Al UNIVERSIDADE
DE EVORA

Departamento de Quimica e Bioquimica

Curso de Licenciatura em Bioquimica

Avaliacao da capacidade de degradacado de xenobioticos

do nematode fitoparasita Pratylenchus penetrans

Relatdrio de Estagio

Realizado por: Joana Filipa Cristo Ratado

Orientador: Doutora Claudia Vicente

Coorientador: Doutora Margarida Espada

Evora
2024



Al UNIVERSIDADE
DE EVORA

Departamento de Quimica e Bioquimica

Curso de Licenciatura em Bioquimica

Avaliacao da capacidade de degradacado de xenobioticos

do nematode fitoparasita Pratylenchus penetrans

Relatorio de Estagio

Realizado por: Joana Filipa Cristo Ratado

Orientador: Doutora Claudia Vicente

Coorientador: Doutora Margarida Espada

Evora
2024

“Este trabalho nao inclui as observagdes do juri”



Agradecimentos

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer as minhas orientadoras, Doutora Claudia
Vicente e Doutora Margarida Espada por toda a dedicagéo e apoio recebidos ao longo deste
estagio, pelos conhecimentos transmitidos e por nunca terem desistido de mim. Foram, sem
davida, uma fonte de inspiracdo nesta experiéncia que revelou ser uma das mais
enriguecedoras durante todo o meu percurso académico. Sinto-me grata por ter tido a
oportunidade de trabalhar no laboratério de Nematologia (NemalLab), do qual faz parte uma
equipa de profissionais que sempre me acolheu e ajudou da melhor forma.

Este percurso néo teria sido possivel sem a Universidade de Evora, que durante estes
anos foi sinbnimo de casa e, por isso, quero agradecer pela experiéncia memoravel e pelos
conhecimentos e competéncias adquiridas, que me fizeram crescer tanto a nivel pessoal
como profissional. Queria também agradecer a comissao de curso e aos docentes que me
proporcionaram um percurso académico cheio de aprendizagens.

A minha familia, que esteve sempre |4 nos momentos ndo s6 de conquista, como
também de maior adversidade, quero agradecer por todo o amor, por nunca terem deixado
de acreditar em mim e nas minhas capacidades, por me apoiarem incondicionalmente e por
todas as palavras de conforto e incentivo que marcaram pela diferenca esta caminhada. Nao
poderia também deixar de relembrar uma pessoa que infelizmente ja ca ndo esta, mas que
sempre me encorajou a ser a melhor versdo de mim e a seguir os meus sonhos, a minha avé
Maria Jacinta Serol.

Por fim, quero agradecer a todos os meus amigos, aos de longa data e aqueles que
fiz ao longo desta etapa, por todo o apoio, por estarem presentes nos momentos mais
importantes e por terem tornado estes anos em algo inesquecivel. Em particular, ao Pedro
Esteves que, ndo s6 como namorado, mas também como amigo, foi porto seguro, nunca

deixando que eu duvidasse de mim, nem daquilo que era capaz.



Resumo

O nematode das lesdes radiculares Pratylenchus penetrans é um endoparasita
migratério capaz de infetar vérias culturas agricolas sendo, por isso, considerado um dos mais
destrutivos a nivel mundial. Atualmente, os pesticidas quimicos sé@o a principal metodologia
utilizada no controlo dos danos causados por estes fitoparasitas. No entanto, e devido aos
problemas associados a esta abordagem de protecédo, tornou-se fundamental a procura de
sistemas alternativos mais ecoldgicos que permitam combater esta espécie altamente
ameacadora. Os 6leos essenciais de plantas e os compostos bioativos isolados mostraram
ter acao nematodicida sendo, portanto, eficientes no controlo deste fitoparasita. Neste sentido,
o principal objetivo deste trabalho consiste em avaliar dois compostos organicos,
nomeadamente o 3-octanol e o benzaldeido, e a sua capacidade de degradacdo de
xenobidticos no nematode P. penetrans. Posteriormente, e para efeitos comparativos, foi
avaliada a acdo do nematodicida oxamil, principio ativo de um produto comercial, no
metabolismo do nematode. Para isso, foram realizadas varias tarefas recorrendo a diversas
metodologias em que consistem na: i) analise in silico de genes envolvidos no metabolismo
dos xenobidticos, selecionados a partir do transcriptoma do P. penetrans na presenca de 3-
octanol, benzaldeido e oxamil; ii) validacdo no genoma e transcriptoma dos genes preditos do
P. penetrans no metabolismo dos xenobiéticos; e iii) estudo da expressao dos genes
selecionados no metabolismo dos xenobiéticos na presenca dos trés compostos organicos.
Os resultados obtidos contribuirdo beneficamente para este estudo do modo de acéo destes

dois compostos no P. penetrans.
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Abstract

The root lesion nematode Pratylenchus penetrans is a migratory endoparasite capable
of infecting various agricultural crops and is considered one of the most destructive worldwide.
Currently, chemical pesticides are the main methodology used to control the damage caused
by these plant parasites. However, due to the problems associated with this protections
approach, it has become essential to search for alternative, more ecological systems that can
combat this highly threatening species. Essential oils and isolated bioactive compounds have
shown to have nematicidal action and are therefore efficient in controlling this plant parasite.
In this sense, the main objective of this work is to evaluate two organic compounds, namely 3-
octanol and benzaldehyde, and their capacity to degrade xenobiotics in the nematode P.
penetrans. Posteriorly, and for comparative purposes, the action of the nematicide oxamyl was
evaluated, the active principle of a commercial product, on the nematode metabolism. To this
end, several tasks were carried out using different methodologies which consist of: i) in silico
analysis of genes involved in the metabolism of xenobiotics, selected from the P. penetrans
transcriptome in the presence of 3-octanol, benzaldehyde and oxamyl; ii) validation of the
genome and transcriptome of the predicted genes of P. penetrans in the metabolism of
xenobiotics; and iii) study of the expression of selected genes in the xenobiotic metabolism in
the presence of the three organic compounds. The results obtained will contribute beneficially
to the study of the mode of action of these two compounds on P. penetrans.
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1. Problematica e objetivos

1.1. Problematica

Como consequéncia do aumento da densidade populacional ao longo dos anos, a
pratica agricola tem vindo a ser intensificada para que a produtividade das culturas satisfaca
as necessidades populacionais. Com base nisto, e devido aos diferentes stresses bioticos e
abidticos que ameacam a sustentabilidade das préaticas agricolas (como exemplo, stress
hidrico, alteracdes climéticas e agentes patogénicos), é fundamental desenvolver estratégias
de protecdo que permitam a produtividade das culturas afetadas.

Os nematodes fitoparasitas sao vistos como uma das maiores pragas agricolas, devido
a sua elevada capacidade de provocar danos nas plantas hospedeiras. O Pratylenchus
penetrans é um nematode das lesdes radiculares (NLRs) que, como resultado da sua
alimentacéo e ciclo de vida, causa les6es nas raizes das plantas. Este endoparasita migratério
€ considerado um dos mais destrutivos, sendo em Portugal, a planta da batateira uma das
culturas mais afetadas pelo mesmo. Posto isto, e devido ao grande impacto que este
fitoparasita provoca na economia mundial agricola, € necessario que se encontrem
estratégias que reduzam a dispersao do mesmo e contribuam para o controlo dos danos
causados.

As abordagens convencionais tém demonstrado pouca eficacia no combate aos NLRs,
colocando também em risco os meios de cultura envolventes. O método mais utilizado para
controlo destas pragas consiste no uso de pesticidas quimicos, no entanto, estes constituem
um elevado risco para a salde e ambiente sendo, por isso, necessario desenvolver
estratégias alternativas mais ecoldgicas. Com base em estudos realizados, verificou-se que
os Oleos essenciais de plantas, bem como compostos bioativos isolados, constituiam
beneficios no controlo dos nemétodes fitoparasitas, sendo a sua utilizagdo mais segura.

No seguimento do trabalho de Barbosa et al. (2024) foram selecionados compostos
organicos nematodicidas nomeadamente, o 3-octanol e o benzaldeido, que evidenciaram ter
um efeito mortal contra P. penetrans, com o intuito de se estudar o metabolismo de
degradacdo de xenobiéticos do nematode. Resultados promissores poderdo contribuir de
forma benéfica para o controlo deste parasita na medida em que se podera desenvolver uma

estratégia que minimize este problema enfrentado pelo setor agricola.



1.2. Objetivos gerais

Entender o modo de acdo dos compostos nematodicidas permitira desenvolver

nematodicidas de nova geracéo, mais especificos e eficientes, com menor impacto noutros

organismos (como por exemplo, os nematodes de vida livre que coabitam a rizosfera das

plantas e sdo benéficos para o0 meio ambiente). O objetivo geral deste trabalho consiste em

compreender o modo/mecanismo de acdo dos compostos nematodicidas no P. penetrans.

1.3. Objetivos especificos

Conhecer e compreender:

A importancia do controlo dos nematodes fitoparasitas no setor agricola;

Os métodos de protecdo de culturas agricolas usados no controlo dos neméatodes
fitoparasitas e a importancia de desenvolver estratégias alternativas mais ecoldgicas;
Os mecanismos gerais de defesa das plantas face a infecdo provocada pelos
nematodes;

O metabolismo dos xenobidticos e os principais enzimas envolvidas;

O impacto do Pratylenchus penetrans na agricultura e o seu mecanismo de ac¢éo;

O modo de agdo dos compostos 3-octanol, benzaldeido e oxamil no Pratylenchus
penetrans;

Andlise bioinformatica de sequéncias;

As técnicas de biologia molecular: extracdo de DNA e RNA, amplificagdo de genes por
PCR, sintese de cDNA e quantificacdo da expressao relativa dos enzimas por RT-
gPCR.

Dar valor:

Ao estudo da expressao de genes potencialmente envolvidos no metabolismo dos
xenobidticos;

Aos compostos utilizados neste estudo: 3-octanol, benzaldeido e oxamil.

Aplicar:

Técnicas de biologia molecular;
Conhecimentos de analise bioinformatica;
Conhecimentos de analise estatistica;

Regras e normas a ter no laboratério de nematologia e biologia molecular.



2. Fundamento teodrico

2.1. Introducéo aos nematodes fitoparasitas

Os nematodes sé@o organismos multicelulares mais numerosos no solo e pertencem a
mesofauna do mesmo, encontrando-se nas peliculas de agua entre as particulas do solo
(Magnusson, 2020; Ribeiro et al., 2023). Estes apresentam um tamanho pequeno e um corpo
geralmente alongado revestido por uma cuticula permeavel e flexivel ndo segmentada
(Orgiazzi et al., 2016). Estes organismos podem ser classificados consoante o tipo de
alimentacdo em: bacterivoros (bactérias), fungivoros (fungos), omnivoros, predadores e

parasitas de plantas (Figura 2.1) (Ribeiro et al., 2023).

(
. . \

Bacterivoros Fungivoros Parasitas de Predadores Omnivoros
Plantas

Figura 2.1 - Estrutura bocal dos diferentes niveis tréficos dos nematodes. Imagem adaptada de Ugarte and
Zaborski (2009).

