a
contagem dos nematoides (ovos, juvenis e/ou adultos) na planta infectada, para determinagao
da sua taxa de reproducdo, além da contagem de galhas radiculares, visto a existéncia de uma
correlacdo positiva entre o nimero destas com a suscetibilidade da planta (KINLOCH, 1990;
YOUNG, 1998). Contudo, a partir dessas metodologias de medida de resisténcia, nao &
possivel avaliar a provdavel acdo de genes, ou mesmo moléculas vegetais, sobre os
fitonematoides. Dentre as possiveis macromoléculas, proteinas merecem destaque devido,
principalmente, a potencialidade de suas aplicacdes na agricultura, como a producdo de

espécies agricolas geneticamente melhoradas, resistentes a insetos e doengas (SHAH et al.,
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1995). De fato, suas propriedades bioquimicas sdo capazes de conferir amplo espectro de
atividades bioldgicas, permitindo que atuem como linha de frente na prevengdo e combate a
predacdo e herbivoria. Dessa forma, uma abordagem eficaz para o controle de nematoides € a
identificacdo de proteinas ou peptideos capazes de interferir em fases criticas do

desenvolvimento do fitoparasita.

1.3 Anadlise proteémica

Proteinas desempenham, em todos os seres vivos, funcdes relacionadas a
manutencdo celular. Por serem as responsdveis diretas pelas caracteristicas fenotipicas das
células e dos individuos, um desequilibrio na expressdo dessas moléculas acarreta alteracdes
na morfologia e no desenvolvimento de um dado organismo (GRAVES; HAYSTEAD, 2002;
ALBAN et al., 2003). Nesse contexto, o proteoma, conjuntos de proteinas e suas variantes
expressas por uma célula especifica em resposta a um estimulo (BLACKSTOCK; MANN,
2000), mostra-se como uma colecdo de informacgdes de extrema importincia na busca de
compreender o funcionamento de uma organela, célula ou tecido (ONG; PANDEY, 2001).

Por sua vez, a andlise protedmica consiste na investigacdo de processos
bioldgicos, através de uma avaliacdo sistemdtica de propriedades especificas da expressao
dessas proteinas em resposta a um evento, tais como identidade, atividade e interacdes
moleculares (HAI; KIZILBASH; ALRUWALILI, 2013).

A andlise proteOmica tem se tornado uma ferramenta fundamental na
caracterizacdo dos vdrios papéis desempenhados pelas proteinas, principalmente apds a
enorme quantidade de dados de sequéncia gerados pelos projetos de sequenciamento dos
genomas, como exemplos, aqueles envolvendo Oryza sativa (AGRAWAL et al., 2009),
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis GENOME INITIATIVE, 2000), Medicago trunculata
(STANTON-GEDDES et al., 2013), Nicotiana tobaccum (RENNY-BYFIELD et al., 2011) e
Glycine max (SCHMUTZ et al., 2010). Nesse contexto, ressalta-se que, por meio desse tipo
de estudo, é possivel se caracterizar, de forma mais detalhada, os mecanismos de resisténcia
desencadeados em plantas sujeitas a infeccdo, visto a possibilidade de identificacdo de
marcadores proteicos envolvidos nos eventos celulares decorrentes do estresse.

Diversos sdo os trabalhos que utilizam uma abordagem protedmica com o
objetivo de caracterizar os mecanismos de defesa de vegetais frente a pragas e fitopatégenos.
Fan e colaboradores (2012) identificaram 11 proteinas que sofreram alteragdes em seus niveis

de abundancia em plantas de soja, cujas folhas foram danificadas pela lagarta das folhas
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(Prodenia litura). Dentre essas proteinas, destacam-se a fenilalanina amoénia liase (PAL),
responsavel por fornecer precursores das rotas de producdo de lignina e fitoalexinas, e S-
adenosilmetionina sintetase (SAMS), enzima precursora de um importante hormonio
envolvido na defesa induzida, o etileno.

A eletroforese bidimensional consiste em uma das metodologias mais utilizadas
em estudos de protedmica (KOMATSU; AHSAN, 2009). Nesta técnica, as proteinas sao
separadas em duas dimensdes, baseadas em suas propriedades fisico-quimicas diferentes e
independentes. A primeira dimensdo se caracteriza pela focalizacdo isoelétrica (IEF),
ocorrendo a separacdo baseada no ponto isoelétrico (pI) de cada molécula. Em seguida, a
separacdo da segunda dimensdo ocorre de acordo com a massa molecular de cada proteina,
por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (PAGE-SDS).
Quando finalizado o procedimento, € gerado um mapa bidimensional contendo spots que
correspondem, individualmente, a uma forma proteica, os quais podem ser excisados e
identificados (WESTERMEYER, 2001).

Embora seja uma metodologia simples com geracdo de diversas informagdes
referentes a cada proteina presente no mapa protedmico, a eletroforese bidimensional
apresenta algumas limitacdes. O tempo se mostra como um dos fatores que mais prejudicam a
técnica, dada a necessidade de producdo de replicatas dos géis e a quantiza¢do de spots por
avaliacdo de intensidade de imagem se fazem necessérios para aumentar a confiabilidade das
analises realizadas (MURAD; RECH, 2012). Além disso, a dificuldade de se detectar
proteinas em baixas concentracdes e com valores extremos de massa molecular e ponto
isoelétrico pela eletroforese bidimensional justificam a escolha de outras tecnologias nas
andlises protedmicas.

Uma dessas tecnologias alternativas diz respeito a cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas com uso de amostra complexa, ou seja, uma amostra que
apresenta um pool de proteinas ndo purificadas ou apenas fracionadas. Tal técnica apresenta
maior sensibilidade na detec¢do de proteinas, principalmente quando em concentracdes
baixas. Adicionalmente, os processos relacionados a separacdo cromatografica, determinagdo
dos espectros de massas e pesquisa em bancos de dados podem ser realizados em poucos
passos (MURAD; SINGH; YEN, 2011).

Em um experimento de protedmica se utilizando apenas da espectrometria de
massas (MS) para identificacdo das moléculas presentes em uma amostra, as proteinas
precisam ser inicialmente clivadas, uma vez que a maioria dos equipamentos de

espectrometria é mais eficiente em obter sequéncias de peptideos com até 20 residuos de
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aminodcidos. Proteinas podem, ainda, apresentar dificuldade de manipulacdo, ndo se
mostrando soliveis em certas condi¢cdes. Por estes motivos, a digestdo das proteinas se faz
necessaria, sendo utilizada, principalmente, a tripsina, uma enzima proteolitica capaz de clivar
regido C-terminal da proteinas, entre residuos de lisina e arginina (BALDWIN, 2004).

A mistura de peptideos gerados €, entdo, dessalinizada, concentrada e levada a
uma matriz de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Ao final da coluna
cromatografica, os peptideos sdo submetidos a ionizagdo por electrospray (ESI) ou
a ionizacdo e dessor¢do a laser assistida por matriz (MALDI) para, em seguida, dar entrada no
espectrometro de massas. Atualmente, diversos sdo os tipos de espectrometros de massas,
todos atuando na determina¢do da razdo m/z dos peptideos ionizados. Nao obstante, a forma
como essa relacdo € calculada difere de um equipamento para outro (STEEN; MANN, 2004).

Uma vez dentro do sistema de vacuo, os fons dos peptideos gerados sao
manipulados por meio de campos elétricos, sendo gerados espectros de massas com registros
de intensidade de sinal dos fons em cada valor de uma escala m/z. Em seguida, os picos mais
abundantes prosseguem na obtencdo da estrutura primdria dos peptideos ionizados
correspondentes por meio de espectrometria de massas em tandem (MS/MS). Finalmente, as
sequéncias geradas sdo pesquisadas em bancos de dados de modo a identificar a proteina com
maior probabilidade de identidade, podendo esta ser utilizada como biomarcador, principio

ativo de produtos, dentre outras possibilidades (STEEN; MANN, 2004).

1.4 Semente de soja como sistema-modelo

A familia Fabaceae, também conhecida como Leguminosae,é um dos
maiores taxons botanicos de plantas superiores, compreendendo cerca de 20.000 espécies
classificadas, variando entre arvores de grande porte e ervas anuais, representadas em todas as
regides temperadas e tropicais do globo (DOYLE; LUCKOW, 2003). Quando considerada a
importancia econdmica de suas espécies, leguminosas sdo amplamente utilizadas como fonte
de alimento, 6leo, fibras, combustivel, madeira, medicamentos e produtos quimicos, perdendo
apenas para a cultura dos cereais em area cultivada e producdo total (WOJCIECHOWSKI;
LAVIN; SANDERSON, 2004; GEPTS et al., 2005).

Legumes também apresentam diversas caracteristicas que justificam sua utilizacao
como sistemas-modelo em pesquisas de ciéncia bésica e aplicada e, portanto, no estudo do
papel da exsudacdo de sementes na defesa vegetal (O'BRIAN; VANCE; VANDENBOSCH,

2009). Como fator inicial, t€m-se os conhecimentos descritivos gerados por mais de 150 anos
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sobre aspectos fisiologicos, bioquimicos, moleculares e genéticos do desenvolvimento de
sementes dessa familia (LE et al., 2007). Adicionalmente, estudos sobre a sinalizacdo
molecular que ocorre entre leguminosas e organismos simbiontes, polinizadores ou
herbivoros sugere que espécies desta familia sdo excelentes modelos para o estudo da
interacdo planta-organismo, principalmente entre raizes, devido a producdo substancial de
fertilizantes nitrogenados, envolvendo bactérias simbiontes do género Rhizobium (JENSEN;
HAUGGAARD-NIELSEN, 2003; HIRSCH, 2004; GEPTS et al, 2005;
O'BRIAN; VANCE; VANDENBOSCH, 2009). Por fim, a familia Fabaceae € particularmente
apropriada a pesquisa nas areas de protedmica e metabolomica, pois além do sequenciamento
e anotacdo do genoma, cada vez mais comuns em leguminosas, existe um estudo detalhado,
incluindo mapas 2-D, sobre as proteinas presentes em diferentes tecidos e em diversos
estdgios de desenvolvimento desses vegetais (GALLARDO et al., 2008). Nesse contexto,
dentre as leguminosas, a subfamilia Faboideae compreende a maioria das espécies modelo,
incluindo o amendoim (Arachis hypogaea), lotus (Lotus japonicus), medicago (Medicago
truncatula), feijao escarlate corredor (Phaseolus coccineus), feijdo comum (Phaseolus
vulgaris), ervilha (Pisum sativum), fava (Vicia faba) e soja (Glycine max), a leguminosa mais
importante economicamente no mundo (LE ez al., 2007). Uma das vantagens de se utilizar
espécies cultivdveis como modelo de estudo da biologia da semente é a facilidade de se
modificar caracteristicas de importancia agrondmica, como a composicdo de sementes, niveis
de alérgenos e aumento do nimero e tamanho dos graos produzidos (KINNEY, 1998;
HERMAN et al, 2003; WANG et al, 2003; GUPTA et al, 2006).

A soja é uma cultura que se apresenta como uma das atividades econOmicas
mundiais com crescimento mais expressivo nas ultimas décadas. Sua ampla utilizacdo na
alimentacdo humana e animal, bem como na fabricacdo de fertilizantes e do biodiesel se
justifica pelo elevado teor nutricional de seus graos, constituidos, principalmente por 38-40%
de proteinas, 30% de carboidratos e 18% de 6leo (BURTON, 1997). Sementes de soja
apresentam caracteristicas adicionais que justificam o seu uso como sistema ideal ao estudo
dos processos fisioldgicos ocorrentes durante a germinagdo. Como j4 citado, a soja apresenta
um elevado teor proteico em seus graos, o que facilita a obten¢do de proteinas para estudo,
além das sementes ndo apresentarem contaminacdo por patégenos humanos ou animais
(BOOTHE et al., 2010). Adicionalmente, essas proteinas se dispdem em compartimentos de
reserva especializados que proporcionam um ambiente estdvel a elas (JOLLIFFE;

CRADDOCK; FRIGERIO, 2005; CUNHA et al., 2010) que, uma vez associadas a
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quiescéncia das sementes, ficam protegidas da degradacao ou hidrélise ndo enzimatica (MA;

DRAKE; CHRISTOU, 2003).

1.5 Justificativa

A exsudacdo € um mecanismo de defesa apresentado por sementes, que consiste
na liberacdo de moléculas para o solo durante o processo de germinacdo. O exsudato,
composto essencialmente de proteinas, peptideos e metabdlitos secundarios, pode atuar
interferindo no desenvolvimento de microrganismos, representando uma fonte de prospeccdo
de moléculas de defesa com potencial biotecnolégico para o controle de patégenos de solo.

Contudo, estudos como aqueles desenvolvidos por Santos e colaboradores (2008),
que analisaram exsudatos de semente de soja e demonstraram a contribui¢ido de proteinas na
atividade de defesa vegetal, ainda sdo poucos.

Em uma abordagem similar, Palavalli e colaboradores (2012), através de andlises
protedmicas, identificaram 90 spots provenientes de géis bidimensionais de exsudatos de
sementes de soja embebidas em dgua quente. Dentre as proteinas identificadas, destacaram-se
a globulina 7S e o inibidor de tripsina do tipo Bowman-Birk como as mais proeminentes.
Adicionalmente, vérias outras classes de proteinas com papel reconhecido na protecdo de
sementes foram encontradas, tais como peroxidases e 3-1,3-glucanases.

Nessa mesma tematica, estudos preliminares realizados por nosso grupo de
pesquisa (OLIVEIRA, 2009; ROCHA, 2011), acerca da composicdo de exsudatos de
sementes de soja e de sua acdo contra fitopatégenos de solo, mostraram a presenca da toxina
proteica Gm-TX (toxina de Glycine max), de acdo deletéria para nematoides do género
Meloidogyne. Tais achados, ainda que preliminares, contribuem para a compreensdo do
importante papel que moléculas exsudadas possam ter sobre organismos presentes no solo,

incitando a busca de maiores informagdes nesse contexto.

1.6 Hipotese

A exsudacdo apresentada por sementes de soja em seu processo germinativo pode
funcionar como um evento fisiolégico voltado a defesa da planta contra pragas e doencgas

durante o processo de germinagdo das sementes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar comparativamente os exsudatos de sementes de soja de duas cultivares
com diferentes indices de desempenho frente ao parasitismo de M. incognita (BRS-Pala -
suscetivel; BRS-Macota - resistente), visando obter informag¢des que venham reforgar o papel

de defesa atribuido aos exsudatos vegetais.

