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Resumo

Visando a elucidacéo dos mecanismos de resisténcia em Arachis silvestre a nematdides do
género Meloidogyne spp., foram realizados experimentos de andlise da expresséo diferencial
de seqiiéncias potencialmente associadas a estes mecanismos através de Northern-blot.
Estudos anteriores demonstraram que Arachis stenosperma possui um mecanismo de
resisténcia similar a reagdo de hipersensibilidade na regido onde se encontra 0 nematdide e no
estagio de estabelecimento do sitio de alimentagdo. Duas seqiéncias diferencialmente
expressas em raizes inoculadas com Meloidogyne arenaria (ARP- Auxin repressed Protein e
CKX- catalase oxidase) foram analisadas quanto a sua distribuicdo temporal visando a sua
associagdo com o processo de resisténcia nesta planta. Ambas estao associadas ao balanco
hormonal da planta (auxina e citocinina). ARP foi induzida nas raizes inoculadas em
comparacao com as controle (ndo inoculadas), demonstrando a inibicdo ou degradacéo de
auxina naguele ponto. No caso da CKX, nas raizes inoculadas de A. stenosperma o gene CKX
foi induzido, indicando indiretamente a presenca de citocinina e consequentemente sua
degradacédo. A inducéo da degradacgdo destes hormdnios ocorreu justamente em pontos que,
segundo estudo histopatoldgico realizado previamente, os juvenis de 2° estadio (J2) estariam

penetrando nas raizes desta espécie e tentando estabelecer o seu sitio de alimentacao.
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Introducéo

A infeccao por nematoéides resulta em ferimentos nos tecidos vegetais, particularmente
durante a fase de migracao, mas também durante a fase de estabelecimento e expansao
do sitio de alimentacdo (GHEYSEN e FENOLL, 2002). Todo o processo de infeccdo causa
mudancas dramaticas na estrutura radical da planta que sdo conseqliéncia de mudancas da
expressao de genes na raiz hospedeira (WANG, et al., 2003). A transformacao das células
normais da raiz em estruturas de alimentacao inclui mudancas morfolégicas e fisiolégicas
complexas (WILLIAMSON e HUSSEY, 1996). A complexidade e o dinamismo deste sistema
sugerem que deva haver o envolvimento de varios genes. Alteracées na expressao de
genes correlacionados com respostas de defesa foram observadas em indmeras interacoes
planta-nematdide, incluindo extensinas, catalases, ciclinas, fitohormonios e véarios outros
gue estao resumidos em Gheysen e Fenoll (2002).

As anélises de ESTs, tanto /in silico, quanto colecdes de perfis de expressao de
tecido tém conduzido a identificacdo de genes envolvidos nos varios aspectos das
interacoes planta-nematéide. O significado destas andlises de expressodes digitais, o qual é
designado pelo célculo das freqliéncias dos ESTs em diferentes bibliotecas, ja foi
previamente validado estatisticamente (STEKEL et al., 2000). Uma vantagem em usar a
freqiéncia de dados de ESTs para estimar a expressao génica é se poder distinguir relacoes
estreitas entre seqliéncias, o qual ndo é possivel através de outras técnicas de estudo de
expressao, incluindo andlises de microarrays (PARK et al., 2006).

A andlise da expressao diferencial de plantas de A. stenosperma inoculadas com M.
arenaria “in silico” possibilitou a identificacao de varias seqliéncias diferencialmente
expressas (PROITE et al., 2007a). Duas destas seqliéncias estdo associadas ao balanco
hormonal em plantas e foram selecionadas para uma analise mais aprofundada: (ARP-
Auxin-Repressed Protein- contig 821) e citocinina-oxidase (CKX- Cytokinin-oxidase- contig
433).