Os neméatodes fitoparasitas constituem uma grande ameaga ao ecossistema do solo
uma vez que provocam danos extensiveis nas plantas afetando drasticamente o seu
metabolismo e crescimento (Poveda et al., 2020; El-Saadony et al., 2021). A sua elevada
capacidade de obtencdo de alimento, juntamente com a sua facilidade de adaptacdo aos
meios e climas envolventes, constitui uma das principais razées que tornam os nematodes
fitoparasitas uma das pragas agricolas mais devastadoras a nivel mundial (Orgiazzi et al.,
2016; Sato et al., 2019). Atualmente conhecem-se mais de 4100 espécies de nematodes
parasitas de plantas, responsaveis por infetar um vasto ndmero de culturas de interesse
econdémico. Estima-se que os danos associados aos mesmos causem um prejuizo de 173 mil
milhdes de dodlares anuais (Phani et al., 2021). O ciclo de vida destes varia consoante a
espécie e estd dependente das condicdes de parasitismo de cada um, podendo ser
classificados como: ectoparasitas, semi-endoparasitas e endoparasitas; e parasitas

sedentarios e migratérios (Figura 2.2) (Palomares-Rius et al., 2017). O que difere um



ectoparasita de um endoparasita é a forma como estes se alimentam da planta hospedeira,
sendo que os primeiros ficam no exterior da planta, alimentando-se da mesma através da
penetracao do estilete (6rgdo do nematode situado na estrutura bocal que permite perfurar as
células, para que desta forma possam migrar na planta e alimentarem-se), enquanto os
segundos entram completamente na raiz do hospedeiro e alimentam-se dos seus tecidos
(Palomares-Rius et al., 2017; Magnusson, 2020). Os semi-endoparasitas alimentam-se da
planta durante um momento do seu ciclo de vida, apds penetrarem parcialmente na mesma
(Palomares-Rius et al., 2017). Os parasitas migratérios permanecem maéveis ao longo da sua
vida ao contrario dos nematodes sedentarios que apenas tém um estdgio no qual se

movimentam, sendo este o segundo estagio (Sato et al., 2019).
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Figura 2.2 - Classificagdo dos nematodes fitoparasitas de acordo com o modo de parasitismo. Imagem adaptada
de Sato et al. (2019).

As trés espécies de nematodes fitoparasitas que constituem uma maior ameaca a nivel
mundial para as culturas agricolas com maior interesse econémico sdo: 0os nematodes das
galhas, os nematodes dos quistos e os nematodes das lesdes radiculares (Castillo and
Vovlas, 2007). Estes ultimos ocupam o terceiro lugar na classificacao mundial, sendo o género
Pratylenchus penetrans aquele que afeta um maior nimero de plantas originando, desta

forma, perdas econémicas consideraveis (Vicente et al., 2021).

2.1.1. Nematode das lesdes radiculares

Estudos taxondémicos recentes indicam a existéncia de 101 espécies de nematodes
das lesBes radiculares distribuidas pelo mundo (Orlando et al., 2020). Este grupo de
nematodes constitui uma ameaca para varias plantas e, dependendo da espécie, podem

infetar varios hospedeiros, como por exemplo culturas agricolas, cereais, plantas ornamentais



e culturas industriais (Castillo and Vovlas, 2007). Os NRLs s&o responsaveis por causar
lesbes nas raizes das plantas hospedeiras, como resultado da sua alimentacdo e
desenvolvimento do seu ciclo de vida afetando, assim, o crescimento da mesma (Jones et al.,
2013; Vicente et al., 2021). Como consequéncia da penetracdo do nematode, o crescimento
radicular da planta é afetado, provocando uma diminuicdo do seu tamanho (Vicente et al.,
2021). As raizes comecam por apresentar lesbes acastanhadas, podendo levar a necrose dos
tecidos ou até mesmo a sua completa destruicdo (Fosu-Nyarko and Jones, 2016). Na parte
aérea da planta lesionada, os sintomas costumam manifestar-se através de clorose e redugéo
do crescimento, sendo estes geralmente confundidos com murchiddo derivada de stress
hidrico e/ou problemas associados ao défice de nutricdo (Vicente et al., 2021). As condi¢des
edafoclimaticas adversas (como exemplo, temperatura, humidade, solo) constituem também
uma ameagca para a planta, podendo agravar os sintomas desenvolvidos na parte aérea da
mesma (Vicente et al., 2021).

Os NLRs sao considerados endoparasitas migratérios, intracelulares e, normalmente
apresentam um ciclo de vida de 3 a 9 semanas (Jones and Fosu-Nyarko, 2014). Este é
constituido por seis estagios de desenvolvimento, iniciando-se o mesmo ainda dentro do ovo
e passando para as quatro fases juvenis (J1, J2, J3 e J4), que antecedem a fase adulta (Figura
2.3) (Vicente et al., 2021). O desenvolvimento do ovo compreende dois estados, J1 e J2.
Neste Ultimo estado, 0 nematode eclode e passa a movimentar-se, podendo ser encontrado
na superficie radicular da planta hospedeira ou no seu interior (Vicente et al., 2021). A partir
deste estado até a fase adulta, 0 nematode pode entrar e sair dos tecidos radiculares, de
forma a alimentar-se de células epidérmicas e corticais da raiz (Fosu-Nyarko and Jones,
2016).
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celulares individuais lesbes necréticas

Figura 2.3 - Ciclo de vida dos nematodes das lesGes radiculares. Imagem adaptada de Jones and Fosu-Nyarko
(2014).



A sua reproducdo costuma ser assexuada por partenogénese, no entanto, alguns
géneros de nematodes reproduzem-se sexuadamente, como é o caso do nematode P.
penetrans (Magnusson, 2020). O fitoparasita P. penetrans € considerado um dos mais
destrutivos NLRs devido ao elevado nimero de plantas hospedeiras que consegue infetar e
a sua capacidade para se adaptar a diferentes condices climaticas (Castillo and Vovlas,
2007; Vicente et al., 2021). Este nematode € responsavel por danificar varias culturas
agricolas, sendo em Portugal, a planta da batata (Solanum tuberosum) uma das mais afetadas
(Esteves et al., 2015).

2.2. Metodologias de controlo de nemétodes fitoparasitas

Os métodos de protecdo de culturas agricolas usados no controlo dos danos
provocados pelos nematodes estd dependente da espécie e da quantidade dos mesmos
presentes no solo (Vicente et al., 2021). Estes fitoparasitas adquirem estratégias de protecéo
guando sujeitos a condi¢des adversas a sua sobrevivéncia, sendo a criptobiose um desses
processos que faz interromper o seu metabolismo até condi¢des favoraveis, dificultando assim
0 seu processo de eliminagéo (El-Saadony et al., 2021).

O controlo dos NLRs é geralmente efetuado com recurso ao uso de ndo fumigantes e
fumigantes de solo, destes Ultimos destacam-se a cloropicrina, o brometo de metilo, o
dazomet e o 1,3-dicloropropeno (Orlando et al.,, 2020). Os pesticidas ndo fumigantes
consistem em nematodicidas com baixo peso molecular, constituidos essencialmente por
organofosfatos (Castillo and Vovlas, 2007). No entanto, atualmente, foi proibido o uso da
maioria destas substancias, uma vez que manifestaram grandes preocupagdes a nivel
ambiental e de seguranca na saude (Orlando et al., 2020). Desta forma, e apesar do uso de
pesticidas quimicos ser o método mais utilizado para minimizar a dispersao destes
fitoparasitas, € necessario que se encontre e desenvolva outras abordagens ecoldgicas,
menos dispendiosas e prejudiciais a saude humana (Chitwood, 2002; Barbosa et al., 2022).

De acordo com estudos realizados que visam o uso de compostos naturais para
combate a nematodes fitoparasitas, verificou-se que os 6leos essenciais apresentam varias
vantagens que tornam a sua utilizacdo benéfica contra estes parasitas (Barbosa et al., 2012).
Estes compostos naturais apresentam uma alta atividade biolégica, ndo afetam o meio
ambiente, apresentam uma abordagem de utilizacdo mais segura e ja foram aplicados com
sucesso contra importantes pragas de neméatodes, pelo que sdo considerados produtos de
eleicdo no combate destes organismos em plantas (Faria et al., 2021).

No trabalho de Barbosa et al. (2024) foi avaliada a atividade nematodicida de varios
fitoquimicos contra o P. penetrans, através de bioensaios de contacto direto e indireto. Dois

dos compostos estudados foram o 3-octanol e o benzaldeido, revelaram ser fitoquimicos com



maior atividade no combate a este nematode das lesdes radiculares. Para além destes, foi
também avaliada a atividade do composto oxamil, que é um nematodicida sintético. Foram
realizadas analises aos parametros de toxicidade, analises microscopias para observar as
alterac6es na morfologia dos neméatodes quando submetidos aos diferentes tratamentos e
avaliacdo da seguranca ambiental face aos compostos aplicados (Barbosa et al., 2024). Os
compostos 3-octanol e benzaldeido manifestaram ter resultados promissores, nos quais foi
observada uma elevada taxa de mortalidade do nematode P. penetrans. Devido as suas
vantagens ecoldgicas e de baixa toxicidade para mamiferos foram considerados fortes
nematodicidas no combate ao neméatode em estudo (Barbosa et al., 2024). J& o oxamil,
quando comparado a estes dois fitoquimicos, revelou possuir uma atividade nematodicida
inferior e caracteristicas mais prejudiciais, tanto para o ambiente, como para a saude (Barbosa
et al., 2024).

No seguimento do projeto de investigagdo PratyOmics (PTDC/ASP-PLA/0197/2020),
que visa o desenvolvimento de estratégias mais ecoldgicas de controlo de nematodes
fitoparasitas, pretende-se avaliar a capacidade de degradacdo de xenobitticos do NLR P.
penetrans através do uso de dois compostos nematodicidas, o 3-octanol e o benzaldeido
(Tabela 2.1). O 3-octanol € um composto organico pertencente a classe dos alcoois alifaticos
e as suas plantas de origem sdo da familia Lamiaceae e Asparagaceae (The Metabolomics
Innovation Centre [TMIC], 2010a). O composto benzaldeido é um aldeido aromatico e consiste
num liquido incolor que apresenta um odor caracteristico de améndoa. Este composto é
originario de plantas da familia Gramineae e Cucurbitaceae (The Metabolomics Innovation
Centre [TMIC], 2010b).

Tabela 2.1 - Caracteristicas dos compostos nematodicidas: 3-octanol e benzaldeido. Adaptado de The
Metabolomics Innovation Centre [TMIC] (2010a); The Metabolomics Innovation Centre [TMIC] (2010b).