2.2 Especificos

= (Caracterizar os exsudatos quanto a presencga de diferentes classes de proteinas,
através de andlise protedmica;

= (Caracterizar os exsudatos quanto a composicdo de metabolitos secunddarios;

» (Caracterizar os exsudatos quanto a presenca de atividades enzimdticas e
hemaglutinante relacionadas as proteinas de defesa;

= Avaliar os efeitos in vitro de exsudatos proteicos sobre ovos e juvenis de

segundo estagio de M. incognita.
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3. MATERIAIS

3.1 Reagentes

Acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida, dacido etilenodiamino tetraacético
(EDTA), acido tricloroacético (TCA), B-mercaptoetanol, albumina sérica bovina (BSA),
Coomassie Brilliant Blue G-250, N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA), N-a-
benzoil-DL-arginina-p-naftilamida (BANA), 7-dimetilaminocumarina-4-acido  acético
(DMACA), azocaseina, inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (tipo I-S), papaina, trizma-
base, ditiotreitol (DTT) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EEUU). 3-[(3-
colamidopropil)-dimetilamonio]-propano-sulfonato (CHAPS), fluoreto de fenil metil sulfonil
(PMSF), iodoacetamida, 6leo mineral, ureia, tioureia, tiras (strips) para focalizacio
isoelétrica, tampdo para gradiente de pH imobilizado (IPG buffer) 3-10, dodecil sulfato de
soédio (SDS) e marcadores de massa molecular foram obtidos da GE Healthcare do
Brasil.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos comercialmente

de diferentes fornecedores.
3.2 Materiais biologicos
3.2.1 Sementes de soja
Sementes de soja de duas cultivares com diferentes indices de desempenho ao
nematoide das galhas M. incognita, sendo BRS-Pala a cultivar suscetivel e BRS-Macota a

cultivar resistente (Tabela 1), ambas ndo tratadas com fungicidas, foram fornecidas pela

Embrapa — Fundagdo Pro-Sementes (Passo Fundo — RS).



35

Tabela 1 — Descri¢do das cultivares de soja utilizadas

Caracteristicas Cultivar
BRS-Pala BRS-Macota
Ciclo Médio ou semi-tardio Precoce
Habito de crescimento Determinado Indeterminado
Altura da planta 73 cm 89 cm
Hipocétilo Verde Roxo
Pubescéncia Marrom Cinza
Flor Branca Roxa
Vagem com pubescéncia Marrom clara Cinza escura
Tegumento Amarelo Amarelo
Hilo Marrom Preto imperfeito
Peso de cem sementes 154¢ 14,8 g

Tecnologia de Producao

Densidade (sementes aptas/m?) 25a30 25a30

Desempenho Frente a Adversidade

Deiscéncia das vagens

Acamamento

Mancha olho de ra

Cancro da haste

Podridao parda da haste

Oidio

Pustula bacteriana

D \O| W ool oo o0 O O

Mosaico comum

Meloidogyne incognita

Meloidogyne javanica

W W| W| oo 0| OO OO K| 0| 0| o0

W 3| o©

Nematoide de cisto

Fonte: FUNDACAO PRO-SEMENTE (2010). Indices de resisténcia de 1 (ruim) a 9 (excelente).
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3.2.2 Meloidogyne incognita

Nematoides juvenis de segundo estddio (J2) pertencentes a espécie M. incognita,
raca 1, foram obtidos a partir de raizes de tomateiros, mantidos em casa de vegetacdo
pertencente ao Laboratério de Interacdo Molecular Planta-Praga I (EMBRAPA Recursos

Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF).

3.2.3 Eritrocitos

Eritrécitos foram obtidos a partir de amostras de sangue de coelho albino adulto
(raca Nova Zelandia branca), mantido no biotério experimental do Departamento de

Bioquimica e Biologia Molecular (DBBM) da Universidade Federal do Ceard (UFC).

3.2.4 Plantas de tabaco

Sementes de tabaco foram plantadas em tubos pldsticos contendo terra e areia
(2:1), sendo colocadas 3 sementes por tubo (FIGURA 5B) e deixando-se apenas uma planta
por vaso apds o desbaste. O plantio foi realizado em casa de vegetacdo pertencente ao
Laboratério de Interacio Molecular Planta-Praga I (EMBRAPA Recursos Genéticos e

Biotecnologia, Brasilia, DF).
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Figura 5 — Plantas de tabaco crescidas em casa de vegetacdo para avaliagdo da infectividade

dos nematoides

*l.mento em andamento,

Por favor, NAO molhar.

A. Casa de vegetacdo (Embrapa - Recursos Genéticos e Biotecnologia), B. Plantas de tabaco 15 dias apds o

plantio, C. Detalhe das plantas de tabaco antes do desbaste.
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4. METODOLOGIA

4.1 Exsudacio de sementes de soja

Para a obtencdo dos exsudatos foi seguida a metodologia descrita por Santos e
colaboradores (2008) e adaptada por Rocha (2011). Vinte sementes de soja, livres de danos
mecanicos e sem qualquer alteragdo morfoldgica perceptivel, foram embebidas em 6 mL de
tampdo acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0, a 28 °C e umidade relativa de 70% em cAmara de
B.O.D. (Quimis, Diadema, SP, Brasil) Ap6s 18 horas, os componentes das sementes liberados
para o tampao acetato, denominados exsudatos brutos, foram coletados, os teores de proteinas
quantificados e analisadas para identificacdo das proteinas e classes de metabdlitos

secundérios presentes.

4.2 Dosagem de proteinas

Para determinacdo do teor de proteinas, foi utilizado o método colorimétrico de
Bradford (1976). A 100 uL de amostra, em diversas concentragdes, foram adicionados 2,5 mL
do reagente de Bradford. A mistura foi agitada e apds 10 minutos foram feitas as leituras das
absorbancias em espectrofotometro (tipo Novapesc II, Pharmacia) a 595 nm. A concentragcao

proteica foi estimada utilizando-se uma curva padrao com concentragdes conhecidas de BSA.

4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida de duas fases (PAGE-SDS)

O  perfil eletroforético  dos  exsudatos foi  analisado  segundo
metodologia descrita por Laemmli (1970). Para as analises, amostras de exsudatos bruto e
dialisado de ambas as cultivares foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 0,125 M, pH 6.8,
acrescido de SDS 1%. Posteriormente, essas mesmas amostras foram aquecidas a 100 °C
durante 10 minutos e centrifugadas a 10.000 x g, por 5 minutos, recebendo, por fim, azul de
bromofenol 0,1%. A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical (HOEFER SE
250, GE Healthcare, Uppsala, Suécia), tendo sido os géis submetidos a corrente de 20 mA/gél.
Como marcadores de massa molecular foram utilizados fosforilase b (97 kDa), albumina
sérica bovina (66 kDa), albumina de ovo (45 kDa), anidrase carbdnica bovina (30 kDa),

inibidor de tripsina da soja (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa).



39

4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida de trés fases na presenca de tricina (Tricina-

PAGE-SDS)

O perfil eletroforético dos exsudatos foi analisado segundo metodologia descrita
por Schagger e Jagow (1987), em gel de trés fases, composto por um gel de concentragdao
(4%), um gel espacador (10%) e um gel fracionador (16,5%). O material submetido a esse
tipo de eletroforese foi dissolvido em tampao de amostra Tris-HCI 0,050 M, pH 6,8, acrescido
de SDS 4% e Comassie Brilliant Blue G-250 0,01%. Posteriormente, essas mesmas amostras
foram centrifugadas a 10.000 x g, por 5 minutos. A corrida eletroforética foi realizada em
sistema vertical (HOEFER SE 250, GE Healthcare, Uppsala, Suécia), sendo os géis
submetidos a uma corrente de 10 mA para o gel de concentracdo e 20 mA para os géis
espacador e fracionador. Como marcadores de massa molecular foram utilizados 0os mesmos

descritos no protocolo anterior.

4.5 Eletroforese bidimensional

4.5.1 Eletroforese bidimensional de proteinas da cultivar BRS-Pala

A eletroforese bidimensional dos exsudatos de sementes de soja foi efetuada
seguindo o protocolo descrito e modificado por Gorg et al. (2000). As proteinas de cada
cultivar foram precipitadas com uso de kit 2D Clean up (GE Healthcare, Uppsala, Suécia).
Para a cultivar BRS-Pala, 250 ug das proteinas precipitadas foram ressuspendidas em 250 uL
de tampao de re-hidratagdo composto por uréia 7 M, tiouréia 2 M, DTT 0,018 M, CHAPS
2%, IPG Buffer pH 3-10 2% (GE Healthcare, Uppsala, Suécia), azul de bromofenol e solugao
de DeStreak (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Posteriormente, a amostra dissolvida em
solucdo de re-hidratacdo foi aplicada em tira (strip) de 13 cm com variacdo linear de pH de 3
a 10, sendo deixada em repouso overnight (aproximadamente 12 horas). A focalizacdo
isoelétrica foi executada de acordo com os parametros descritos a seguir: 200 V constantes
durante 90 minutos, 500 V constantes durante 60 minutos, gradiente de 1000 V durante 60
minutos, 1000 V constantes durantes mais 90 minutos, gradiente de 7000 V por 120 minutos e
por fim 7000 V constantes até a focalizacao atingir 24000 Vhr. Terminado o procedimento, a
strip foi imersa em solucdo de equilibrio (uréia 6 M, Tris-HCl 75 mM, pH 8,8, glicerol
29,3%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%) contendo primeiramente DTT (10 mg/mL) e
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em seguida iodoacetamida (25 mg/mL) durante 15 minutos. A separacdo na segunda
dimensao por PAGE-SDS (12,5%) foi conduzida de acordo com metodologia descrita por
Laemmli (1970). Nessa etapa, as condi¢des de corrida foram 250 V, 50 mA e 10 W durante 6
horas em temperatura constante de 20 °C. A coloragdo do gel foi efetuada utilizando
Coomassie Coloidal (WANG et al., 2007) e este finalmente digitalizado (LabScan software) e

analisado utilizando o programa PDQuest v8.0.1 (BioRad, Hercules, Califérnia, EUA).

4.5.2 Eletroforese bidimensional de proteinas da cultivar BRS-Macota

A precipitacdo das proteinas pertencentes a cultivar BRS-Macota foi realizada
seguindo o mesmo protocolo descrito para BRS-Pala. Para a re-hidratacdo da strip, 250 pg
das proteinas precipitadas de BRS-Macota foram ressuspendidas no tampao de re-hidratagdo
agora composto por uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4%, IPG Buffer pH 3-10 1%, DTT 0,1
M e azul de bromofenol. Apds a aplicagdo da amostra em strip de 13 cm com variacdo linear
de pH de 3 a 10, e repouso do conjunto overnight, a focalizacdo isoelétrica foi executada de
acordo com as seguintes condi¢des: 200 V constantes durante 90 minutos, 500 V constantes
durante 90 minutos, gradiente de 1000 V durante 60 minutos, 1000 V constantes durante 60
minutos, gradiente de 5000 V durante 90 minutos e finalmente 5000 V constantes até a
focalizacao atingir 32000 Vhr. Posteriormente, o equilibrio da strip e a separacdo na segunda
dimensdo foram conduzidas da mesma maneira ja descrita para a outra cultivar, Apds a
coloracdo do gel obtido por Coomassie Coloidal, o mesmo foi digitalizado (LabScan
software) e analisado utilizando o programa PDQuest v8.0.1 (BioRad, Hercules, Califérnia,
EUA). Para caracterizacdo do perfil proteico das proteinas exsudadas por sementes de soja, os

géis de eletroforese bidimensional foram obtidos em quadruplicata para cada cultivar.

4.5.3 Identificacdo de proteinas por espectrometria de massas

Amostras de proteina total contendo 50 pg, obtidas conforme ja descrito, foram
submetidas a digestdo com tripsina. As amostras, na concentracdo de 1 mg/mL, diluidas em
bicarbonato de amodnia 0,05 M, foram reduzidas com DTT 0,01 M a 60°C e alquiladas com
Iodoacetamida 0,3 M, por 30 minutos cada etapa. Em seguida, as proteinas foram adicionadas
de 400 ng de tripsina (Promega, cat. # V5111, Madison, WI, USA), agitadas e incubadas a 37
°C, por aproximadamente 12 horas. A digestdo foi parada com 10 pL de &cido trifluoroacético

5%, a 37 °C, por 90 minutos. As amostras foram, entdo, centrifugadas (14000 x g, 6 °C, 30
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minutos) e o sobrenadante transferido para novos microtubos. Os exsudatos digeridos foram
secados a vécuo, ressuspendidos em 10 pL de acetonitrila (5%) contendo &cido foérmico
(0,1%) e transferidos para os tubos de injecdo (Waters, cat. # 1860385C,
Milford, Massachusetts, EUA). Adicionalmente, foi utilizado um padrao interno para
quantificacdo relativa — “label-free” — das proteinas encontradas na amostra (élcool
desidrogenase - spiked to 50 fmol, nimero de acesso PO0330 no SwissProt).

Os peptideos oriundos da digestdlo com tripsina foram analisados por
cromatografia capilar associada a espectrometria de massas (CapLC-MS/MS), utilizando um
espectrometro Synapt G2 HDMS (Waters Corp., Milford, MA, USA), conectado a uma
unidade de cromatografia liquida de ultraperformance (UPLC) nanoACQUITY (Waters
Corp., USA). Os peptideos (1-5 pL) foram injetados em solvente A (acetonitrila/dgua/acido
formico, 5/94,9/0,1), utilizando a bomba auxiliar da unidade UPLC para interagir com a
coluna Waters Symmetry 300™ (C-18, filme de 5 pm; 0,3 mm x 5 mm), possibilitando a
dessalinizacdo e pré-concentracdo. Apds lavagem por 3 minutos com solvente A a 20
uL/minuto, os peptideos foram eluidos usando um gradiente de concentragdo para a coluna
analitica nanoACQUITY HSS T3 (C-18 1,8 um, 0,075 x 200 mm). A faixa desse gradiente
compreendeu 5 a 42% em solvente B (acetonitrila/dgua/dcido férmico; 95/5/0,2), durante 40
minutos. O espectrometro foi calibrado utilizando fragmentos idnicos do peptideo Glu-1-
fibrinopeptideo B (Glu-Fib), de forma a manter a acurdcia em 10 ppm.

