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RESUMO

SILVA, GABRIEL JESUS. Avaliagdo de proteinas relacionadas a patogénese de Digitaria insularis
infestadas com Pratylenchus brachyurus. 2021. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao) —
Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas. Instituto Federal Goiano- campus Rio Verde, Goiés. Rio Verde,
Goias, 2021.

Os prejuizos provocados pela presenca de Digitaria insularis (capim amargoso) no campo nao sao
atribuidos somente a competicdo de agua, luz e nutrientes. Ela pode atuar como hospedeira de
nematoides, sendo, uma fonte de indculo na area, possibilitando o ataque de nematoides nas plantas
cultivadas dificultando o seu controle. Pouco se sabe sobre a interagdo entre capim amargoso e
nematoides. Objetivou-se avaliar respostas de defesa de capim amargoso inoculado com Pratylenchus
brachyurus. Cingquenta dias ap6s a inoculacdo os nematoides foram extraidos seguindo o método de
Coolen ¢ D’Herde (1972) e realizado o calculo do fator de reprodu¢do (FR). A fim de detectar
respostas de defesa as plantas foram coletadas em 1, 3, 9 e 17 dias ap0s a inoculacdo (DAI). Foi
realizada a extracdo de proteinas totais e avaliado a atividade de quatro enzimas especificas. O capim
amargoso é suscetivel ao P. brachyurus com FR de 2,44. A planta apresentou atividades da
Fenilalanina amonialiase, Lipoxigenase e $-1,3-glucanase e Quitinase na presenca de P. brachyurus

Palavras-chave: Defesa vegetal; nematoides; hospedeiro.



ABSTRACT

SILVA, GABRIEL JESUS. Evaluation of proteins related to the pathogenesis of Digitaria
insularis infested with Pratylenchus brachyurus. Course Conclusion Paper (Undergraduate) -
Bachelor of Biological Sciences. Goias Federal Institute - Campus Rio Verde, Goiés. Rio Verde
Goiés, 2021.

The damage caused by the presence of Digitaria insularis (sourgrass) in the field is not only attributed
to competition from water, light and nutrients. It can act as a host for nematodes, being a source of
inoculum in the area, enabling the attack of nematodes on cultivated plants, making its control
difficult. Little is known about the interaction between bitter grass and nematodes. The objective of
this study was to evaluate the defense responses of bitter grass inoculated with Pratylenchus
brachyurus. Fifty days after inoculation, the nematodes were extracted following the method of
Coolen and D’Herde (1972) and the calculation of the reproduction factor (FR) was performed. In
order to detect defense responses, plants were collected at 1, 3, 9 and 17 days after inoculation (DAI).
Total protein extraction was performed and the activity of four specific enzymes evaluated. D.
Insularis is susceptible to P. brachyurus with a FR of 2.44. The plant showed activities of
Phenylalanine ammonia lyase, Lipoxygenase and B-1,3-glucanase and Chitinase in the presence of P.
Brachyurus.

Keywords: plant defense; nematodes; host.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A busca por altas produtividades é o principal objetivo do produtor, porém, existem
alguns fatores que dificultam esse objetivo, como por exemplo as plantas daninhas. O capim-
amargoso (Digitaria insularis (L.) Fedde), pertence a familia Poaceae, é uma espécie nativa de
regides tropicais sendo encontrada na maioria de areas agricultaveis do Brasil (HEAP, 2016;
MONDO et al., 2010). Ele destaca-se entre as plantas resistentes ao glyphosate, e seu manejo
inadequado pode ocasionar perdas significativas na agricultura (KASHIWAQUI, 2016). Outro
ponto importante é que essa graminea possui um rapida capacidade de dispersdo, o que pode
levar a entrada de bidtipos em areas do cerrado dificultando a propagacao e germinacédo de
sementes de espécies exoticas (ALVES, 2018). Além dos prejuizos como planta daninha,
algumas podem atuar como hospedeira de nematoides, sendo uma fonte de in6culo na area,
multiplicando-os, fato que favorece o ataque desses parasitas nas plantas cultivadas
(CARVALHO,2013; DIAS-ARIEIRA, 2017).

Os nematoides sdo organismos pseudocelomados, ndo segmentados, de simetria
bilateral, com sistema digestivo e reprodutivo completo. Muitos sdo parasitas de plantas e
podem causar perdas significativas na producdo de diversas culturas (MAINARDI AND
ASMUS, 2015). Entre os principais nematoides causadores de perdas na producdo de gréos,
destaca-se 0 género Pratylenchus que possui 70 espécies associadas a diferentes culturas
(GONZAGA, 2006; JONES; FOSU-NYARKO, 2014). O género Pratylenchus é conhecido por
nematoide das lesdes radiculares devido lesdes necréticas que provoca nas raizes do hospedeiro
possibilitando entrada de outros patdgenos, como fungos e bactérias (MACEDO et al., 2011).
Dentre as principais espécies destaca-se Pratylenhus brachyurus, uma espécie polifaga que se
multiplica em varias culturas como no proprio capim amargoso (BRAZ et al., 2016).