Origem
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2.3. Interacdo nematode-planta: mecanismos gerais de defesa

Como forma de se protegerem contra organismos patogénicos e assegurarem a sua
sobrevivéncia, as plantas desenvolveram respostas imunitarias, cujo seu conjunto €
conhecido como um processo de imunidade inata (Cui et al., 2015). Para isso, as plantas
recorrem a dois mecanismos de defesa distintos: i) percecdo de padrbes moleculares
associados a agentes patogénicos (Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMPS) ou
padrdes moleculares associados a danos (Damage Associated Molecular Patterns, DAMPS)
provenientes dos recetores nas células vegetais; ii) reconhecimento direto ou indireto de
efetores patogénicos (moléculas secretadas pelo nematode, com diferentes fungbes na
planta, que permitem a sua infe¢c&o), levando a um tipo de imunidade desencadeada por
imunidade provocada por efetores (Efector Triggered Immunity, ETI) (Figura 2.4) (Zipfel, 2008;
Sato et al., 2019).

As respostas intracelulares associadas ao primeiro mecanismo de defesa, que
constitui a resisténcia pré-penetragdo, incluem o reforgo da parede celular das plantas e a
producdo de diferentes compostos de modo a controlarem a infecdo e impedirem a sua
progressao (Figura 2.4) (Zipfel, 2008; Kliebenstein, 2012). As barreiras fisicas existentes na
planta constituem a primeira linha de defesa, impedindo que organismos nao adaptados
(como os nematodes fitoparasitas) consigam ultrapassar as mesmas e infetar a cultura (Cui
et al., 2015). A parede celular constitui a sua principal barreira fisica, sendo esta composta
por estruturas e polissacaridos ligados entre si maioritariamente por ligagdes néo covalentes
(Fosu-Nyarko and Jones, 2016). Das varias substancias produzidas pelas plantas contra estes
fitoparasitas destacam-se: a secrecdo de enzimas, a producdo de compostos com acdo
nematodicida (como exemplo, a producdo de metabolitos secundarios e/ou a secrecao de
agentes repelentes que reduzem a atratividade da raiz) e a libertacdo de espécies reativas de
oxigénio (Reactive Oxygen Species, ROS) e 6xido nitrico (Figura 2.4) (Sato et al., 2019).
Conforme a alteracdo manifestada pela célula hospedeira, sao secretadas moléculas padréao
que vao posteriormente ser reconhecidas por recetores transmembranares (Lee et al., 2017).
No caso dos nematodes fitoparasitas, estes libertam feromonas, mais especificamente
ascarideos, para a rizosfera que véao induzir o desencadeamento de uma resposta imunitaria
por parte da planta hospedeira (Manohar et al., 2020).

A imunidade desencadeada pelos efetores, conhecida como resisténcia pos-
penetracdo, costuma estar associada a morte celular e é conhecida por resposta de
hipersensibilidade (Figura 2.4) (Zipfel, 2008). Esta ocorre apds o nematode conseguir penetrar
a planta com a ajuda do estilete e secretar moléculas efetoras de viruléncia que podem ser
enzimas que destroem a parede celular do hospedeiro e outras moléculas com diferentes

fungBes no parasitismo (Khan and Khan, 2021). Este mecanismo imunitario funciona através



de processos inibitérios que impossibilitam, por exemplo, a formacao e desenvolvimento de
células de alimentag&o necessérias a sobrevivéncia do neméatode no caso dos nematodes
fitoparasitas sedentéarios, e a migragdo dos nematodes semi- ou endoparasitas dificultando,

assim, a conclusao do seu ciclo de vida (Sato et al., 2019).
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Figura 2.4 - Respostas imunitarias das plantas contra os nematodes fitoparasitas (a verde - mecanismos de defesa
PAMPs e DAMPs, e a castanho — mecanismo de defesa ETI). Imagem adaptada de Sato et al. (2019).

As reagfes envolvidas na resposta das plantas a infe¢cdo pelo agente patogénico
envolvem a producdo de ROS e cascatas de fosforilagdo de proteinas quinases ativadas por
mitdégeno (Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPKs) (Buscaill and Rivas, 2014). As ROS
fornecem uma maior resisténcia a planta na medida em que fortalecem as paredes celulares
da mesma (Holbein et al., 2016) e as cascatas de MAPKs sdo fundamentais na regulacdo de
substratos citoplasmaticos e nucleares que asseguram diversos processos biolégicos
(Mohanta et al., 2015). O mecanismo de defesa ETI dificulta o0 modo de sobrevivéncia do
fitoparasita devido a producdo de compostos toxicos (como exemplo, metabolitos
secundarios) através de reacfes que ocorrem nas células e nos tecidos das plantas que
impedem que o0 mesmo consiga alimentar-se (Jibril et al., 2016; Desmedt et al., 2020; Khan
and Khan, 2021). Os metabolitos secundarios sdo compostos biossintéticos derivados da
alteragdo de vias metabdlicas e enzimas do metabolismo primario que, apesar de ndo serem
necessarios para o crescimento e desenvolvimento da planta, fornecem-lhe protecéo contra
diversos estimulos biologicos (Pott et al., 2019; Patil, 2020). Dependendo do estimulo, a planta
produz um determinado metabolito secundario, sendo que grande parte destes séo derivados
de compostos fendlicos (Gillet et al., 2017; Anjali et al., 2023). Os flavonodides e o acido
clorogénico sdo exemplos de metabolitos secundarios libertados pelas plantas apdés uma
ameaga patogénica, de forma a assegurar a resisténcia da cultura hospedeira (Chin et al.,
2018; Khan and Khan, 2021).



2.3.1. Metabolismo de xenobidticos

Num organismo vivo, é possivel ser encontrado produtos quimicos que hdo sao
produzidos pelo mesmo, nem fazem parte do seu metabolismo. A este tipo de compostos
atribuiu-se o nome de xenobidticos (Stefanac et al., 2021). De maneira a conferir protec&o ao
organismo, 0s seres vivos criaram sistemas de destoxificacdo contra xenobidticos,
metabolizando-os em compostos hidrofilicos para depois poderem ser excretados
(MatouSkova et al., 2016). O metabolismo é capaz de influenciar o tempo de meia vida de um
determinado composto, a sua atividade biolégica e a duracdo da mesma, sendo, portanto,
considerado um fator determinante no nivel de toxicidade de um composto e na sua excrecéo
(Timbrell, 2009).

O metabolismo dos xenobiodticos compreende duas etapas: a biotransformacédo e o
transporte no organismo (Figura 2.5) (Matouskova et al., 2016). Numa primeira etapa sao
usados enzimas metabdlicos, com diferentes localiza¢cdes subcelulares, para efetuar a
biotransformacdo de um composto organico, suprimindo, modificando ou adicionando-lhe
grupos funcionais que permitam aumentar a polaridade, 0 peso e o tamanho da molécula,
tornando o substrato mais reativo (Lindblom and Dodd, 2006; Hartman et al., 2021). Apesar
do reticulo endoplasmatico liso ser o local onde se localizam a maioria dos enzimas desta
etapa, alguns deles podem também ser encontrados no citoplasma ou nas mitocéndrias
(Timbrell, 2009). Este processo envolve duas fases distintas, sendo que a primeira fase s6
ocorre se 0 composto ndo possuir um grupo funcional adequado para se prosseguir com a
segunda fase (loannides, 2001). Na primeira fase ocorrem reagfes de oxidacao, reducéo e
hidrélise, nas quais entram enzimas especificos como é o caso dos citocromos P450
(Cytochromes P450, CYP450), das desidrogenases/redutases de cadeia curta (short chain
dehydrogenases/redutases, SDRs) e dos enzimas epoxido hidrolases (epoxide hydrolases,
EPHXs) (Williams et al., 2000; MatouSkova et al., 2016; Gillet et al., 2017). Os citocromos
P450 séo considerados os principais enzimas desta fase, uma vez que sdo responsaveis por
metabolizar varios substratos enddégenos e exdgenos (Matouskova et al.,, 2016). Estes
enzimas sd0 monooxigenases que se encontram no reticulo endoplasmatico e efetuam a
maior parte das reacdes de oxidacdo desta primeira fase (Hartman et al., 2021). O sistema
enzimatico CYP450 é composto por uma familia de isoenzimas que contém um grupo
prostético hemo (Timbrell, 2009). Os enzimas epo6xido hidrolases, situados também no reticulo
endoplasmatico, desempenham um papel fundamental no metabolismo adicional de epéxidos
gue séo gerados pela oxidacdo dependente do CYP450 (Williams et al., 2000). A segunda
fase inclui reagdes de conjugacgéo dos xenobidticos ou dos seus metabolitos com compostos
enddgenos (como exemplo, derivados glucidicos, glutationo (glutathione, GSH), amino&cidos

e compostos inorganicos), permitindo aumentar a solubilidade de forma a facilitar a excrecéo

10



(Matouskova et al., 2016; Hartman et al., 2021). O mecanismo envolvido implica que se forme
um intermediario de alta energia, para que ocorra a ativacado tanto do xenobidtico, como do
metabolito enddégeno (Timbrell, 2009). As reacbes envolvidas podem ser de glucuronidacéo,
conjugacéo com o glutationo ou com aminodcidos, e sao catalisadas, respetivamente, pelos
enzimas UDP-glucuronosiltransferases  (UDP-glucuronosyltransferases, UDP-UGTS),
glutationo S-transferases (glutathione S-transferases, GSTs) e B-liases (Timbrell, 2009). As
UDP-glucuronosiltransferases estdo localizadas no reticulo endoplasmatico e séo
responsaveis por catalisar ligagées covalentes de hexoses a produtos quimicos lipofilicos
(Lindblom and Dodd, 2006; Matouskova et al., 2016). Podem ainda ocorrer reacoes de
conjugagdo com compostos simples através de reacdes de acetilacao, metilacdo e sulfatacédo
(Timbrell, 2009). A segunda etapa consiste no transporte ativo dos metabolitos conjugados
resultantes da etapa anterior, para o exterior da membrana da célula (Matouskova et al.,
2016). Este transporte é efetuado a partir de proteinas de transporte, como é o caso dos
transportadores de cassetes de ligacdo ao ATP (ATP-Binding Cassette, ABC) (Gillet et al.,
2017).
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Figura 2.5 - Metabolismo dos xenobiéticos. Imagem adaptada de Matouskova et al. (2016).

A producédo de metabolitos secundarios pelas plantas sdo um exemplo de xenobidticos
para 0os nematodes, sendo que a sua absorcao ocorre maioritariamente por ingestdo, e
através da cuticula, cuja composicdo em colagénio protege contra xenobioticos (Gillet et al.,
2017 ; Xiong et al., 2017; Hartman et al., 2021).
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3. Metodologia

3.1. Estratégia

Local de realizacado: Laboratdrio de Nematologia sediado no Pdlo da Mitra, Universidade de

Evora.

Apoio financeiro: Projeto PratyOmics (PTDC/ASP-PLA/0197/2020) - Metabolémica de

plantas para o controlo do nemétode das lesdes radiculares Pratylenchus penetrans.

Duracéo: 1 semestre letivo.

Modelo biolégico: Neméatode de lesBes radiculares, Pratylenchus penetrans.

Ensaios:

Validacdo no genoma e transcriptoma do P. penetrans dos genes preditos no
metabolismo dos xenobidticos;
Estudo da expressao dos genes do metabolismo dos xenobiéticos na presenca de 3-

octanol, benzaldeido e oxamil.

