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Resumo

O nematode das lesdes radiculares (NLRs) Pratylenchus penetrans € um
nematode fitoparasita migratério capaz de infetar mais de 400 culturas com interesse
agricola. Em Portugal, o P. penetrans ataca principalmente a cultura da batata.
Atualmente, ndo existe uma solugédo satisfatéria para mitigar os seus estragos. O
fitoquimico 3-octanol, produzido naturalmente em Origanum spp., Thymus zygis e
Mentha arvenses, apresenta-se como uma possivel solugdo neste sentido. Este
trabalho teve como principal objetivo estudar o modo de agdo como nematodicida do 3-
octanol em P. penetrans, em particular o possivel envolvimento da via antioxidante do
nematode. Foram estudados genes que codificam as principais enzimas antioxidantes
do P. penetrans e avaliado a expressao dos mesmos nha presengca do composto
nematodicida dissolvido em dois solventes (acetona, ACE; e dimetilsulfoxido, DMSO).
O tratamento com 3-octanol, em ACE e em DMSO, provocou a inibigdo da transcrigao
de genes das vias antioxidantes a excegao do gene da tioredoxina no ensaio com ACE.
Os préximos ensaios terdao como foco as vias de detoxificagdo, as quais pertencem
enzimas como a tiorredoxina.

Esta estratégia engloba-se no desenvolvimento de controlos seletivos que, por
norma, exigem menos recursos causando menos efeitos colaterais para ecossistemas,

para a saude humana e salvaguardando as culturas agricolas das pragas e doencgas.

Palavras-chave
Compostos nematodicida; Nematodes fitoparasitas; Pratylenchus penetrans; Stress

oxidativo; 3-octanol.
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Abstract

The root lesion nematode (RLN) Pratylenchus penetrans is a migratory plant
parasitic nematode, capable of infecting more than 400 different agricultural plants. In
Portugal P. penetrans affects mostly potato fields. Currently, there is no sustainable
solution to surpass the damage caused by this RLN. The phytochemical, 3-octanol,
produced naturally by Origanum spp., Thymus zygis and Mentha arvenses, has shown
promising results in biocontrol. The focus of this research is to investigate the mode of
action of 3-octanol in the antioxidant pathway. Genes encoding the main antioxidant
enzymes of P. penetrans were studied and their expression was evaluated in the
presence of the nematicidal compound dissolved in two solvents (acetone, ACE; and
dimethyl sulfoxide, DMSQO). The treatment with 3-octanol, in ACE and in DMSO, inhibit
the transcription of antioxidant pathway genes except for the thioredoxin gene in the ACE
assay. Future assays will focus on genes involved in the detoxification pathway, such as
the thioredoxin coding gene. This strategy comprises the development of selective
controls, which are usually less resource demanding, minimising environmental damage,

human health risk and providing new crop management strategies.

Keywords
Nematicidal compounds, plant parasitic nematodes, Pratylenchus penetrans, Oxidative

Stress; 3-octanol



1. Introdugao

1.1 O impacto dos nematodes fitoparasitas na agricultura

Os nematodes fitoparasitas provocam danos nas plantas, interrompendo o seu
metabolismo e crescimento (Poveda et al., 2018). A agdo destes pode ainda ser
agravada por agentes patogénicos secundarios como virus, bactérias ou fungos
(Ruanpanun, 2010). Estima-se que causem um prejuizo de 173 mil milhdes de ddlares
mundialmente (Gamalero and Glick, 2020). A quantificagao e identificagdo dos danos
causados pelos nematodes fitoparasitas € dificultada pelo facto de em muitos casos
estas culturas serem também afetadas por outras espécies invasivas (Singh et al.,
2013).

O solo é um ambiente altamente complexo, pelo que a sobrevivéncia dos
nematodes dependem de possuirem uma cuticula resistente, intestino adaptado e
sistemas de destoxificagao eficientes (Avery and Shtonda, 2003), caracteristicas que
dificultam qualquer abordagem na sua eliminagéo. As solugdes de controlo natural séo
de dificil implementacdo devido ao tempo de duragdo e ao possivel feedback de
proliferagéo de outros agentes patégenos (Oka, 2010; Akhtar et al., 2000). No geral, as
técnicas convencionais ndo funcionam para estes nematodes pois causam danos

excessivos no ambiente ou por apresentarem pouca eficacia (Dutta et al., 2019).

1.1.1 O nematode das lesées radiculares, Pratylenchus spp.

Os nematodes das lesdes radiculares (NLRs) do género Pratylenchus Filipjev,
sdo nematodes migratorios endoparasitas intracelulares que se movimentam pelos
tecidos da raiz, alimentando-se das suas células (Tabela 1) (Gough et al., 2020). Os
NLRs tém a capacidade de infetar uma grande variedade de hospedeiros, como por
exemplo cereais, bananeira, café, legumes e outros (Castillo and Volvas, 2007). A sua
entrada no hospedeiro da-se por penetragcado na raiz em locais metabolicamente ativos
como na area de divisdo celular, onde exsudados estimulam o nematode (Bell et al.,
2019). Os danos causados pelos nematodes migratorios sdo particularmente dificeis de
identificar pela auséncia de formacgao de padrbes de alimentagcdo caracteristicos dos
nematodes sedentarios e pela mobilidade exibida em todos os estagios de
desenvolvimento dos NLRs (Jones and Fosu-Nyarko, 2014). O nematode passa de raiz
para raiz, com a ajuda de enzimas que atuam na parede celular e evadindo-se do
sistema imune da planta destruindo as células por onde passa (Jones and Fosu-Nyarko,
2014; Vicente et al., 2019). Esta capacidade também permite a entrada de outros
agentes patdgenos através das aberturas em locais danificados (Saeed et al., 1998). As

raizes afetadas exibem lesdes acastanhadas resultantes da entrada e saida dos
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nematodes, podendo-se levar a danos celulares extensivos e necroses. Como
resultado, as plantas afetadas apresentam um sistema radicular pequeno, com atrofia.
Os sintomas desenvolvidos na parte aérea da planta sdo a clorose e redugcdo do
crescimento, facilmente confundidos com a falta de nitrogénio ou murchidao por stress
hidrico (Vicente et al., 2021). Os sintomas descritos podem ainda ser agravados por

condi¢des edafo-climaticas adversas (Vicente et al., 2021).

Tabela 1.1 - Caracterizacdo dos nematodes das lesbes radiculares do género Pratylenchus. Adaptado de
Jones and Fosu-Nyarko (2014)

Nematodes das lesées radiculares

Especificidade do hospedeiro Grande variedade de hospedeiros

Ponta da raiz, zona de elongacéo, toda a
Invasao superficie da raiz, todos os estagios; méveis

sdo capazes de entrar e sair das raizes.

Migracéo Intracelular

Pelos radiculares, células estomaticas e
Células de alimentagao corticais ndo especificas que morrem no

processo

Alimentacgéo transitéria de diferentes células

Comportamento de alimentagao hospedeiras, sem formacgéo do tubo de
alimentagao
Transi¢do para célula de alimentacéo Sem diferenciagéo

Dano celular extensivo e necrose causada por
Tecido envolvente alimentacao destrutiva, invaséo de patogénicos

secundarios do solo

L Disrupgéo vascular causada pelo dano
Vascularizagdo ) ) _ »
alimentar e infegdes secundarias

~ Por partenogénese ou reproducéo sexuada,
Reprodugéo .
postura de ovos apenas nas raizes ou no solo

A reprodugdo dos NLRs pode ser por partenogénese (assexuadamente) ou
sexuada (Jones et al., 2013). O ciclo de vida dos NLRs pode variar entre as 3 e 8 semanas,
dependendo da espécie e com as condigdes edafo-climaticas, (e.g., temperatura, humidade,
solo). Os estagios de desenvolvimento sdo 6, comegando com o ovo e prosseguindo para
quatro juvenis (J1, J2, J3, J4) até ao estado adulto. Os estados J1 a J2 passam pelo ovo. A
partir do J2, o nematode eclode e passa a ser mével podendo apresentar-se na superficie
ou adjacente a raiz. Na maior parte da sua vida esta dependente e apresenta-se no interior
da raiz. O seu alimento sdo as células epidérmicas e corticais da raiz. Na sua reproducgao,
as fémeas podem depositar os ovos na superficie ou dentro da raiz (Jones and Fosu-
Nyarko, 2014).
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Figura 1.1- Ciclo de vida dos nematodes das lesbes radiculares Pratylenchus spp. Imagem retirada de
Jones and Fosu-Nyarko (2014).

1.1.2 Controlo dos nematodes das lesées radiculares

No geral, os nematodes fitoparasitas sdo conhecidos por serem de dificil controlo
devido a dificuldade na sua quantificagao da extensao da infegao, facilmente atribuida a
outros organismos patogénicos ou a deficiéncias nutricionais das culturas (Chitwood, 2002).
Algumas espécies sao ainda conhecidas por sobreviver a condicbes adversas e apods a
colheita da planta, podendo permanecer por longos periodos no estado de ovo ou em
anidrobiose (laténcia causada pela falta de agua) (Castillo and Volvas, 2007). As
abordagens mais comuns para o controlo destes parasitas consistem nas boas praticas
agricolas, como rotagéo de culturas ou a utilizagdo de plantas resistentes e aplicagcédo de
quimicos nematodicidas fumigantes com baixo peso molecular e aplicagdo de
organofosfatos no solo (Castillo and Volvas 2007). Uma das formas de mitigagdo dos NLRs
€ utilizacdo de adubagem verde e rotagdo de culturas nematotdxicas como forma de
incorporar fitoquimicos na pratica de gestao (Chetia et al., 2019). A adubagao verde permite
a supressao de ervas e a auséncia da aplicagdo de grandes quantidades de pesticidas.
Apesar destas vantagens, por outros fatores esta abordagem acaba por ndo ser tao rentavel
como a utilizagdo de métodos convencionais. Existem os exemplos da rotagao de culturas
com efeitos satisfatérios em tagetes (Tagetes spp.) e tabaco (Nicotiana tabacum)

(Reynolds et al., 2000). As plantas Tagetes spp. tém utilidade enquanto plantas
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antagonistas, mas o seu uso é restrito pela sensibilidade da planta ao clima (Hamaguchi et
al., 2019). A sua agado foi estudada, nomeadamente o composto a-tertenil que foi
reconhecido pela atividade nematodicida (Hamaguchi et al., 2019).

O desenvolvimento de novos nematodicidas € um desafio. Um dos obstaculos é a
dificuldade em atingir o nematode no seu local habitual segundo o autor original (Thomas
WB 1996) citado por (Chitwood, 2002). O alvo da aplicagdo dos quimicos acaba por ser
distante do local de aplicacdo. O nematode também possui uma cuticula impermeavel a
muitas moléculas organicas, razao pela qual os nematodicidas tendem a ser particularmente
toxicos ou volateis para o ambiente (Thomas WB, 1996). Existem igualmente os compostos
desenvolvidos por quimicos organicos que tém, em raras ocasides, obtido atividade superior
a dos fitoquimicos (Chitwood, 2002) Apesar de poder haver eficacia in vitro para estagios
especificos da vida de certas espécies de nematode, a utilizagdo na agricultura de alguns
destes compostos ndo vinga devido a complexidade do solo e a outras consideragbes na
sua utilizagao (Chitwood, 2002).

