Scientia Agraria Paranaensis

DOI: 10.18188/1983-1471/sap.v13nsupp353-357

CROMATOGRAFIA DE FILTRACAO EM GEL PARA A PURIFICACAO DE
MOLECULAS PROTEICAS E GLICIDICAS A PARTIR DE
NEMATOIDES FITOPATOGENICOS

Edilaine Della Valentina Gongalves'*; José Renato Stangarlin?; Sidiane Coltro-Roncato®; Omari Dangelo
Forlin Dildey*; Cristiane Claudia Meinerz*; Odair José Kuhn?

SAP 16-0OU Data envio: 15/08/2014 Data do aceite: 02/10/2014
Scientia Agraria Paranaensis — SAP; ISSN: 1983-1471
Marechal Candido Rondon, v. 13, n. suplemento, dez., p. 353-357, 2014

RESUMO - Fémeas de nematoides formadores de galhas podem apresentar compostos capazes de ativar mecanismos de
defesa no vegetal. Nesse intuito, a técnica de cromatografia baseia-se na purificagdo de moléculas como proteinas,
glicoproteinas, acidos nucléicos e polissacarideos, as quais podem apresentar caracteristicas eliciadoras. O objetivo do trabalho
foi determinar a metodologia de purificacdo de eliciadores, a partir de nematoides fitopatogénicos, pela cromatografia de
filtracdo em gel (CFG). Fémeas de nematoides de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica foram extraidas, maceradas,
e posteriormente submetidas a cromatografia de filtracdo em gel. Para M. incognita foram obtidos cinco picos proteicos e sete
picos glicidicos, com massas moleculares variando de 8,80 a 285,95 KDa e 65,09 a 7,47 pg de glicose mL™, respectivamente.
Para M. javanica obteve-se quatro picos proteicos, cujas massas variaram de 304,99 a 108,73 KDa. Por meio da CFG foi
possivel purificar fragdes proteicas e glicidicas a partir de fémeas de M. incognita e M. javanica, que serdo utilizadas
posteriormente para ensaios de inducdo de resisténcia em plantas.
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Gel filtration chromatography for the purification of protein and glucosidic molecules
from phytopathogenic nematodes

ABSTRACT - Female root-knot nematode can present compounds able to activate defense mechanisms in the vegetable. With
this end, the chromatographic technique is based on the purification of molecules such as proteins, glycoproteins, nucleic acids
and polysaccharides, which may present eliciting characteristics. The aim of this paper was to determine the elicitors
purification methodology, from phytopathogenic nematodes, by gel filtration chromatography (GFC). Nematodes females of
Meloidogyne incognita and Meloidogyne javanica were extracted, macerated, and subsequently subjected to gel filtration
chromatography. For the M. incognita five protein peaks and seven glucosidic peaks, with molecular masses ranging from 8.80
to 285.95 KDa and from 65.09 to 7.47 pg glucose mL™, respectively, were obtained. For the M. javanica it was obtained four
protein peaks, which masses ranged from 304.99 to 108.73 kDa. By GFC was possible to purify protein and glucosidic
fractions from female M. incognita and M. javanica that will be used later for resistance induction assays in plants.

Key words: Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, elicitors.

!Discentes do Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia, Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Rua Pernambuco 1777, Caixa Postal 91,
CEP 85960-000, Marechal Candido Rondon, PR. E-mail: edilainevalentina@gmail.com. *Autor para correspondéncia

Docentes do Programa de P6s-Graduagéo da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Rua Pernambuco 1777, Caixa Postal 91, CEP 85960-
000, Marechal Candido Rondon PR



file:///C:/Users/user/Downloads/edilainevalentina@gmail.com

Cromatografia de filtracdo em gel para a purificacéo ...

INTRODUCAO

O método de separacdo de substancias a partir de
amostras com possivel presenca de moléculas de interesse
iniciou-se com os trabalhos realizados pelo boténico
Mikhail Semenovich Tswett, considerado o pai da
cromatografia, cujo objetivo era separar moléculas a partir
de extratos de plantas (ETTRE, 2003). A técnica
cromatografica € conhecida como um método fisico-
quimico de separacdo de moléculas, cujos componentes de
uma amostra sdo separados diferencialmente devido a
interacdo destas com a fase mdvel e fase estacionéria da
coluna (COLLINS, 2006).

