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INTRODUGAO

A espécie de nematoide Meloidogyne mayaguensis vem causando sérios prejuizos a
fruticultura no Submédio do Vale do S&o Francisco, bem como em outros estados
brasileiros. Este patdgeno é também responsavel por perdas em diversas culturas
comerciais, frutiferas ou ndo. Plantas de amendoim (Arachis hypogaea L.) sdo imunes ao
ataque de M. mayaguensis e, embora ocorra infec¢gdo e desenvolvimento de fémeas do
nematdéide nas raizes das plantas desta espécie, estas permanecem, por razao
desconhecida, estéreis sem produzirem ovos (GUIMARAES et al., 2003). Polifenoloxidases,
peroxidases e cistatinas s&o proteinas descritas como tendo efeito inibitério contra
nematoides, inclusive do género Meloidogyne (SILVA et al.; CHAN et al., 2010). Por esse
motivo, o presente trabalho visou detectar e quantificar estas proteinas em plantas de A.
hypogaea, com o intuito de prospeccao futura de genes que confiram resisténcia a M.

mayaguensis.

MATERIAIS E METODOS

Duas sementes de amendoim (Arachis hypogaea L.) foram semeadas em quarenta
sacos plasticos contendo 5 kg de solo autoclavado. Apds a germinacéo, a planta menos
vigorosa foi eliminada de modo a se conduzir uma planta em cada saco plastico. Quinze
dias apds a semeadura, 20 plantas de amendoim foram inoculadas com 10.000 ovos de M.

mayaguensis e 20 plantas ndo foram inoculadas de maneira a se obter um controle. Trinta



dias apds, as plantas inoculadas e nao inoculadas foram individualmente colhidas, as raizes
foram separadas e liofilizadas.

As amostras liofilizadas foram maceradas em nitrogénio liquido até a obtencao de
um pé. Foram pesadas 100mg das amostras maceradas e a elas foi adicionado tampao de
extragado (Tris HCL 0,1M pH 8,0; NaCl 0,5M; PVPP 10% e PMSF 2mM) na proporcao de
1:10. Os tubos contendo a extragdo protéica foram colocados em agitador magnético no
interior da geladeira durante 4 horas. Apds este periodo, os tubos foram centrifugados
durante 20 minutos a 20 000 g em temperatura de 4° C. Os sobrenadantes foram recolhidos
e o sedimentos foram descartados. Os extratos obtidos das raizes de plantas de amendoim
foram quantificados segundo o método de Bradford (1976) e usados para dosagens de
atividades das respectivas enzimas: polifenoloxidases (PINTO et al., 2008), peroxidases
(BERGMEYER, 1974) e cistatinas (MICHAUD et al., 1995). A medida de atividade foi
representada em unidade de atividade ou atividade inibitéria (no caso de dosagem de
cistatinas) por mg de proteina total, (UA/mg). O valor de 1 UA corresponde a variacado de
0,01 de absorbancia por minuto. As medi¢cbes foram feitas em numero de cinco repeti¢cdes e
o teste Tukey com 5% de probabilidade foi usado para avaliar as diferencas representativas

entre as medias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a figura 1A, os niveis de inibidores de proteinases cisteinicas
(cistatinas) aumentaram em uma propor¢cdo de 1,5 vezes em raizes de plantas de
amendoim inoculadas com M. mayaguensis. De forma similar, o nivel de atividade
peroxidasica aumentou em aproximadamente trés vezes (Figura 1B). E possivel que estas
proteinas estejam atuando na imunidade de A. hypogaea contra o nematéide em questao,
uma vez que cistatinas e peroxidases ja foram descritas como sendo proteinas de efeito
inibitério contra nematoides, inclusive do género Meloidogyne (CHAN et al., 2010; SILVA et
al., 2010).

Os dados relativos as dosagens de polifenoloxidases (PFO) mostram nao terem
ocorrido diferengas no nivel de atividade desta enzima entre plantas de amendoim
infectadas e nao infectadas com o nematdide (Figura 1C). No entanto, os niveis de PFO em
raizes de amendoim foram muito elevados quando comparados com aqueles obtidos em
raizes de espécies vegetais sensiveis ao ataque de nematdides do género Meloidogyne,
como a banana (WUYTS et al.,2006) e tomate (MANDAL et al., 2007).

Diferentemente do observado para a enzima PFO, ocorreu uma correlagao entre
infeccdo com M. mayaguensis e aumento da atividade das peroxidases e cistatinas nas
raizes das plantas. No entanto serdo necessarios experimentos de toxicidade para avaliar o

real potencial biopesticida dessas trés proteinas sobre o referido patégeno.
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FIGURA 1 - Medigdes de proteinas em raizes de plantas de A. hypogaea nao inoculadas (C)
e inoculadas (I) com Meloidogyne mayaguensis. A: Atividade inibitéria de papaina
(cistatina); B: Atividade de peroxidases POX; C: Atividade de Polifenoloxidases PFO. Dados
acompanhados de uma mesma letra s&o estatisticamente iguais segundo teste Tukey com
5% de probabilidade.

CONCLUSOES

Polifenoloxidases estado presentes, de forma constitutiva, em elevada concentragdo (~1000
UA/mg) em raizes de A.hypogaea e seus niveis ndo sao alterados pela inoculagdo com M.

Mayaguensis.

Peroxidases e cistatinas, proteinas comumente relacionadas com defesa vegetal, tiveram

seus niveis alterados apos inoculagdo com M. mayaguesis.
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