O espectrometro foi operado para adquirir espectros MS/MS dos peptideos
tripticos em modo MS", utilizando o reconhecimento de estado de carga e limite de
intensidade como critérios de selecdo, através do aplicativo MassLynx 4.1. De forma a serem
obtidos os dados MS/MS, uma varredura (2 segundos) foi realizada nos dados de relacdo
massa/carga (m/z) entre 400 e 1500. Todos os ions foram submetidos ao processo de
dissociacdo induzida por colisdo (CID), na presenca de argdnio. Os espectros i0nicos
resultantes (6-8 segundos) foram processados utilizando o aplicativo Protein Lynx Global
Server 2.5 e convertidos em arquivos de lista de picos (peak list files; PKL) para busca em
bancos de dados. Para identificacdo das proteinas, foram feitas buscas utilizando o aplicativo
ProteinLynx Global Server 4.1, contra o banco de dados de Glycine max na base de dados do
UniProtKB. As buscas foram feitas utilizando os seguintes critérios: méaximo de uma
clivagem perdida da tripsina, peptideos monoisotopicos, com modificacdo varidvel de
oxidacdo da metionina e variagdo fixa de carbamidometilacdo das cisteinas. Também foram
utilizados como critérios de identificacdo a detec¢do de, pelo menos, trés fragmentos por

peptideo, sete fragmentos por proteina e, no minimo, um peptideo por proteina, além de taxas


http://en.wikipedia.org/wiki/Milford,_Massachusetts
http://en.wikipedia.org/wiki/Massachusetts
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de falso positivo abaixo de 4%. Os limites selecionados de tolerancia para variacdo da massa
dos peptideos e dos fragmentos foram 0,3 e 0,1 Da, respectivamente. A taxa minima de

repeticao considerada para cada proteina nas nove replicatas foi de 6.

4.6 Determinacio qualitativa de metaboélitos secundarios

Para determinagdo qualitativa de classes de metabdlitos secundarios em exsudatos
de sementes de soja foram utilizados os protocolos descritos por Matos (1999). Os exsudatos
brutos das cultivares BRS-Pala e BRS-Macota foram diluidos em volume minimo de édlcool
para realizacdo das andlises. As avaliacdes da presenca de metabdlitos secundarios foram
feitas para os grupos dos fenois, taninos, antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavondis,
xantonas, chalconas, auronas, flavonondis, leucoantocianidinas, catequinas, flavononas,
esterdides e triterpendides, em que todas as detec¢des foram baseadas na modificacdo ou
aparecimento de coloracdo. Foi verificada também a presenga/auséncia de saponinas e

alcaldides, a partir da formacao ou ndo de espuma e precipitado, respectivamente.

4.7 Deteccao de atividades vinculadas a proteinas relacionadas a defesa vegetal

Com foco na deteccdo de proteinas relacionadas a defesa vegetal, os exsudatos
foram previamente dialisados (cut-off de 3,5 kDa) contra dgua destilada, centrifugados a 8.000

X g, por 10 minutos e as fracdes soluveis analisadas.

4.7.1 Atividade hemaglutinante

Para determinagdo da atividade hemaglutinante direta, foi seguida a metodologia
descrita por Moreira e Perrone (1977), adaptada para utilizacdo de tubos de ensaio com
solucdo salina como branco do ensaio. Exsudatos dialisados foram diluidos serialmente em
solugdo salina 0,15 M e a estes acrescidos aliquotas de 200 uL de uma suspensdo de
eritrocitos 2% tratados ou ndo com tripsina, sendo, em seguida, o conjunto incubado a 37 °C.
Ap6s 1 hora, foi verificada, a olho nu, a presenca ou nao de aglutinados de eritrécitos. Os
resultados foram expressos como o inverso da maior dilui¢ao capaz de causar aglutinacao dos
eritrocitos.

O tratamento enzimdtico das hemadcias foi realizado de acordo com a técnica

proposta por Lis e Sharon (1972). A suspensao de células ajustada a 2% e lavada com solugao
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de NaCl 0,15 M foi incubada por 1 hora, 4 °C, com a enzima tripsina, na proporc¢ao de 0,1 mg
para cada 10 mL da suspensdo, sendo submetida a agitacdes ocasionais. Apds centrifugacdo a
3.000 x g, por 10 minutos, o pellet obtido foi submetido a novas lavagens com solucdo salina

para retirada do excesso de tripsina.

4.7.2 Atividade inibitoria de tripsina

Para detec¢do de inibidor de tripsina, foi utilizado o método descrito por Kakade
et al. (1969) e modificado por Hamerstrand et al. (1981). Aliquotas de 10 pL dos exsudatos
dialisados foram acrescidas de 1,6 mL de solu¢do tampao Tris-HCI 0,05 M + CaCl, 0,02 M,
pH 8,2, contendo tripsina (0,1 mL de solugdo estoque contendo 0,4 mg de tripsina em 10 mL
de HCI 0,01 N) e BAPNA (3,5 mL de agua e DMSO contendo 35 mg de BAPNA), como
substrato. Este tampdo foi também utilizado como branco do ensaio. Apdés 50 minutos, a
reacdo foi interrompida com dcido acético 30% (v/v) e a leitura das absorbancias feitas a 410
nm. Os resultados obtidos foram calculados de acordo com curva padrio obtida com o
inibidor de tripsina da soja, SBTI, em diferentes concentracdes e expressos como a quantidade

em mg de tripsina inibida por mg de proteinas totais do exsudato.

4.7.3 Atividade inibitoria de papaina

A atividade inibitéria da enzima papaina foi analisada segundo metodologia
descrita por Abe et al. (1992). Vinte microlitros de uma solu¢do de papaina (1 mg de papaina
dissolvida em dgua e depois diluida 50 vezes em tampao fosfato de sédio 0,25 M, pH 6,0), 40
uL de uma solucao ativadora contendo tampao fosfato de sédio 0,25 M, pH 6,0, EDTA 0,002
M e DTT 0,003 M, 240 pL de tampao fosfato de soédio 0,25 M, pH 6,0, utilizado também
como branco do ensaio, e 200 uL de exsudatos dialisados foram pipetados em tubos de ensaio
dispostos em banho de gelo. O conjunto foi imediatamente incubado em banho-maria a 37 °C,
por 10 minutos. Posteriormente, foram acrescidos 200 uL do substrato BANA 0,001 M.
Passados 20 minutos, a reacdo foi parada com 500 uL de HCI 2% diluido em etanol e o
conjunto foi mantido em temperatura ambiente por mais 5 minutos. Foram, entao,
adicionados 500 uL do cromégeno DMACA 0,06%. A absorbancia foi medida a 540 nm, 30
minutos apds o acréscimo do ultimo reagente. Uma unidade de atividade (UI) foi determinada
como a quantidade de inibidor que diminuiu a atividade da protease em 0,01 da absorbancia a

540 nm.
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4.7.4 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica total dos exsudatos dialisados foi feita seguindo-se a
metodologia descrita por Xavier-Filho (1989). Aliquota de 500 uL das amostras em tampao
fosfato de sodio 0,025 M, pH 6,0, contendo DTT 0,003 M foi incubada por 1 hora, 37 °C,
juntamente com 200 uL de azocaseina 1% (m/v). Passado o tempo de incubacdo, a reagcdo foi
interrompida com a adi¢do de 300 uL de 4cido tricloroacético 20% (v/v) e o conjunto foi
centrifugado a 10.000 x g, por 10 minutos. O tampao fosfato de sédio citado no inicio
também foi utilizado om branco do ensaio. Ao sobrenadante contendo os peptideos, foram
adicionados 400 uLL de uma solucdo de NaOH 2 N e a absorbancia foi medida a 420 nm. A
atividade foi calculada considerando-se a variacdo de 0,01 unidade de absorbancia como

sendo 1 (uma) unidade de atividade proteolitica.

4.7.5 Atividade peroxiddsica

A atividade peroxidésica foi realizada seguindo-se a metodologia descrita por
Urbanek et al. (1991). A 100 uL dos exsudatos dialisados, foram adicionados 500 pL de
guaiacol 0,02 M (substrato doador de prétons) e 500 uL. de peréxido de hidrogénio 0,06 M. A
mistura foi completada com acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2, também utilizado como branco
do ensaio, até atingir um volume final de 2 mL. O conjunto foi entdo incubado a 30 °C, por 10
minutos, sendo, por fim, as absorbancias lidas a 480 nm. A variacdo de 1 unidade de
absorbancia por minuto foi assumida como sendo 1 (uma) unidade de atividade peroxidésica

(1 UAPoX).

4.7.6 Atividade p-1,3-glucandsica

A atividade B-1,3-glucandsica foi determinada através do método colorimétrico
descrito por Boller (1993). Uma solucdo do substrato laminarina (2 mg/mL) em tampado
acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2, foi aquecida a 60 °C, por 10 minutos, e dialisada contra o
mesmo tampao para remoc¢do de glucose livre. Foram, entdo, adicionados 900 pL da solucao
de laminarina resultante a 100 uL dos exsudatos dialisados ou a 100 uLL do tampao acetato de
sédio 0,05 M, pH, 5,2 e os conjuntos mantidos a 30 °C, por 30 minutos. Apds incubacao, foi
adicionado 1 mL de uma mistura de solu¢des (25 mL de solugdo “A” contendo 25 g de

carbonato de sédio anidro, 25 g de tartarato de sddio potdssio, 20 g de bicarbonato de sédio,
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200 g de sulfato de s6dio anidro e dgua g.s.p. 1000 mL + 1,0 mL de solugdo “B” contendo 15
g de sulfato de cobre hidratado, 20 pL de 4cido sulftrico concentrado e dgua q.s.p. 1000 mL),
sendo feito, posteriormente, uma fervura em banho-maria, por 20 minutos. Apds resfriamento
em banho de gelo por 5 minutos, foi acrescentado 1 mL da solu¢do “C” (3 g de arsenato de
sodio + dgua g.s.p. 25 mL) e os tubos agitados vigorosamente até a completa remog¢do dos
gases formados, sendo, em seguida, deixados em repouso por 5 minutos. As amostras foram
entdo diluidas 12 vezes e a leitura das absorbancias realizada a 520 nm. Para o célculo do teor
de acucar a ser liberado no ensaio, uma curva padrao foi construida a partir de solu¢des de
glucose de concentragdes variando de 7,5 a 240 ug/mL em tampao acetato de soédio 0,05 M,

pH 5,2.

4.7.7 Atividade quitindsica

A atividade quitindsica foi realizada segundo a metodologia descrita por Boller
(1993), baseada na formagdo de N-acetil-D-glucosamina a partir do substrato quitina coloidal.
Para tanto, 250 pL de cada exsudato dialisado foram incubados com 250 pL de quitina
coloidal, a 37 °C, por 1 hora. A atividade enzimatica foi interrompida com fervura em banho-
maria. Apds o procedimento de parada da atividade, foi feito um resfriamento em banho de
gelo, sendo feita, posteriormente, uma centrifugacio a 10.000 x g, por 10 minutos. Aliquotas
de 300 pL foram retiradas e incubadas com 10 pL de uma solugdo contendo a enzima
glucuronidase, a 37 °C, durante 1 hora.

Para determinagcdo da N-acetil-D-glucosamina liberada no ensaio, 310 uL do
hidrolisado obtido acima foram acrescidos de 190 uLL de tampao acetato de sédio 0,05 M, pH
5,2, e 100 puL de solugdo tetraborato de sddio e potassio 0,6 M. Os tubos foram imediatamente
fervidos em banho-maria e resfriados em banho de gelo. Foi, entdo, adicionado 1 mL da
solucdo de p-dimetilaminobenzaldeido (DMAB). A mistura foi mantida a 37 °C em banho-
maria, por 20 minutos, e as leituras de absorbancia feitas em comprimento de onda de 585
nm. Para o célculo do teor de acucar liberado, uma curva padrdo construida a partir de
solugdes de glucose com concentragdes variando de 0,1 a 0,5 M foi construida (REISSING et

al., 1955).
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4.8 Avaliacao da Atividade dos exsudatos sobre o nematoide M. incognita

4.8.1 Obtencdo de ovos e juvenis de segundo estddio de M. incognita

Ovos do nematoide das galhas M. incognita (raga 1) foram obtidos de acordo com
a metodologia proposta por Hussey e Barker (1973), com modificacdes. Raizes de tomateiro
infectadas com o nematoide foram lavadas em 4gua corrente e, posteriormente, fragmentadas
em pedacos de aproximadamente 5 cm. As raizes foram liquidificadas em hipoclorito de sédio
0,5% e, em seguida, os ovos foram coletados em dgua destilada em peneiras de 500 mesh.
Para obtencdo dos juvenis de segundo estddio (J2), suspensdes de ovos foram mantidas em

camara de eclosdo a temperatura ambiente por 48 horas.

4.8.2 Ensaio in vitro de avaliacdo da eclosdo de M. incognita

Para o ensaio de avaliacdo da eclosdo dos ovos, a metodologia seguida foi baseada
na proposta de Campos, Campos e Coimbra (2006), com modificagdes. Suspensdes contendo,
em média, 500 ovos de M. incognita, obtidos a partir da metodologia ja descrita, foram
colocadas em contato com amostras de exsudatos dialisados (0,5 mg/mL) durante 24 e 48
horas, a 28 °C, na auséncia de luz. Apds o tempo de incubacdo, a suspensao foi diluida em
agua destilada de modo a perfazer uma concentracdo de proteinas in6cua ao juvenis, sendo
estes contados apenas apés 24 horas da diluicio. Agua foi utilizada como grupo controle
negativo. Os dados obtidos foram convertidos em valores percentuais e comparados aos do

grupo-controle. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.8.3 Ensaio in vitro de avaliacdo da mobilidade/mortalidade de J2 de M. incognita

Para avaliacdo do efeito dos exsudatos de sementes de soja sobre a mobilidade de
J2 de M. incognita, foi utilizada a metodologia descrita por Coimbra e Campos (2005), com
modificagdes. Suspensdes contendo, em média, 50 J2 foram colocadas em contato com
amostras de exsudatos dialisados de modo a perfazer 500 uL de volume final de ensaio. O
conjunto (nematoide + amostra) foi mantido a 28 °C e na auséncia de luz. Como grupo
controle foi utilizado dgua destilada e como grupos experimentais exsudatos dialisados em
diferentes concentracdes de proteinas (0,5; 0,25; 0,13 e 0,06 mg/mL). Os nematoides foram

observados nos tempos 24 e 48 horas apds incubacdo com a amostra, tendo sido calculado o
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numero de nematoides moveis (J2 com intenso movimento) ¢ o numero de nematoides
imoveis. Para verificar a taxa de mortalidade, apds esse periodo, a suspensao foi diluida de
modo a perfazer uma concentra¢do de proteinas indcua ao juvenis, sendo estes novamente
contados 24 horas depois. Os dados obtidos foram convertidos em valores percentuais e

comparados aos do grupo-controle. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.8.4 Ensaio in vitro de avaliacdo da atratividade de M. incognita

Para avaliacdo do efeito quimiostdtico dos exsudatos sobre juvenis de M.
incognita foi seguida a metodologia descrita por Wang, Lower e Williamson (2009), com
adaptacdes. Um volume de 3 mL de Pluronic F-127 23% contendo, em média, 800 J2 foi
vertido em placas de 3 cm de didmetro, sendo estas mantidas a temperatura ambiente, por 24
horas. Posteriormente, foram dispostos discos de papel filtro de 6 mm de diametro embebidos
com exsudatos dialisados (I mg/mL) ou dgua no centro de cada placa. O ndmero de
nematoides presentes na drea disposta a 2 mm da borda do papel filtro foram contados apos 1,
3,5 e 24 horas. Os dados obtidos foram convertidos em valores percentuais e comparados aos

do grupo-controle. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.8.5 Ensaio de avaliagdo da infectividade de M. incognita

Para avaliar o efeito das proteinas exsudadas de sementes de soja sobre a
infectividade de M. incognita, foi utilizado o protocolo descrito por Campos, Campos e
Coimbra (2006), com modifica¢gdes. J2 foram mantidos em contato com dgua ou amostras de
exsudatos (0,13 mg/mL) durante 24 horas a 28 °C e na auséncia de luz. Apos 24 horas de
exposicdo aos exsudatos, os J2, na propor¢dao 150 J2/planta, foram inoculados em raizes de
tabaco crescidas por um més. As plantas foram, entdo, mantidas em casa de vegetacao sob
condi¢des ambientais até o 45° dia da inoculacdo. Apds esse periodo, as raizes foram
coletadas, lavadas e a quantificacdo das galhas e das massas de ovos procedida. Como

replicatas, foram utilizadas 10 plantas por tratamento.
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4.9 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado nos ensaios biolégicos foi completamente
aleatério. As médias obtidas nos tratamentos foram comparadas com seus respectivos
controles, sendo a andlise dos dados feita através dos testes ndo paramétricos da mediana e de
Wilcoxon/Kruskal-Wallis, com nivel de significancia 5% (software JMP 5.1), e a medida de

dispersdo calculada com base no erro padrao.
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S. RESULTADOS

5.1 Proteinas exsudadas de sementes de soja: teor proteico, massa molecular e ponto

isoelétrico

A embebicdo de sementes de soja promoveu a liberacdo de diversos tipos de
moléculas em meio tamponado, incluindo proteinas, com um pico de exsudagdo proteica
alcancado 18 horas apds contato com o tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0. Os maiores
valores de proteinas soliveis exsudadas foram 0,260 e 0,055 mg/semente para as cultivares
BRS-Macota e BRS-Pala, respectivamente.