Uma estratégia seguida por varios grupos de trabalho consiste no desenvolvimento
de fitoquimicos cuja agdo tende a replicar mecanismos ja encontrados naturalmente
(Chitwood, 2002). Os produtos desenvolvidos podem ser repelentes, atraentes, estimulantes
ou inibidores de eclosdo, nematodicidas constitutivos ou indutivos (Ntalli et al., 2012). A
aleloquimica, o estudo da mediagédo quimica entre plantas e outros organismos aplicada a
relagao do nematode com a planta envolve, para os propositos de biocontrolo, a procura por
substancias antagonistas de nematodes que podem estar presentes na natureza. Esta
pesquisa podera levar ao encontro de um produto apelativo ao publico tendo, para isso, de

ser amigo do ambiente, barato e com utilidade agronémica (Chitwood, 2002).

1.2 O papel do stress oxidativo nos mecanismos de defesa contra os nematodes
fitoparasitas
1.2.1 Mecanismos de defesa das plantas

Os mecanismos de defesa das plantas contra organismos patogénicos,
vulgarmente designados como mecanismos de defesa inata das plantas, baseiam-se
em dois tipos diferentes de resposta: i) na perceg¢ao do padrdao molecular associado aos
organismos (em inglés, pathogen associated molecular patterns, PAMP) ou por
reconhecimento a superficie celular de padrdo (em inglés, damage-associated
molecular patterns, DAMP), levando a resposta basal; e ii) no reconhecimento de
efectores patogénicos por dominio nuclear rico em lisina, cujo reconhecimento leva a
uma imunidade desencadeada por efetor (em inglés, efector triggered immunity, ETI)
(Boutrot and Zipfel 2017; Hou et al., 2019; Vieira et al., 2021). A sequéncia de respostas

em que entram estes mecanismos € conhecida como o modelo “zig-zag” (Burgh et al.,
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2019). Os mecanismos de defesa constitutivos e respostas induziveis participam num
sistema paralelo elaborado e complementar. As biomoléculas e mecanismos
identificados sdo variados. Entre os quais: secrecdo de enzimas com acgao
nematodicidas no apoplasto, produgdo de compostos nematodxicos, reforgco da parede
celular como barreira fisica, libertagdo de espécies reactivas de oxigénio (em inglés,
reactive oxygen species, ROS), libertagdo de acido nitrico e inibicdo de proteases
envolvidas na morte celular associada ao desenvolvimento de nematodes (Sato et al.,
2019). Formas constitutivas de defesa incluem a resisténcia pré-penetragédo e
metabdlica. A resisténcia pré-penetracido faz com que se impossibilite a penetragédo do
hospedeiro na auséncia do padrdao de reconhecimento ou presenca de barreira fisica
impenetravel (Lee et al., 2017). Na interagédo pré-penetragcdo os nematodes segregam
moléculas chamadas ascarideos (Manohar, 2020). Estas sao feromonas exclusivas do
phylum Nematoda que desencadeiam a resposta imune basal a niveis nanomoleculares
segundo o autor original (Choe, 2012) citado por (Gillet et al., 2017). Estes compostos
sao continuamente segregados e encontram-se difundidos na rizosfera desencadeando
a resposta na planta sem o contacto prévio.

O nematode penetra nas paredes celulares por agao de enzimas (Gillet et al.,
2017). Depois da entrada bem-sucedida, o reconhecimento de efectores desencadeia a
resposta basal (Torres, 2006). Esta é caracterizada pela libertagdo de fitoquimicos
téxicos denominados fitoalexinas, distintas das fitoanticipinas que sdo compostos
presentes constitutivamente (Ube et al., 2019) A libertagdo de ROS, nitrogénio reativo e
outras moléculas do metabolismo secundario fazem parte do processo de defesa basal
(conforme a Figura 2) (Holbein et al., 2016). Os ROS possuem propriedades
antimicrobianas e regulatdrias. Alguns efeitos da libertagdo dos ROS intracelular e
intercelular sdo a mediagdo de ativagdo das defesas (Holbein et al., 2016) como a
resposta hipersensivel (RH) (Kadota et al., 2015) e fortalecimento da parede celular. Ao
nematode, os ROS causam dano oxidativo como por exemplo, a peroxidagao lipidica e

dano membranar (Morsy et al., 2019)
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Figura 1.2 - Diferentes respostas imunes ativadas por reconhecimento da infe¢do. Adaptado de Torres
(2006).

No mecanismo por genes de resisténcia R, a imunidade desencadeada via a
ligagéo efector-nucleo, ocorre apenas em plantas com imunidade especifica (Torres,
2006). As quitinases, associadas aos genes R, atuam na quitina, o principal constituinte
na cuticula do ovo e no lumen da faringe do Caenorhabditis elegans (Zhang et al., 2005).
Verifica-se também o aumento da taxa de transcricio e atividade, deste enzima perante
uma infecdo em plantas resistentes (Bagnaresi et al., 2013). O conhecimento destes
sistemas ainda esta a ser desenvolvido, apesar da existéncia de um certo grau de
conservacao em varios sistemas ja conhecidos pelo reino vegetal (Sato et al., 2019).
Um aspeto importante a ter em conta é a supressao da defesa do hospedeiro por fatores
de viruléncia (Cui et al., 2015). Por exemplo, o Gr-VAP1, um efetor produzido por
nematodes, atua na inibicdo da RCR3pim, uma peptidase semelhante a papaina
cistainica (Lozano-Torres et al., 2012). Contudo, o recetor plasmatico da planta, o cf-2,
reconhece a atividade do Gr-VAP1, desencadeando a morte celular (Rooney et al.,
2005).

Diversos metabolitos secundarios com bioatividade distinta foram estudados na
sua agao nematodicida, seguem-se alguns exemplos (Zhou et al., 2012). Existe o caso
do acido clorogénico que surge apos a infegdo em varias plantas, mas que possui pouca
atividade nematodicida. Em comparacéo, os produtos especificos da sua metabolizagao
em cada planta sao altamente nematodicidas (Sato et al., 2019). Compostos fendlicos
como o anigofurone, encontrados no local de infecdo, contém elevada atividade
nematodicida. A sua atividade foi associada a formagcdo de complexos lipido-
anigofurone nos corpos de Radophilus similis (Dhakshinamoorthy et al., 2014; Hélscher
et al., 2014). Outros metabolitos nematodicidas como os flavonoides sao produzidos por

plantas. Estes podem ser nematoestaticos, repelentes ou inibidores de ecloséo (Chin et
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al., 2018). Por exemplo, verifica-se a acumulagdo de gliceolina, uma fitoalexina
pertencente aos pterocarpanos prenilados, expressa na infegdo em soja resistente
(Kaplan et al., 1980). O isémero, glicoceolina | acumula-se ao redor da cabeca do
nematode dos quistos, sugerindo que a resposta é local e temporalmente restrita (Huang
and Barker, 1991). Para além dos compostos fendlicos, outros estdo associados a este
tipo de resisténcia (Gommers and Bakker, 1988; Wang et al., 2007; Faizi et al., 2011).
Plantas como a malmequer e espargos tém sido utilizadas na redugéo da populacao de
nematode no solo. Os malmequeres produzem na sua raiz o a- tertenil, conhecido por

induzir stress oxidativo (Hamaguchi et al., 2019).

1.2.2 Stress oxidativo

De modo geral os efeitos diretos dos ROS nas biomoléculas s&o a carbonilagao
de proteinas, subprodutos dos acidos nucleicos e peroxidagao lipidica (Sahu et al.,
2022). Os ROS sao produtos secundarios do metabolismo, em particular a fotossintese
e num conjunto de enzimas membranares que produzem ROS direcionado para o
apoplasto (conforme a Figura 3) (Karpinski, 2003; Apel and Hirt, 2004). De entre essas
estdao a NADPH oxidase e peroxidases (Torres et al., 2016). Por exemplo, a fotossintese
esta associada a produgao de ROS envolvida nas respostas de hipersensibilidade (RH)
(Goodman and Novacky, 1994). No caso, genes R medeiam a resposta por disrupgao
do processo de fotossintese ao nivel dos peroxissomas e cloroplastos (Tang, 1998). O
resultado é a acumulagao de ROS e desregulagdo da homeostase que pode levar ao
sacrificio da célula, morte celular (Tang, 1998).

A resposta por ROS esta caracterizada por duas fases. Na fase inicial de infegéo,
apos o reconhecimento, a planta gera ROS, nitrogénio reativo e moléculas téxicas do
metabolismo que séo libertas para o apoplasto (Doke 1983; Auh and Murphy 1995;
Grant, 2000). Para se protegerem os nematodes possuem mecanismos de defesa em
que integram varias familias de enzimas, nomeadamente superdxido dismutases
(SOD), as glutationas peroxidases (GPX), as catalases (CTLs) e peroxirredoxinas
(PRDX) (Vanfleteren e De Vreese, 1995; Honda and Honda, 1999; Olahova and Veal,
2015). As SODs transformam o radical superdxido em oxigénio ou em peroxido de
hidrogénio que sao substratos da CTLs (Sarkar and Oba, 2018). As enzimas do
metabolismo da fase Il como as glutationa-S-transferase (GST) e gluconosil
transferases (UDP) transformam agentes reativos e xenobidticos pela conjugagéo de
agentes redutores (Xu et al., 2020). Um dos efeitos adversos da resposta antioxidante
€ o vasto consumo de NADPH e GSH e consequente redu¢cao do meio e intoxicagao.
(Gillet et al., 2017).
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Figura 1.3 - Interagdo entre as células da planta e o nematode. Vias metabdlicas associadas as espécies
reativas de oxigénio (ROS). Adaptado de Gillet et al. (2017).