Parametros analisados:

Andlise bioinformatica de sequéncias nucleétidas e proteicas;

Quantificacdo da concentracdo de DNA (deoxyribonucleic acid, &cido
desoxirribonucleico) e RNA (ribonucleic acid, acido ribonucleico);

Amplificag@o de genes de interesse por PCR (Polymerase Chain Reaction, rea¢cdo em
cadeia polimerase);

Anadlise da expresséo relativa por RT-gPCR (Real-Time Quantitative Polymerase
Chain Reaction, PCR em tempo real).

Técnicas utilizadas:

Extracdo de DNA;

Analise de &cidos nucleicos por fluorometria;

Amplificacéo de genes por PCR;

Eletroforese em gel de agarose;

Purificacdo de produtos de PCR;

Analise de sequéncias obtidas por sequenciacdo Sanger;

Extracdo de RNA e sintese de cDNA (Complementary DNA, DNA complementar);

Avaliacdo da expressao relativa de genes por RT-gPCR.
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3.2. Procedimento Experimental

3.2.1. Analise in silico de sequéncias de genes envolvidos na via metabdlica

dos xenobidticos

Uma lista de sequéncias de genes potencialmente envolvidos na degradacdo de
xenobiéticos, foi obtida a partir de uma verséo in-house do genoma (Vieira et al., dados nao
publicados), e do transcriptoma do P. penetrans em contacto com 0s compostos bioativos em
estudo (Vicente et al., dados néo publicados) (Tabela 3.2). As sequéncias nucleétidas (gDNA
(Genomic DNA, DNA gendmico) e cDNA) destes genes foram analisadas em diversas bases
de dados. Os primers foram desenhados manualmente com recurso as ferramentas

bioinforméticas NCBI Primer-BLAST (https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cqi; Altschul et al., 1990) e Tm calculator no Thermo Fisher Scientific (Tm

Calculator | Thermo Fisher Scientific - PT). O alinhamento das sequéncias de gDNA com o

cDNA, por complementaridade, foi efetuado através do programa “CLC Sequence Viewer 8”
(QIAGEN) e, posteriormente, utilizou-se o software online “Exon-intron Graphic Maker”

(http://wormweb.org/exonintron) para a representagéo grafica de exfes-intrées. Estas duas

ferramentas permitiram a analise da estrutura exdo-intrdo e, desta forma, a validagdo das
sequéncias de DNA. Com recurso a base de dados bioinformatica NCBI BLASTXx

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi; Altschul et al., 1990) foi efetuada uma identificacdo

por similaridade das sequéncias de gDNA e cDNA, na qual se restringiu ao nivel taxonémico
“Nematoda” e, posteriormente, efetuou-se uma analise predita da sequéncia de aminoacidos

utilizando a ferramenta EXPASY (https://www.expasy.org/ Gasteiger, 2003). Apos ter sido

efetuada a predicdo mencionada anteriormente, foi realizada uma analise de identificacdo da
similaridade da sequéncia de amino&cidos e, para isso, utilizaram-se as bases de dados NCBI
BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.qgov/Blast.cgi; Altschul et al., 1990), Uniprot

(https://www.uniprot.orq) e Wormbase (https://parasite.wormbase.org/index.html; Howe et al.,

2017). A ferramenta Translate da EXPASY (https://web.expasy.org/translate/; Gasteiger,

2003) permitiu realizar a traducdo da sequéncia de aminoacidos para uma sequéncia de

proteinas e, para esta Ultima foi efetuada uma predi¢éo quanto a presenca de sinal peptidico

através do software SignalP 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/;
Teufel et al., 2022). Por fim, determinou-se o ponto isoelétrico e a massa molecular da proteina

com recurso ao software Peptide mass da EXPASY (https://web.expasy.org/compute pi/;

https://www.expasy.org/resources/peptidemass; Gasteiger, 2003).
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3.2.2. Validacao dos genes envolvidos na via metabdlica dos xenobidticos

3.2.2.1. Extracdo do DNA

De forma a proceder-se a extracdo de DNA do nematode P. penetrans recorreu-se ao
kit de extracdo NZY Tissue gDNA Isolation kit (NZYTech, Portugal). Primeiramente foi
necessario realizar uma homogeneizacao das suspensfes de nematodes, uma vez que estes
fitoparasitas possuem cuticula. Para que isso ocorresse, colocou-se a amostra num tubo O-
Ring juntamente com uma esfera metélica e homogeneizou-se 3 vezes durante 6 s em speed
3 no homogeneizador Mini Bead Mill (VWR). Seguidamente, centrifugou-se a amostra de
modo a remover o contetdo que ficou nas paredes dos tubos utilizando a centrifuga Mini
(Scanspeed) e colocou-se a mesma num tubo de 1,5 mL. Posteriormente, e a fim de se
proceder a lise celular, adicionou-se 180 uL do Buffer NT1 (reagente do kit) e, apds se
homogeneizar o contetido utilizando o vortex, colocou-se 25 pL de Proteinase K (reagente do
kit) para que as proteinas fossem degradadas. Homogeneizou-se a mistura no vortex e
incubou-se a mesma no termobloco de banho seco Thermomixer compact (Eppendorf) a
56°C, durante cerca de 2:30 h, com agitacdo de 350 rpm. ApOs terminar 0 processo,
adicionou-se 200 pyL de Buffer NL e homogeneizou-se a mistura durante 10 s no vortex.
Adicionou-se 210 uL de etanol 100% (v/v) a amostra e tornou-se a homogeneiza-la no vortex.
Inseriu-se em tubos de recolha de 2 mL, uma coluna fornecida pelo kit, transferiu-se a amostra
para a mesma e levou-se a centrifugar a 12 300 g durante 1 min. Descartou-se o0
sobrenadante, colocou-se novamente a coluna no tubo de 2 mL e adicionou-se 500 yL de
Buffer NW1 (reagente do kit). Centrifugou-se a amostra a 12 300 g durante 1 min e 0 processo
repetiu-se, mas desta vez usando 500 pL de Buffer NW2 (reagente do kit). Efetuou-se ainda
uma outra centrifugagdo a seco durante 2 min a 12 300 g, para retirar o etanol e os residuos
que ainda pudessem estar presentes na coluna. Por fim, e como forma de eluir o gDNA da
coluna, colocou-se a mesma num tubo de 1,5 mL e adicionou-se 25 pL do Buffer NE
diretamente na membrana da coluna. Deixou-se repousar durante 1 min e levou-se a
centrifugar a 12 300 g durante 2 min obtendo-se, assim, o DNA total no fundo do tubo.

O DNA total extraido foi quantificado no fluorémetro Qubit 4.0 (Invitrogen) e, para isso,
utilizou-se o Qubit 1x ds DNA HS Assay kit (Invitrogen).

3.2.2.2. Amplificacdo dos genes de interesse por PCR
De forma a ser feita a validagéo dos genes preditos, foram desenhados manualmente

primers com cerca de 20 pb (pares de base) a partir das sequéncias de DNA e cDNA,

utilizando a ferramenta bioinformatica NCBI Primer-Blast
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(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqgi; Altschul et al., 1990) e Tm

calculator no Thermo Fisher Scientific (Tm Calculator | Thermo Fisher Scientific - PT) (Tabela

3.2). Paraisso, teve de se considerar as propriedades dos primers desenhados (% de guanina
e citosina e a temperatura de melting que deve estar entre os 50°C e os 60°C) e, foi ainda
efetuada uma avaliacdo a hibridacdo do primer. A empresa STAB VIDA, em Portugal,
sintetizou os primers desenhados e quando os mesmos chegaram ao laboratério vinham
liofilizados, sendo necessario hidrata-los a uma concentracdo de 100 uM. Posteriormente,
preparam-se solucdes de trabalho dos primers, onde se colocou 10 yL de solugéo preparada
anteriormente e 90 uL de agua destilada e esterilizada, de modo a obtermos uma
concentracao final de 10 yM.

Tabela 3.2 - Lista de primers correspondentes aos genes de interesse para PCR e RT-PCR. As sequéncias dos
primers estdo na diregdo 5™-3’.

L . N ) oy Tamanho de
Gene Técnica Primers Sequéncia (5’- 3’) amplicon (pb)
Forward ATGGCTTATTACATTCGC
€4302.17317 PCR Reverse TTATTGGTATATGCTGTTGG 1873
Forward GATGCGGCTCTCTTTTC
£4302.28581 PCR Reverse TCAATCCTTCTTCTTTGCAA 2697
Forward GTGGGTCAGTTGTTCAA
430229925 PCR Reverse GATGAATCGAAAAGTTGGC 900
PCR Forward ACCGGCACTTTCTTGTTCCA 2208
C4302.20899 Reverse GCCAAAACAGCCAAACCGAT
’ PCR Forward TGCCATTGCGGATTTGTTGG 200
q Reverse TCGTGTCCAGTTTGTGTGCT
PCR Forward ATGTTCCAACGAATAAAC 1262
C4302.28117 Reverse TCATTCTCCAATGAATTTC
’ PCR Forward GCATGCCGAGCTGAATGAAG 137
q Reverse GCATCACATTCATCGGCACC
PCR Forward ATGATGCCATACTTTGGC 359
C4302.23116 Reverse CTACTGCTTCTTGCTCA
’ PCR Forward TGGTTTCGTCCTTCCATCGG 156
q Reverse TCCTTCAATTGGGGCACTCC
Forward GTTCAGGCCCGAAAGATGGA
©4302.30833 GPCR Reverse TGAGCATTTGCTAAGCCGGA 164
Forward CAGAATTGGGCCAACACGTG
£4302.7450 GPCR Reverse TCCACATAGGTTAGGCCGGA 103
. Forward TGGCATCCACGAGACTTCAT
Actina aPCR Reverse CCAATGCGGTGATCTCCTTC 146

pb — Pares de Base

Para que se proceda a amplificacdo dos genes de interesse, recorreu-se a técnica de
PCR. Preparou-se uma mistura PCR com 0,625 pL de cada primer com concentracdes de
0,25 M (forward e reverse), 12,5 uL de Master Mix que continha dNTPs, Buffer Taq, Taq DNA
polimerase e MgCl,, 1 yL de DNA e perfez-se o volume com agua destilada e esterilizada. A
reacao foi feita para um volume final de 25 yL. Preparou-se ainda um controlo negativo que

continha tudo com excegdo do DNA. O programa PCR utlizado para amplificacdo foi:
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desnaturacéo inicial a 95°C durante 3 min; 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 s,
emparelhamento a uma temperatura de annealing conforme cada primer durante 30 s;
alongamento a 72°C durante 1 min; e extensao final a 72°C durante 10 min. A temperatura de

annealing para cada primer foi calculada anteriormente com base na equacao 1:

T, = T,y — 2°C (1)

onde T, é a temperatura de annealing (°C) e T, corresponde a temperatura de melting (°C)

de cada primer.