As proteinas exsudadas foram, entdo, analisadas por meio de eletroforeses uni- e
bidimensionais. A andlise dos géis de eletroforese unidimensional dos exsudatos de cada
cultivar revelou diferencas quanto a diversidade de proteinas distribuidas entre massas
moleculares de 200 a 14 kDa. Por PAGE-SDS, o perfil eletroforético da cultivar BRS-Pala
revelou uma maior variedade de bandas quando comparado ao de BRS-Macota (FIGURA 6).

Padrdes semelhantes de diversidade proteica foram também observados em géis
de eletroforese bidimensional. Em BRS-Pala, foram detectados 146 spots, distribuidos da
seguinte forma: 57 spots com pl entre 3,0 e 5,0; 56 spots com pl entre 5,0 e 7,0 e 33 spots
com pl entre 7,0 e 10,0, cujas massas moleculares variaram de 13,0 a 81,6 kDa. Quanto a
cultivar BRS-Macota, os 89 spots detectados se distribuiram da seguinte maneira: 44 spots
com pl entre 3,0 e 5,0; 17 spots com pl entre 5,0 e 7,0 e 28 spots com pl entre 7,0 e 10,0, com
massas moleculares variando de 12,7 a 84,6 kDa (FIGURA 7).

5.2 Identificacao de proteinas exsudadas por espectrometria de massas

O prosseguimento da caracterizagdo dos proteomas dos exsudatos de sementes de
soja foi dado através da espectrometria de massas da amostra complexa. Um total de 64
proteinas (Tabela 2) foram identificadas com base nas sequéncias depositadas no banco de
dados UniprotKb. Deste total, apenas 3 proteinas se mostraram especificas a uma das
cultivares, dentre elas uma nao caracterizadas, especifica a cultivar BRS-Macota e uma nao
caracterizada, além de uma subunidade alfa de uma B-conglicinina, Unicas a cultivar BRS-
Pala. Nessa mesma tabela também constam as quantidades relativas de 29 proteinas obtidas
por técnica “label-free”, sendo 23 mais expressas em BRS-Pala em contraste aquelas 5 mais

expressas por BRS-Macota.
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Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS; 12,5%) das proteinas

exsudadas de sementes de soja — cultivares BRS-Pala e BRS-Macota
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(M) Marcador; (BP) Exsudato de sementes cv. BRS-Pala - 25 ug e (BM) Exsudato de sementes cv. BRS-Macota
- 25 png. Como marcadores de massa molecular (raia M) foram utilizados 7 pL. de Molecular Weight Marker®

(Sigma-Aldrich). As massas dos marcadores sdo mostradas em kDa.
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Figura 7 - Mapa proteico bidimensional das proteinas exsudadas de sementes de soja — cultivares BRS-Pala e BRS-Macota
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(BP) Exsudato de sementes cv. BRS-Pala - 250 pg; (BM) Exsudato de sementes cv. BRS-Macota - 250 ug. Como marcadores de massa molecular foram utilizados 5 pL de
LMW-SDS Marker Kit® (GE Healthcare). As massas dos marcadores sdo mostradas em kDa.
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Tabela 2 - Proteinas detectadas por técnica protedmica do tipo shotgun (LC-ESI-MS/MS) em exsudados de sementes de soja — cultivares BRS-

Pala e BRS-Macota

Acesso Massa Molecular Escore Razao
Proteina Entrada )
(UniProtKB) Média (DA) BRS-Pala BRS-Macota pgla/Macota®
Putative uncharacterized protein OS
Glyeine max PE2 SV 1 C6TNPO_SOYBN  C6TNPO 57854,09 1886,93 927,24 1
[88% homology with -glucosidase 44-like
protein (Phaseolus vulgaris)]
Hydrophobic seed protein OS G.
HPSE_SOYBN P24337 8358,90 10225,60 8483,87 3
max PE 1SV 1
*Uncharacterized protein OS G.
max GN Gma 8529 PE4SVL 111 g4y SOYBN  TILE4I 26239,05 120205 212043 0.7
[94% homology with seed maturation
protein PM24 (G. max)]
*Bowman-Birk type proteinase
IBBD2_SOYBN P0O1064 9467,83 43752,51 51149,42 0,87
inhibitor D I OS G. max PE 1 SV 2
*Seed maturation protein PM28 OS
QI9XES8_SOYBN  Q9XESS 9512,27 3230,85 5872,32 0,91
G. max GN PM28 PE 4 SV 1
*Uncharacterized protein OS G.
C6TS588_SOYBN C6T588 16760,83 1757,65 3196,31 0,95

max GN Gma 52712PE2SV 1
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[88% homology with PR10-like protein (G.

max)]

*Basic 7S globulin OS G. max GN
BGPE1SV2

7SB1_SOYBN

P13917

46393,21

55389,76

41844.,54

0,99

Uncharacterized protein OS G. max

GN Gma 40006 PE 4 SV 1
[88% homology with Em protein (G. max)]

C6TOL2_SOYBN

C6TOL2

11141,08

8993,93

13430,57

1,03

Basic 7S globulin 2 OS G. max PE 1
SV 1

7SBG2_SOYBN

Q8RVHS5

47205,11

34632,34

30125,99

1,05

Uncharacterized protein OS G. max

GN Gma 37167 PE4 SV 1

[76% homology with late embryogenesis

I1L957_SOYBN

abundant protein (G. max)]

110957

48795,62

2109,15

2093,62

1,07

Em protein OS G. max PE4 SV 1 P93165_SOYBN

P93165

11491,34

15633,56

14131,51

1,08

Chitinase class I OS G. max GN

Q9SDY6_SOYBN
Chial PE2 SV 1

QI9SDY6

34341,45

1496,48

1132,50

1,15

Uncharacterized protein OS G. max
PE4SV'1 I[1K6M2_SOYBN

[90% homology with protein P21 (G. max)]

I[1K6M2

23812,87

11258,69

8473,55

1,15

Napin type 2S albumin 1 OS G. max
Q9ZNZ4_SOYBN
GN Gma 52474 PE2 SV 1

Q9ZNZ4

17834,76

12450,66

11400,98

1,19




Trypsin inhibitor A OS G. max GN
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ITRA_SOYBN P01070 24005,35 17231,35 14694,53 1,19
KTI3PE 1SV 2
24 kDa protein SC24 OS G. max
Q8WOV9_SOYBN Q8WOV9 24569,62 15965,57 14587,67 1,2
GN Gma 2073 PE2 SV 1
Lectin OS G. max GN LE1 PE 1 SV
| LEC_SOYBN P05046 30928,02 5862,31 3312,66 1,27
Lipoxygenase OS G. max PE3 SV 1 B3TDKS5_SOYBN B3TDKS5 96726,37 3055,39 1349,94 1,28
2S albumin OS G. max PE 1 SV 2 2SS_SOYBN P1959%4 18460,09 14237,19 6931,60 1,3
Seed maturation protein PM21 OS
QI9S7N8_SOYBN  Q9S7N8 10060,91 4080,48 4712,02 1,3
G. max GN PM21 PE4 SV 1
Alpha subunit of beta conglycinin
Q9FZP9_SOYBN  Q9FZP9 65142,74 5475,75 4297,96 1,34
fragment OS G. max PE2 SV 1
Uncharacterized protein OS G. max
GN Gma 13341 PE4 5V 1 IIKYW9_SOYBN  I1KYW9 2346023 443671 3762,62 1,35
[56% homology with Kunitz trypsin
inhibitor (G. soja)]
Lipoxygenase OS G. max GN Lx3
B3TDK6_SOYBN  B3TDKG6 96768,30 2727,15 2009,12 1,45
PE3SV 1
Uncharacterized protein OS G. max
INLQR8_SOYBN  IILQRS 26260,07 1796,81 689,50 1,63

GN Gma 20455 PE4 SV 1
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[81% homology with osmotin-like protein

(P. vulgaris)]

Uncharacterized protein OS G. max

IINGF5_SOYBN IINGF5 47229,381 8818,34 5685,22 1,65
GN Gma 26853 PE4 SV 1
*Lipoxygenase OS G. max GN Gma
[NKUQO_SOYBN  I1KUQO 96743,76 498,15 216,81 2,18
45568 PE3 SV 1
*Glycinin G1 OS G. max GN GY1
GLYG1_SOYBN P04776 55706,47 32333,35 10533,22 2,34
PE1SV2
*Glycinin G2 OS G. max GN Gy2
PE1SV2 GLYG2_SOYBN P04405 54390,90 13672,69 5206,19 2,56
*Glycinin G4 OS G. max GN GY4
GLYG4_SOYBN P02858 63587,25 13377,09 2914,79 2,8
PE1SV 1
Uncharacterized protein OS G. max
GNGma 23371 PE4 SV 1 1IN2Z5_SOYBN  1IN2Z5 12246,37 X 4487,74
[93% homology with late embryogenesis
abundant protein (Vigna radiata)]
-conglycinin alpha subunit OS G.
Q948X9_SOYBN  Q948X9 72475,49 4768,02 X
max PE2 SV 1
Putative uncharacterized protein OS
G. maxPE2SV 1 C6SY93_SOYBN  C6SY93 22875,81 1738,61 X

[59% homology with alpha-
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amylase/subtilisin inhibitor (Medicago

truncatula))

7S storage protein alpha subunit OS

Q39816_SOYBN Q39816 27367,78 3554,79 3101,62
G. maxPE2SV 1
B-conglycinin beta subunit OS G.
max GN CG beta2 PE4 SV 1 F7J077_SOYBN F71077 50441,93 8815,38 5685,22
Bowman-Birk proteinase inhibitor
QI9SBA9_SOYBN  Q9SBA9 4530,20 9679,02 12206,59
fragment OS G. max PE2 SV 1
Bowman-Birk type proteinase
IBBC2_SOYBN P01063 9201,38 27008,52 31689,57
inhibitor C I OS G. max PE 1 SV 2
Dehydrin OS G. max GN leaD 11
Q70EL8_SOYBN  Q70ELS 23733,70 1902,39 4830,73
PE4SV 1
Endo-1-3-f glucanase OS G.max PE
Q6S9WO_SOYBN  Q6S9WO0 36603,47 3032,81 2145,73
2SV1
Glycinin A3B4 subunit OS G. max
Q7GC77_SOYBN  Q7GC77 58187,45 2968,14 1607,43
PE1SV 1
Glycinin OS G. max GN A5SA4B3
QO9SB11_SOYBN  Q9SBIl1 63797,44 14272,56 4723,42
PE2SV 1
Glycinin OS G. max GN Gy4 PE 4
Q43452_SOYBN Q43452 63876,57 14271,15 4707,08

SV1
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Hydrophobic seed protein fragment

Q3HM29_SOYBN Q3HM29 12351,51 10225,60 8483,87
OS G. maxPE4 SV 1
Kunitz trypsin inhibitor 3 OS G.
QI9LD16_SOYBN  QI9LDI16 24067,35 11070,21 8807,75
max PE4 SV 1
Kunitz type trypsin inhibitor KTI1
KTI1_SOYBN P25272 22546,00 5603,17 4081,71
OS G. max GN KTI1 PE2 SV 1
Lipoxygenase OS G. max GN
A7LCD5_SOYBN A7LCDS 96354,86 244,11 230,52
LOX9PE2SV 1
Lipoxygenase OS G. max GN Lx1
D6PAW4_SOYBN D6PAW4 58470,52 1718,84 1325,15
PE3SV 1
Lipoxygenase OS G.max GN lox2
Q39870_SOYBN Q39870 97265,94 3055,39 1349,94
PE2SV 1
Lipoxygenase OS Glycine max PE 2
sV 1 Q43438_SOYBN Q43438 94913,13 496,96 311,50
P24 oleosin isoform A OS G. max
OLEO1_SOYBN P29530 23501,69 1396,25 1267,68
PE2SV 2
Protein P21 OS G.maxPE 1 SV 1 P21_SOYBN P25096 21462,86 4481,12 3240,20
Putative dehydrin fragment OS G.
Q5K3Q9_SOYBN  Q5K3Q9 20395,17 1840,58 4827,95
max GN lea§ PE 4 SV 1
Putative uncharacterized protein OS  C6TB67_SOYBN C6TB67 22986,45 279,47 756,28
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G.maxPE2SV 1

[50% homology with Kunitz-type trypsin
inhibitor KTI1 (G. max)]