As plantas possuem alguns mecanismos para minimizar os danos causados por
nematoides e outros agentes fitopatogénicos. As proteinas relacionadas a patogénese (PRPS)
podem ter sua atividade aumentada na presenca de patdgenos e podem deter o seu crescimento
(BRAGA, 2008). Algumas proteinas induzem a formacgdo de barreiras contra o ataque de
patogenos. A fenilalanina amonia-liase (PAL) participa da biossintese de lignina o que confere
maior resisténcia da parede celular (NAKAZAWA, 2001; GUZOO, 2003; THIPYAPONG et
al., 2004). A lipoxigenase (LOX) participa da producio de Acido Jasmonico que é indutor de
proteinases em resposta a acao de agentes fitopatogénicos (BAYSAL & DEMIRDOVEN, 2007,
BELL & MULLET, 1993; CAOet al., 2011). Existem também proteinas que atuam
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diretamente no patdégeno, como exemplo B-1,3-glucanase (GLU) e quitinase (CHI) que
degradam polissacarideos estruturais da parede celular de fungos e impedem seu
desenvolvimento (ZAREIE et al., 2002).

Ter conhecimentos sobre a interacdo entre patdgeno e hospedeiro é essencial para
entender como a planta responde ao ataque de pragas e doencas além de auxiliar na adogédo de
controles alternativos que ndo transgridem o meio ambiente e minimizam a dispersdo de
sementes em areas preservadas. Nesse sentido, ha poucos relatos da interacdo entre D. insularis

e P. brachyurus.
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2. OBJETIVOS

2.1.1. Objetivo geral

Avaliar respostas de defesa de capim amargoso inoculado com Pratylenchus brachyurus.

2.1.2. Objetivos especificos

e Determinar o fator de reproducdo de P. brachyurus no capim amargoso
e Avaliar a atividade de lipoxigenase, fenilalanina amdnia-liase, f-1,3 glucanase e quitinase

de capim amargoso inoculado com Pratylenchus brachyurus.

17



3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado nos Laboratorio de Fitopatologia e de Plantas Daninhas e na

Casa de Vegetacédo do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde.

Coleta das sementes e plantio

As sementes de capim- amargoso foram coletadas em uma éarea comercial de soja e
milho com histérico de aplicacdo de herbicida (Tabela 1). As sementes foram semeadas em
bandejas plastica com substrato BIOPLANT para emergéncia das plantulas. Sete dias apds a
emergéncia, as plantulas foram transplantadas para vasos de 5 L e mantidas sobre casa-de-
vegetacdo. Para assegurar que ndo haja a presenca de outros nematoides no solo utilizado no
experimento, foi realizado a esterilizacdo deste material por meio de autoclavagem. Apds 14
dias de plantio em solo foi realizado a inoculacdo de 700 nematoides em quatro repeticdes
(Figura 1)

Tabela 1. Area comercial escolhida para coletar as sementes de D. insularis.

Local Coordenadas Bidtipo
Rio Vede 17°40'40.0"S 50°56'06.5"W Resistente

Figura 1. Inoculagéo de P. brachyurus em capim amargoso.

Extracéo e Quantificacdo de P. Brachyurus

Cinquenta dias apds a inoculagdo, as plantas foram coletadas e os nematoides foram

18



extraidos seguindo o método de Coolen ¢ D’Herde (1972) e Jenkins (1964). Dez gramas de
raizes foram trituradas no liquidificador com &gua por 30 segundos. 100 gramas de solo foram
homogeneizados em um litro de agua. Verteu-se a mistura sobre as peneiras de 100 e 400 Mesh
sobrepostas, recolheu amostra retida na peneira de 400 Mesh em um tubo da centrifuga. Em
seguida os tubos foram calibrados com &gua e colocados na centrifuga, por 5 minutos a 1800
rpm. Depois de retirados os tubos da centrifuga e descartado o sobrenadante, foi adicionado
sacarose até que cubra a amostra, realizando a calibragdo dos mesmos com sacarose e
centrifugados por 1 minuto a 1800 rpm. O sobrenadante de cada tubo foi recolhido em peneira
de 400 Mesh e adicionada amostra aos potes com identificacdo correta de cada amostra.

A populacéo final foi quantificada sob microscopio 6tico como o auxilio de uma cdmera
de Peters, e posteriormente realizado o célculo do fator de reproducdo (FR= Populacéo

Final/Populacdo inicial).