Para além das respostas ja referidas, os ROS induzem modificagdo de proteinas,
destoxificagdo e vias antioxidantes moduladas a montante pela via insulina-IGF-1
(conforme a Figura 4) (Gillet et al., 2017). A jusante desta, os fatores de transcricéo
DAF, e SKN-1 ligados a atividade de enzimas na via antioxidante e de destoxificagéo
séo o alvo de intenso estudo pela encruzilhada que aparentam envolver (Gillet et al.,
2017). A via DAF foi alvo de analise por mutagénese, o que resultou no encontro de
genes especificos, implicados no parasitismo (Fielenbach e Antebi, 2008). A fase
“dauer”, com uma resisténcia stress oxidativo 20 vezes superior a adulta (Larsen 1993),
esta ligada exclusivamente a via DAF-16 (Albargi et al., 2016). Este caso implica o
envolvimento da via DAF (Complement decay accelerating factor) no progresso de
estagios do desenvolvimento em C. elegans (Goverse and Smant, 2014; Schindler e
Sherwood, 2014). Podera ser generalizada a mesma associagao para outras fases do
desenvolvimento e outras espécies, de acordo com o modelo “should i stay or should i
go” (Murphy and Hu, 2013), um modelo que defende que as fases do desenvolvimento
tém pontos chave na sua progresséo. O fator de transcricdo SKN-1 & o ortélogo do C.
elegans da proteina Nrf, conhecida em mamiferos pelo seu papel na longevidade,
metabolismo oxidativo e resposta a xenobidticos (Bin-Jumah et al., 2022). Exemplos de
enzimas envolvidas na via DAF e SKN-1 séo as ja referidas CTLs e a SODs (Lin et al.,
2019). Associada a via SKN-1 esta a ativagdo da GPX (Tyagi et al., 2022). Também
modulada pelas vias DAF e SKN-1, a desintoxicagdo de xenobidticos processa-se em

trés fases. A fase 1 envolve o citocromo p450 e SDR (desidrogenase de cadeia curta).
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Na fase 2, acrescentam-se grupos funcionais ou suprimem-se os xenobioticos. Enzimas
caracteristicos desta fase sdo a GSTs e UDP- transferase (Dubreuil et al., 2007). Na
fase 3, os produtos resultantes sao exportados por transportadores ATP-binding cassete
(Gillet et al., 2017).
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Figura 1.4 - Envolvimento da via insulina/IGF-1 na resposta antioxidante. Adaptado de Gilllet et al. (2017)

Na manutengao da proteostase, genes complementares sao ativados (conforme a figura
4) (Grushko et al., 2021). Estes incluem genes que codificam proteinas de choque
térmico e de estabilizagdo de proteinas (Grushko et al., 2021). Durante o ataque por
ROS, as tioredoxinas dissulfeto e isomerases de dissulfato participam na manutengao

das ligacdes sulfato em proteinas (Cutter et al., 2013).

18



2. Problema e Objetivos
2.1 Problema

Os nematodes das lesdes radiculares (NLRs), do género Pratylenchus Filipjev,
sdo nematodes migratorios endoparasitas intracelulares que se movimentam pelos
tecidos da raiz e se alimentam das suas células (Jones and Fosu-Nyarko, 2014; Vicente
et al., 2021). O nome dado aos NLRs provem da observagao de danos causados nas
raizes provocados pela sua passagem. A sua distribuicdo geografica € ampla,
adaptando-se a diferentes climas. Em Portugal, os NLRs afetam diferentes culturas,
como por exemplo a cultura da batata ou plantas ornamentais (Rusinque et al., 2020;
Vicente et al., 2021). O Pratylenchus penetrans esta entre as 101 espécies do género
Pratylenchus, sendo uma das mais devastadoras devido ao elevado numero de
hospedeiros que pode afetar (Vieira et al., 2018; Vicente et al., 2021). As culturas
agricolas, plantas ornamentais, arvores de fruto e culturas industriais podem ser
hospedeiras deste parasita (Vieira et al., 2015). O impacto econémico dos NLRs ocupa
o terceiro lugar no ranking mundial entre os nematodes fitoparasitas, estimando-se
perdas anuais no valor 100 mil milhées de dolares (Kushida and Kondo, 2015). No topo
deste ranking, encontram-se os nematodes dos quistos, Globodera e Heterodera,
seguindo-se aos nematodes das galhas radiculares do género Meloidogyne (Jones et
al.,, 2013). Com a disponibilidade de nematodicidas registados a decrescer, torna-se
importante o desenvolvimento de alternativas sustentaveis na prote¢cao das culturas de
forma a minimizar os danos. O desenvolvimento de novos nematodicidas com uma
abordagem focada nas interagdes entre parasita e hospedeiro podera ser uma medida

de interesse para resolver o problema (Wang, 2007).

2.2 Objetivos gerais

Este estagio teve como principal objetivo estudar o modo de agdo do composto
bioativo 3-Octanol no nematode das lesdes radiculares Pratylenchus penetrans, mais
especificamente o efeito na via antioxidante. Foram utilizadas técnicas de Nematologia,

e Biologia Molecular.
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2.3 Objetivos especificos

Conhecer e compreender

A importancia do controlo dos nematodes fitoparasitas na agricultura;

O impacto do Pratylenchus penetrans nas culturas agricolas;

Os mecanismos de defesa do Pratylenchus penetrans, especificamente, nas
vias antioxidantes e de destoxificagao;

O modo de agédo do composto bioativo 3-octanol no nematode das lesbes
radiculares Pratylenchus penetrans;

Os protocolos experimentais para extracdo de DNA e RNA de nematodes;

Os protocolos experimentais para amplificagao de genes por PCR;

Analise bioinformatica de sequéncias;

O protocolo experimental para avaliar a expressao relativa por RT-gPCR.

Dar valor

Aplicar

Ao composto 3-octanol;

Ao conhecimento sobre as vias metabdlicas antioxidantes.

Técnicas de Nematologia e Biologia molecular,

Analise e interpretacao dos dados;

Rotinas de trabalho, os procedimentos, organizagéo e principios necessarios a
obtencéao de resultados;

Cuidados no manuseamento de material genético e reagentes;

Conhecimentos adquiridos de bioinformatica para analise de sequéncias;
Conhecimentos de andlise estatistica com o objetivo de compreender os

resultados obtidos na expressao relativa das enzimas antioxidantes
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3. Metodologia
3.1 Estratégia

Local de realizagao: Laboratorio de Nematologia sediado no Polo da Mitra,
Universidade de Evora.

Apoio financeiro: Projecto PratyOmics (PTDC/ASP-PLA/0197/2020) - Metabolémica
de plantas para o controlo do nematode das lesdes radiculares Pratylenchus penetrans
Duracgao: 1 semestre letivo.

Modelo biolégico: Nematode de lesbes radiculares, Pratylenchus penetrans, isolado
Ad4L 4.

Ensaios
e Validagao da presencga de genes identificados no genoma e transcriptoma do P.
penetrans.
e Expressado relativa dos genes que codificam enzimas antioxidantes pela

exposicao do P. penetrans ao 3-octanol.

Parédmetros analisados

¢ Analise de sequéncias;
¢ Quantificagdo da concentracdo de DNA e RNA,;
¢ Amplificagdo de genes de interesse por PCR;

¢ Analise da expressao relativa por RT-gPCR,;

Técnicas utilizadas
o Extracdo de DNA e RNA
e Analise de acidos nucleicos por Fluorometria e Espectrofotometria
e Purificagcdo de produtos de PCR usando EXOSAP
e Purificagdo de produtos de PCR usando kit de purificagdo (produto de PCR ou

de gel)
¢ Analise de sequéncias obtidas por sequenciagao Sanger
e Extracdo de RNA e obtencido de cDNA
¢ Amplificagéo de genes por PCR
e Eletroforese em gel de agarose

¢ Avaliagado da expressao relativa de genes por RT-gPCR
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3.2 Procedimento Experimental

3.2.1 Analise in silico dos genes que codificam enzimas antioxidantes de Pratylenchus
penetrans

As sequéncias preditas de gDNA e cDNA dos genes de P. penetfrans
pertencentes as vias metabdlicas do stress oxidativo e de destoxificagdao foram
exploradas em bases de dados internas do laboratério (genoma e transcriptoma do P.
penetrans) (Vieira et al., 2015). As seguintes informacdes foram analisadas com recurso
a ferramentas bioinformaticas: a) estrutura exao-intrdo através do programa “CLC
sequence viewer 8 e do software online Exon-Intron Graphic Maker
(http://wormweb.org/exonintron); b) identificagdo por similaridade das sequéncias de
gDNA e cDNA a partir da base de dados BLASTx NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/);

c) predigdo da sequéncia de aminoacidos através da ferramenta EXPASY

(https://web.expasy.org/translate/); d) identificagdo por similaridade da sequéncia de

aminoacidos predita BLASTp, Uniprot (https://www.uniprot.orqg) e Wormbase parasite

(https://parasite.wormbase.org); e) predigdo da presenga de sinal peptidico nas

sequéncias de aminoacidos através do software SignalP 5.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0); f) determinagédo do ponto

isoelétrico e massa molecular no software peptide mass da EXPASSY

(https://web.expasy.org/compute pi/); g) caracterizagdo dos dominios funcionais e

reacdo  enzimatica a partir  das bases de dados InterProScan

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/sequencesearch/iprscan) e ScanProsite (Sigrist et al.,

2013) (https://prosite.expasy.org/scanprosite/).

3.2.2 Validagdo dos genes que codificam enzimas antioxidantes de Pratylenchus
penetrans
3.2.2.1 Extracdo do DNA total

Para a extracao de DNA total de P. penetrans foram utilizados dois microtubos

de 2mL com suspensdes de nematodes em diferentes estados de desenvolvimento. A
amostra em suspenséao foi centrifugada para retirar o excesso de sobrenadante, e
macerada com o auxilio de um pestle. A extracdo foi realizada nos kits de extragao
pepGOLD Blood & Tissue DNA Mini Kit (VWR) e NYZ tissue gDNA isolation kit
(NZYTech). Os protocolos de extragao sdo semelhantes, apenas variando o tipo e nome
das solugdes tampao utilizadas. Para cada tubo, adicionaram-se 200uL de tampao TL
e tornou-se a macerar. Adicionaram-se 25uL de proteinase K (20°C) e agitou-se no
vortex. A mistura foi colocada no termobloco a temperatura de 55°C e agitagéo de 350

rpm durante 1h30. O lisado obtido foi centrifugado a 135000 rpm durante 5 min e o
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sobrenadante retirado com uma micropipeta p1000 para um microtubo de 1,5mL. De
seguida adicionaram-se 220uL de tamp&o BL e levou-se o tubo para o termobloco a
70°C durante 10min. Foram inseridas as colunas giratérias pepGOLD DNA Mini column
em tubos de recolha de 2mL, fornecidos pelo kit. A amostra foi vertida, na sua totalidade,
para a coluna e esta foi centrifugada a 135000 rpm durante 1min. O sobrenadante foi
descartado. Adicionou-se a coluna, diluido em isopropanol 100% (v/v), centrifugando-
se a 135000 rpm durante 30s. Num novo tubo de recolha, a amostra foi lavada por 700uL
de solugéo tampao DNA wash diluida em etanol 100% (v/v) e centrifugada a 135000
rpm durante 30 s. Foi repetida a lavagem anterior. Em seguida foi centrifugada a coluna
vazia a 135000 rpm para secagem da coluna. Por fim foram adicionados 50uL da
solucao tampéao de eluigdo a 70°C ao filtro da coluna e esperou-se aproximadamente 2
min, até se centrifugar a 135000 rpm durante 1 min. Foram obtidos aproximadamente
45uL de amostra purificada em cada tubo.