Seed biotin containing protein

SBP65 OS G. max GN SBP65 PE 1 SBP65_SOYBN Q39846 67878,09 616,55 296,10
SV 1
Seed maturation protein PM22 OS
QI9XER5_SOYBN  Q9XERS5 16688,38 5253,49 6171,32
G. max GNPM22PE2 SV 1
Putative uncharacterized protein OS
G.maxPE2 SV C6TILI_SOYBN ~ C6TILI 50564,05 770877  5165,62
[99% homology with B-conglycinin, beta
chain (G. max)]
Seed maturation protein PM30 OS
Q9XETO_SOYBN  Q9XETO 15097,41 7151,64 2766,70
G.max GN PM30PE 2 SV 1
Seed maturation protein PM41 OS
Q9SWB2_SOYBN Q9SWB2 817791 4576,94 3858,87
G.max GN PM41 PE4 SV 1
Trypsin inhibitor B OS G. max PE 1
SV | ITRB_SOYBN P01071 20040,66 8585,66 8243,17
Uncharacterized protein fragment
[N1KG87_SOYBN [1KG87 84869,85 490,15 273,21

OS G.maxPE4 SV 1
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Uncharacterized protein OS G. max

GN Gma 308 PE4 SV 1

11JW44_SOYBN 11Jw44 46958,20 1290,34 1050,53
[90% homology with Aspartic proteinase
nepenthesin-1-like protein (P. vulgaris)]
Uncharacterized protein OS G. max
GN Gma 51594 PE4 5V 1 I11M099_SOYBN 11M099 31437,87 2280,97 6420,84

[76% homology with proline-rich protein

(P. vulgaris)]

Uncharacterized protein OS G. max

GN Gma 56611 PE4 SV 1
[50% homology with transcription factor IIN2Y9_SOYBN IIN2Y9 26078,60 138,91 121,03

HBP-1b, putative (Ricinus communis)]

Uncharacterized protein OS G.max

GN Gma 8528 PE4 SV 1

IINGG4_SOYBN  IINGG4 26058,11 2406,17 1643,04
[98% homology with seed maturation
protein PM25 (G. max)]
Uncharacterized protein OS G. max
INLZD3_SOYBN I1LZD3 38480,34 812,18 1152,42

PE4SV 1

A pesquisa de proteinas foi executada com o servidor global Proteina Lynx (v. 2.4) contra entradas de Glycine max a partir do banco de dados SwissProt. (a) A quantificacdo
“label-free” das proteinas foi realizada de acordo com técnica descrita por Silva e colaboradores (2006), a partir do calculo de um fator de resposta de sinal (contagem/mol de
proteina). (*) Proteinas mais expressas, em relacdo ao padrio interno, por cada uma das cultivares.
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Na tentativa de entender a fun¢do de cada proteina na exsudacdo de sementes de
soja, os acessos listados na Tabela 2 foram analisados por meio do software Strap, um
aplicativo de cédigo aberto para anotacdo de proteinas (BATHIA et al., 2009). Os termos
“Gene Ontology” relacionados aos atributos de cada proteina foram obtidos a partir das bases
de dados UniProtKB e EBI GO e organizados na Figura 8. Discrepancias elevadas ndo foram
observadas entre os grupos de cada cultivar.

Dentre os processos bioldgicos designados aos acessos dispostos, relacionados aos
exsudatos de soja, o mais ressaltado foi caracterizado como processo fisiologico celular,
representado, principalmente, por lipoxigenases. Por sua vez, as fung¢des moleculares
encontradas para descrever cerca de 75% das proteinas identificadas pela espectrometria de
massas foram atividade catalitica, regulacdo de enzimas, componente estrutural, ligacio e
reserva.

Quanto a localizacdo dos componentes celulares, este critério apenas foi possivel
de ser aplicado a 6 proteinas de todas as que foram listadas, sendo elas componentes do
nucleo, citoplasma, membrana plasmatica e meio extracelular. Dentre estes grupos, o ultimo
deve ser destacado, sendo composto particularmente por inibidores de protease do tipo
Bowman-Birk. Para melhorar a validacdo da localizacdo celular das proteinas identificadas,
além de caracterizar o secretoma de sementes de soja sujeitas a embebicdo, trés programas
independentes TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/; EMANUELSSON et al.,
2000), iPSORT (http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/; BANNAI et al., 2002) e SignalP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-3.0/; BENDTSEN et al., 2004) foram utilizados para

identificacdo de sequéncias codificadoras de exportagdo celular por via cldssica, ou seja, via
peptideo sinal na por¢do N-terminal de cada proteina. A partir de 60 sequéncias FASTA
obtidas no banco de dados UniProtKB, das proteinas identificadas em exsudatos de soja, 29
apresentaram predicdo de peptideo sinal por, pelo menos, dois dos programas listados
(TABELA 3). O restante das proteinas ainda foi analisado pelo programa SecretomeP 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/; BENDTSEN ez al., 2004), para predi¢ao de

sequéncias peptidicas de moléculas a serem secretadas por via ndo tradicional. No total, 6
sequéncias obtiveram NN-escore, ou um escore SecP, maior que 0,5, o que indica a possivel
secrecdo (TABELA 4). Dentre estas proteinas, destacam-se os inibidores de protease do tipo
Bowman-Birk, previamente descritos como parte do meio extracelular e das proteinas

relacionadas a maturacdo da semente.


http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-3.0/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/
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Figura 8 — Classificacdo das proteinas exsudadas de sementes de soja — cultivares BRS-Pala e

BRS-Macota, identificadas por LC-ESI-MS/MS

BRS-Pala BRS-Macota

P.B.

m Processo Fisiologico Celular ~ ®Processo Metabdlico  ®Respostaa Estimulo = Regulagdo

F.M.

2% 2%

® Atividade Catalitica ™ Regulagdo de Enzimas @ Componente Estrutural  # Ligacdo ®Reserva

Os dados foram analisados utilizando o software para a pesquisa de anotagdes de proteinas Strap. Os termos
“Gene Ontology” relacionados aos atributos de cada proteina foram obtidos a partir das bases de dados

UniProtKB e EBI GO. P.B. - Processo biolégico; F.M. - Fun¢ao molecular.
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Tabela 3 — Predicdo de proteinas secretadas pelas sementes de soja — cultivares BRS-Pala e

BRS-Macota, pelar via cldssica, avaliadas através de trés programas independentes

Proteina

Acesso
(UniProtKB)

Entrada Targetp Si%n(z)llp Ipsort

Putative
uncharacterized
protein OS G. max
PE2SV1

C6TNPO_SOYBN

C6TNPO

X

*Hydrophobic
seed protein OS
G.max PE1SV 1

HPSE_SOYBN

P24337

Basic 7S globulin
OS G. max GN BG
PE1SV2

7SB1_SOYBN

P13917

X

Basic 7S globulin 2
OS G. max PE 1
Sv1

7SBG2_SOYBN

Q8RVHS

Chitinase class I
OS G.max GN
chial PE2SV 1

QI9SDY6_SOYBN

QI9SDY6

Uncharacterized
protein OS G. max
PE4SV1

[1K6M2_SOYBN

[1K6M2

Napin type 2S
albumin 1 OS
G.cmax GN Gma
52474 PE2SV 1

Q9ZNZ4_SOYBN

Q9ZNZA

Trypsin inhibitor
A OS G. max GN
KTI3PE1SV 2

ITRA_SOYBN

P01070

24 kDa protein
SC24 OS G. max

Q8WO0OV9_SOYBN

Q8WO0OV9
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GN Gma 2073 PE
2Sv1

Lectin OS G. max
GNLE1PE1SV1

LEC_SOYBN

P05046

2S albumin OS
G.max PE1SV 2

2SS_SOYBN

P1959%4

Uncharacterized
protein OS G. max
GN Gma 13341 PE

4SV1

[NKYW9_SOYBN

IIKYW9

Uncharacterized
protein OS G. max
GN Gma 20455 PE

4SV1

11LQRS_SOYBN

11LQRS

Glycinin G1 OS G.
max GN GY1PE 1
SV 2

GLYG1_SOYBN

P04776

Glycinin G2 OS G.
max GN Gy2 PE 1
SV 2

GLYG2_SOYBN

P04405

Glycinin G4 OS G.
max GN GY4PE 1
Sv1

GLYG4_SOYBN

P02858

B-conglycinin
alpha subunit OS
G. max PE2SV 1

Q948X9_SOYBN

Q948X9

Putative
uncharacterized
protein OS G. max
PE2SV1

C6SY93_SOYBN

C6SY93

B- conglycinin beta

subunit OS G. max

F7J077_SOYBN

F1J077
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GN CG beta 2 PE
4SVvV1

Endo-1,3-8
glucanase OS G. Q6S9W0O_SOYBN Q6S9WO0
max PE2SV 1

Glycinin A3B4
subunit OS G. max Q7GC77_SOYBN Q7GC77
PE1SV1

Glycinin OS G.
max GN A5A4B3 Q9SB11_SOYBN QO9SBI1
PE2SV1

Glycinin OS G.
max GN Gy4 PE4  Q43452_SOYBN Q43452
SV 1

Hydrophobic seed
protein fragment
OS G. max PE 4
SV 1

Q3HM29_SOYBN Q3HM29

X

Kunitz trypsin
inhibitor 3 OS QI9LD16_SOYBN QILDI16
G.max PE4SV 1

Kunitz type
trypsin inhibitor
KTI1 OS G. max KTI1_SOYBN P25272
GN KTI1 PE 2 SV
1

Putative

uncharacterized
C6T9L1_SOYBN C6T9L1
protein OS G. max

PE2SV1

Uncharacterized
11JW44_SOYBN 11JwW44
protein OS G. max
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GN Gma 308 PE 4
Sv1i

Uncharacterized
protein OS G. max
GN Gma 51594 PE

4SVv1

A predicdo de peptideo sinal por pelo menos dois dos programas citados foi utilizado como critério de
classificag@o das proteinas em via cldssica de secrecao.

[1M099_SOYBN  11M099 X X X
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Tabela 4 — Predicdo de proteinas secretadas pelas sementes de soja — cultivares BRS-Pala e

BRS-Macota, pela via ndo cldssica, por meio do programa SecretomeP 2.0

Proteina Entrada NN-Escore*
Bowman-Birk type proteinase inhibitor D
P0O1064 0,858
IT1 OS G. max PE 1SV 2
Uncharacterized protein OS G. max GN
C6TOL2 0,778
Gma 40006 PE4 SV 1
Uncharacterized protein OS G. max GN
110957 0,521
Gma 37167 PE4 SV 1
Seed maturation protein PM21 OS G. max
QOS7N8 0,891
GNPM21PE4SV 1
Bowman-Birk proteinase inhibitor
Q9SBA9 0,648
fragment OS G.max PE 2 SV 1
Bowman-Birk type proteinase inhibitor C
P01063 0,913

II OS G. max PE 1SV 2

*NN-escores maiores que 0,5 sdo utilizados para predicdo de proteinas localizadas no meio extracelular.
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5.3 Determinacio qualitativa de metabdélitos secundarios

Os exsudatos das cultivares BRS-Pala e BRS-Macota revelaram a presenca de
diferentes classes de compostos, tais como fendis, flavonas, flavondis, xantonas,
triterpendides e saponinas. Tendo em vista a presenca de metabdlitos secundérios, foi
procedida a didlise exaustiva dos exsudatos contra dgua destilada, em membranas com cut-off
de 3 kDa. Apds a didlise, a maioria destes compostos ndo se mostrou mais presente dos
exsudatos, com exce¢do da classe das flavonas, flavondis e xantonas, que se mantiveram na
cultivar BRS-Macota (Tabela 5). Entretanto, perfis eletroforéticos foram mantidos, em
Tricina-PAGE-SDS, quando comparados exsudatos brutos e dialisados, mostrando a mesma

predominéncia de bandas proteicas descritas anteriormente, em particular daquela na faixa de

45 kDa (Figura 9).

5.4 Deteccao de proteinas relacionadas a defesa vegetal

Os exsudatos dialisados de sementes de soja apresentaram vdrias atividades
vinculadas as proteinas de defesa (Tabela 6). Uma dessas proteinas diz respeito a lectina, cuja
presenca foi detectada pela comprovacdo da capacidade dos exsudatos de aglutinarem
eritrocitos de coelho, particularmente apds o tratamento destes com a enzima tripsina. O
exsudato da cultivar BRS-Pala apresentou atividade especifica (609,52 + 0,00 UH/mgP) bem
maior do que aquela verificada para a cultivar BRS-Macota (9,33 + 2,31 UH/mgP). Quando
utilizados eritrdcitos de coelho ndo tripsinizados, apenas o exsudato da cultivar BRS-Pala foi
capaz de promover sua aglutinagdo, tendo sido detectada uma atividade especifica de 126,98
+ 43,99 UH/mgP.

Da mesma forma, ambos os exsudatos de sementes de soja mostraram a presenca
de inibidores de enzimas proteoliticas. Tais exsudatos foram capazes de inibir a hidrélise do
substrato BAPNA, causada pela enzima tripsina. A cultivar BRS-Pala apresentou maior
atividade (4,81 + 0,23 mg de tripsina inibida/mgP), quando comparada aquela mostrada pela
cultivar BRS-Macota (2,08 + 0,10 mg de tripsina inibida/mgP). Os exsudatos de sementes de
soja foram ainda capazes de inibir a acdo da papaina sobre o substrato BANA, tendo as
cultivares BRS-Pala e BRS-Macota apresentado atividades especificas de 30,48 + 1,83
Ul/mgP e 22,56 £+ 1,18 Ul/mgP, respectivamente.
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Tabela 5 - Andlise qualitativa da presenca de metabdlitos secundarios nos exsudatos bruto e

dialisado de sementes de soja — cv. BRS-Pala e BRS-Macota

e Exsudato de BRS-Pala Exsudato de BRS-Macota
Metabdlitos

Secundarios

Bruto Dialisado Bruto Dialisado

Fenois + - + -

Taninos - - - -

Antocianinas e

Antocianidinas

Leucoantocianidinas - - - -

Flavonas, Flavondis e

Xantonas

Flavononois - - - -

Flavononas - - - -

Catequinas - - - -

Chalconas e Auronas - - - _

Esterois - - - -

Triterpendides + - + -

Saponinas + - + -

Alcaloides - - - -

Sinais (+) ou (-) indicam presenca ou auséncia, respectivamente, do metabdlito.



69

Figura 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (Tricina-PAGE-SDS) dos exsudatos de
sementes de soja — cv. BRS-Pala e BRS-Macota
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(M) Marcador; (BP) Exsudato de sementes cv. BRS-Pala - 25 ug; (BM) Exsudato de sementes cv. BRS-Macota
- 25 pg; (PD) Exsudatos dialisados de sementes cv. BRS-Pala - 25 pg; (MD) Exsudatos dialisados de sementes

cv. BRS-Macota - 25 pug. As massas dos marcadores sdo mostradas em kDa.