Analises Enzimaticas

A fim de detectar respostas de defesa de D. insularis infestada com P. brachyurus. As
coletas foram feitas em 1, 3, 9 e 17 dias apds a inoculacdo (DAI). Toda parte aérea da planta
foi coletada (Figura 2), e entdo acondicionadas em caixas de gelo e congeladas (-80 °C) para

uso posterior.

Figura 2. Coleta da parte aérea
Extracéo de proteinas

As amostras da parte aérea das plantas de D. insularis foram maceradas em nitrogénio
liquido e em cada amostra foi adicionado solucdo-tampé&o (Tris-HCI 10 mM; NaCl [150 mM];
EDTA [2 mM]; DTT [2 mM]; PMFS [1 mM]; Leptina [10 pg.mL-1 ]; Aprotinina [10 pg.mL-

11). Em seguida, as amostras foram agitadas num vortex durante 1 minuto e centrifugadas por
19



5 minutos a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para quantificar as proteinas
solUveis totais e nos ensaios de determinagdo de atividade enzimatica. Cinquenta puL de cada
amostra foram transferidos para tubos do tipo Eppendorf acrescentando 1000 uL. de CBB
(comoassie brilliant blue). As amostras foram homogeneizadas e colocadas em repouso durante
15 minutos. Apos, transferiu-se 100 uL para placas de Elisa as quais foram colocadas em
espectrofotometro (A 597 nm). O conteudo de proteinas soliveis totais no extrato bruto foi
medido de acordo com o0 método de Bradford (1976), com albumina sérica bovina (BSA) como

padréo.

S-1,3-Glucanase (EC 3.2.1.39) (GLU) e Quitinase (EC 3.2.1.14) (CHI)

Utilizou-se a metodologia descrita por Pan et al., (1991) com algumas modificaces.
Atividade de GLU em extrato proteico de folhas de D. insularis de diferentes tratamentos foram
avaliados pela medigdo da taxa de reducéo de agucar utilizando laminarina como substrato. Para
CHI, o substrato utilizado foi quitina coloidal. O reagente DNS (&cido dinitrosalicilico) foi
usado como agente colorimétrico. A atividade foi expressa em unidades por miligrama de
proteina (U.mg-1). Uma unidade de atividade enzimética foi definida como atividade
enzimatica catalisando a formacdo de agUcares redutores que aumenta a absorbancia de uma

unidade por hora.

Fenilalanina Amonia-liase (EC 4.3.1.24) (PAL)

A atividade de fenilalanina aménia-liase foi determinada, utilizando 2 ml de solucéo de
fenilalanina 10 mM, em solucao tampao borato 0,1 M, pH 9,0 e 50 ul de cada amostra, em
triplicata. A mistura foi homogeneizada e submetida a quantificacdo em espectrofotdmetro, em
comprimento de onda 290 nm (ultravioleta) (CORTES et al., 2008).

Lipoxigenase (EC:1.13.11.12) (LOX)

A atividade de LOX foi determinada de acordo com Axelrod et al. (1981) usando acido
linoléico como substrato. 50 pl do extrados da parte aérea de D. insularis foi adicionado em 2
mL de solug&o de &cido linoléico (10 mM) em tampdo fosfato (50 mM, pH 6.0) (0,1% v/v), em

temperatura ambiente. A atividade de LOX foi quantificada em espectrofotdmetro (A=234 nm)

Analise de dados

Todos os dados obtidos foram submetidos 8 ANOVA, teste de Tukey (p=0,05) e Teste

de T para comparacgéo entre planta inoculada e ndo inoculada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A suscetibilidade do capim amargoso a P. brachyurus foi verificada com FR > 1 (Tabela
2), comprovando que D. insularis pode multiplicar P. brachyurus e, portanto, ser fonte de
inoculo em areas cultivadas, ja que plantas com FR igual ou maior que 1,0 sdo classificadas
suscetiveis (Oostendrink, 1966). Essa afirmacdo é de extrema importancia para agricultura ja
que o capim amargoso possui bidtipos resistentes a herbicidas, o que dificulta o controle da
espécie no campo. Plantas daninhas resistentes a herbicidas podem garantir a reproducéo de
parasitas, algumas vezes semelhante ao FR observada em milho e soja (DIAS-ARIEIRA,
2017; MATIAS, 2018).

Tabela 2. Numero total de e fator de reproducao (FR) de Pratylenchus brachyurus em plantas

de capim amargoso, inoculados com 700 espécimes em plantas resistentes ao glifosato.