A qualidade e quantidade de DNA total extraido foi verificado por fluorometria,
com a utilizagdo do Qubit 4.0 (199 pL reagente Qubit 1x dsDNA HS para 1 pL de
amostra) (Thermo Fisher) e por espectrofotometria com o aparelho Nanodrop 2000C

através das relagdes entre os comprimentos de onda (nm) 260/280 e 260/230.

3.2.2.2 Amplificacdo dos genes de interesse por PCR

Para a validagao dos genes preditos, foram desenhados primers a partir
das sequéncias de DNA e cDNA como molde no software online NCBI primer-blast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). O primers desenhados foram

sintetizados pela empresa STABVIDA (Costa da Caparica) (Tabela 2). Para cada gene
de interesse, realizou-se amplificagdo por PCR a partir do DNA total extraido. Preparou-
se uma mistura constituida por 6,25 puL de NYZ taq Il, 0,8 uL de primer forward, 0,8 uL
de primer reverse, 0,65 uL de agua esterilizada e 4 yL de amostra, perfazendo um total
de 12,5 uL. O programa de amplificagéo foi: desnaturagao inicial a 95°C durante 3 min;
35 vezes, desnaturacdo 94°C durante 30 s, emparelhamento a 45°C (PRXg18176,
TRXg19833 ou 52°C (SOD g8781, SOD g81753, SOD g8933, GPX g3649) durante 30
s, € a 72°C e 1 min para o alongamento; por fim, a extensao final foi a 72°C durante 10

min.
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Tabela 3.1 - Lista de primers correspondentes aos genes de interesse. Nesta lista encontra-se informagéao
sobre os primers para PCR e RT-PCR. As sequéncias dos primers estao na diregao 5-3".

tamanho de

gene técnica | Primers Sequéncia ;
amplicon (bp)

Actina gPCR for TGGCATCCACGAGACTTCAT 170

rev CCAATGCGGTGATCTCCTTC

PCR for ATGAGCACCAACAGCAAAG 914
rev ATTGCTTGTTGAAGTAGTCC

PRX g18176
4PCR for ATGGCATCGCATTCCGTGGT 191
rev GGTTTGATTGTGTCGCCGCC
PCR for ACAATGCTTTGGAGCCGGTA 403
SOD g8781 rev ATAGCCAAGCCATCCCCAAC
4PCR for GAGCCGGTAATCGCAACGGA 131
rev TGGCTGTGCGAATGTCACCT
PCR for TTTGTGTGCTCGTAGGCGAT 306
SOD g12753 rev ATCGATTTTGGCCACCCCAT
4PCR for AACAACGCGCGGTTTGTGTG 192
rev GTGGACCGGCGGAAGTACAG
PCR for ATGCCCATCAAGTTCCTACAAA 885
TRX g19833 rev TTACTCGTAGAATGACATCCA
gPCR for GCAACAGCAGCACCAGCAAA 172
rev GTTTTGGGGTGAATGCGCGG
PCR for CTGCCAATTCCAGCGTTTCC 990
GPX g3649 rev TITGGGTGACTGTCTGTGGG

PCR for TGGCTGTTGGAATGCCGAGG 121
d rev ATGGCCGGGGATGTATTGGC

GCAAAAGGGTTTGGGGCAAT
CTL g7050 PCR for 2020
rev | TICATTCACGGCTCGTTCCT

CTL g11092 gPCR for CGCGTCAACAACACCCAAAT 170
rev TCAATTTGGCCGGACTCGAA

3.2.2.3 Electroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR foram visualizados através da técnica de electroforese em
gel de agarose 1% (w/v) em tampao TBE 0,5X. Para um volume de 50-100mL de gel,
adicionou-se 1uL de agente intercalante NYZ green safe premium (NZYTech). A mistura
foi vertida num berco, adicionou-se um pente de 20 pogos e deixou-se repousar durante
aproximadamente 30-40min. Posteriormente, o gel foi colocado numa tina de
eletroforese horizontal ligada a uma fonte de energia Power Source 500V (VWR). Cerca
de 8 uL de amostra em cada pog¢o e um marcador molecular de tamanho 1Kbp. A corrida
foi feita com uma corrente de 300mA e um potencial de 80-90V durante 40min. A
revelacdo da imagem foi feita através do transiluminador de luz ultra-violeta (UV)

(Genoview, VWR) e foto documentada numa Canon PowerShot g10.

3.2.3.4 Purificacdo dos produtos de PCR, sequenciacdo e analise de sequéncias

Na purificagao dos produtos de PCR foram utilizados dois kits, nomeadamente
0 MinElute PCR purification kit (Qiagen) para produtos de PCR de banda unica, e o

MinElute Gel Extraction kit (Qiagen) para produtos de PCR com multiplas bandas. Para
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ambos os kits, utilizou-se o procedimento indicado no respetivo kit. Por exemplo, para
os genes SOD g12753, GPX g3649 e CTL g11092 utilizou-se o MinElute Gel Extraction
kit (Qiagen). As bandas foram cortadas do gel com a ajuda de um bisturi, e colocados
num microtubo de 2mL, previamente tarado na balanga analitica. Foram registadas as
massas de cada amostra e adicionou-se um volume de tampéao QG trés vezes superior
ao do gel (100mg gel = 100uL), na proporgéo de 1:3 (1 volume de gel para 3 volumes
de tampao). A mistura foi incubada no termobloco a temperatura de 50°C, e
periodicamente misturado no vortex até se dissolver. Adicionou-se 10uL de solugao
acetato de sédio (pH 5,2 £ 1,3; 3M) e um volume igual ao do gel de isopropanol. A
mistura foi posta numa coluna, inserida num microtubo de 2mL fornecido pelo kit,
centrifugada a 13000rpm durante 1min e o sobrenadante obtido foi descartado. No
mesmo tubo adicionaram-se 500uL de solugado tampao QG e centrifugou-se a 13000
rom durante 1min, descartando-se o sobrenadante. No mesmo tubo, adicionaram-se
750uL de tampéo PE e centrifugou-se a 13000rpm durante 1min, descartou-se o
sobrenadante e voltou-se a centrifugar nas mesmas condigdes. A coluna foi colocada
num microtubo de 1,5mL e adicionaram-se, diretamente sobre a membrana, 10uL de
solugdo BE (10mM tris-Cl, pH 8,5). Aguardou-se 1min a temperatura ambiente. De
seguida foi centrifugada a 13000rpm durante 1 min sendo recuperado o sobrenadante.

Para a sequenciacao do produto de PCR purificado, adicionou-se 3uL de primer
“forward” de cada gene a 10uL de produto. Cada microtubo de 1,5mL foi etiquetado e
enviado para a Stabvida Lda (Portugal). Os resultados foram interpretados no programa
Bioedit v7.2 (Hall T.A., 1999). Posteriormente, as sequéncias obtidas foram alinhadas
com as sequéncias inicialmente preditas para verificagdo da percentagem de

similaridade.

3.2.3 Estudo do efeito do composto 3-octanol na expressao relativa das enzimas

antioxidantes do Pratylenchus penetrans

3.2.3.1 Ensaios de acdo nematodicida em P. penetrans com 3-octanol

Os ensaios de acdo nematodicida em P. penetrans foram realizados
anteriormente no Nemalab (Barbosa et al., 2022). Foram testados 2 solventes apolares
para dissolugdo do 3-octanol, nomeadamente sulfoxido de dimetilo (DMSO) (a uma
concentragao final de 0,1% v/v), e acetona (ACE) (a uma concentragéo final de 1%
(v/v)). O composto 3-octanol foi testado a concentragao de 2mg/mL. Resumidamente,
cerca de 10000 P. penetrans (de diferentes estadios de desenvolvimento) foram
colocados em contacto com 3-octanol durante 30min, tempo suficiente para induzir

modificagbes moleculares sem provocar morte. Apds o periodo de incubacgdo, os
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nematodes foram lavados com agua destilada, centrifugados a 5000rpm durante 5min,

e armazenados a -80°C.

3.2.3.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA de P. penetrans tratados com 3-octanol

Procedeu-se a extragdo do RNA total dos nematodes armazenados a - 80°C com
o RNEasy RNA mini kit (QIAGEN), seguindo as indicagdes descritas. O RNA foi eluido
em 50uL de agua ultrapura DEPC, e a sua concentragdo medida por espectrofotometria

através do Nanodrop (Tabela 3).

Tabela 3.2 - Quantificacdo do RNA total extraido de P. penetrans tratados com dH20, 3-octanol e pelos
proprios solventes, a acetona (ACE) e DMSO, caracteristicos dos dois ensaios.

Ensaio Tratamento Concentragao

(ng/uL)
dH20 17,1
ACE ACE 55
3-octanol 19,1
dH20 37,6
DMSO DMSO 34,6
3-octanol 59,0

Para a sintese de cDNA de cadeia simples foi utilizado o kit Super Script Il first
strand synthesis system (Invitrogen), seguindo as indicagbes do protocolo. Para
preparar cDNA a uma concentracdo de 50-100ng, misturou-se num tubo de 1,5mL cerca
de 3-10 pL de RNA (Tabela 3), 1uL de mistura de oligonucleético dt20, 1uL de mistura
NTP e agua destilada até perfazer 10uL. A mistura foi levada a incubar no termociclador
a 65°C durante 5min e depois, posta imediatamente numa placa gelada. De seguida
adicionou-se 2pL de tampé&o RT 10x, 4L (cloreto de magnésio 25mM), 2 yL (DTT 0,1M),
1 uL (RNase out) e 1 uL de Superscript lll. A mistura foi incubada a 50°C durante 50 min
e de seguida a 85°C durante 5 min. Por fim, foi adicionado 1uL de RNAse Il e a mistura
foi incubada a 37°C durante 20 min. Os primers anteriormente desenhados (Tabela 2)
foram validados por PCR usando como template o cDNA sintetizado. As condigbes de

PCR foram as mesmas anteriormente descritas.