Tabela 6 - Avaliacdo da presenca de proteinas relacionadas a defesa vegetal nos exsudatos de

sementes de soja — cv. BRS-Pala e BRS-Macota

Atividade

BRS-Pala

BRS-Macota

Hemaglutinante (UH*/mgP)

Eritrocitos néao tratados

126,98 + 43,99

N3ao detectada

Eritrocitos tratados 609,52 £ 0,00a 9.33£231b
Inibitoria de Tripsina (mg tripsina
4,81 +0,23a 2,08 +0,10b
inibida/mgP)

Inibitéria de Papaina (UIb/mgP) 30,48 +1,83a 22,56 +1,18b
Proteolitica (UAPr/mgP.min) 1,52 £ 0,05a 0,69 + 0,04b
Peroxidasica (UAPd/mgP.min) 0,096 + 0,02b 0,218 £0,01a

B-1,3-Glucanasica (nkatGLU/mgP) 58,26 + 3,02a 38,11 +3,46b

Quitinasica (nkat/mgP)

Nido detectada

Nao detectada

*UH: Unidade de hemaglutinagdo, sendo calculada a partir da maior dilui¢io da amostra capaz de aglutinar
eritrocitos; "UI: Decréscimo de 0,01 da absorbancia em relagdo a atividade da enzima; “UAPr: Quantidade de
radicais “azo” liberados (420 nm); ‘UAP: Variacdo de uma unidade de absorbancia (470 nm) foi definida como
uma unidade de atividade peroxidésica; ‘“nKatGLU: 1 nmol de glucose liberado por segundo; fnkat/mgP: nmol de
N-acetil-D-glusamina liberado por segundo. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes em

cada atividade (p < 0,05, Teste t de Student).
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Além das proteinas citadas, os exsudatos de sementes mostraram a presenca de
vdrias outras proteinas. As atividades proteoliticas para as cultivares BRS-Pala e BRS-Macota
corresponderam a 1,52 + 0,05 e 0,69 = 0,04 UAPr/mgP.min, respectivamente. Os exsudatos
se mostraram também capazes de produzir glucose livre a partir do substrato laminarina. A
atividade especifica observada para a cultivar BRS-Pala foi 58,26 + 3,02 nkatGLU/mgP,
maior que a detectada para a cultivar BRS-Macota (38,11 * 3,46 nkatGLU/mgP).
Adicionalmente, os exsudatos apresentaram atividade peroxiddsica, tendo sido, desta vez,
detectada uma maior atividade especifica na cultivar BRS-Macota (0,218 + 0,01
UAP/mgP.min), quando comparada com a cultivar BRS-Pala (0,096 + 0,02 UAP/mgP.min).

Por outro lado, os exsudatos de sementes de ambas as cultivares analisadas nao
foram capazes de promover a hidrélise do biopolimero quitina, nas condi¢des experimentais

empregadas, indicando a auséncia de atividade quitindsica.

5.5 Efeitos dos exsudatos de sementes sobre M. incognita (raca 1)

5.5.1 Efeito sobre a eclosdo de ovos de M. incognita

Exsudatos de sementes de soja foram capazes de interferir na taxa de eclosdo de
ovos do nematoide das galhas M. incognita (Figura 10). Uma reducdo de 37% no
percentual de ovos eclodidos foi verificada para ambos os exsudatos das cultivares
analisadas, no tempo de 48 horas, nao havendo diferenca entre as amostras-teste. Contudo,
com 24 horas de exposi¢do as amostras, o grupo referente a BRS-Macota apresentou taxa
de eclosdo ligeiramente superior (16,89 + 0,89), porém significativa, aquelas apresentadas

por BRS-Pala (13,56 £ 0,97) e pelo grupo controle (11,56 + 1,98).

5.5.2 Efeito sobre a mobilidade/mortalidade de juvenis de segundo estddio (J2)

Os tratamentos designados para avaliacdo dos efeitos dos exsudatos de sementes
de soja sobre a mobilidade de M. incognita indicaram diferencas em relacdo aos respectivos
controles em todas as situacdes testadas, alcancando percentuais de inibicao sempre acima de

90% (Figura 11).
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Figura 10 — Efeitos dos exsudatos de sementes de soja, cv. BRS-Pala e BRS-Macota, sobre a

eclosao de M. incognita
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As barras representam o percentual de ovos eclodidos ap6s o intervalo de 24 e 48 h em contato com os exsudatos
de sementes. Controle: dgua. Letras maitdsculas distintas indicam médias diferentes entre colunas da mesma cor,
enquanto que letras mindsculas distintas indicam médias diferentes entre barras de cores desiguais (p < 0,05;

Teste da Mediana).
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Figura 11 — Efeitos dos exsudatos de sementes de soja, cv. BRS-Pala e BRS-Macota, sobre a

mobilidade de juvenis (J2) de M. incognita
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As barras mostram o percentual de J2 imdveis ap6s os intervalos de 24 e 48 horas em contato com as amostras.

Controle: dgua. Letras maitsculas distintas indicam médias diferentes entre colunas de cores desiguais, enquanto

que letras mindsculas distintas indicam médias diferentes entre barras da mesma cor (p < 0,05; Teste da

Mediana).
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Por sua vez, diferencas entre os exsudatos das duas cultivares utilizadas ndo foram
verificadas, nas condicdes de ensaio empregadas. Quando avaliado esse mesmo parametro
frente as concentragdes de proteinas utilizadas no ensaio, diferencas nao foram observadas
com a cultivar BRS-Macota. Entretanto, BRS-Pala na concentra¢do mais baixa (0,06 mg/mL)
apresentou percentual de inibi¢do de mobilidade ligeiramente menor, particularmente quando
consideradas as 48 horas apds (Figura 10).

Quanto a taxa de mortalidade dos nematoides frente a exposi¢do aos exsudatos de
soja, uma relacdo direta com a concentragdo de proteina utilizada foi observada (Figura 11).
Esse fato foi bem evidente no tempo de 24 horas, com a concentracdo de 0,5 mg/mL, que
causou maior percentual de morte. As taxas de mortalidade foram, ainda, diferentes quando
comparados os exsudatos das cultivares BRS-Pala e BRS-Macota que, nas concentracdes de
0,5 e 0,25 mg/mL, atingiram valores de 51% e 23%, em contraste aos valores de 31% e 18%,
respectivamente.

Com o tempo de exposi¢do mais prolongado, isto é, de 48 horas, o exsudato de
BRS-Macota foi capaz de induzir taxa de mortalidade dos J2 diferente daquela do grupo, em
todas as concentragdes testadas. J4 o exsudato de BRS-Pala apenas se mostrou ativo,
causando 100% de mortalidade, nas concentra¢des mais elevadas (0,5; 0,25 e 0,13 mg/mL)

(Figura 12).

5.5.3 Efeito sobre a atratividade de M. incognita

A capacidade dos exsudatos de sementes de soja de repelir ou atrair as formas
infectivas de M. incognita foi testada, tendo sido verificado no grupo controle um aumento no
nimero de nematoides presentes no halo de atragdo, ao longo do tempo de observacdo. Em
relacdo aos tratamentos, os exsudatos das cultivares BRS-Pala e BRS-Macota apresentaram
capacidade de repeléncia, nos tempos de 3 e 5 horas, tendo sido detectado que, no caso de
BRS-Pala, a repeléncia foi maior, com percentagem de nematoides presentes no halo de
atracdo de apenas 0,29%, no tempo de 3 horas. Contudo, apds 24 horas de ensaio, a repeléncia
apresentada por ambas as cultivares desapareceu, nao havendo diferencas entre os tratamentos

e nem mesmo em relagdo ao controle (Figura 13).
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Figura 12 — Efeitos dos exsudatos de sementes de soja, cv. BRS-Pala e BRS-Macota, sobre a

mortalidade de juvenis (J2) de M. incognita
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As barras mostram o percentual de J2 mortos apds o intervalo de 24 e 48 horas em contato com as amostras.

Controle: dgua. Letras maidsculas distintas indicam médias diferentes entre colunas de cores desiguais, enquanto

que letras mindsculas distintas indicam médias diferentes entre barras de mesma cor (p < 0,05; Teste da

Mediana).
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Figura 13 — Efeito quimiostatico dos exsudatos de sementes de soja, cv. BRS-Pala e BRS-

Macota, sobre formas juvenis (J2) de M. incognita
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As barras mostram o percentual de J2 atraidos apds o intervalo de 1, 3, 5 e 24 horas em contato com a amostra.
Controle: dgua. Letras maiudsculas distintas indicam médias diferentes entre colunas da mesma cor, enquanto que

letras minusculas distintas indicam médias diferentes entre barras de cores desiguais (p < 0,05; Teste da

Mediana).
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5.5.4 Efeito sobre a infectividade de M. incognita

Quando avaliados os efeitos deletérios dos exsudatos de sementes de soja sobre a
infectividade de J2 de M. incognita, no sistema in vivo, alteracdo foi observada, tomando
como base a reducdo dos nimeros de galhas e massas de ovos em raizes de tabaco. Apds o
periodo de 45 dias da inoculacdo das raizes com nematoides, o grupo inoculado com
nematoides tratados com o exsudato da cultivar BRS-Pala apresentou médias de 3,6 e 1,8 para
o nimero de galhas e massas de ovos, respectivamente. Esses valores foram inferiores, a mais
de 10 vezes, aqueles verificadas para o grupo controle, cujos nimeros corresponderam a 40 e
29. Para o grupo inoculado com J2 tratados com o exsudato da cultivar BRS-Macota, uma
reducdo, de cerca de 3 vezes, da taxa de infectividade em rela¢do ao grupo controle ocorreu,
porém essa diferenca nio foi considerada significativa. Por outro lado, tal resultado ndo foi
também considerado significativamente diferente daquele verificado com o tratamento

envolvendo a cultivar BRS-Pala (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito dos exsudatos de sementes de soja, cv. BRS-Pala e BRS-Macota, sobre a

infectividade de formas juvenis (J2) de M. incognita
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As barras mostram valores referentes ao nimero de galhas e massas de ovos apds o intervalo 45 dias da
inoculagdo. Controle: dgua. Letras distintas indicam médias diferentes entre barras de mesma cor (p < 0,05;

Teste da Mediana).
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6. DISCUSSAO

Durante seu ciclo de vida, as plantas sdo capazes de liberar, por meio de varios
orgdos, compostos capazes de interferir no ambiente disposto ao seu redor. Estes compostos
podem vir a funcionar como atrativo a microrganismos e, a0 mesmo tempo, inibir a simbiose,
predacdo ou o parasitismo desenvolvido por estes (NELSON, 1990). Dentre as partes vegetais
capazes de exsudar moléculas relacionadas a interacdo planta-microrganismo, destaca-se a
semente, cuja atividade metabdlica, apdés a embebicdo, também resulta na exsudacdo de
substancias com efeitos benéficos ao processo germinativo e ao estabelecimento da plantula
(BARBOUR; HATTERMANN; STACEY, 1991).

O numero de trabalhos descritivos sobre a composicdo de exsudatos de sementes
aumentou nas ultimas décadas, tendo-se como grupos mais bem relatados aqueles envolvendo
moléculas com baixa massa molecular, tais como flavonoides, esterdis, acidos graxos e
peptideos (TERRAS et al.,1995; CASEY et al., 1998). Contudo, ainda s3o poucos o0s
trabalhos que procuram identificar e caracterizar proteinas presentes em exsudatos, além de
relaciond-las as agcdes de defesa frente aos fitopatdgenos de solo (TERRAS et al.,1995; ROSE
et al., 20006).

Em exsudatos de sementes de soja ja foram identificadas vdrias proteinas
relacionadas a defesa, tais como peroxidases, a-galactosidases e B-1,3-glucanases (SANTOS
et al.; 2008; PALAVALLI et al., 2012). Entretanto, o desenvolvimento de genétipos
resistentes leva a perda e a subestimacdo de muitos genes e proteinas de defesa, tornando-se
necessdria a identificacdo dessas moléculas dentro de um contexto comparativo e funcional.
Para tanto, o presente trabalho buscou identificar as proteinas exsudadas por duas cultivares
de soja com indices de resisténcia distintos ao nematoide das galhas M. incognita, além da
deteccao de atividades in vitro referentes as proteinas bioativas.

As condigdes de embebicdo das sementes foram propostas por Rocha (2011), com
uso do tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0. A exsudacdo foi baseada nas recomendagodes
existentes para o plantio de soja em solos dcidos, com pH entre 5,0 e 6,0. De um modo geral,
esses valores de pH sdo considerados 6timos para o desenvolvimento das plantas (KAMPF,
2000), enquanto que valores superiores a 6,5 podem desestabilizar as membranas celulares
dos dapices radiculares, afetando a estabilidade e absorcdo radiculares (BALLARIN, 2004).

Adicionalmente, o tempo de embebicao foi estabelecido em 18 horas, o qual resultou um alto



80

teor proteico (OLIVEIRA, 2009), sendo, portanto, considerado o tempo mais promissor para
conducdo deste trabalho.

Tendo sido as condi¢des de exsudagao definidas, andlises iniciais através de
eletroforeses uni- e bidimensional permitiram evidenciar diferencas proteicas entre o0s
exsudatos de sementes das cultivares selecionadas. Para a cultivar BRS-Macota, 89 spots bem
separados foram visualizados, exibindo um perfil bastante semelhante ao de 93 spots
detectados e parcialmente identificados por Palavalli e colaboradores (2012) na cultivar
Williams 82. Em contrapartida, exsudatos de sementes da cultivar BRS-Pala apresentaram
uma maior diversidade de proteinas, dispostas na forma de 146 spots. Esse mesmo padrdo de
heterogeneidade também pode ser observado, embora de maneira mais discreta, na
distribuicdo das 64 proteinas identificadas por espectrometria de massas de amostra
complexa. Uma comparacdo deste resultado com dados protedmicos de exsudatos de
sementes da leguminosa Lupinus albus (SCARAFONI et al., 2013) e da prépria soja cv.
Williams 82 (PALAVALLI et al., 2012) mostra discrepancia no nimero de moléculas de
natureza proteica identificadas com o uso da eletroforese bidimensional associada a LC-ESI-
MS/MS. No primeiro trabalho citado, cerca de 47 proteinas, dos 60 spots detectados, foram
descritas, quantidade bem menor em relacdo ao obtido para os proteomas de exsudatos de
BRS-Pala e BRS-Macota, embora as duas espécies apresentem concentracoes de proteinas
semelhantes em suas sementes maduras (GUEGUEN; CERLETTI, 1994). Por sua vez, a
caracterizacdo do proteoma de sementes de soja embebidas em dgua morna levou a
identificacdo de 90 proteinas. Segundo MURAD e RECH (2012), essa quantidade pode
corresponder a um numero real ainda menor, visto que muitas dessas identificacdes sao
associacOes de uma mesma proteina com variacdes de pl. Na defini¢cdo de proteoma livre de
gel de eletroforese, os resultados revelam apenas moléculas individuais. Algumas excecdes
podem ser observadas especialmente para as proteinas que possuem subunidades com
sequéncias de aminodcidos semelhantes, tais como glicinina e B-conglicinina, mas estas sao
identificadas com um nimero de acesso diferente no banco de dados UniProt.