O hormonio vegetal auxina, tipificado pelo acido indol-3-acético (IAA) regula uma variedade
de processos fisiolégicos e do desenvolvimento, incluindo, dominéancia apical, respostas de
tropismo, formacao de raiz lateral, diferenciacao vascular, divisdao embrionéria e
alongamento de brotos. Em nivel celular, a aplicacdo de auxina modula a alongamento de
células, divisao e diferenciacdo através da regulacao transcricional de genes especificos
(LEE, 2003). Os fitohormonios auxina e citocinina sao considerados fatores chave no
controle do progresso do ciclo celular em plantas. Este controle é alcancado através da
regulacdo da expressao e/ou da atividade das ciclinas quinase-dependentes (CDK) e das
ciclinas mitéticas (GOVERSE et al., 2000). Diversas observacdes apontaram para um papel
da auxina na inducao do sitio de alimentacao por nematéides de galhas e cisto (GOVERSE

et al., 2000). Acredita-se que o acumulo local de auxina poderia ser parte de uma série de



eventos que resultariam na inducao da formacao do sitio de alimentacao
(BALASUBRAMANIAN e RANGARWAMI, 1983). Os genes da proteina auxina-reprimida
(Auxin-repressed protein — ARP) e os seus papéis no crescimento e desenvolvimento das
plantas sao relativamente pouco estudados. Depois que este gene foi isolado de morango
(REDDY e POOVAIAH, 1990), outros genes homélogos a ARP também foram isolados de
ervilha (STAFSTROM et al., 1998), de falsa-acacia, uma leguminosa arbérea (PARK e HAN,
2003), fumo (STEINER et al., 2003) e pimenta (HWANG et al., 2005). Os genes ARP tém
relacOes estreitas com genes relacionados com dorméncia (DRM), e ja foi mostrado que
com excecdao de trés trabalhos (LEE et al., 2003), estes genes foram induzidos pela acao
direta do fitohormoénio auxina (ROCHA et al., 2007).

Citocinina (CK) é uma classe de hormonio vegetal que tem papel em varios aspectos do
crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo dominancia apical, formacao e
atividade nos meristemas de brotos, senescéncia de folhas, mobilizacdo de nutrientes,
germinacao de sementes, crescimento de raizes e respostas ao estresse (GONZALEZ-
RIZZO et al., 2006). Recentemente, as principais etapas do metabolismo e da sinalizacao
de citocininas foram elucidadas em Arabidopsis. Sete genes que sintetizam citocinina, os
isopentenil transferases (IPT) e sete genes codificadores para a degradacao de citocinina,
citocinina oxidase/desidrogenase (CKX) foram identificados no genoma de Arabidopsis. A
degradacao de citocinina é importante na regulacdao homeostatica da acumulacao e na
distribuicdo dos metabdlitos de citocinina nos tecidos vegetais (DAVIES, 2004).

No presente trabalho, analisamos o perfil de expressao destas duas seqliéncias através de
Northern-blot, visando correlaciona-las com o processo de resisténcia de A. stenosperma a M.

arenaria.

Materiais e Métodos

Plantas de Arachis e bioensaio com M. arenariaraca 1

Foram utilizadas doze plantas de cada espécie, A. stenosperma (V10309), e A. hypogaea var.
Tatu com dois meses de idade. Seis plantas serviram como controle, sendo denominadas ndo
inoculadas, e seis plantas tiveram suas raizes inoculadas com 10.000 juvenis de segundo
estadio (J2) de M. arenaria por planta. Estes dois conjuntos foram coletados com 4, 9 e 16 dias
apos a inoculacao, seguindo o resultado do estudo histopatoldgico. O material foi congelado

em N; liquido até a extrac@o de RNA total.