3.2.3.3 Quantificacdo relativa das enzimas antioxidantes do P. penetrans por RT-qPCR

O real-time quantitative PCR (RT-gPCR) € um método analitico de amplificagao
decDNA utilizando como molde para a sua sintese, o RNA de um organismo sujeito a
um dado estimulo. A quantidade de registada fica desse modo associada expressao

génica de sequéncias alvo perante o estimulo, associando assim a ontologia a regulacao
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génica.Em particular, os estimulos neste estudo sdo a exposi¢cao ao 3-octanol dissolvido
em ACE ou DMSO. A condig¢ao controlo corresponde a exposi¢ao a agua (auséncia de
estimulo). O numero de ciclos de amplificagdo, face a fluorescéncia emitida pelo
corante, é representado numa curva sigmoide (conforme a figura 5). A medida da
fluorescéncia é diretamente proporcional a quantidade de DNA produzido, pois o
fluorometro atua somentequando ligado a cadeia dupla, sendo esta uma ligagéao
seletiva. A partir do patamar inferior da curva em que a fluorescéncia é detetada,
assume-se no eixo das abcissas o numero de ciclos C;. Este valor corresponde a
quantidade inicial de transcrito, refletindo em que medida o gene é expresso face ao
controlo (Bio-Rad, 2006)

<— Exponential phase —» |4 Aon- —P

exponential
plateau
phase

0.2

Fluorescence

[N T TN TN [N TN TN TN W AN TN T W N N NN |

Figura 3.1 A curva sigmoide apresenta o valor C; como medida utilizada para a quantificacéo da
expressao genica. Adaptado de (Bio-Rad, 2006)

Com base na validagao realizada em 3.2.3.2, a expressao relativa das diferentes
enzimas antioxidantes do P. penetrans por contacto com o composto nematodicida 3-
octanol foi analisada por RT-gPCR. Para cada ensaio e respetivo tratamento (exemplo,
ensaio ACE, tratamento dH»O) preparou-se um master mix para cada gene de interesse
constituido por 10uL de solugdo NZYSupreme (NZYTech), 0,8uL de primer reverse,
0,8uL de primer forward, 1uL de cDNA e 7,4uL de agua ultrapura para perfazer o volume
de 20uL. Foram realizadas 2 réplicas técnicas para cada gene-tratamento-ensaio. No
aparelho de real-time (BIOER), usando o programa ‘PCR gene 9660’, programou-se as
seguintes condi¢des de amplificagdo, nomeadamente desnaturagéo a 95°C durante 20s,
emparelhamento em ciclos de 95°C durante 15s e 60°C durante 20s; e desenhou-se a
distribuicdo das amostras numa placa de RT-qPCR (96 pogos). A quantificagao relativa
é expressa pelo coeficiente de expressdo normalizado 2247 (Livak et al., 2001) em

que:
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ACT(teste) = CT(alvo,teste)- CT(ref,teste) (1)
ACT(calibrador) = CT(alvo, calibrador)- CT(ref, calibrador) (2)
AACT = ACT(teste) - ACT(calibrador) (3)

Os genes alvo e referéncia sao, respetivamente, os genes de interesse (0s enzimas
antioxidantes) e a actina (Tabela 2). Relativamente as condi¢des, a condicdo teste
corresponde ao tratamento 3-octanol em ambos ensaios ACE e DMSO, e a condigao
calibrador corresponde aos tratamentos dH>.O e ACE/DMSO em cada ensaio ACE e
DMSO. O tratamento estatistico deu-se pela analise da variancia ANOVA a um fator
(Fisher) pressupondo a homogeneidade das variancias a qual se obtiveram os valores
F de 38,3, (ACE, g1=5, g2=6; 0,001< p) e 22,1 (DSMO, g1=6, g2=7; 0,001< p). Os
valores de significancia foram obtidos pelo teste Post-Hoc de Tukey. (jamovi 2.3.26)
(ANEXO Ill; Tabela complementar ).
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3.3 Equipamentos

Balanca OHAUS PIONEER

Microcentrifuga; LaboGene

Fluorometro; Qubit 4

Espectrémetro do tipo Nanodrop; Thermofisher 2000C
Termo bloco Eppendorf

Termociclador BIORAD T100

Placa gelada; Strata coller

Centrifuga de placas RT-qPCR

Termociclador RT-qPCR; BIOER quant gene 9600
Maquina fotografica Canon Power shot g10; 14,7 mP
Transiluminador VWR Geno view

Tina 100mL; RAD Biorad-wide mini sub cell GT

Fonte de alimentagdo Power Source da marca VWR, modelo 300V
Vortex da marca VWR international, modelo 444-1372

Centrifuga da marca Scanspeed, modelo mini

3.4 Reagentes

Agarose (NYZtech)

Greensafe (NYZtech)

Marcador 1kb (BIORON)

Supreme NYZ taq Il DNA polimerase (Nzytech)

gPCR NZYSupreme gPCR Green Master Mix (2x2) (Nzytech)

Reagente (fluorémetro) Qubit; 1X dsDNA HS Assay kit

Primers (Stabvida)

Kit de extragao de DNA: pep Gold Blood & tissue DNA mini kit e NYZ tech tissue
gDNA isolation kit

Kit de extragdo de RNA, RNeasy Mini Kit (QIAGEN);

SuperScript Il First strand synthesis system for RT-PCR (Invitrogen Thermo
Scientific)

MiniElute PCR puirification kit (Qiagen)

ExoSAP-IT (Thermo Fisher)
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3.5 Diagrama do trabalho

Analise in silico Desenho dos Primers

Extragdo de DNA

Eletroforese

Validacdo dos genes

ﬁ

Sequenciamento Sanger
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Ensaio Biologico

-

Extracdo de RNA
e obtencdo de cDNA
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Figura 3.2 — Diagrama do trabalho.

Validagdo do trancriptoma

RT-qPCR
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4. Resultados e Discussao
4.1 Analise in silico das sequéncias preditas dos enzimas antioxidantes de Pratylenchus
penetrans

Para o presente estudo foram selecionados os enzimas envolvidos na resposta
ao stress oxidativo, nomeadamente peroxirredoxina PRX g18176, catalase (CTL, g7050
e g11092), superoxido dismutase (SOD, g8781, g8933 e g12753), glutationa peroxidase
GPX g3649, e tioredoxina Trx g19833 (Figura 3). As Tabelas 4 e 5 resumem as analises
in silico das sequéncias preditas de DNA, cDNA e aminoacidos do genoma e
transcriptoma do P. penetrans.

As PRXs sdo uma grande familia de enzimas que mantém um alto grau de
conservagao (Hewitt and Degman, 2023). Em comum tém um residuo de cistina
peroxidativa, que reduz hidroxiperoxidos e acido peroxinitroso dos substratos, pelo que
essencialmente o tiolato oxida-se a acido sulfénico. Dependendo do substrato pode
resultar em diferentes produtos como por exemplo agua a partir do peroxido. A partir dai
0 enzima pode ser mais oxidado, inativando-se ou pode, de acordo com 0 mecanismo
especifico, mudar de conformagéo (Lang et al, 2023). O mecanismo tipico 2-cis PRX
envolve a ligagao dissulfato num homodimero, o atipico 2-cis PRX numa ligagao
intramolecular ou 1-cis PRX por redugdes sucessivas, uma no tiol, outra no dissulfato e
por ultimo um terceiro agente (Lang et al, 2023). O gene g18176, codificante do enzima
PRX, apresenta um tamanho total de 916pb (pares de bases) para a sequéncia
genomica e de 597pb para a sequéncia codificante, correspondendo a presenga de 5
exdes e 4 intrées. Por comparagdo com as bases de dados apenas a sequéncia cDNA
apresenta correspondéncia, com a peroxirredoxina do nematode Globodera
rostochiensis (AHW98771.1) apresentando similaridade 80,81% com um e-value de 1e”
15 A proteina predita deste gene apresenta um tamanho de 198 aa, e uma similaridade
de 77,4% no nematode Globodera rostochiensis (PRINA695196) com um e-value 1e
199 A massa e ponto isoelétrico previstos sdo respetivamente 22,306 KDa e 5,24.
Presente ao gene g18176, estdo a subfamilia Ahp/TSA (IPR045020), relacionada com
a resposta ao stress oxidativo (GO:0006979), dominio tiorredoxina (IPR013766),
dominio subunidade C da hidroxiperoxido alquilo redutase e antioxidante especifico do
tiol (IPRO00866), relacionado com as atividades antioxidantes (GO:0016209) e
oxirredutase (GO:0016491) e dominio Terminal C da Peroxiredoxina (IPR019479),
relacionado com a atividade da peroxiredoxina (GO:0051920).

As catalases (CTL) sdo enzimas antioxidantes comuns entre os organismos
aerdbios, normalmente contendo o grupo heme inserido numa estrutura barril-beta.
(Maté et al, 1999). A reagdo da catalase consiste na quebra de dois perdxidos de

hidrogénio em duas de agua e uma de oxigénio. No seu mecanismo de reagdo, a
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porfirina (Fe**) liga-se a um perdxido, oxidando-se para Fe* e gerando uma molécula
de agua. Depois o oxigénio ligado covalentemente ao ferro porfirinico liga-se a uma
segunda molécula de perdxido, reduzindo-se para Fe**, levando a formagéo da segunda
molécula de agua, uma de oxigénio e a libertacdo do enzima (Maté et al, 1999). Os
genes que codificam as catalases (g7050 e g11092) apresentam, respetivamente, um
tamanho predito para a sequéncia gendémica de 1654pb e 2345pb (DNA), e 1524pb,
para as sequéncias codificantes (cDNA), justificado pela presenga de 7 e 2 intrbes,
respetivamente. As sequéncias de cDNA das CTLs apresentaram correspondéncia com
as catalases do nematode Meloidogyne enterolobii (CAD2182800.1) com um e-value de
0 e similaridade de 95%. A proteina predita do g7050 apresenta um tamanho predito de
507 aa e similaridade de 80,3% no nematode Meloidogyne enterolobii (AOA6V7W6EY3.1)

com e-value de 1,6e%. A massa prevista e ponto isoelétrico sdo 58,239 KDa e 8,12

respetivamente. A proteina codificada pelo g11092 apresenta um tamanho predito de
507 aa e similaridade de 55,1% no nematode Bursaphelenchus okinawaensis
(AOA811K7F2.1) com um e-value de 1,1e”2. A massa prevista e o ponto isoelétrico sdo
23,93 KDa e 5,78 respetivamente. Presente ao gene g7050 estao a familia tipo, catalase
monofuncional contendo o grupo heme (IPR018028), relacionada ao processo de
resposta ao stress oxidativo (GO:0006979), fungao de atividade catalase (GO:0004096),
fungéo de ligante do grupo heme (GO:0020037) e o dominio relacionado com a
assinatura de centro ativo proximal (PS51402). Ao gene g11092 estédo presentes o ja
referido dominio PS51402 e dominio catalase PF00199, relacionado com funcdes
moleculares de atividade catalase (GO:0004096) e de ligando heme (GO:0020037).