Uma das caracteristicas da cromatografia de
exclusdo molecular, denominada também como filtracéo
em gel, é que as moléculas que apresentam maior volume
hidrodindmico sdo eluidas primeiramente  quando
comparadas com as de menor volume (WINZOR, 2003).
Segundo Yu et al. (2006), as moléculas que podem ser
purificadas  pela  cromatografia ~ sdo  proteinas,
glicoproteinas, &cidos nucléicos e polissacarideos.

Essas moléculas, que apresentam atividade
eliciadora, podem ser enddgenas ou exdgenas, dependendo
do modo de como atuam no vegetal (DORNENBURG;
KNORR, 1995; PITTA-ALVAREZ et al., 2000), ou de
origem bidtica e/ou abidtica (BORSATO et al., 2010).
Estas moléculas podem ser secretadas pelo metabolismo
ou parte do organismo de fungos, bactérias, virus, insetos e
nematoides (DI PIERO et al., 2005).

Os agentes eliciadores exibem relevante
importancia dentro do contexto de indugdo de resisténcia
das plantas, pois sdo considerados como ferramentas
eficazes para o controle alternativo de doengas, tal como
proposto por Stangarlin et al. (1999) em que essas
moléculas estdo envolvidas na ativacdo de mecanismos de
defesa vegetal contra a acdo de fitopatdgenos. Borsato et
al. (2010) ressaltam que as moléculas eliciadoras atuam na
ativacdo dos mecanismos estruturais e/ou bioquimicos de
defesa da planta, decorrente da sinalizacdo e expressdo de
genes, culminando na inducdo de resisténcia local e
sistémica nas plantas (METRAUX, 2001).

Considerando que moléculas possam  ser
separadas pela cromatografia de filtragdo em gel, o
objetivo do trabalho foi determinar a metodologia de
purificacho de moléculas, a partir de nematoides
fitopatogénicos, a fim de obter fragdes proteicas/glicidicas,
visando sua utilizacdo em pesquisas voltadas a indugdo de
resisténcia em plantas a patégenos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de
Nematologia da UNIOESTE localizada no Campus de
Marechal Candido Rondon, Parand, Brasil.

Para a execucdo da cromatografia de filtragdo em
gel, utilizou-se coluna de vidro (1,5 cm x 50 cm)
preenchida com  Sephacryl S-100-HR  (SIGMA
ALDRICH), formando um gel sedimentado (fase
estacionaria) de 41 cm de altura (72,45 cm®). A coluna foi
equilibrada com tampéo Tris-HCL 0,5 mM (pH 6,8) (fase
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mével), em um fluxo constante de 0,5 mL min™, sendo o
processo conduzido em temperatura ambiente e
monitorado por espectrofotdmetro a 280 nm, considerando
que o tampdo foi deaerado antes do uso.

Para a calibragdo da coluna utilizou Blue
Dextrana (2000 KDa) a fim de determinar o void volume
(Vo): 5 mg dissolvido em 2 mL de tampéo Tris-HCL 0,5
mM pH 6,8 e as proteinas padrdo: tireoglobulina (670
KDa), globulina (158 KDa), ovalbumina (44 KDa),
mioglobina (17 KDa) e vitamina By, (1,35 KDa), cujas
proteinas foram solubilizadas em 500 pL de tampéo Tris-
HCL 5 mM pH 6,8. Cerca de 250 pL deste homogeneizado
mais 1.250 pL de agua destilada foram aplicados na coluna
que se encontrava acoplada ao sistema BioLogic™ LP. A
cromatografia das proteinas calibrantes foi realizada nas
mesmas condicdes que a cromatografia da proteina
(mesmo fluxo, absorc¢do 6tica, tampéo e coluna).

A massa molecular relativa de cada fracdo
detectada foi estimada utilizando-se a curva de calibragdo.
A curva foi construida plotando-se em um grafico o
logaritmo das massas moleculares das proteinas padréo e o
quociente do volume de elui¢do destas proteinas, pelo void
volume sendo y = 9909,2°3% (R?=0,9645) (Figura 1),
onde y é a massa molecular relativa e x é o quociente do
volume de eluicdo das proteinas pelo void volume (Ve/Vo)
(FIORI-TUTIDA, 2003).