Tratamento  PF FR Reacéo
Controle - - -
D.insularis 1710 2,44 S

PF= Populagdo final (10 grama de raiz e 100 cm? de solo). FR = populacéo final / populag&o inicial. ; S
= Suscetivel (FR > 1)

O reconhecimento de moléculas eliciadoras do patdgeno pela membrana plasmaética da
célula vegetal é um importante sinal para desencadear diversas respostas contra o ataque.
Quando as plantas sdo submetidas a danos, como a penetracdo de nematoides, processos
relacionados a defesa sdo ativados, resultando na liberacdo de alguns compostos volateis. As
plantas inoculadas apresentaram atividades crescentes de PAL nos primeiros dias avaliados
diferenciando estatisticamente do controle (Tabela 3) possivelmente devido o ataque inicial do
nematoide na raiz, ja que essa proteina esta relacionada a producéo de lignina e a parede celular
¢ a primeira barreira que o nematoide encontra ao tentar parasitar as plantas. Essa € uma
importante resposta de defesa, pois a PAL participa ativamente na producdo de compostos
fenolicos em plantas expostas a estresses biodticos e abidticos. Um desses compostos é o acido
salicilico (SA) que esta fortemente ligado ao aumento de celulose na parede celular
(NAPOLEAO, 2015). O SA participa da ativacdo de genes de defesa vegetal, porém, outros
hormdnios como o Acido Jasménico (JA) também atuam como sinalizadores. Uma vez que o
JA é ativado, os niveis enddgenos de SA diminuem (TAMAOKI et al., 2013), o que pode
responder o porqué PAL e LOX apresentaram comportamentos opostos aos primeiros dias de
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avaliacdo (Figura 2B) ja que a LOX esta associada a producao de JA. Embora, 0 JA e SA tem
respostas antagonistas, ambos sdo importantes para defesa vegetal pois ambos controlam
coordenadamente as respostas de defesa vegetal (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013). A LOX
esta relacionada a resposta a ferimentos causados por patdgenos e pragas fortificando a parede
celular (CARLLI, 1999), fato que pode atestar a crescente atividade da enzima nos primeiros dias
avaliados.
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Tabela 3. Atividade das proteinas relacionadas a patogénese .

Tratamento Dias Atividade PAL Atividade LOX Atividade GLU Atividade CHI
Controle 1 3,49E-05 BCa 1,00E-06 8,61E-05 Aa 5,00E-06 253,52 Aa 19,9 43,23 Aa 88
Controle 3 251E-05 Cb 3,70E-06 8,93E-05 Aa 3,60E-05 241,16 Aa 28,1 56,95 Aa 55
Controle 9 4,19E-05 Ba 6,20E-06 3,61E-04 Ba 9,00E-05 220,93 Aa 70,2 0,97 Bb 13,6
Controle 17 6,77E-05 Aa 1,40E-05 2,76E-04 Ba 6,90E-05 291,21 Aa 18,3 30,58 ABa 11,3
Inoculadas 1 3,85E-05 Aa 3,00E-06 1,44E-04 Aa 4,00E-06 217,51 Ba 20,3 22,65 ABa 10,2
Inoculadas 3 4,17E-05 Aa 5,10E-06 1,22E-04 Aa 2,20E-05 217,89 Ba 16,8 0,75 Bb 3,6
Inoculadas 9 3,15E-05 Aa 4,40E-06 7,79E-05 Ab 4,30E-05 269,33 Aa 17,4 51,38 Aa 29,3
Inoculadas 17 2,64E-05 Ab 2,40E-06 1,23E-04 Ab 5,40E-05 200,93 Ba 15,9 26,27 ABa 24,6

Comparacdo das variaveis avaliadas entre tratamentos dentro do mesmo dia: médias seguidas por letras minusculas (colunas) iguais ndo diferem
estatisticamente de acordo com o teste de T (p=0,05). Comparacdo das variaveis avaliadas dentro do mesmo tratamento (com ou sem P.
brachyurus): médias seguidas por letras maiusculas iguais na coluna ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (p=0,05).
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como também estdo presentes nas cascas dos ovos dos fitonematoides (CASTRO et al., 2011).
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Figura 3. Representacgdo grafica da atividade das proteinas relacionadas a patogénese
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E possivel ver complexidade das respostas de defesa contra de P. brachyurus, trabalhos
futuros devem ser feitos para investigar a fundo as respostas de defesas de plantas daninhas

contra seus patégenos.

5. CONCLUSAO

O capim amargoso € susceptivel ao nematoide das lesdes radiculares. A atividade
enzimatica de GLU e CHI apresentaram respostas semelhantes na presenca de P. brachyurus
durante os dias avaliados. A PAL e LOX aparenta ter um papel importante para ativacdo de

enzimas que atuam diretamente no patégeno.
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