As SODs estao envolvidas na transformagdo do anido superdxido pela
conversao a peréxido e oxigénio. Os seus ides ligantes, dependendo da sua forma, séo
Fe®, Cu',e Mn%. Podem ser encontradas na mitocdndria, citoplasma e no espaco
extracelular (Zhao et al, 2021). A sua agdo comega pela redugao dos ides ligantes ja
referidos, pelo superoxido e formagéo de oxigénio. Na troca de cargas, esta envolvido
um protdo, redutor, que permanece ligado depois da libertagdo do oxigénio. Depois 0s
grupos (Fe?*, Cu*, Mn?") tornam a ligar-se a um segundo superdxido formando ligagéo
entre protdes, libertando peroxido e reoxidando o enzima. (Zhao et al, 2021).
Relativamente aos genes que codificam as SOD (g8781, g8933 e g12753),
apresentaram, respetivamente, um tamanho total de 646pb (presenca de 2 intrées), 966
pb (presenca de 3 intrbes) e 1002pb (presenga de 3 intrdes) para a sequéncia de DNA
e 546pb, 894pb, e 483pb para a sequéncia de DNA codificante. Por comparacdo com a
base de dados, apenas as sequéncias de DNA codificante apresentaram

correspondéncia, sendo o gene g8781 mais proximo a uma SOD de Meloidogyne
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graminicola (KAF7638414.1) (e-value de 1e’%%; 79,9% de identidade), o gene g8933 com
uma SOD de Radopholus similis (ANW72267.1) (e-value de 6e™° e 47,95% de

identidade), e o gene g12753 com a SOD do nematode Meloidogyne graminicola
(KAF7637737.1) (e-value de 1.6 e de identidade de 71,22%). A proteina codificada
pelo g8781 com tamanho predito 181 aa apresenta similaridade de 81,3% no nematode
Meloidogyne enterolobii (AOA6V7Y3A0) com um e-value de 9,9¢®. A massa prevista e
ponto isoelétrico sdo 20,32 KDa e 8,63 respetivamente. Os dominios funcionais
presentes ao gene g8781 séo (IPR019831) e (IPR019832), respetivos C e N terminais
da familia superoxido dismutase Mn/Fe, o “alpha hairpin domain” (PF00081), que estao
todos relacionados com as fungbes de processo metabdlico superoxido (GO:0006801)
atividade metabdlica superdxido dismutase (GO:0004784) e de metal de ido ligante
(GO:0046872). Ao gene 8993 esta presente o ja referido o “alpha hairpin domain”
(PF0O0081). Ao gene g12753, estao presentes a “assinatura 1” da superéxido dismutase
Cu/Zn (Padrao) (PS00087), local ativo do aldeido desidrogenase (PS00687) e dominio
de ligagdo Cu/Zn da superoxido dismutase (IPR001424) relacionado com o processo
metabdlico superoxido dismutase (GO:0006801) e ligando de idao metalico
(GO:0046872). A SOD g8933 com tamanho predito 181 aa apresenta similaridade
79,4% no nematode Meloidogyne graminicola (AOA8S9ZXF3) com um e-value 5,7¢™.
A massa prevista e ponto isoelétrico sdo 20,325KaDa e 8,63 respetivamente. A SOD
g12753 com tamanho predito 260 aa, apresenta similaridade de 78% no nematode
Meloidogyne graminicola (AOA8S9ZLI6) com um e-value de 5,7e*°. A massa prevista
e ponto isoelétrico sdo 29,8317KDa e 6,26 respetivamente. Existem varias glutationas
peroxidases (GPX) com formas distintas de funcionamento. As CisGPX contém duas
cisteinas uma peroxidativa e outra contida numa hélice flexivel. As duas formam uma
ligacdo dissulfato interna na reducdo dos substratos, designadamente em locais da
proteina com configuragdo CXXC. Também existem GPX selénica, com o seu proprio
ciclo catalitico (Brigelius-Flohé and Flohé., 2020). A forma (Se™') da cisteina selénica
adquire o grupo hidroxilo ao peroxido R-OOH. A cisteina (Se-OH) é entao reduzida pela
glutationa com um grupo tiol (GSH) e liberta-se H.O. A este ponto o intermediario
formado (Se-SG) retoma a forma (Se™) pela sua redugdo por um segundo (GSH) e
formacgao de (GSSG) (Pei et al, 2023). Uma das GPXs do P. penetrans é codificada pelo
gene g3649 e apresenta o tamanho total de 966pb (presenga de 7 intrdes) para a
sequéncia de DNA e 804pb para a sequéncia de cDNA. Esta GPX apresentou maior
similaridade com o nematode Meloidogyne graminicola (similaridade 78,21% com e-

144)

value de 7e7'*). A proteina predita de 260 aa apresentou 78% de similaridade no

nematode Meloidogyne graminicola (AOA8S9ZLI6) com um e-value de 5,7¢'*°. A massa
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prevista e ponto isoelétrico sdo 29,8 KDa e 6,26 respetivamente. Presente ao gene
g3649 esta o dominio GLUTATHIONE_PEROXID_3 associado a (PS51355) (PS00460)
(PS00763) e a familia tipo, glutationa peroxidase (IPR0O00889) relacionada com a
resposta ao stress oxidativo (GO:0006979) e atividade glutationa peroxidase
(GO:0004602).

O ciclo catalitico da tioxiredoxina TRX esta relacionado com a TRX redutase, um
enzima selénico que utiliza o NADPH fornecido pela via das pentoses fosfato na reducao
da TRX (Muri et al, 2023). A sua forma reduzida é regulada por ligagao intermolecular a
uma proteina que bloqueia o seu funcionamento. Assim, no seu estado reduzido a TRX
€ capaz de fornecer protdes a proteinas oxidadas, participando na manutencao dos
enzimas das vias antioxidantes (Muri et al, 2023). O seu local ativo de configuragéo (C-
XX-C) constituido por dois residuos cisteina, um nucledfilo e outro blindado interagem
com o substrato proteico (Muri et al, 2023). Primeiramente da-se o ataque ao dissulfito
da proteina pela cisteina nucleofilica, que resulta num estado transiente de ligagao entre
a TRX e o dissulfito alvo. O passo seguinte € a formagado da ligagdo do dissulfito
intramolecular, provocada pelo ataque da cistina blindada, o que reduz o substrato pela
formacgao de tidis (Sousa et al., 2019). A TRX codificada pelo gene g19833 apresenta
uma sequéncia de DNA de 885pb (presenca de 5 exdes e 4 intrdes) e de cDNA de
672pb, apresentou similaridade (74,50%, e-value de 4. e”’) com a TRX de Meloidogyne
graminicola (KAF7636035.1). Em comparagao a cadeia TRXg19833-t1 com tamanho
predito 223aa, o gene mais proximo apresentou 74,5% de similaridade no nematode
Meloidogyne graminicola (AOA8S9ZRES5) com um e-value de 1,9e-76. A massa prevista
e ponto isoelétrico s&o 25,5620KaDa e 7,64 respetivamente. Presente ao gene g19833,
esta o dominio tiorredoxina (IPR013766) (PS51352) relacionado com a homeostasia
redox da célula (GO:0045454) e dominio de dobra tipo da tiorredoxina (IPR012336).

4.2 Validacdo dos genes que codificam enzimas antioxidantes de Pratylenchus
penetrans

Vieira et al. (2015) apresentou, pela primeira vez, o transcriptoma do P.
penetrans. O reconhecimento da infeccdo pelos mecanismos de defesa da planta leva
a rapida libertacdo de ROS, o que implica a necessidade do P. penetrans produzir
enzimas antioxidantes para a sua sobrevivéncia. Para validagdo dos genes que
codificam os diferentes enzimas antioxidantes preditos a partir do genoma e
transcriptoma de P. penetrans foi realizada amplificacdo dos mesmos a partir do DNA
total extraido (Anexo I, tabela suplementar I). Podemos observar nas Figuras 5a e 5b
as respetivas amplificagbes. A excegdo do gene g8933 (SOD) e do gene g7050 (CTL),

foi obtida uma banda unica para os restantes genes com tamanho parcial ou aproximado
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do tamanho predito pela analise in silico (Tabela 4). Este resultado podera estar
relacionado com a existéncia de uma familia de genes para cada enzima antioxidante,

dificultando assim a amplificagao especifica de cada gene.

(b)

Figura 4.1 - Amplificagao dos genes que codificam os enzimas antioxidantes a partir de DNA. Na figura
A estédo representados: 1-2, SOD(g12753); 3-4, SOD(g8781); 5-6 TRX(g19833); 7-8, SOD(g8933); (9-
10, GPX(g3649); 11-12, PRX (g18176); e (-), controlo negativo. Na figura B estdo representados: 1,
PRX(g18176); 2, TRX(919833); 3, SOD(g8781); 4, SOD(g12753), 5, GPX(g3649), 6, CTL(g11092) e (-),
controlo negativo.
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Tabela 4.1 - Anélise in silico dos genes que codificam as enzimas antioxidantes do Pratylenchus penetrans.

DNA BLASTX MASSA PONTO UNIPROT
ENZIMA GENE ID (PB) CDNA(PB) (E-VALUE; ESTRUTURA EXAO/INTRAO PROTEINA (AA) (KDA) ISOELETRICO E (E-VALUE
%IDENTIDADE) SINAL PEPTIDICO %IDENTIDADE)
Globodera
- Meloidogyne graminicola
rostochiensis 5,74
PRX g18176 916 597 199 22,31 AOABS9ZWF4
AHW98771.1 sem sinalP
(77,4%; 1,6e-109)
(1e-115; 80,81%)
2 2 g ” i i Meloidogyne enterolobii
7050 2345 1524 ' ( : o 507 58,24 AOAGVTWEY3
9 Meloidogyne I I B B NN = B Com SinalP
— (80,3%; 0)
enterolobii
CTL Bursaphelenchus
CAD2182800.1 —
5,78 okinawaensis
911092 1654 1524 (e-value 0; 95%) I D 507 23,93
\/ \/ Sem sinalP AO0A811K7F2
(55,1%; 1,1e-72)
Meloidogyne
- Meloidogyne enterolobii
graminicola 8,63
98781 646 546 181 20,33 AOAG6V7Y3A0
KAF7638414.1 Sem sinalP
(81,3%; 9,9e-94)
(1e-96; 79,9%)
Radopholus similis A P 8,63 Meloidogyne graminicola
SOD /\ = T
98933 966 804 ANW72267.1 (47,95%; M = . | 181 20,33 Sem sinalP AOA8S9ZXF3
6e-35) (79,4%; 5,7E-97)
Globodera pallida - G Meloidogyne graminicola
912753 1002 483 KAI3419652.1 I 160 17,17 ’ AOA8S9ZWP7
— Sem sinalP
(6e-66; 72,14%) (71,2%; 1,8e-65)
Meloidogyne
— Meloidogyne graminicola
GPX 3649 966 804 enterolobii N e | | | 260 29,83 626 AOA8S9ZLI6
g CAD2156688.1 \/ VT~ "\ /! /.\/ ’ Sem sinalP
V _ V '\ (78%; 5,7e-140)
(78,21%; 7e-144
Meloidogyne
N I Meloidogyne graminicola
graminicola 7,64
TRX g19833 885 672 223 25,56 AOABS9ZRES
KAF7636035.1 Sem sinalP
(74,5; 1,9e-76)
(4e-77; 74,50%)

PB, pares de bases; AA, aminoacidos; KDA, kilodalton
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Tabela 4.2 - Anélise in silico das enzimas antioxidantes do Pratylenchus penetrans.