A identificagdo de proteinas neste trabalho foi realizada por meio de estudo
protedmico livre de gel, tendo em vista as limitagdes que o uso da eletroforese bidimensional
pode acarretar aos resultados. Algumas das razdes por tras dessa escolha estdo relacionadas as
dificuldades apresentadas para definicdo de protocolo 6timo de preparo de amostra e
focalizacdo isoelétrica, reprodutibilidade dos géis, bem como a ma representac¢do de proteinas

com caracteristicas extremas. Adicionalmente, a co-migracdo de proteinas numa unica
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mancha torna a quantificacdo bastante imprecisa. No entanto, elevada complementaridade
entre eletroforese bidimensional e abordagens livre de gel tem sido ressaltada (FINAMORE et
al, 2010; CHARRO et al, 2011), permitindo que ambos os métodos possam ser considerados
em estudos futuros.

Dentre as proteinas identificadas neste trabalho, aquelas pertencentes ao grupo das
proteinas de reserva podem ser destacadas. Esse tipo de molécula pode ser mobilizada, vindo
a atuar em importantes processos fisioldgicos de sementes, como manutencdo energética e
crescimento da plantula, visto os aminodcidos, gerados pela sua degradacdo, serem
reutilizados em um processo de biossintese de novo de novas proteinas (MUNTZ, 1998). Nao
menos importante, algumas dessas moléculas podem exercer um papel ativo na defesa vegetal
contra patégenos por meio de atividades antimicrobianas j4 bem descritas na literatura
(AGIZZIO et al., 2003).

Em sementes de soja, cerca de 80 proteinas de reserva ja foram identificadas
(MOONEY; KRISHNAN; THELEN, 2004; NATARAJAN et al., 2006), estando elas
classificadas em uma das quatro categorias basicas: albuminas (soliveis em dgua), globulinas
(soliveis em solugdo salina), prolaminas (soliveis em dlcool) e glutelinas (soliveis em
acidos/bases diluidos) (KRISHNAN; NELSON, 2011). Segundo Asano e colaboradores
(1989) e Hirano e colaboradores (1992), a proteina tida como mais abundante em exsudatos
de sementes de soja € a globulina 7S basica, sintetizada como um precursor de 43 kDa e com
funcdes moleculares, determinadas pelo Gene Ontology, de uma endopeptidase do tipo
aspartica e de depdsito de nutrientes. Embora essa proteina ligante a leginsulina esteja
presente nos exsudatos de sementes de soja nas cultivares BRS-Pala e BRS-Macota, ela nao
se mostra como a mais expressa, perdendo em quantificagdo relativa para HPSE_SOYBN —
Proteina hidrofébica de sementes e I1LE41 SOYBN - Proteina nfo caracterizada,
respectivamente.

Outras classes de proteinas de reserva abundantemente expressas em exsudatos de
sementes de soja sdo as das glicininas e P-conglicininas, também classificadas como
globulinas 11S e 7S, respectivamente. Essas moléculas se evidenciam ainda mais no perfil
protedmico de BRS-Pala, uma vez que, das cinco moléculas mais expressas por esta cultivar,
trés sdo glicininas. Glicininas sdo proteinas hexaméricas transcritas e traduzidas a partir de
cinco genes ndo alelos, Gyl, Gy2, Gy3, Gy4 e GyS5. Estes genes codificam cinco moléculas
precursoras da glicinina, G1, G2, G3, G4 e G5 (NIELSEN er al., 1989; RENKEMA;
KNABBEN; VLIET, 2001), que sdo clivadas em duas ou trés cadeias por modificacdo pds
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traducional (DICKINSON; HUSSEIN; NIELSEN, 1989). Com base na similaridade
apresentada por suas sequéncias de aminodcidos, estas moléculas precursoras sdo, ainda,
classificadas em dois grupos: grupo I consistindo em Gl (AlaBx) G2 (A2Bla) e G3
(AlaBl1b) e grupo II em G4 (A5A4B3) e G5 (A3B4) (CHO; DAVIES; NIELSEN, 1989;
UTSUMI; MATSUMURA; MORI, 1997). Em exsudatos de sementes de soja das cultivares
BRS-Pala e BRS-Macota, precursores de glicininas G1, G2, G4 e G5 foram detectados,
contrastando com os dois unicos tipos G1 e G2 encontrados em exsudatos da cultivar
Williams 82 (PALAVALLI et al., 2012).

B-conglicinina também foi detectada em exsudatos de soja. Essa classe proteica,
que representa de 17,8 a 23,0% do contetdo total da semente madura (GOMES et al., 2013),
apresenta-se como uma estrutura trimérica formada pelas subunidades a, o’ e B, ligadas por
ligacdes ndao covalentes (NIELSEN er al, 1989; CARRAO-PANIZZI et al., 2008). Em
exsudatos de soja, apenas as subunidades o ¢  foram detectadas, se destacando esta ultima,
unica na cultivar BRS-Pala.

Dentro da classificacao tradicional de proteinas de reserva de vegetais, encontra-
se ainda a albumina 2S, proteina solivel em dgua e com baixa massa molecular que, também,
se mostrou presente nos dois exsudatos de soja aqui analisados. Contudo, segundo Candido e
colaboradores (2011), outras classes de moléculas comumente envolvidas em outros
processos vegetais podem ainda se encaixar como proteinas de reserva, compreendendo as
lectinas e os inibidores de protease do tipo Kunitz.

Lectinas s@o proteinas capazes de se ligar a carboidratos especificos de forma nao
catalitica (MOREIRA et al., 1998; TEIXEIRA-SA et al., 2009). Com massas moleculares
diversas, essas moléculas apresentam varios padroes de nomenclatura que podem se basear
em suas estruturas secunddrias e tercidrias ou mesmo em interacdes moleculares entre seus
residuos de aminodcidos. Dentre essas classificagdes, lectinas podem apresentar uma
nomenclatura adicional relativa a presenca da propriedade de ligacdo a eritrécitos tdo comum
em seus estudos iniciais. Surge, entdo, o termo aglutinina, designado as lectinas capazes de
aglutinar células (CANDIDO et al., 2011). Adicionalmente, essas moléculas sdo amplamente
estudadas dentro do reino vegetal, mas seu papel biolégico ainda permanece pouco definido
dentro dos tdxons. Tais proteinas podem estar envolvidas no transporte de agucares, reserva
de carboidratos ou funcionar, ainda, como chaperonas (VAN DAMME et al., 2004; LIU; LI,
2013). Suas propriedades de adesdo e aglutinagdo de células podem também estar

relacionadas a interagcdes simbidticas e patogénicas entre microrganismos e planta hospedeira
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(AUDFRAY et al., 2012). Dentro do grupo das leguminosas, as lectinas podem ser expressas
tanto em tecidos Vegetativos, tanto em sementes. Quando em sementes, essas protel’nas se
localizam em cotilédones, podendo ser lancadas ao meio externo durante os estdgios iniciais
da germinacdo (FOUNTAIN et al., 1977). Em exsudatos de soja, cultivares BRS-Pala e BRS-
Macota, a proteina precursora da aglutinina da soja (SBA) foi detectada em niveis
semelhantes. Essa proteina composta por 285 aminodcidos sofre clivagem N-terminal, que
gera a proteina tetramérica madura, com 30 kDa/subunidade (SHARON; LIS, 2003).

Outro grupo de proteinas de reserva diz respeito aos inibidores de proteases do
tipo Kunitz, que sdo proteinas capazes de inibir a acdo de enzimas proteoliticas serinicas,
como a tripsina. Em soja, diversos inibidores de tripsina ja foram reportados, perfazendo
cerca de 6% das proteinas totais de sementes. Mesmo assim, grande parte da atividade
inibitéria de tripsina apresentada nestas € ainda desempenhada pelo inibidor de tripsina do
tipo Kunitz — KTI (RICKS et al., 1962). Esse tipo de inibidor € codificado por pelo menos 10
genes, tendo quatro (Ktil, Kti2, Kti3 e Kti4) ja apresentado evidéncias de transcricdo de seus
mRNA’s correspondentes (JOFUKU; GOLDBERG, 1989). Dos inibidores do tipo Kunitz
expressos em soja, apenas os codificados pelo gene Kri3 se mostram como moléculas
biologicamente ativas, produzindo trés isoformas codominantes (T, T e T% de proteinas
monoméricas e nao glicosiladas, formadas por 181 residuos de aminodacidos e, portanto, com
massas moleculares de cerca de 20 kDa (HYMOWITZ; HARDLY, 1972; ORF;
HYMOWITZ, 1976).

Nos exsudatos analisados neste trabalho, foram encontrados inibidores de tripsina
codificados tanto pelo gene Ktil, quanto pelo gene Kti3. Desta forma, as isoformas presentes
nos exsudatos e produzidas a partir de Kri3, codificadas apenas pelos alelos T* e T, sdo os
inibidores do tipo Kunitz que apresentam atividade inibitdria de tripsina, ndo ficando claro o
papel do outro inibidor no processo germinativo.

Conclui-se, entdo, a caracterizacdo das proteinas de reserva encontradas em
sementes de soja. Durante o processo de enchimento dos grdos, moléculas desse grupo siao
protegidas de degradacdo prematura por meio de diversos mecanismos. O principal deles
consiste na exportacdo dessas moléculas do citoplasma para vacuolos de reserva. Essa
exportacdo € mediada por sequéncias lineares de aminodcidos localizadas na porcdo N-
terminal de polipeptideos chamadas de peptideos sinais. O peptideo sinal de uma dada
proteina em sintese interage com a por¢ao citoplasmatica do Reticulo Endoplasmatico Rugoso

(RER) por meio de uma proteina de reconhecimento de sinal (SRP) presente neste. Tal
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proteina de reconhecimento dirige a elongacdo do polipeptideo para o limen do RER. L4,
ocorre a protedlise do peptideo sinal, o dobramento da proteina e a formagdo das ligacdes
dissulfeto. Posteriormente, a proteina é transportada para o Complexo de Golgi onde ¢é
direcionada a um vactolo de reserva devido a um segundo sinal presente em sua sequéncia
(CHENG, 2009).

Protefnas presentes em exsudatos de sementes de soja devem ser consideradas
proteinas secretadas, contudo, apenas 29, de 60 sequéncias FASTA obtidas no banco de dados
UniProtKB, apresentaram predi¢ao de peptideo sinal pelos programas testados. Surge, entao,
0 questionamento sobre o0 modo de secrecdo das proteinas restantes.

Atualmente, existem muitos relatos sobre a existéncia de proteinas vegetais
secretadas por rotas independentes do RER-Complexo de Golgi (ROSE; LEE, 2010). Os
critérios de identificacdo de proteinas secretadas por essas vias ndo tradicionais se baseiam,
principalmente, na auséncia de um peptideo sinal tradicional, com trés dominios: regido N-
terminal carregada positivamente, regido central hidrofébica e regido C-terminal polarizada
(GIERASCH, 1989). A auséncia de modificagdes pds-traducionais e a resisténcia da
exportagdo da proteina a tratamento com Brefeldina A (BFA) sdo também evidéncias de uma
secrecdo por via ndo cldssica (ROSE; LEE, 2010).

Muitos algoritmos tém sido desenvolvidos para auxiliar na predicdo de proteinas
secretadas independentemente do RER-Complexo de Golgi. Estes utilizam métodos que
envolvem a identificacdo de caracteristicas estruturais conservadas ou frequentemente
observadas em proteinas secretadas por mamiferos, ou no caso de SecretomeP, por bactérias.
Embora SecretomeP venha sendo amplamente utilizado na caracterizagdo do secretoma de
Arabidopsis thaliana e Medicago truncatula (AGRAWAL et al., 2010; ZHOU et al., 2011),
em exsudatos de soja apenas 6 sequéncias obtiveram NN-escore, ou um escore SecP, maior
que 0,5, o que indica uma possivel secre¢do por via ndo cldssica. Essa limitacdo apresentada
pela ferramenta pode ser devido a diferencas de composicao e estrutura apresentadas por cada
populacdo de proteinas em resposta ao meio extracelular igualmente distinto em cada grupo
(ROSE; LEE, 2010).

Dentre as proteinas preditas como parte do secretoma por via ndo cléssica,
destacam-se os inibidores de tripsina do tipo Bowman-Birk, uma vez que sua existéncia em
soja ja foi demonstrada por meio de transcrito e proteina madura. Essa classe de proteina
apresenta uma Unica cadeia polipeptidica com 71 residuos de aminodcidos, sendo cerca de

20% destes sulfurados. Similarmente ao KTI, apresenta-se como isoformas A, B, CII, DII e
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EIl, cada uma com variagdo em sua composi¢ao, mas sempre com 14 residuos de cisteina
(BAEK et al., 1994). Os inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI) presentes nos exsudatos de
soja avaliados neste trabalho consistem apenas nas isoformas CII e DII, estando a dltima mais
expressa na cultivar BRS-Macota.

Visto a variedade de proteinas com possivel secrecdo via ndo tradicional em
exsudatos de soja, € interessante entender quais motivos s3o os mais provaveis para justificar
sua excre¢do por essa rota. Em algumas situacdes, modificacdes pOs-traducionais e
dobramentos proteicos nio sdo desejaveis para a proteina em questio. Essas proteinas podem,
também, perturbar o funcionamento da secrecdo via RER-Complexo de Golgi, sendo mais
vantajosa sua presenca em um compartimento distinto (CHENG; WILLIAMSON, 2010).
Entretanto, de todas as possiveis razdes para a existéncia desse tipo de secrecio, a resposta a
um estresse externo se mostra como a mais promissora para este trabalho, uma vez que sugere
a existéncia de um mecanismo de secrecdo de proteinas citoplasmaticas, envolvidas em uma
resposta de defesa (KELLER et al., 2008; CHENG; WILLIAMSON, 2010). Este parece ser o
caso da proteinas P21, pertencente ao grupo das proteinas PR-5, familia do tipo taumatina.
Moléculas desse grupo t€ém se mostrado, em ensaios in vitro, capazes de inibir o crescimento e
reproducdo de fungos miceliais a0 mediar a permeabilizagdo da membrana e lise de hifas e
esporos (ROBERTS; SELITRENNIKOFF, 1990; HEJGAARD; JACOBSEN; SVENDSEN,
1991; VIGERS; ROBERTS; SELITRENNIKOFF, 1991; WOLOSHUK et al., 1991; VIGERS
et al., 1992). Estando j4 presente no citosol, a proteina P21 pode entdo ser prontamente
secretada pela via ndo cldssica, garantindo uma velocidade de atuacdo vantajosa a uma planta
atacada.