3.2.2.3. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR amplificados foram analisados a partir da técnica de eletroforese
em gel de agarose que permite estimar o tamanho dos fragmentos de &cidos nucleicos, neste
caso de DNA. Preparou-se um gel de agarose 1% (w/v) em tampéo TBE Buffer 0,5X, que
apoés ser aquecido para dissolucdo, foi adicionado cerca de 1 puL de agente intercalante
greensafe premium (NZYTech). Posteriormente, verteu-se a mistura para um berco
previamente preparado com um pente de pocos, estes que séo selecionados com base na
guantidade de amostras que se pretende analisar, e deixou-se repousar durante
aproximadamente 40 min. Apos solidificacdo do gel, colocou-se 0 mesmo numa tina de
eletroforese horizontal preliminarmente revestida com tampéo TBE Buffer 0,5X e ligada a uma
fonte de energia VWR, Power Source 300 V (VWR). Adicionou-se 3 uL de marcador molecular
num dos poc¢os, podendo este ser de 1 Kpb (kilo pares de base) ou 100 pb DNA Ladder
(BIORON) consoante o tamanho das amostras submetidas para analise e, nos restantes
pocos colocou-se 6 YL das amostras. A corrida decorreu durante 40 min com uma corrente
de 300 mV e um potencial de 85 V. ApGs terminada a eletroforese, e de forma a poderem ser
visualizados os resultados obtidos, colocou-se o gel no transiluminador de luz UV Genoview

(VWR) e fotografou-se o mesmo com uma maquina fotografica Canon power shot g10.

3.2.2.4. Purificacdo dos produtos de PCR, sequenciacdo e andlise de

sequéncias

Para a purificacdo dos produtos PCR utilizou-se o MinElute PCR purification kit
(QIAGEN) seguindo o procedimento indicado pelo mesmo. Primeiramente, centrifugou-se os
produtos PCR na minicentrifuga (Scanspeed) e mediu-se o volume de cada amostra.
Adicionou-se 10 pL de acetato de sodio (pH 5,2 £ 1,3; 3 M) para diminuir o pH do produto e,

assim, facilitar a absor¢cdo na membrana da coluna. Seguidamente, e apos ter sido feito o
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calculo do volume das misturas (volume de cada amostra com os 10 L de acetato de sddio),
adicionou-se um volume igual de isopropanol em cada amostra e homogeneizou-se o
conteudo. Inseriram-se colunas fornecidas pelo kit para tubos de recolha de 2 mL,
transferiram-se as misturas para as mesmas e levaram-se a centrifugar a 13 000 rpm durante
1 min. Para cada amostra, descartou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 500 pL de solucéo
tampédo Buffer QG; levou-se a centrifugar sob as mesmas condi¢des e voltou-se a descartar
0 sobrenadante. Colocou-se na coluna do mesmo tubo 750 pL de solugdo tampéo Buffer PE,
centrifugou-se a 13 000 rpm durante 1 min e descartou-se o sobrenadante. Realizou-se ainda
outra centrifugacéo, desta vez a seco para retirar o etanol e os residuos que ainda pudessem
estar presentes na coluna, durante 1 min a 13000 rpm e tornou-se a descartar o
sobrenadante. Posteriormente, colocou-se a coluna num tubo de 1,5 mL e adicionou-se
diretamente na membrana 10 pL de Buffer EB (10 mM Tris-ClI, pH 8,5). Aguardou-se 1 min a
temperatura ambiente e, de seguida, centrifugou-se a 13 000 rpm durante 1 min para eluir o
produto PCR purificado. Por fim, adicionou-se ao volume de PCR purificado 3 pL de primer
forward de cada gene correspondente.

Os produtos de PCR purificados foram enviados para sequenciacdo para a empresa
STAB VIDA (Portugal), apés os tubos terem sido etiquetados e selados com parafilme. Os
resultados foram analisados e tratados no programa “BioEdit Sequence Alignment Editor 7.7”
(Hall, 1999) e, posteriormente, foram efetuados alinhamentos das sequéncias obtidas com as

respetivas sequéncias preditas, de modo a ser verificada a percentagem de similaridade.

3.2.3. Sintese de cDNA a partir de RNA dos ensaios nematodicidas e

validacdo por qPCR

Os ensaios nematodicidas foram realizados previamente no laboratério de
nematologia em condi¢des sub-letais. Para isso, foram colocados P. penetrans em contacto
com os compostos que pretendem ser estudados em incubacéo durante 30 min, tempo que
estimula os nematodes, mas que nao € letal para os mesmos. Procedeu-se a lavagem dos
nematodes com agua destilada e esterilizada e conservaram-se os mesmos a -80°C.

Primeiramente, procedeu-se a extracdo de RNA total dos nematodes através do
RNAeasy Plant Mini kit (QIAGEN) e para quantificagdo do mesmo utilizou-se o Qubit RNA HS
Assay kit (Invitrogen). As concentracfes foram medidas através de um fluorometro Qubit 4

(Invitrogen) e encontram-se dispostas na tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Quantificagdo do RNA total extraido de Pratylenchus penetrans tratados com ddH20, DMSO
(dimetilsulféxido), oxamil, 3-octanol e benzaldeido e com as respetivas repeticfes bioldgicas e técnicas.

Tratamento Repeticéo Bioldgica Repeticdo Técnica Concentracédo (ng/pL)
ddH-20 I 2 15,5
DMSO I 2 128
Oxamil III 1 9&’34
3-octanol III 1 8?:38
Benzaldeido III 1 ;gg

Para a sintese de cDNA utilizou-se o Super Script Il first-strand synthesis system kit
(Invitrogen), seguindo os passos indicados no procedimento. Comegou-se por colocar num
tubo de 1,5 mL cerca de 2-10 yL de RNA total, 1 yL de mistura de oligo (dt)2o, 1 gL de mistura
dNTP 10 mM e finalmente, perfez-se o volume com agua destilada e esterilizada até atingir
os 10 uL. Levou-se a mistura a incubar ao termociclador (BIORAD) a 65°C durante 5 min e,
apos esse tempo, colocou-se a mesma, de imediato, numa placa de gelo durante, pelo menos,
1 min. Posteriormente, adicionou-se 2 uL de tampéao Buffer RT 10x, 4 uL de cloreto de
magnésio 25 mM, 2 uL de DTT 0,1 M, 1 uL de RNase out (40 U/uL) e 1 pyL de SuperScript lll
RT (200 U/uL) e, apos centrifugagéo, a mistura voltou a ser incubada a 50°C durante 50 min
e, logo de seguida, a 85°C durante 5 min. Levou-se novamente a mistura a uma placa de gelo
e, de seguida, adicionou-se 1 uL de RNase H. Por fim, a mistura foi incubada a 37°C durante
20 min. O cDNA sintetizado serviu para validar os primers anteriormente desenhados (Tabela
3.2).

3.2.4. Quantificagao relativa dos enzimas do Pratylenchus penetrans por RT-
gqPCR

O real-time quantitative PCR (RT-gPCR) é uma técnica analitica muito sensivel que
permite a detecdo e quantificacdo de cDNA amplificado, por ciclos, a medida que a reacao
avanca, isto é, em tempo real (Bio-Rad, 2006). Este processo ocorre devido a presenca de
uma molécula fluorescente, que permite a sintese de cDNA utilizando como molde o RNA de
um organismo submetido a um determinado estimulo. O sinal fluorescente apresenta uma
relacdo de proporcionalidade direta com a quantidade de DNA presente, sendo que um
aumento na medida de fluorescéncia revela um aumento de DNA amplificado em cada ciclo
(Bio-Rad, 2006). O numero de ciclos de amplificagdo em funcdo da fluorescéncia é
representado através de um grafico com uma curva sigmoide, conforme ilustrado na figura
3.6. Inicialmente, ndo é detetado os aumentos na fluorescéncia, no entanto, o acumular de
produto amplificado leva a que se produza um sinal fluorescente detetavel (Bio-Rad, 2006).

Este é marcado pelo niamero de ciclos, Cr (Cycle threshold, limite inferior detetavel),
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representado no eixo das abcissas e 0 seu valor corresponde a quantidade inicial de transcrito
(Bio-Rad, 2006).
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Figura 3.6 — Gréfico de amplificacdo. Imagem adaptada de Bio-Rad (2006).

Para este estudo, em patrticular, utilizaram-se trés tratamentos, sendo estes o oxamil,
0 3-octanol e 0 benzaldeido, e para servir de controlo recorreu-se ao uso de agua destilada e
esterilizada para o tratamento em que se utilizou oxamil, e DMSO (dimetilsulféxido) para os
tratamentos de 3-octanol e benzaldeido. A analise da expressao génica dos genes de
interesse do P. penetrans por contacto com o0s respetivos tratamentos foi realizada por RT-
gPCR e utilizou-se o SensiFast SYBR Lo-Rox kit (Meridian Bioscience). Para cada gene de
interesse preparou-se em tubos de 1,5 mL uma mistura contendo 10 pyL de SensiFast SYBR,
0,8 uL de primer forward, 0,8 uL de primer reverse e 7,4 uL de agua destilada e esterilizada,
volume necessario para perfazer os 20 uL de cada pogo da placa. Apds levar ao vortex,
dividiu-se o conteudo pela placa e finalmente, adicionou-se 1 uyL de cDNA aos respetivos
pocos. No aparelho real-time (BIOER), através do programa PCR gene 9660, selecionou-se
as condi¢des necessérias para o decorrer do processo: desnaturagdo a 95°C durante 20 s e
emparelhamento em ciclos de 95°C durante 15 s e 60°C durante 20 s. Por fim, os resultados
obtidos foram tratados com auxilio do Microsoft excel, tendo sido determinada a quantificagéo
relativa dos enzimas do P. penetrans através do coeficiente de expressdo normalizado 27246t

(2 - 4). Este método, também conhecido por método de Livack, é representado pelas seguintes

expressoes:
ACr(teste) = Cr(alvo, teste) — Cy(referéncia, teste) 2
ACr(calibrador) = Cr(alvo, calibrador) — Cr(referéncia, calibrador) 3)
AACy(teste) = AC(teste) — ACr(calibrador) (4)

19



em que, os genes alvo correspondem aos genes de interesse, ou seja, aos enzimas do P.
penetrans e o gene de referéncia a actina, que € um gene que esti constantemente a ser
regenerado na célula. Os diferentes tratamentos administrados (oxamil, 3-octanol e
benzaldeido) sdo dados pela condicdo teste, e a condicdo calibrador é correspondente ao
controlo (ddH-O ou DMSO).

3.2.5. Tratamento dos resultados

Para o tratamento estatistico dos resultados utilizou-se o programa R através do

software jamovi 2.3.28 (https://www.jamovi.org). Primeiramente, fez-se uma andlise de

estatistica descritiva a nivel da expressdao dos genes, com média, desvio-padrdo e erro-
padrdo, e representou-se graficamente os resultados obtidos. Posteriormente, realizou-se
uma andlise de variancia ANOVA a um fator (Fisher) e verificou-se 0s pressupostos através
do teste de Levene, teste a homogeneidade de variancias. Por fim, efetuou-se o teste Post-
Hoc de Tukey, que se aplica quando temos trés ou mais grupos, como forma de avaliar os
valores de significancia entre as médias dos diferentes genes de interesse em relacdo ao
gene de referéncia (actina). A analise foi realizada de forma independente para cada um dos
tratamentos, 3-octanol, benzaldeido e oxamil, sendo que, para os dois primeiros utilizou-se
como controlo o solvente DMSO e para o oxamil usou-se ddH.O. Para os trés tratamentos

colocou-se como variavel dependente o fold-change para cada gene.