CLASSIFICAGAO INTERPRO

REAGAO ENZIMATICA

ENzIMA GENE ID
FAMILIA E DOMINIO GENE ONTOLOGY (GO) NOMENCLATURA EC
IPR045020: Peroxiredoxina do tipo 1-Cis
Resposta ao Stress oxidativo (GO:0006979)
IPR013766: Dominio Tioredoxina 1-Cis peroxiredoxina (IPR045020):
PRX g18176 IPR000866: Subunidade C da hidroxiperoxido Actividade oxidoredutase (GO:0016491) [prot]-ditiol + ROOH = [prot]-disulfito +
alquilo redutase e antioxidante especifico do tiol ~ Actividade antioxidante (GO:0016209) H20 + ROH
IPR019479: Peroxiredoxin_C Terminal C da Actividade peroxiredoxina (GO:0051920)
Peroxiredoxina
IPR018028 Catalase monofuncional contendo
heme Resposta ao stress oxidativo (GO:0006979)
g7050 IPR011614 superfamilia Catalase PS51402 Atvidade catalase (GO:0004096)
Assinatura de centro ativo proximal (PADRAO) Ligante do grupo heme (G0O:0020037)
CTL 2H202 = 2H20 + 02
PS51402 Assinatura de centro ativo proximal
(PADRAO) Atividade Catalase (GO:0004096)
g11092 IPR011614 Dominio central da catase Ligando heme (G0O:0020037)
IPR019831 Dominio terminal N da superoxido
dismutase Mn/Fe Processo metabdlico superoxido
PF00081 dominio “alpha-hairpin domain” (G D)
98781 atividade metabolica superdxido dismutase
IPR019832 Terminal C da familia superéxido
SOD i e (GO:0004784) 2 superoxido + 2 H+ = 02 + H202
ido ligante de metal (GO:0046872)
98933 PF00081 Dominio “alpha-hairpin”
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PS00087 Assinatura 1 da superoxido dismutase
Cu/Zn (Padrao)

Processo metabolico superoxido dimutase

912753 PS00687 Local ativo da aldeido desidrogenase (G0:0006801)
IPR001424 Dominio de ligagdo Cu/Zn da Ligante iao metalico (GO:0046872)
superoxido dismutase
PS51355 Perfil da glutationa peroxidase Resposta ao stress oxidativo (GO:0006979)
PS00460 centro ativo da Glutaiona peroxidase Atividade Glutationa peroxidase
GPX g3649 PS00763 Assinatura das Glutationas (G0:0004602) 2 glutationa + H202 = glutationa oxidada + 2 H20
peroxidases
IPR0O00889
IPR013766 Dominio tiorredoxina Atividade dissulfato isomerase de proteina
IPR012336 Dobra tipo (Tiorredoxina) (G0O:0003756)
TRX g19833 TRX-(SH)2 + [Proteina-S2] = TRX-S2 + [Proteina-(SH)2]

PS51352 Perfil de dominio Tiorredoxina

G0:0045454; homeostase redox da célula
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Posteriormente, foi feita a sequenciagao de cada gene e comparado com as
sequencias inicialmente preditas (Anexo Il). As sequéncias dos genes CTL (g11092) e
SOD (g12753) apresentaram 100% de similaridade com a sequéncia inicialmente
predita a partir do genoma do P. penetrans. Nas restantes sequéncias a % de

similaridade variou entre 44,44% e 91,84%.

4.3 Efeito do composto 3-octanol na expressao relativa dos enzimas antioxidantes de
Pratylenchus penetrans

O modo de acdo dos principais nematodicidas utilizados no controlo dos
nematodes fitoparasitas tem sindo estudado recentemente para o desenvolvimento de
estratégias de gestéo eficazes (Wram et al., 2022a; Wram et al., 2022b). Neste sentido,
os produtos Fluensulfone, Fluopyram, Fluazaindolizine e oxamyl foram aplicados em
juvenis de Meloidogyne incognita durante 24h (Wramt al., 2019) e foi testada a
expressao de genes a larga escala por RT-qPCR. Os genes estudados pertencem as
vias de destoxificagdo xenobidtica e das proteinas de ligagdo do acido retindico (FAR).
As FAR sao proteinas exclusivas do filo nematoda ricas em helice-a e com alta afinidade
a acidos gordos, retinol e acido retinoico. Foram |hes associadas as funcdes de
sequestro, transporte e metabolismo de moléculas lipofilicas, regulagao genica, entre
outras (Barletta et al., 2019). Os vermes parasitas como os nematodes possuem um
metabolismo lipidico dependente da aquisicao de lipidos a partir do hospede. Como tal,
as FAR foram associadas a esta funcionalidade especifica do parasitismo. (Barletta et
al., 2021) (Vieira et al., 2017). Também foram estudados os genes que demonstraram
uniformidade na forma como se alteraram na sua expresséo ao longo dos ensaios
independentemente dos tratamentos aplicados. Num estudo similar, os mesmos autores
estudaram a expresséo relativa de genes das vias associadas a oxidagédo de acidos
gordos, ciclo do acido citrico, glioxilato, fosforilagao oxidativa e acetilcolina (Wram et al.,
2022b). Sumarizando, com o modo de agdo do oxamyl e fluopyram ja conhecido,
tentaram-se conhecer padrées de acdo dos compostos. No geral, genes de enzimas
pertencentes a via da beta-oxidagdo foram inibidos, com a excecdo dos da CoA
desidrogenase, ativados com fluopyram, Fluazaindolizine e oxamyl. Os enzimas
pertencentes a via do acido citrico foram no geral inibidas pelos tratamentos com
fluensulfone e fluazaindolizine salvo a 2-Oxaglutarado desidrogenase no tratamento por
fluazaindolizine e a suncinato desidrogenase pelo tratamento com fluensulfone, ambas
ativadas. Os tratamentos de fluopyram e oxamyl apresentaram pouca alteragédo da
expressao dos enzimas a exceg¢do da ativagdo da isocitrato desidrogenase pelo
tratamento com oxamyl (Wram et al., 2022b), sendo que o fluopyran foi o que expressou

menos alteragéo, com apenas 4 das 12 enzimas a sofrer alteragéo (Wram et al., 2022b).
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Na via glioxilato, associada a do acido citrico (Perry et al, 2013) houve a ativagéo da
isocitrato liase no tratamento com oxamyl e os restantes tratamentos provocaram
inibicdo. A via da fosforilagdo oxidativa foi alterada de forma diferente em cada
tratamento. O enzima, acetilcolinesterase, recetor de acetilcolina e transportador de
colina, da via dos neurodnios acetilcolinicos, foi ativado pelo fluopyram, fluensulfone e
fluazaindolizine. Houve uma inibicdo da ATPase tipo-V em todos os tratamentos. Os
enzimas acetilcolinisterase e o recetor acetilcolina sofreram em média uma ativagao
(Wram et al., 2022b).

Em P. penetrans, é em grande parte desconhecido o efeito destes
nematodicidas. Contudo, Barbosa et al. (2022) demonstrou que os compostos
catequina, acido cafeico, acido galico e acido gentisico séo eficazes no controlo deste
parasita. Com base neste estudo, avaliou-se 0 modo de acdo do composto 3-octanol
em P. penetrans foram realizados 2 ensaios independentes com diferentes solventes
(ACE e DMSOQ). Cada ensaio continha 3 tratamentos, nomeadamente, tratamento com
dH-0, tratamento com o solvente (ACE ou DMSO) e tratamento do 3-octanol dissolvido
no solvente correspondente (ACE ou DMSO). Os resultados referentes a cada ensaio
estao apresentados nos Graficos 1 € 2. Como podemos verificar, em ambos os ensaios
(ACE e DMSO), os genes que codificam as enzimas antioxidantes sofreram uma
inibicdo na sua expressao quando comparados relativamente as condi¢cdes padrao
(dH20) e a expressao do gene ACT. De referir que nao foi obtida qualquer amplificagao
por RT-gPCR dos genes em estudo nos tratamentos com os solventes em ambos
ensaios de ACE e DMSO, nao podendo ser utilizados como condigdo padrdo nestes
ensaios. Neste sentido, os resultados obtidos sdo apenas referentes a condigdo padrao
dH20 e a condigao teste octanol. Em ambos os ensaios (Grafico 1 e 2) verificou-se
diferencas significativas entre os 2 tratamentos efetuados (ANEXO Ill). A média
aritmética dos valores de expressdo genica, relativos a exposi¢cado por 3-octanol em
solvente acetonafoi de0,8. Em particular apresentaram-se os niveis de expresséao para
a TRX g19833 (2,704), PRX g18178 (0,133), GPX g3649 (0,323), SOD g8781 (0,695) e
CTL g11092 (0,147) (Grafico 1). Em média o nivel de expresséao foi 0,28 nos ensaios
com o solvente DSMO. Em particular apresentaram-se os niveis de expressao para a
TRX g19833 (0,015), PRX g18178 (0,351), GPX g3649 (0,181), SODg12753 (0,138),
SOD g8781 (0,592) e CTL g11092 (0,396) Grafico 2. Com a utilizagdo de ambos os
solventes a expressao destes enzimas foi inibida, com a excegéo da TRX no ensaio com
acetona. De forma semelhante existem excec¢des em (Wram et al., 2022a; Wram et al.,
2022b), onde se encontram ensaios RT-qgPCR cujos valores de regulagdo génica sao
inversos a tendéncia do grupo, ao nivel do tratamento, gene ou ambos. Neste caso,

possivelmente estardao envolvidos fatores de transcricao como os FOXO Forkhead box,
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class O, associados a transcricdo de enzimas de reparagdo como a tioredoxina redutase
e peroxiredoxina (Krafczyk et al, 2022). Para determinar a origem da ativagao de genes

da tiorredoxina neste contexto, é necessario a continuacéo do estudo.
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Grédfico 4.1 - Comparagdo da expressdo relativa dos genes que codificam enzimas antioxidantes
relativamente ao gene de referéncia actina (ACT) no ensaio de 3-octanol dissolvido em DMSO. Simbolos
no topo das colunas indicam diferengas significativas, *p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001.
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Gréfico 4.1 - Comparagdo da expressdo relativa dos genes que codificam enzimas antioxidantes
relativamente ao gene de referéncia actina (ACT) no ensaio de 3-octanol dissolvido em ACE. Simbolos no
topo das colunas indicam diferengas significativas, *p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001.
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5. Conclusoes

O estudo do modo de agdo dos compostos bioactivos utilizados no controlo dos
nematodes fitoparasitas, nomeadamente compostos nematodicidas, é importante para
o desenvolvimento de estratégias de gestao eficazes destes parasitas. Neste trabalho
foi estudada as vias de defesa dos nematodes, via antioxidante e destoxificagéo. Foram
selecionados enzimas integrantes da via antioxidante, nomeadamente peroxirredoxina,
superoéxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase,e tioredoxina. Concluiu-se que o
3-octanol apresentou um efeito inibidor das enzimas antioxidantes responsaveis pela
degradagao dos ROS gerados pela agdo do composto. Em futuros trabalhos seréo
estudadas mais enzimas da via de detoxificagdo como complemento a via antioxidante
do P. penetrans.