Validagao da analise in silico por Northern-Blot



O RNA total foi isolado a partir das raizes néo inoculadas e inoculadas das espécies suscetivel
e resistente utilizando Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com instrucdes
do fabricante. O RNA foi fracionado por 5 h a 50 V em gel desnaturante 1,2% agarose, 0,77 M
formaldeido 37% em tampao 1X MOPS pelo método-padréo, transferido para membrana de
nylon Hybond-N (Amersham, Arlington, IL), e a membrana foi fixada através de luz UV. As
membranas foram hibridizadas com os seguintes ESTs: (1) proteina reprimida por auxina
(Auxin-Repressed Protein- contig 821) e (2) citocinina-oxidase (Cytokinin-oxidase- contig 433).
Os ESTs foram re-amplificados por PCR utilizando-se os primers direto, PT2F2 — 5"-
GCGCCATTGTGTTGGTACCC - 3’ e reverso, PT2R2- 5- CCGCATGCATAAGCTTGCTC - 3'.
O produto das reacdes de PCR foram limpas para retirada de excesso de primer, enzima e de
outros reagentes com a coluna S-400 HR MicroSpin Column (Amersham, Arlington, IL). Estes
clones foram re-sequenciados para que sua identidade fosse certificada. Foram marcados com
o kit Ready-to-go pelo método random primimg (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Todos os
filtros foram pré-hibridizados a 65 °C por no minimo 3 h e hibridizados a 65 °C por 16-20 h em
5 X' SSC, 5 X Solugéo de Denhardt, 0,5% SDS e 0,02 mg/mL de Esperma de Salméo
desnaturado. Apds hibridizacdo as membranas foram lavadas 2 vezes a 65 °C por 15 min. em
1 X SSC e 0,1% SDS e depois em 0,1 X SSC e 0,1% SDS. As membranas foram expostas em
filme de raio-X, (BIOMAX — Kodak). Para corrigir diferencas na aplicacdo das amostras, as
bandas foram quantificadas e normalizadas através de métodos de densitometria, utilizando-se
o programa Biolmage Intelligent Quantifier (Intelligent Quantifier, Bio Image Systems, Inc.,
Jackson, MI, USA). Foi gerado um gréafico com valores arbitrarios para esta correcao.

Para a avaliacdo da expresséo dos dois ESTs diferenciais foram escolhidos pontos importantes
durante a evolucao da infeccdo do nematéide. Esta escolha foi guiada por estudo
histopatolégico previamente realizado (PROITE et al., 2007b). Ponto 1: 4 DAI (Dias apés
inoculacdo), periodo onde ocorre grande parte da penetracdo dos J2s nas raizes; ponto 2: 9
DA, o inicio da instalacéo do sitio de alimentacao, e 16 DAI, quando houve resposta de
hipersensibilidade na espécie resistente.

O grafico é o resultado da normalizacéo das bandas da hibridizagdo com as bandas coradas
com brometo de etideo. Seus valores correspondem a densitometria realizada pelo programa

Biolmage Intelligent Quantifier.

Resultados e Discussao

Analise temporal da expressdo da proteina reprimida por auxina (Auxin-Repressed Protein
ARP - contig 821)

Em A. stenosperma, observamos que aos 4 DAI a expressdo do gene ARP foi induzida nas
raizes inoculadas em comparacdao com as controles (ndo inoculadas), (Figura 1), depois
podemos ver que sua expressao diminui aos 9 DAI, igualando-se ao das raizes nao

inoculadas e finalmente é aumentada novamente nos dois sistemas aos 16 DAI (Figura 1).



A expressao de ARP também foi monitorada em raizes de A. hypogaea, espécie que é
suscetivel ao nematdéide, e observamos que a expressao deste gene é reprimida durante a
infeccao (4 DAI, inoculado), no entanto, este gene é induzido nos pontos subseqlientes, (9
DAI e 16 DAI, inoculado) (Figura 1).
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Figura 1- Analise temporal da expressdo do gene ARP em raizes de A. stenosperma e A.

hypogaea néo inoculadas e inoculadas com M. arenaria ra¢a 1. Os pontos avaliados foram 4, 9

e 16 dias ap0s inoculagéo (DAI). NI = N&o inoculada; | = Inoculada.



Como demonstrado anteriormente, a grande maioria dos trabalhos, relaciona o controle da
expressdo do ARP com a presenca e abundancia do horménio auxina. Se seguirmos este
modelo, temos que no sistema de interacdo incompativel houve um acimulo de auxina durante
0 ponto 4 DAI nas raizes inoculadas. Em relacéo a expresséao diferencial entre raizes
inoculadas e nao inoculadas, este é o Gnico ponto relevante, ja que os outros tiveram padréo
semelhante na expressao. Este dado esta de acordo com a andlise in silico dos ESTs, que
sugeriu uma expressao induzida ao ataque do nematoéide. No entanto, foi observado um
comportamento contrario nas raizes de A. hypogaea. Aos 4 DAI, o gene ARP foi reprimido e
nos pontos seguintes houve sempre uma inducéo do gene. Neste sistema de interacédo
incompativel, a expressao do gene ARP ratifica o que ja foi encontrado nas interacdes
nematoéide-planta. Diversos trabalhos relatam que para o estabelecimento do sitio de
alimentacgdo, ocorre um acumulo de auxina (MAZAREI et al., 2004), o que neste sistema é
evidenciado pela inducdo do gene ARP, principalmente no ponto 9 DAI, que justamente,
corresponde a indugéo das células gigantes e formacéo do sitio de alimentacéo em A.
hypogaea. Entretanto, chama a atengéo a expressao deste gene, que mesmo induzida é quase
2,5 x menor que em raizes de A.stenosperma (Figura 1). Nesta espécie, este ponto (9 DAI),
ndo necessariamente corresponde ao da inducéo do sitio, pois como observado anteriormente
em estudo histopatolégico (PROITE et al., 2007b), parece somente ter havido a tentativa de
instalacdo do sitio entre 16 e 19 DAI.