20



3.3. Equipamentos

Balanca de precisdo (OHAUS Pioneer™)

Homogeneizador (Marca VWR; Modelo Mini Bead Mill)

Microcentrifuga (Marca Scanspeed; Modelo Mini)

Centrifuga (Marca Scanspeed; Modelo Mini)

Termobloco de banho seco (Marca Eppendorf; Modelo Thermomixer compact)
Vortex (Marca VWR International; Modelo 444-1372)

Tina de eletroforese horizontal 50 mL (Marca Bio-Rad; Modelo mini-sub cell GT)
Tina de eletroforese horizontal 100 mL (Marca Bio-Rad, Modelo Wide mini-sub cell GT)
Power Source (Marca VWR, 300 V)

Transiluminador de luz UV (Marca VWR; Modelo Geno view)

Maguina fotografica Canon power shot g10

Termociclador (Marca BIORAD; Modelo T100™)

Fluorémetro (Marca Invitrogen; Modelo Qubit 4)

Centrifuga de placas RT-qPCR (Marca VWR; Modelo PCR Plate Centrifuge Il)
Termociclador RT-gPCR (Marca BIOER; Modelo Quant. Gene 9600)

3.4. Reagentes

TBE (VWR, Buffer 0,5X)

Agarose (NZYTech, MB14402)

Greensafe premium (NZYTech, 1 mL Batch Y0051)

Marcador 1 kpb DNA Ladder (BIORON, 0,25 mg/mL)

Marcador 100 pb DNA Ladder (BIORON; 0,25 mg/mL)

Supreme NZYTaq Il 2X Green Master Mix (NZYTech)

Primers (STAB VIDA, Portugal)

Kit de extragéo de DNA: NYZ Tissue gDNA Isolation kit (NZYTech, Portugal).

Kit de purificagdo: MinElute PCR Purification kit (QIAGEN)

Kit de quantificacdo de DNA (Fluorometro): Qubit™ 1X dsDNA HS Assay kit
(Invitrogen)

Kit de extracdo de RNA: RNeasy Plant Mini kit (QIAGEN)

Kit de quantificacdo de RNA (Fluorémetro): Qubit RNA HS Assay kit (Invitrogen)

Kit de sintese de cDNA: Super Script lll first-strand synthesis system kit (Invitrogen)

Kit de quantificagdo por gPCR: SensiFast SYBR Lo-Rox kit (Meridian Bioscience)
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3.5. Diagrama do trabalho

Analise in silico de sequéncias de genes envolvidos na via metabdlica dos
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Sintese de cDNA a partir de RNA dos ensaios nematodicidas e validagéao por

qPCR.

Quantificacéo relativa dos enzimas antioxidantes do P. penetrans por RT-qPCR.

Analise estatistica dos resultados utilizando o software jamovi 2.3.28.
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4. Resultados e discussao

4.1. Anédlise in silico das sequéncias preditas dos enzimas do Pratylenchus

penetrans

No seguimento do projeto PratyOmics, que visa o controlo do nematode das lesdes
radiculares P. penetrans nas culturas agricolas, foram eleitos para o estudo enzimas
segregadas pelo fitoparasita que se encontram envolvidos no metabolismo dos xenobidticos.
Os enzimas selecionados e 0s respetivos genes que os codificam foram: citocromos (CYP,
C4302.28117 e (C4302.30833), glucuronosiltransferases (UGTs, €4302.20899 e
C4302.28581), glutationo S-transferases (GST, C4302.23116 e C4302.7450), epoxido
hidrolase (EPHX, C4302.17317) e desidrogenase/redutase de cadeia curta (SDR,
C4302.29925). As analises efetuadas in silico das sequéncias gendmicas, codificantes e
proteicas preditas encontram-se dispostas na tabela 4.4.

Os genes C4302.28117 e C4302.30833 codificam CYPs, enzimas que participam na
primeira fase da biotransforma¢édo do metabolismo dos xenobioéticos. Com base na analise in
silico, o primeiro gene referenciado apresenta um tamanho de 1262 pb para a sequéncia
gendmica e 1065 pb para a sequéncia codificante, que corresponde a uma estrutura
constituida por quatro exdes e trés intrées. Para a sequéncia de cDNA foi encontrada
similaridade com a proteina CYP-33C9 do nematode Aphelenchus avenae (KAH7716430.1),
apresentando uma percentagem de identidade de 57,96% e um valor de e-value de 5e*%. A
proteina predita deste gene possui 354 aa e, os dados de similaridade encontram-se em
conformidade com a andlise realizada com o cDNA, sendo a Unica diferenca os valores de
percentagem de similaridade e do e-value que sdo, respetivamente, 56,2% e 2e1%°, A proteina
nao possui sinal peptidico e apresenta uma massa de 40,80 KDa e um ponto isoelétrico de
5,59. Relativamente ao gene C4302.30833, apenas é conhecido o tamanho da sequéncia
codificante, sendo este de 440 pb. A sequéncia codificante é constituida apenas por exdes
devido a um processo designado de splicing catalisado pelo enzima transcriptase reversa
(Reverse Transcriptase, RT), que elimina os intrées da sequéncia genémica do DNA quando
este é sintetizado a partir de uma molécula de RNA mensageiro (messenger ribonucleic acid,
MRNA). Por essa razdo, a estrutura exdo-intrdo deste gene apresenta, somente, na sua
constituicdo exdes. Tanto a sequéncia de cDNA como a proteica apresentam similaridade
com um produto ndo identificado de uma proteina do neméatode das galhas Meloidogyne
enterolobii (CAD2195742.1) . Para o cDNA o valor de similaridade apresentado € de 59,52%

com um e-value de 6e3!, e para a proteina é de 61,11% com um e-value de 3e’. O tamanho
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da sequéncia proteica € de 122 aa, ndo apresenta sinal peptidico, o valor da massa predita
da proteina é de 14,17 KDa e tem um ponto isoelétrico de 9,92.

Os genes C4302.20899 e C4302.28581 que codificam os UGTSs, envolvidos nas
reacdes de conjugacao dos xenobidticos, foram analisados individualmente de forma predita
através de ferramentas bioinforméticas. Para o gene C4302.20899 constatou-se que o
tamanho predito da sequéncia genémica e da codificante é, respetivamente, 2208 pb e 1728
pb, possuindo, portanto, sete exfes e seis intrdes na sua estrutura. Foi encontrada
similaridade, a partir da sequéncia codificante, de 54,31% e e-value de 1e'”® com um produto
ndo especificado de uma proteina do Meloidogyne enterolobii (CAD2147061.1). Ao ser
efetuada a andlise predita da proteina verificou-se que a mesma continha uma sequéncia com
575 aa, apresentando similaridade de 53,46% e um e-value de 0 com um produto n&o
especificado de uma proteina do Meloidogyne enterolobii. A sequéncia predita apresenta um
sinal peptidico, o que podera sugerir que a proteina é secretada. O sitio no qual é evidente a
existéncia desse sinal, corresponde ao local de clivagem da sequéncia nucleotidica, por uma
protease. A massa predita da mesma e 0 ponto isoelétrico apresentam, respetivamente, 0s
valores de 65,36 KDa e 6,31. O gene C4302.28581 apresenta um genoma predito constituido
por 2697 pb e um transcriptoma com 1707 pb, correspondendo a presenca de treze exdes e
doze intr6es. A sequéncia de cDNA apresentou correspondéncia com um produto ndo
especificado de uma proteina do Meloidogyne enterolobii (CAD2134712.1), com similaridade
de 73,43% e e-value de 0, a semelhanca da andlise efetuada com a sequéncia proteica que
apenas apresentou diferente a similaridade, que foi de 72,21%. A proteina predita, constituida
por 568 aa, assinalou a presenca de sinal peptidico, apresentou uma massa de 65,21 KDa e
um ponto isoelétrico de 9,44.

Os GSTs catalisam reagdes de conjugagéo com o glutationo na fase Il do metabolismo
dos xenobiodticos e sdo codificantes dos genes C4302.23116 e C4302.7450. Em relacao ao
gene C4302.23116, e segundo a analise in silico efetuada, possui 359 pb na sequéncia
gendémica e 309 pb na sequéncia codificante, revelando ter uma estrutura composta por
apenas um intrdo e, consequentemente, dois exdes. A sequéncia de cDNA apresentou
correspondéncia de 59% com o glutationo S-transferase-1 do organismo Meloidogyne
graminicola (KAF7638000.1), e um e-value de 3e8, encontrando-se em concordancia com a
andlise realizada a sequéncia proteica. A proteina predita apresentou um tamanho de 102 aa,
uma massa de 11,55 KDa e um ponto isoelétrico de 9,13. A sequéncia nao revelou ter sinal
peptidico. Para o gene C4302.7450, desconhece-se a sequéncia de gDNA, estando apenas
evidenciado o tamanho da sequéncia de cDNA com 157 pb, logo, a estrutura da mesma vai
ser apenas constituida por exfes. A partir da analise a sequéncia codificante verificou-se que
a mesma tinha similaridade de 63,27% com um e-value de 2e’*®* com uma proteina hipotética

do Meloidogyne graminicola (KAF7635100.1). O tamanho da proteina predita foi de 50 aa.
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N&o foi encontrada similaridade através da sequéncia proteica, uma vez que se utilizou para
a analise a predicdo da mesma e ndo aquela correspondente a nossa sequéncia de DNA.
Posto isto, os dados referentes ao sinal peptidico (sem sinal), a massa da proteina (37,20
KDa) e ao ponto isoelétrico (6,48) foram obtidos com base nesta condicao.

O gene C4302.17317, que codifica o enzima EPHX que participa nas reacfes de
hidrélise da primeira fase do metabolismo dos xenobidticos, possui um tamanho de gDNA de
1873 pb e de cDNA de 1416 pb, sendo a sua estrutura composta por seis exdes e cinco
intres. Tanto a andlise feita a partir da sequéncia codificante, como da sequéncia proteica,
apresenta correspondéncia de 59,29% com um produto ndo especificado de uma proteina do
Meloidogyne enterolobii (CAD2175980.1), com um e-value de 0. A sequéncia proteica predita
apresenta na sua constituicdo 471 aa, uma massa de 53,28 KDa e um ponto isoelétrico de
6,63. Possui sinal peptidico.