Para a purificacdo de moléculas eliciadoras foram
utilizadas fémeas de nematoides de Meloidogyne incognita
e Meloidogyne javanica, obtida de tomateiro cv. ‘Santa
Clara’, cultivada e infectada com 0 nematoide proveniente
de propriedade rural localizada no Municipio de Marechal
Candido Rondon.

As raizes das plantas foram coletadas e a partir
destas, 150 fémeas individuais foram extraidas e
selecionadas. Ap6s a separacdo das mesmas, para a
obtencdo da amostra, estas foram maceradas a 4°C em 200
pL de tampdo Tris-HCI 0,5 mM e pH 6,8 em tubo para
microcentrifuga com auxilio de um bastdo de vidro,
completando a amostra para um volume de 1 mL. Em
seguida, a amostra foi previamente filtrada em filtro de
seringa (membrana com 0,45 pm diametro de poro) e apds,
o filtrado foi completado para um volume de 2 mL com
tampéo 0,5 mM.

Um volume de 1,5 mL foi aplicado sobre o leito
da coluna e eluido com o mesmo tampdo de equilibrio, a
um fluxo de 0,5 mL min™. Para cada fragdo de 1 mL
coletada, o contetido de proteinas foi determinado através
da leitura de absorbancia a 280 nm. A presenca de
carboidratos foi monitorada como descrito por Lever
(1972), sendo y = 0,0021x-0,0017(R?*=0,9905).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela cromatografia de filtracdo em gel das fémeas
de M. incognita foram obtidos cinco picos proteicos e sete
glicidicos (Figura 2 e Tabela 1). As massas moleculares
das proteinas variaram de 8,80 a 285,95 KDa, enquanto
que as concentracGes de glicose variaram de 65,09 a 7,47
pg mL™.
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Os resultados expressados pelo cromatograma
(Figura 2) explicam a caracteristica da cromatografia de
filtracdo em gel, cujo pico I, por apresentar maior massa
molecular (282,95 KDa), foi a primeiro a ser eluido,
seguido dos picos II, IlI, IV e V, que também diferem
quanto os valores de massa (Tabela 1). Isso pode ser
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explicado por Winzor (2003), Yu et al. (2006) e Farnan et
al. (2009), pois as moléculas de maior volume
hidrodindmico ndo penetram nos poros da matriz
percorrendo o caminho de eluicdo mais rapidamente,
enquanto que as moléculas menores interagem com a
matriz.

y=9909,2¢335x
R:=0,9645

"

FIGURA 1 - Curva padrdo para a determinacdo de massa molecular.
Padrbes moleculares: tireoglobulina (670 KDa), globulina (158 KDa),
ovalbumina (44 KDa), mioglobina (17 KDa) e vitamina By, (1,35

KDa).

Trabalhando com cromatografia, Bailey (1995)
purificou uma proteina com massa molecular de 22,5 KDa
a partir do filtrado da cultura de Fusarium oxysporum.
Além disso, Simdes et al. (2005), avaliando a purificacdo
de esporos do fungo saprofita Mucor ramosissimus, pela
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cromatografia de troca ionica, verificaram nas fragdes
eluidas, a presenca de polissacarideo do tipo mucorano, de
caracter eliciador, efetivas na sintese de fitoalexinas em
cotilédones de soja.
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FIGURA 2 - Cromatografia de filtracdo em gel obtida a partir de
fémeas de Meloidogyne incognita em coluna de vidro (1,5 cm x 50
cm) preenchida com Sephacryl S-100- HR (Sigma), e eluida com
tampédo Tris-HCL 0,5 mM, pH 6,8, sendo coletadas fraces de 1
mL (fluxo de 0,5 mL min™). Proteina determinada em 280 nm e
carboidrato pelo método de Lever (1972).
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TABELA 1. Massas moleculares (Mm) de fracBes obtidas por
cromatografia de filtracdo em gel de Meloidogyne incognita.

FracGes proteicas da CFG Mm (KDa)*

|

285,95
I

131,93
i

123,70
v

101,95
\%

8,80

*Massas moleculares obtidas de acordo com a curva de calibragéo representada na Figura 1.