A expressdo, de alguns genes relacionados com defesa, sempre ocorre mais rapidamente e de
forma mais pronunciada em intera¢des incompativeis que em compativeis (CHITTOOR et al.
1997). Em muitos outros sistemas de avaliacdo, o gene ARP foi induzido mediante infeccdo de
folhas de pimenta com bactéria Xanthomonas campestris (JUNG e HWANG, 2000), de folhas e
raizes com fungos e durante nodulacéo (KIM et al., 2007), apds induc¢do artificial de SAR em
folhas de café (DE NARDI et al., 2006), e infec¢do de raizes e vagens de A. hypogaea (LUO et
al., 2005).

Pode-se concluir que em relacdo ao gene ARP, A. stenosperma reage diferentemente de
outros sistemas que avaliaram a interacao planta-nematodide. Nas interacdes de plantas com
nematoides foi sempre observado o acumulo de auxina nas raizes, resultado do bloqueio no
transporte e/ou no fluxo deste hormdnio nas células precursoras de células gigantes pelo
nematoide (KENNEDY et al., 1999). Nesta espécie ndo ocorre instalacéo de sitio de
alimentacéo, e toda vez que foi observado um nematoide tentando fazé-lo, uma resposta de
hipersensibilidade associada também foi observada. Este fato, sempre ocorreu em dias mais
avancados no ciclo do mesmo em comparagdo com a espécie suscetivel. Na espécie
suscetivel, A. hypogaea, a relacdo acumulo de auxina e conseqiente, inducao do gene ARP e

instalacao do sitio de alimentacdo apresentam resultados similares aos demais.



Analise temporal da expressao do horménio citocinina-oxidase (Cytokinin-
oxidase/desidrogenase- CKX contig 433)

Citocinina oxidase (CKX) foi um dos genes diferencialmente expressos na analise dos ESTs de
bibliotecas de raizes ndo inoculadas e inoculadas de A. stenosperma com nematéide M.
arenaria. Observamos que em raizes de A. stenosperma inoculadas (4 DAl e 16 DAI), houve
indugdo na expressdo do gene CKX, comparado as raizes néo inoculadas, no entanto aos 9
DAI, a expresséo foi reprimida (Figura 2). Este resultado é discordante com o apresentado pela
analise in silico dos ESTs e esta diferenca entre os resultados pode ser devida a natureza
quantitativa da analise dos ESTs. As bibliotecas foram desenvolvidas com o conjunto de
transcritos entre os dias 2, 6 e 10 DAI, ja a andlise da expressao pelo Northern-Blot além de
ser uma andlise qualitativa, foi também feita, individualmente, ponto a ponto. Se fosse possivel
quantificar esta analise talvez ficasse claro que no conjunto entre 4 e 9 DAI a expressao global
deste gene seria reprimida, estando assim, de acordo com a analise in silico. Um padrao
diferente foi observado nas raizes da espécie suscetivel, A. hypogaea, onde a expresséao de
CKX foi reprimida em todos os pontos observados durante a infeccdo com nematoide (Figura
2).
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Figura 2- Analise temporal da expressédo do gene CKX em raizes de A. stenosperma e A.
hypogaea nédo inoculadas e inoculadas com M. arenaria ra¢a 1. Os pontos avaliados foram 4, 9
e 16 dias apo6s inoculacédo (DAI). NI = N&o inoculada; | = Inoculada. O gréafico é o resultado da
normalizagdo das bandas da hibridizacdo com as bandas coradas com brometo de etideo.
Seus valores correspondem a densitometria realizada pelo programa Biolmage Intelligent

Quantifier.