O enzima SDR, a semelhanc¢a dos CYP e dos EPHX, também participam na fase | da
biotransformacédo do metabolismo dos xenobiéticos. O gene C4302.29925 que codifica esse
enzima, possui um tamanho do genoma de 900 pb e um transcriptoma de 477 pb,
evidenciando a presenca de trés exdes e dois intrdes. As sequéncias de DNA codificante e
proteica apresentaram correspondéncia com um produto ndo identificado de uma proteina do
Meloidogyne enterolobii (CAD2166131.1) (71,64% de identidade; e-value de 2e°). A proteina
predita de 158 aa, com uma massa de 17,35 KDa e um valor de ponto isoelétrico de 4,80, ndo
assinalou a existéncia de sinal peptidico. Para nenhum dos genes referidos conseguiu-se
encontrar similaridade com outro organismo através da sequéncia gendmica de DNA. Isto
podera derivar do facto do genoma do P. penetrans ndo estar publicado na base de dados e,
ao ser procurada correspondéncia através do cDNA, que ja ndo possui intrBes, a sequéncia
torna-se mais pequena e mais facil de ser analisada pelas ferramentas bioinformaticas que,

por conseguinte, conseguem estabelecer similaridade com outros organismos.
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Tabela 4.4 — Andlise in silico dos genes preditos que codificam os enzimas do Pratylenchus penetrans.

Massa
Enzi gDNA BLAST,” cDNA BLASTX O Tamanr]o BLASTp Sinal predita da Ponto
nzima Gene ID (e-value; % o . Estrutura exao-intrao da proteina (e-value; % Py . . e
(pb) \ . (pb) (e-value; % identidade) . ) " peptidico proteina isoelétrico
identidade) predita (aa) identidade) (KDa)
Protein CYP-33C9 Profei SyP 33C9
C4302.28117 | 1262 | Notfound | 1065 (Aphelenchus avenae) U V4 U 354 (Aphelenchus No 40,80 5,59
5e1%0- 57 96 avenae),
U 2e1%; 56,2
CYP Unnamed protein
Unnamed protein product product
C4302.30833 * * 440 (Meloidogyne enterolobii) . 122 (Meloidogyne No 14,17 9,92
6e3!; 59,52 enterolobii)
3e?; 61,11
; Unnamed protein
Unnamed protein product || [
C4302.20899 | 2208 | Notfound | 1728 | (Meloidogyne enterolobii) !Fv Y N Voo 575 (Mé’lg’igg;;ne Yes 65,36 6,31
-173.
UaT 1e7™ 54,31 enterolobii) 0; 53,46
Unnamed protein product | Il | MENEN HEE N N NN U””a”r‘eg p;"te'”
C4302.28581 | 2697 Not found 1707 | (Meloidogyne enterolobii) VVE VNS VYV VY VY 568 produc Yes 65,21 9,44
0 73.43 (Melo@ogyne
o enterolobii) 0; 72,21
Glutathione S- Glutathione S-
transferase-1 -\/— transferase-1
C4302.23116 359 Not found 309 (Meloidogyne 102 (Meloidogyne No 11,55 9,13
graminicola) graminicola) 3%,
3e%; 59 59
GST Hypothetical protein Mgra
00005541
C4302.7450 * * 157 (Meloidogyne Y 50 Not found No** 37,20%* 6,48**
graminicola)
2e'3, 63,27
Unnamed protein product Unname&i protein
EPHX | C4302.17317 | 1873 Not found 1416 | (Meloidogyne enterolobii) WHP 471 product Yes 53,28 6,63
0 59 29 (Melm_dogyne
T enterolobii) 0; 59,29
Unnamed protein
Unnamed protein product | [N N _ I product
SDR C4302.29925 900 Not found 477 (Meloidogyne enterolobii) T— 158 (Meloidogyne No 17,35 4,80
2e%: 71,64 enterolobii) 2e°;
71,64

pb (pares de base); aa (Amino Acid, aminoéacido); KDa (Kilodalton)

* N&o foi encontrada similaridade com a sequéncia de gDNA.

** Utilizou-se a predi¢cdo da sequéncia proteica.
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4.2. Validacao dos genes que codificam enzimas do Pratylenchus penetrans

O P. penetrans é um nematode capaz de afetar varias culturas agricolas, no entanto,
aresposta das plantas a essa invasao, leva a producéo de diferentes enzimas pelo fitoparasita
como forma de defesa. Para se proceder a validacdo dos genes preditos que codificam esses
enzimas, recorreu-se as técnicas de eletroforese e PCR, de forma a ser efetuada a
amplificacdo dos mesmos através do DNA extraido do nematode. Os genes séo validados
quando se obtém uma banda com o tamanho aproximado do tamanho do gene predito pela
analise in silico, conforme representado supra na tabela 3.2.

Na figura 4.7 sdo apresentadas as amplificacbes que foram realizadas com os
diferentes genes. Com base nos resultados obtidos, é possivel verificar que foram validados
0s genes C4302.28117, C4302.23116, C4302.30833, C4302.20899 e C4302.7450, ainda que
tenha sido necessario repetir a amplificacdo para muitos deles, otimizando as condi¢des de
PCR do procedimento efetuado anteriormente (por exemplo, aumentou-se a concentracao de
DNA ou diminuiu-se a T,). Em particular, para o gene C4302.20899, a primeira vez em que
foi efetuada a sua amplificacéo, o seu tamanho n&o correspondia ao tamanho do gene predito,
no entanto, e apos ter sido realizada outra amplificacéo, o gene ficou validado. N&o foi possivel
validar os restantes genes e, por isso, ndo foram utilizados para posterior andlise. Para o gene
C4302.17317 nao se conseguiu obter uma banda muito visivel e, por isso, optou-se por
escolher outro gene para se proceder a sua amplificacdo e posterior validagdo. A amplificacédo
do gene C4302.28581 ndo apresentou qualquer banda, apesar de terem sido efetuadas varias
tentativas em que se otimizaram as condi¢cdes de PCR sendo, portanto, considerado um gene
ndo validado. Relativamente ao gene C4302.29925 observou-se mais do que uma banda
visivel de eletroforese, o que podera ser indicativo da existéncia de uma familia de genes, o
gue dificulta a sua analise posterior e, por essa razédo nédo foi selecionado. Em nenhuma das
amplificacbes registaram-se bandas no controlo negativo, mostrando nao existir

contaminagoes.
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Figura 4.7 - Amplificacdo dos genes que codificam os enzimas a partir de DNA do Pratylenchus penetrans. Na
figura (A) encontram-se representadas as bandas correspondentes: gene C4302.17317 (1), gene C4302.20899
(2), controlo negativo (-). Na figura (B) encontram-se representadas as bandas correspondentes: controlo negativo
(-), gene C4302.28117 (1), gene C4302.23116 (2), gene C4302.28581 (3), gene C4302.29925 (4). Na figura (C)
encontram-se representadas as bandas correspondentes: controlo negativo (-), gene C4302.28117 (1), gene
C4302.23116 (2), gene C4302.29925 (3). Na figura (D) encontram-se representadas as bandas correspondentes:
controlo negativo (-), gene C4302.30833 (1), gene C4302.28117 (2), gene C4302.20899 (3). Na figura (E)
encontram-se representadas as bandas correspondentes: gene C4302.30833 (1), gene C4302.28117 (2), gene
C4302.7450 (3) e, controlo negativo (-). Marcador utilizado: 1 Kpb DNA Ladder (BIORON).

Ainda foi efetuada uma valida¢éo dos genes transcritos do P. penetrans, utilizando o
cDNA sintetizado com os respetivos tratamentos. Os produtos obtidos a partir da amplificagéo
por RT-gPCR foram submetidos a uma analise de eletroforese e, os resultados encontram-se
dispostos na figura 4.8 e na figura A.1 (ANEXO A). Foi possivel validar a amplificacdo dos
transcritos de todos os genes, obtendo-se fragmentos inferiores a 200 pb.

9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. ()

Figura 4.8 - Amplificacdo dos transcritos dos genes que codificam os enzimas do Pratylenchus penetrans.
Legenda: cDNA + benz Il 1 — C4302.28117 (1), cDNA + ox | 1 — C4302.28117 (2), cDNA + ox Il 1 — C4302.28117
(3), cDNA + oct Il 1 — C4302.28117 (4), cDNA + H20 11 2 — C4302.28117 (5), cDNA + benz Il 1 — C4302.23116 (6),
cDNA + ox | 1 - C4302.23116 (7), cDNA + ox Il 1 — C4302.23116 (8), cDNA + oct Il 1 — C4302.23116 (9), cDNA +
H20 Il 2 — C4302.23116 (10), cDNA + benz Il 1 — C4302.7450 (11), cDNA + ox | 1 — C4302.7450 (12), cDNA + ox
I 1—C4302.7450 (13), cDNA + oct Il 1 — C4302.7450 (14), cDNA + Hz20 1l 2 — C4302.7450 (15), controlo negativo
(-). Marcador utilizado: 100 pb DNA Ladder (BIORON).
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4.3. Efeito dos compostos 3-octanol, benzaldeido e oxamil na expressao relativa

dos enzimas do Pratylenchus penetrans

A necessidade de encontrar nematodicidas mais eficientes e ecoldgicos para o
controlo dos nematodes fitoparasitas, tem vindo a ser um desafio crescente e que se encontra
em constante evolu¢éo. Deste modo, tém sido estudados os mecanismos de acéo de varios
compostos que revelaram ter efeitos promissores no combate a estes fitoparasitas. No estudo
Wram et al. (2022), o nematode Meloidogyne incOgnita, no segundo estagio de
desenvolvimento, foi submetido a diferentes compostos nematodicidas (fluensulfona,
fluazaindolizina, fluopiram e oxamil) durante 24 h, com o intuito de se avaliar as alteracdes
gue estes fitoquimicos provocam no transcriptoma do fitoparasita. O modo de acgéo, ja
conhecido, de dois dos fitoquimicos utilizados (fluopiram e oxamil) permitiu que fossem
estabelecidos padrdes de acdo dos compostos (Wram et al., 2022). Foram ent&o estudadas
diversas vias metabdlicas (como por exemplo ciclo do acido citrico, Citric acid cycle, TCA, B-
oxidacgao; ciclo do glioxilato; fosforilagdo oxidativa; e a via associada a acetilcolina) para que,
desta forma, fosse possivel identificar aquelas em que estes nematodicidas atuam e,
consequentemente, entender o modo de resisténcia destes fitoparasitas aos compostos
aplicados (Wram et al., 2022). Relativamente ao ciclo do 4cido citrico, os genes dos enzimas
gue envolvem o0 seu conjunto de oito reagcbes, ndo manifestaram apresentar alteracdes
relevantes na sua expresséo face aos tratamentos administrados, fluopiram e oxamil (Wram
et al., 2022). No entanto, o composto oxamil provocou a ativacdo do enzima isocitrato
desidrogenase, catalisadora do substrato isocitrato a a-cetoglutarato (Wram et al., 2022). Em
contrapartida, os compostos fluensulfona e fluazaindolizina provocaram inibigdo na maioria
dos enzimas envolvidos no TCA, sendo que, apenas o succinato desidrogenase e o 2-
oxoglutarato desidrogenase foram ativados pelos respetivos tratamentos, fluensulfona e
fluazaindolizina (Wram et al., 2022). A B-oxidacdo é um processo catabdlico de degradacao
de acidos gordos em que, por cada reacao, sao removidos dois carbonos (Voet et al., 2016).
Os genes catalisadores dos enzimas envolvidos nesta via foram, de forma geral, regulados
negativamente por parte dos tratamentos administrados (Wram et al., 2022). Apenas 0s genes
do enzima acil-CoA desidrogenase apresentaram uma expressao génica positiva para os
compostos fluopiram, fluazaindolizina e oxamil (Wram et al., 2022). Na via do glioxilato, uma
via alternativa que os nematodes possuem para 0 metabolismo de acetil-CoA e que esta
associado a do TCA, foram observados efeitos inibitérios nos enzimas envolvidos nesta via
para todos os tratamentos, com excecdo do oxamil que desencadeou a ativagcéo do isocitrato
liase (Wram et al., 2022). Em relag&o ao processo de fosforilacdo oxidativa, que corresponde
a etapa final da respiracdo celular e no qual ocorre a formacdo de vérias moléculas de