Esta estratégia engloba-se no desenvolvimento de pratica de controlos seletivos,
dentro do organismo que por norma exigem menos recursos, causando menos efeitos
colaterais para ecossistemas, para a saude humana e salvaguardando as culturas

agricolas das pragas e doengas.
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ANEXO | - Quantificagao e qualidade do DNA total extraido

Tabela suplementar 1 — Quantificacéo (ng/yL) e qualidade (A260/280, A260/230) do DNA total extraido do

nematode P.penetrans pelos aparelhos NANODROP 2000 e QUBIT 4.

IDENTIFICAGAO QUBIT 4 NANODROP 2000
AMOSTRA DE CONCENTRAGAO
Concentragao (ng/ul) A260/280 A260/230
DNA (ng/ul)

A 1,64 1,93 0,61
B 1,47

Cc 11,7 1,98 0,64
D 4,8 1,71 0,64
E 8,3 1,95 0,60
F 1,7 5,24 0,43
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ANEXO II - Alinhamento de sequéncias
PRXg18171

ATGAGCACCAACAGCAAAGCGCAAATTGGCAAACCTGCACCAGATTTCTCGGCTGATGCGGTTGTGAACGGCGATTTCAAGAGAGTCTCAC 91
A e e e s s s s s s s s s s s s e s ssssssssss s mass s GAGTGTCAC 10

TGGGTGATTACAAGGGACAATATGTTGTACTATTTTTCTATCCACTTGATTTGTAAGTTTAATTAGATCGAAG-TCTTTAAAAAATTAGTT 181
TGGGTGATTACAAGGGACAATATGTTGTGCTCTTTTTCTATCCACTTGATTTGTAAGTTCAATTAGATCAAAGATCTTTAAAAAATTIGTT 101

CCATTTAAAGCACATTTGTTTGCCCAACCGAAATAATTGCCTTCTCGGATCGTTCGGATGATTTTAAGCAAGTCAATTGCCAGCTGCTGAC 272
C-ATTTAAAGCACATTTGTTTGCCCAACCGAAATAATTGCCTTCTCGGATCGATCGGATGATTTTAAGCAAGTCAATTGTCAGCTGCTGAC 191

CTGCTCAACGGACTCGAAATTTAGGTTTTTAAAAGTCATTCATAAAGTCCACATAAAATTTATTCGGAATTATATTCCTAAACATTAGCCA 363
CTGCTCAACGGACTCAAAATTCAGGTTTTTCATAATCATTCATAAAGTCAACATAAAATTTATTCGGAATAATATTCCTTAACATTAGCCA 282
TCTTGAGTGGACTTTGAAGAAACGTAAGTACGGCGGTCTTGGCGAGATGAAGATCCCGATGCTGGCCGACACTAATCAGAAAATCAGCCGC 454
TCTTGAATGGACTTTGAAGAAACATAAGTACGGCGGTCTTGGCGAGATGAAGATCCCGATGTTGGCTGACACTAATCAGAAAATCAACCGC 373

GACTATGGAGTGCTCAAGGAGGAAGATGGCATCGCATTCCGGTATTTTTAAAACCTTAATAACATAAACTAGCTTGGATAGTAATTCTCAT 545
GACTATGGAGTGCTCAAGGAGGAAGATGGCATTGCATTCCGGTATTTTTAAAACCTTACCTA- - - AAACTAGCTTGGATAGTA-------- 453

TATTTTAGTGGTCTGTTCATCATCGACGGCAAAGGTATTCTCCGCCAAATCACAATCAATGATCTTCCGGTTGGCCGCAATGTAGATGAGG 636
53

TTACTCTATAGTATTATTCACCAAATCTAACTTGACTAACAAGTTGTAATATAGAATTATAACCTAACAAGTAAGTTGAGCAAAACAATTT 727
------------------------------------------------------------------------------------------- 453

AGGAAATATATGTAATTTATACCAAAAAATATAAATTATTTAATTTTATACAATCAGACTCTTCGTCTGGTGAAAGCCTTCCAATTTACTG 818
------------------------------------------------------------------------------------------- 453

ATGAACATGGCGAAGTTTGCCCAGTCAATTGGACACCCGGCGGCGACACAATCAAACCGGATCCGAAGAATAGCCAGGACTACTTCAACAA 909
53

SODg8781

ATGTTAGCAGTGAAAAGGTTATTCATTCATTGAAACTAGAGTAGAATCATATATTTTTTGACAGTATTTTGAAGTACAATCCAACATCATC 91

CACCATCAAAAGCATCACGCAACATATGTAAACAATTTAAATATAGCCGAAGAGAAGACTCAGGAAGCACTTGCAAAAGGTCCAGCTAACA 273
----------------------------------------------------------------------------- AGGTTCAGCTAACA 15

AGATGCTTGTTTTGTTTATATTTTTTTTGTACATATAATAGGTGACATTCGCACAGCCATTCAATTACAGAGTGCATTGAAATTCAATGGT 364
AGATGCTTGTTTTGTTTATATTATTTTTGTACATATAATAGGTGACATTCGCACAGCCATTCAATTACAGAGTGCTTTGAAATTCAATGGT 106

GGAGGCCATATTAATCATTGTATATTCTGGACAAATTTATGCAAGGATGGTGGTGAACCTGATGGCCAACTTCTTCAGCAAATCAAAAAGG 455
GGAGGCCATATTAATCATTGCATATTCTGGACAAATTTATGCAAGGATGGTGGTGAACCTGATGGCCAACTTCTTCAGCAAATCAAAAAGG 197

ATTTTGGATCAGTACAGGCCATGCAAGATAAACTCAATGCCATGTCTATTGCAATTCAAGGATCGGGTTGGGGATGGCTTGGCTATAATAA 546

ATTTTGGATCAGTACAGGCH i i e e e e e e e e e e e e e e O O O O B B B B 216
GAACGAAAAGCGATTGGAACTTGCCTGTTGTCCCAATCAAGACCCTTTAGAACCAACAACAGGTCATAATTTTAATGCAAAATTTTACAAA 637
------------------------------------------------------------------------------------------- 216
AAAATTTAG 646
--------- 216

ATGCCCATCAAGTTCCTACAAAATCTGACTCGATGCACTCTCCCAATAAGCCGCCCCATCAGCACATCCACAGCCAACATATTCACCAACA91

AAAAACAATAATAGAATGGCTCAACTACTTGCCGGACAACCAATTGTGCTGAATGATGGAACAACCGTGGATGCTGGCGACTATTTGAAGG 364
........................ CTACTTGCCGGAAAACCAATTGTGGTGAAAGATGGAACAACCGTGGATGCTGGCGACTATTTGAAGG 68

ACAAGGTTGTTGCCATTTATTTCTCGGCCATGTGGTGCCCTCCGTGCCGCGCATTCACCCCAAAACTTAAGGTATAACCGCC- - AGAAATT 453
AAAAGGTTGTTGCCTTTTTITTTCTCGGCCATGTGGTGCCCECCGCGCCGCGCATTCTCCCCCAAACTTAAGGTATAACTACCCCACAAATT 159

GTGGTTAATTAAAATGATTTTTTTAATAGAAATTTTACGAGGAATTGAAGGAGGCGGGCAAAAATTTCGAAGTGATCTTCGTCTCCAGGGA 544

GTGGTTAATTAAAATGATTTTTTTATAAAAAATTTT-CAAGGAAT TGAAGGAGGBGGGCAAAAATTTTTAAGTGATCTTCTTCTCCE -~ 245
CCGCAGCGCCGAGGACCTCAAAGAGTACTACAATGATCACCACGGACGATGGGTGTACATTGAGTTTGGTGACCCGAAGATTGCGTGAGTT 635
------------------------------------------------------------------------------------------- 245

ATTATGCAGATCATTCCAGACAAAAAACCATTCTATTTTCAGTGAGCTTCTCGAGAAATTTGCCGTCAAGACCATTCCAACTTGCAGGCTG 726
45

ATCAAGCCGGATGGGAGTGTTGTGGTACAAGATGCGCGTACGGAAATTCAGGTTTTTTTTAAAACTATAGTTAAATCTTTATACTTCATAT 817
------------------------------------------------------------------------------------------- 245

TTGTGTAGGAGAAAGGCCAAGAGAATGCAC TGGAACTTTGGGATGAATGGATGTCATTCTACGAGTAA 885
-------------------------------------------------------------------- 245

Figura suplementar 1- Alinhamento de sequéncias obtidas por sequenciacdo de Sanger A primeira
sequéncia corresponde a sequéncia predita, sendo a segunda sequéncia a obtida por sequenciacéo. A cor-
de-rosa encontram-se os nucledtidos nao coincidentes, podendo isso ocorrer pela simples falta do
nucledtido sequenciado que corresponda ao predito (-) ou por se tratarem de nucledtidos diferentes.
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ANEXO Ill - Analise estatistica

Tabela suplementar 2 - Analise estatistica dos ensaios de 3-octanol dissolvido em ACE e DMSO. Analise da varidncia ANOVA e teste Post HOC de Tukey. Determinag&o dos
valores de expressé&o significativos (jamovi 2.3.26).

ANOVA a um fator
IANOVA a um fator

ANOVA a um fator (Fisher)

ANOVA a um fator (Fisher) F g1 gl2 P

F ght g2 p Octanol -DMSO 221 6 7 <001

Octanol-Acetona  38.3 5 6 <.001

Testes Post Hoc

Testes Post Hoc Teste Post-Hoc de Tukey — Octanol - DMSO
PRX TRX GPX SOD 87 SoD12 CTL ACT
Teste Post-Hoc de Tukey — Octanol-Acetona ] o
PRX Diferenca média - 0.336 0170 -0241 02130 -0.0440 -0649*
PRX TRX GPX SOD 87 CcTL ACT p-value — 0102 0633 0314 0.425 0999 0004
PRX Diferenca média ~ — 257+ 0190 -0.559 -0.0140 -0.867 TRX Diferenca média — -0.165 -0577"" -0.1230 -03800 -0.985™"
p-value — <001 0.946 0.254 1.000 0.055 pvslue — 065 0007 0062 0060 <001
TRX Diferenca média o 2381*  2011**  25570™  1704* GPX Diferenca média — -04117 00425 -02145 -0820™"
p-value — <001 <001 <001 0.002 p-value - oo 0999 o418 <001
‘ o SOD87  Diferenca média — 04540 01970 -0408"
GPX Diferenca média —_ -0.370 0.1755 -0.677 g o 0026 0499 0043
p-value — 0.597 0.960 0.141 .
SOD12  Diferenca média — -0.2570 -0.862
SOD 87  Diferenca média - 0.5455 -0.307 p-value — 0261 <.001
p-value - 0273 0.739 fa(l Diferenca média —  -0605*
CTL Diferenca média — -0.853 p-value — 0005
p-value - 0.059 ACT Diferenca média —
ACT Diferenca média — p-value -
p-value - Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001

Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001
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