O padréo de atividade e os niveis de transcritos de CKX sugerem que o controle transcricional
da expressao do gene ckx 1 é feito pelo hormdnio citocinina (HIROSE et al., 2007). Diversos
trabalhos mostraram que tanto citocinina endégena quanto a aplicacao exdégena, estimulam a
atividade de citoxinina oxidase/desidrogenase, como foi observado em cultura de células de
fumo, em cultura de calos de varias plantas (MOTYKA et al., 1996), em raizes de milho, trigo e
arroz (HIROSE et al., 2007). Estes resultados demonstram uma resposta de feedback negativo,
indicando que a prépria citocinina induz sua degradacéo, pelo menos em parte, pela indugao
da expressado do gene ckx, impedindo assim uma acao persistente de citocinina no tecido (LEE
et al., 2007). Podemos entédo correlacionar a indugdo da expressédo de CKX em raizes de A.
stenosperma inoculadas com nematoéide a presenca de citocinina no tecido. Foi demonstrado
gue durante a infec¢do, na formagéo do sitio de alimentagdo e durante os estagios mais
desenvolvidos de galhas, a planta produz citocinina, isto foi observado através da inducdo do
promotor do gene ARRS5 (Arabidopsis response regulator), que é um gene que responde a
citocinina (LOHAR et al., 2004). Outros trabalhos mostraram que a citocinina também é
produzida pelo préprio nematéide na infec¢do (MEUTTER et al., 2003), mas o seu papel
durante o parasitismo ainda nado esta esclarecido (BIRD, 2004). Lohar et al. (2004) super-
expressou o gene CKX de milho e de Arabidopsis em raizes transgénicas de Lotus japonicus e
observou que houve uma redugéo de 50% no ndmero de galhas, indicando que raizes com
resisténcia a citocinina eram menos suscetiveis aos nematdides das galhas. Nas raizes
inoculadas de A. stenosperma aos 4 e 16 DAI, o gene CKX foi induzido, indicando
indiretamente a presenca de citocinina e consequentemente sua degradacgdo. A indugéo da
degradacédo deste horménio ocorreu justamente em pontos, que segundo o estudo
histopatolégico, os J2 estavam penetrando nesta espécie (4 DAI) e tentando estabelecer o sitio
de alimentacg&o (16 DAI). Lohar et al. (2004) demonstraram que a expressao de citocinina ndo
ocorre durante a penetracdo e migragdo dos J2, mas somente na formacao do sitio e nas
células adjacentes as células gigantes nos estagios mais avancados do ciclo de infecgéo.
Como este processo é dindmico, pode-se considerar que em todos 0s pontos estudados (4-16
DAI) houve tentativas de estabelecimento de sitio de alimentacdo na espécie resistente, apesar
de ndo terem sido observados antes dos 16 DAI, quando uma resposta de hipersensibilidade
foi manifestada. E importante notar que a alta expresséo de CKX em raizes foi observada
(BRUGIERE et al., 2003). Na espécie suscetivel, parece nao ter havido a expresséo e nem a
acumulacéo de citocinina durante a infeccdo, pois, em todos os pontos analisados a expressao
do gene CKX foi reprimida nas raizes infectadas. Este resultado é discordante dos anteriores
encontrados na literatura e ao observado na espécie resistente. A regulagdo da expressao de
CKX também estéa envolvida com outras respostas de defesa, tal como na represséo de
citocinina durante o desenvolvimento da doenca hérnia das cruciferas em Arabidopsis causada
pelo patdgeno Plasmodiophora brassicae (SIEMENS et al., 2006). Também observa-se a
inducéo da expressao da cascata de sinalizacéo citocinina ao ataque massivo de insetos

herbivoros (HUI et al., 2003). Uma vez que CKX é a Unica enzima de planta conhecida que



cataboliza a degradacéo de citocininas, este parece ser um ponto importante de controle nos

niveis de citocinina em tecidos especificos de plantas (JONES e SCHREIBER, 1997).
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