Os resultados de Fiori-Tutida (2003) mostraram
23 picos proteicos ao realizar cromatografia de troca idnica
seguida de cromatografia de filtracdo em gel utilizando
extratos de dois isolados de Lentinula edodes. Os
resultados de Fiori-Tutida (2003) corroboram com os do
presente trabalho, no que se refere a eficiéncia da técnica
na purificagdo de proteinas.

Ao considerar as medidas de glicose, 0s picos ()
e (f) revelaram as maiores concentracdes quando
comparadas com os picos (a), (b), (d), (e) e (g), que
mostraram menores teores.

A purificacdo de fémeas de M. javanica mostrou
quatro picos proteicos (Figura 3 e Tabela 2) variando de
108,73 e 304,99 KDa, indicando a presenga de grupos de
moléculas com elevadas massas moleculares, assim como
observados para os picos proteicos de M. incognita.

Proteina (280nm)

0,50

0,00
0 20

Cabe ressaltar que os picos separados no presente
estudo, evidenciaram grande quantidade e diversidade de
proteinas nas fragdes obtidas, sugerindo que a purificagdo
da amostra seja realizada incialmente pela cromatografia
de troca idnica seguida de cromatografia de filtracdo em
gel, para uma melhor separacdo das moléculas, assim
como reportado por Sena et al. (2011) na caracterizacdo da
B-1,3 glucanase produzida pela  Moniliophthora
perniciosa, e por Silva et al., (2001) na purificacdo de
fracOes proteicas e globulina de gréo de bico.

Esta resposta pode ser explicada devido a uma das
finalidades da cromatografia de troca ibnica ser separar as
moléculas em dois grandes grupos, os de cargas elétricas
positivas e cargas negativas, e isso ira depender dos
trocadores ibnicos utilizados no momento da analise. Cabe
ressaltar que este método contribuiu com a confiabilidade
e reprodutibilidade dos resultados.
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FIGURA 3 - Cromatografia de filtracdo em gel obtida a partir de
fémeas de Meloidogyne javanica em coluna de vidro (1,5 cm x 50
cm) preenchida com Sephacryl S-100- HR (Sigma), e eluida com
tampao Tris-HCL 0,5 mM, pH 6,8, sendo coletadas fragcdes de 1 mL
(fluxo de 0,5 mL min™). Proteina determinada em 280 nm.

Scientia Agraria Paranaensis — SAP; ISSN: 1983-1471
Marechal Candido Rondon, v. 13, n. suplemento, dez., p. 353-357, 2014



Cromatografia de filtracdo em gel para a purificacao ...

357

GONCALVES, E. D.V. et al. (2014)

TABELA 2. Massas moleculares (Mm) de fracBes obtidas por
cromatografia de filtracdo em gel de Meloidogyne javanica.

Fracdes proteicas da CFG Mm (KDa)*
| 304,99
I 182.11
i 160,08
vV 108,73

*Massas moleculares obtidas de acordo com a curva de calibragéo representada na Figura 1.

De maneira complementar, Cavalcanti et al.
(2007) ressaltam que a finalidade da purificacdo de
eliciadores estd baseada na utilizagdo do principio ativo
das moléculas em um produto comercial, visando a
producdo da proteina purificada em larga escala.

Contudo, para dar continuidade ao presente
trabalho, faz-se necessério a realizagdo de novos estudos
com o intuito de testar o poder eliciador das fracOes
purificadas na inducdo de mecanismos de resisténcia,
como exemplo, na atividade de sintese de fitoalexinas.

Diversos estudos ja foram reportados na literatura
utilizando  moléculas  purificadas a  partir  de
microrganismos patogénicos visando o seu préprio
controle, como no caso da B-1,3-B-1,6-glucana localizada
na parede celular e a lipoglicoproteina, a partir de
Phytophthora infestans, ambos considerados indutores
bioticos de resisténcia pela sintese de fitoalexina

(OZERETSKOVSKAYA, 1995).
CONCLUSOES

A metodologia de cromatografia de filtragdo em
gel adotada foi eficiente para purificar fragdes proteicas e
glicidicas a partir de fémeas de Meloidogyne incognita e
Meloidogyne javanica.
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