Conclui-se, até entdo, que em exsudatos de sementes de soja cultivares BRS-Pala
e BRS-Macota se encontram varias proteinas envolvidas na defesa vegetal. Essa determinacao
do processo biolégico em que vdrias das proteinas estdo envolvidas se da tanto por revisoes de
literatura, tanto pela anotacdo de proteinas de acordo com termos do Gene Ontology. Ainda
assim, faz-se necessdrio relacionar as proteinas identificadas por meio de espectrometria de
massas com atividades in vitro, de modo a identificar quais destas podem, de fato, exercer
efeitos inibitorios a fitopatégenos.

Como forma de avangar na caracterizacdo dos exsudatos de sementes de soja
provenientes de cultivares com diferentes indices de resisténcia a M. incognita, foram
realizados, inicialmente, ensaios qualitativos de detec¢do de metabdlitos secundérios. Por

muito tempo, acreditou-se que essas moléculas pequenas, ndo comumente relacionadas as
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funcdes vitais ou ao metabolismo bdésico, ndo possuiam fun¢des bioldgicas especificas, sendo
apenas consideradas produtos finais de reacdes. Essa visdo, entretanto, foi modificada e tais
moléculas passaram a ser relacionadas a componentes estruturais e a defesa contra
fitopatégenos (ENGEL et al., 2002; HALL, 2006).

Dentre os metabdlitos secundarios, os que mais se destacam nos mecanismos de
protecdo ao parasitismo sao os flavondides, fendis, terpenos, taninos e saponinas (BOWLES,
1990; XAVIER-FILHO, 1993; MOLAN et al., 2000), tendo sido os flavonoides e esterdis ja
relatados em exsudatos de sementes. Para as cultivares utilizadas neste trabalho, foram
detectadas nos exsudatos moléculas pertencentes aos grupos dos fendis, flavonas, flavondis,
xantonas, triterpendides e saponinas. Posteriormente a essa avaliagdo, os exsudatos foram
dialisados de modo a se descartar componentes organicos menores que 3,5 kDa, dentre eles
acucares soliveis e moléculas do metabolismo secunddrio passiveis de influenciar nos ensaios
seguintes. Novamente, a deteccdo qualitativa das classes de metabdlitos ja citados foi
realizada nos exsudatos dialisados de cada cultivar, para verificagdo do grau de éxito do
procedimento. Enquanto em exsudatos de BRS-Pala nenhuma das classes previamente
encontradas se manteve em quantidades detectdveis nas condicodes testadas, em BRS-Macota,
flavonas, flavondis e xantonas permaneceram na fracdo proteica mesmo apds a didlise, o que
sugere a formagdo de conjugados entre tais moléculas, caracteristica ja descrita em sementes
recém embebidas de soja (GRAHAM, 1991).

Apo6s obtengao das fragdes proteicas provenientes dos exsudatos de sementes de
soja, foi procedida a avaliacdo de atividades enzimdticas e hemaglutinante, com foco na
detec¢do de propriedades associadas a defesa vegetal. Como ja colocado anteriormente, a
realizacdo de tais ensaios de deteccdo se faz necessdria, uma vez que a presenca de uma dada
proteina bioativa na amostra nao denota, necessariamente, a existéncia de sua atividade. Neste
trabalho, isso pode ser exemplificado pela auséncia de atividade quitindsica em ambos os
exsudatos, apesar da deteccdo de uma quitinase classe I por LC-ESI-MS/MS. A situacdo
inversa, em que a atividade in vitro é detectada, mas a proteina correspondente nio aparece
nos registros da espectrometria de massas, também ¢ passivel de acontecer. Este é o caso da
atividade inibitéria de papaina apresentada pelos exsudatos de soja que ndo parece estar
relacionada com qualquer das moléculas identificadas pela espectrometria de massas, visto
nenhuma se caracterizar como uma fitocistatina. A deteccdo de tal atividade pode, entdo, ser

baseada nos varios relatos da literatura, que indicam a presenca de uma atividade inibitoria de
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catepsina D ou papaina secundéria em inibidores de tripsina do tipo Kunitz de outras espécies
vegetais (RITONJA et al., 1990).

Exsudatos de soja também foram capazes de inibir, in vitro, a a¢do de proteases de
natureza serinica. A partir dos dados apresentados, pode ser concluida a relacdo entre a
atividade inibitdria de tripsina e os inibidores ativos do tipo Kunitz e Bowman-Birk presentes
nos exsudatos. Como ja discutido anteriormente, o KTI é responsdvel pela maior parte da
atividade inibitdria de tripsina apresentada na semente. Este fato, aliado a presenca do KTI em
maior quantidade no exsudato de BRS-Pala, corrobora com a quantidade de tripsina inibida
por cada cultivar, com BRS-Pala apresentando maior atividade inibitéria em relacdo a BRS-
Macota,

Dentre as propriedades bioativas verificadas nos exsudatos de sementes de soja, a
atividade hemaglutinante se destaca como a mais discrepante considerando as cultivares
testadas, com o exsudato de BRS-Pala apresentando atividade especifica de 609,52 + 0,00
UH/mgP e o de BRS-Macota de 9,33 + 2,31 UH/mgP. Embora os exsudatos de ambas as
cultivares apresentem a SBA, e sua concentragdo seja ligeiramente maior em BRS-Pala, a
diferenca de atividade entre os exsudatos pode ser favorecida pela maior quantidade e
variedade de B-conglicininas e glicininas nessa cultivar. No trabalho realizado por Ma e
colaboradores (2011), essas duas classes de proteinas de reserva apresentaram atividade
hemaglutinante in vitro, com valores relativos a 61,7% e 40,1% da atividade apresentada por
SBA.

Em contraste aos dados de atividade hemaglutinante, o exsudato de sementes da
cultivar BRS Macota apresentou uma atividade peroxidasica de 0,218 + 0,01 UAP/mgP.min,
maior que a verificada no exsudato de BRS-Pala (0,096 = 0,02 UAP/mgP.min). Contudo,
diferentemente da cultivar Williams 82, capaz de exsudar uma peroxidase da casca da
semente, exsudatos de BRS-Pala e BRS-Macota parecem ter sua atividade peroxiddsica
associada as lipoxigenases, detectadas em ambas as cultivares (COOK, 1988).

Em vegetais, lipoxigenases sdo enzimas comumente associadas a mobilizacdo de
lipideos, por catalisarem a oxida¢do de 4cidos graxos poli-insaturados, tais como &4cido
linoleico e linolénico, a hidroperéxidos de 4cidos graxos insaturados (SONG et al., 1990;
BRASH, 1999; LIAVONCHANKA; FEUSSNER, 2006). Adicionalmente a essa funcdo,
lipoxigenases estdo envolvidas nos mecanismos de defesa vegetal através da sintese de
compostos de sinalizacdo e de atividade antimicrobiana prépria (CROFT et al., 1993;

CREELMAN; MULLET, 1997; PARCHMANN et al., 1997; WEBER et al., 1999). Porém,


http://www.plantphysiol.org/content/130/1/15.short#ref-10
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durante a germinacdo de sementes de soja, muitos estudos sugerem a mobilizacdo dessas
proteinas como compostos de reserva (SIEDOW, 1991; WANG et al., 1999).

Outras classes de proteinas relacionadas a defesa de plantas foram detectadas por
espectrometria de massas e ensaios enzimadticos in vitro. Dentre elas, destacam-se uma
proteina relacionada a patogénese (PR) e uma proteina ndo caracterizada, mas com 90% de
similaridade com uma protease do tipo aspartica. Endo--1,3-glucanases estdo envolvidas em
importantes processos fisioldgicos das sementes, como expansdo e divisdo celular durante a
germinacdo (WORRALL et al., 1992; SELA-BUURLAGE et al., 1993). Adicionalmente,
sugere-se que essa proteina € um componente do mecanismo de defesa de plantas contra
fungos, visto sua capacidade de lisar a célula fingica por meio da clivagem das ligacdes B-
1,3-glicosidicas em [-1,3-glucanos, principal componente estrutural da parede celular de
organismos patogénicos desse grupo (WESSELS; SIETSMA, 1981; BRUNNER et al., 1998;
ADAMS, 2004). Proteases, por sua vez, também podem assumir varios papéis na prote¢ao da
semente contra fungos, seja degradando proteinas do proprio organismo invasor, seja ativando
outras proteinas da planta através da quebra de seus precursores (VAN DER HOORN;
JONES, 2004).

A deteccdo por LC-ESI-MS/MS de proteinas relacionadas a agdes antifungicas,
tais como proteina P21, endo-B-1,3-glucanases, proteases, associada a presenca de suas
atividades enzimdticas correspondentes, sugere a presenca de atividade antifiingica nos
exsudatos de soja. Entretanto, os exsudatos de sementes de ambas as cultivares ndo foram
capazes de inibir a germinagdo e o crescimento dos fungos Fusarium solani e F. oxysporum
em ensaios in vitro (dados ndo apresentados).

Apesar da auséncia de atividade antifingica, exsudatos de sementes de soja das
cultivares BRS-Pala e BRS-Macota se mostraram capazes de exercer efeitos inibitérios sobre
o nematoide das galhas M. incognita, independente do indice de desempenho em resposta ao
fitopatdgeno, associado a cada uma. A ndo correlagdo entre resisténcia e acdo anti-nematoide
dos exsudatos € evidente na maioria das andlises realizadas, levando a crer que as proteinas
exsudadas ndo participam dos mecanismos convencionais relacionados a resisténcia de
cultivares, os quais tém como base a penetracao ou ndo dos juvenis em raizes (HERMAN et
al., 1991; CAMPOS et al., 2006).

Por outro lado, os efeitos inibitdrios sobre M. incognita se mostraram dependentes
da quantidade de proteinas exsudadas dispostas em cada ensaio e do tempo de exposicao dos

nematoides a estas. Quando considerada a fase infectiva (J2), a atividade inibitéria esta
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relacionada, primeiramente, a reducdo da mobilidade dos juvenis, o que pode ser observado
no tempo de 24 horas de exposi¢cdo ao exsudato. Para a concentracio de 0,06 mg/mL, apds a
inibicdo da mobilidade de cerca de 90% da populacdo, grande parte desta foi revertida com a
diluicdo da amostra. No entanto, o aumento da concentra¢do de proteinas utilizadas no ensaio
foi capaz de diminuir essa taxa de recuperacdo, com o exsudato da cultivar BRS-Pala
causando 51% de mortalidade dos J2 na concentracio de 0,5 mg/mL. Ainda que a
imobilizacdo observada seja tempordria, reflexos negativos se fazem permanentes na
infectividade do patégeno (ROCHA; CAMPOS, 2003). Essa relagdo é corroborada pelo
achado experimental que, in vivo, mostra a reducdo dos nimeros de galhas e massas de ovos
de plantas de tabaco infectadas por juvenis tratados com exsudato da cultivar BRS-Pala.

A atividade anti-nematoide dos exsudatos de soja se mostra ainda promissora
pelos seus efeitos sobre mais de uma fase do ciclo de vida do parasita. As proteinas exsudadas
por sementes de soja também foram capazes de inibir a eclosido de ovos de M. incognita, uns
dos estdgios mais resistentes do seu ciclo de vida, visto a presenca de uma casca de trés
camadas (MENNAN; MELAKEBERHAN, 2006).

As moléculas responsdveis pela atividade bioldgica relatada ndao foram
precisamente identificadas. No entanto, vérios sdo os relatos acerca de proteinas com
atividade nematicida (CHITWOOD, 2002; ROCHA et al., 2006), estando duas delas
presentes nos exsudatos de soja analisados, compreendendo inibidor de proteinases cisteinicas
e lectina.

Inibidores de proteinases cisteinicas, tais como fitocistatinas, estdo associadas ao
controle do desenvolvimento da relacdo de parasitismo por um patdgeno. Proteases cisteinicas
funcionam como enzimas digestivas durante todo o ciclo de vida de M. incognita
(MICHAUD et al., 1996; NEVEU et al., 2003; SHINGLES et al., 2007). Aliado a isso,
proteinas com propriedade de inibicdo dessas enzimas afetam o crescimento, frequéncia e
fecundidade dos individuos desta espécie (ATKINSON et al., 2003). Adicionalmente, o
mecanismo de acdo especifico desses inibidores para nematoides constitui-se na sua interagao
com moléculas semelhantes a papaina na cuticula do mesmo (ANDRADE et al., 2010).

Por sua vez, lectinas sdo associadas a defesa contra nematelmintos, pois
dificultam a penetracdo de nematoides nas raizes, com consequente diminui¢do da formacao
de galhas (WALACE, 1963). Alguns dos mecanismos inibitorios sobre nematoides que tém
sido propostos para as lectinas consistem na sua liga¢ao a glicoproteinas presentes no sistema

digestério destes animais, exercendo um efeito antinutricional ou, ainda, no bloqueio de
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quimiorreceptores nas cuticulas de juvenis, dificultando a motilidade destes, além de
prejudicar sua capacidade de localizar a planta (MARBAN-MENDONZA et al., 1987;
POWELL et al., 1998; FITCHES et al., 2001).

A SBA, ligante aos residuos de D-galactose e N-acetil-D-galactosamina, ja se
mostrou capaz de interagir com anfidios, estruturas sensoriais quimiorreceptoras localizadas
na cabeca do nematelminto, bem como com secre¢des de J2 de nematoides do género
Meloidogyne (DAVIS et al., 1988). Sua acdo em exsudatos de soja parece entdo estar
associada a imobilizacdo tempordria dos J2. Adicionalmente, evidéncias sugerem a
participacdo dessa proteina na repeléncia da fase infectiva, por parte dos exsudatos de soja,
visto sua atividade inibitoria na quimioatracdo ji ter sido relatada em larvas de terceiro
estagio de Strongyloides ratti (TOBATA-KUDO et al., 2005).

Diante do exposto neste trabalho, proteinas exsudadas por soja parecem estar mais
envolvidas em mecanismos de prevencdo da penetracdo de J2 de M. incognita, nao
participando, portanto, dos mecanismos convencionais relacionados a defini¢io de resisténcia

ou nao de cultivares.
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7. CONCLUSAO

As composigdes dos exsudatos das sementes de soja das cultivares BRS-Pala e
BRS-Macota caracterizam-se por apresentar vdrias proteinas relacionadas a defesa vegetal.
Entretanto, nos parametros utilizados, € no exsudato da cultivar BRS-Pala que a maioria
dessas proteinas, € mais elevada. Algumas dessas proteinas parecem estar envolvidas em
mecanismos de preven¢do da penetracdo de juvenis de segundo estigio do nematoide M.
incognita. O conjunto de dados reforca a ideia de que a exsudagdo de sementes de soja pode

ser vista como um evento de protecdo da germinacdo e estabelecimento da plantula,

particularmente contra nematoides de solo.
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