adenosina trifosfato (Adenosine triphosphate, ATP), apenas 0s enzimas succinato
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desidrogenase, citocromo ¢ redutase e citocromo c oxidase foram ativados através dos
respetivos tratamentos, fluensulfona, fluazaindolizina e oxamil (Voet et al., 2016); (Wram et
al., 2022). O neurotransmissor acetilcolina esta envolvido em varios comportamentos dos
nematodes (Wram et al., 2022). A acetilcolinesterase, recetor de acetilcolina, sofreu ativacado
por parte dos compostos fluopiram, fluensulfona, fluazaindolizina (Wram et al., 2022). J4 a
ATPase tipo-V foi inibida em todos os tratamentos aplicados (Wram et al., 2022). O estudo de
Schleker et al. (2022), avaliou 0 modo de a¢&o de um dos compostos referidos anteriormente
(fluopiram), em vérios neméatodes fitoparasitas. Este nematodicida € responsavel por inibir o
succinato desidrogenase (succinate dehydrogenase, SDH) que, consequentemente, pode
gerar paralisia nos nematodes, dependendo da concentragdo do composto utilizada (Schleker
et al., 2022).

No trabalho de Barbosa et al. (2024) foi avaliada a atividade nematodicida dos
compostos organicos 3-octanol, benzaldeido e oxamil contra 0 nematode P.penetrans. Entre
eles destacaram-se os fitoquimicos 3-octanol e benzaldeido que revelaram ser fortes
nematodicidas no combate ao fitoparasita em causa, destacando-se pela sua baixa
toxicidade, e maior vantagem ecolégica (Barbosa et al., 2024). Neste seguimento, e como
forma de desenvolver estratégias agricolas mais eficazes no controlo do fitoparasita P.
penetrans, foi estudada a expressédo relativa dos genes de interesse com os diferentes
tratamentos através da técnica de RT-gPCR. Pretende-se estabelecer comparacgdes entre 0s
tratamentos administrados nos genes selecionados e observar e comparar a quantificacdo
relativa dos diferentes genes em relagéo ao gene de referéncia, a actina (gene constitutivo do
nematode). Na tabela 4.5 encontram-se o0s resultados do transcriptoma da analise diferencial
da expressao dos genes de interesse para os tratamentos 3-octanol e benzaldeido, ambos
com o solvente DMSO.

Tabela 4.5 — Resultados do transcriptoma da analise diferencial da expressao dos genes de interesse para 0s

tratamentos 3-octanol e benzaldeido com o solvente DMSO. O simbolo * indica que os resultados ndo sdo
estatisticamente diferentes com o DMSO.

Fator de expressao (Log2)
3-octanol Benzaldeido
C4302.20899 4.1043 3.2464
C4302.30833 5.2208 3.7414
C4302.28117 2.7396 1.8871
C4302.23116 1.9463 0.7436*

Para este estudo, realizaram-se trés ensaios independentes, cada um com um
determinado tratamento (3-octanol, benzaldeido e oxamil) e foram usados dois solventes

(DMSO e ddH20) consoante o composto a ser utilizado. Para os tratamentos de 3-octanol e
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benzaldeido foi utilizado como controlo o solvente DMSO, e para o oxamil, o solvente ddH:O.
O gene C4302.7450 nao foi contabilizado para os tratamentos de 3-octanol e benzaldeido,
uma vez que apresentou uma expressao relativa muito elevada comparativamente aos
restantes genes, o que iria dificultar a analise e posterior comparacdo dos valores. Os
resultados da expresséo génica para cada ensaio estédo apresentados nos gréficos 4.1 (A, B,
C). Com base nos resultados obtidos, pode-se verificar que em todos os ensaios efetuados a
expressao relativa dos genes que codificam os enzimas do P. penetrans (C4302.20899,
C4302.30833, C4302.28117, C4302.23116 e, apenas para o composto oxamil, C4302.7450)
aumentou relativamente ao gene actina, estipulado como referéncia. Para além disso, é ainda
notério que entre os diferentes tratamentos, existem diferengas no aumento da expressao dos
mesmos genes, sendo esse aumento mais evidente no ensaio realizado com o tratamento de
3-octanol e, menos visivel aguando dos genes se encontram expostos ao tratamento com
oxamil. Foi ainda possivel verificar que para os tratamentos, 3-octanol e benzaldeido, a
expressao entre genes apresentam diferencas altamente significativas (p < 0,001) (ANEXO
B, tabelas B.1, B.2 e B.3). Para 0 composto oxamil, a expressdo dos genes apresenta
diferencas significativas, p = 0,020 (ANEXO B, tabelas B.1, B.2 e B.3). O teste de Post-Hoc
de Tukey permitiu estabelecer comparagdes entre as médias dos genes de interesse e o gene
actina, na medida em que pressupde que as variancias dos diferentes grupos séo iguais. Os
resultados obtidos encontram-se distribuidos nas tabelas B.1, B.2 e B.3 do ANEXO B. Com
base nas mesmas, pode-se aferir que para o tratamento 3-octanol existem diferencas
significativas (p-value < 0,001) entre a expressdo dos genes C4302.20899 e C4302.30833.
Para o composto benzaldeido, foram verificadas diferencas significativas (p-value < 0,001)
entre a expressao dos genes C4302.20899, C4302.30833 e C4302.28117 (p-value < 0,05). O
tratamento com o fitoquimico oxamil também apresentou diferencas significativas (p-value <
0,01) entre genes C4302.20899, C4302.30833 e C4302.28117. Para nenhum destes trés
tratamentos foi evidente a existéncia de diferencas significativas com o gene C4302.23116.
Em particular para o composto oxamil, ndo foram também reveladas diferencgas significativas
com a expressdo do gene C4302.7450 (p-value = 0,576). Os resultados apresentados na
tabela 4.5, a semelhanca dos resultados obtidos neste estudo, revelam que 0s genes
avaliados se encontram altamente expressos no transcriptoma do P. penetrans, validando,
assim, a expressao relativa desses mesmos genes. A semelhanca do trabalho Wram et al.
(2022), e apesar dos nematodicidas utilizados serem diferentes e do fitoparasita ser outro, 0s
enzimas envolvidos no metabolismo dos xenobi6ticos também revelaram apresentar uma
expressao génica elevada evidenciando, assim, a tentativa de defesa do nematode face aos

fitoquimicos administrados.
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Grafico 4.1 - Comparagdo da expressdo relativa dos genes que codificam enzimas do Pratylenchus penetrans
relativamente ao gene de referéncia actina no ensaio de 3-octanol (A), benzaldeido (B) e oxamil (C). Simbolos no
topo das colunas indicam diferencas significativas, *p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001.
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5. Conclusao

Os nemétodes fitoparasitas constituem uma grande ameaca para as culturas
agricolas, sendo o P. penetrans um dos mais destrutivos. Desta forma, é necessario
desenvolver estratégias de protecdo sendo, para isso, fundamental estudar-se o modo de
acdo de compostos nematodicidas que possam vir a revelar-se eficientes no controlo dos
danos provocados por estes fitoparasitas. Neste trabalho, que consistiu no estudo do modo
de acao dos fitoquimicos 3-octanol, benzaldeido e oxamil no P. penetrans, foram selecionados
enzimas envolvidos no metabolismo dos xenobidticos (citocromos, glucuronosiltransferases,
glutationo S-transferases, epoxido hidrolases e desidrogenases/redutases de cadeia curta), a
fim de se avaliar a expressdo dos genes que os codificam. Concluiu-se que todos os genes
estudados se encontram altamente expressos no transcriptoma do P. penetrans, para 0s
diferentes tratamentos administrados. O tratamento com 3-octanol evidenciou ter os valores
mais elevados de expressdo relativa em cada um dos genes, seguido do composto
benzaldeido e, por fim, do oxamil.

Em trabalhos futuros € necessario estudar mais enzimas que sirvam de complemento

as que foram avaliadas e estdo envolvidas nas vias metabolicas dos xenobioticos.
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ANEXO A — Amplificacdo dos transcritos dos genes que codificam os enzimas
do Pratylenchus penetrans.
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Figura A.1 - Amplificacdo dos transcritos dos genes que codificam os enzimas do Pratylenchus penetrans. Na
figura (A) encontram-se representadas as bandas correspondentes: controlo negativo (-), cDNA + benz Il 1 —
C4302.30833 (1), cDNA + ox | 1 — C4302.30833 (2), cDNA + ox Il 1 — C4302.30833 (3), cDNA + oct Il 1 —
C4302.30833 (4), cDNA + H20 Il 2 — C4302.30833 (5), cDNA + benz Il 1 — C4302.20899 (6), cDNA + ox | 1 —
C4302.20899 (7), cDNA + ox Il 1 — C4302.20899 (8), cDNA + oct Il 1 — C4302.20899 (9), cDNA + H20 Il 2 —
C4302.20899 (10). Na figura (B) encontram-se representadas as bandas correspondentes: controlo negativo (-),
cDNA + benz Il 1 — C4302.20899 (1), cDNA + ox | 1 — C4302.20899 (2), cDNA + ox 11 1 — C4302.20899 (3), cDNA
+oct Il 1 — C4302.20899 (4), cDNA + H20 1l 2 — C4302.20899 (5). Na figura (C) encontram-se representadas as
bandas correspondentes: controlo negativo (-), cDNA + oct | 1 — C4302.20899 (1), cDNA + benz | 1 — C4302.20899
(2), cDNA + DMSO | 2 — C4302.20899 (3), cDNA + oct | 1- C4302.30833 (4), cDNA + benz | 1 — C4302.30833
(5), cDNA + DMSO | 2 — C4302.30833 (6), cDNA + oct | 1 — C4302.28117 (7), cDNA + benz | 1 — C4302.28117
(8), cDNA + DMSO | 2 - C4302.28117 (9), cDNA + oct | 1 — C4302.23116 (10), cDNA + benz | 1 — C4302.23116
(11), cDNA + DMSO | 2 — C4302.23116 (12), cDNA + oct | 1 — C4302.7450 (13), cDNA + benz | 1 — C4302.7450
(14), cDNA + DMSO |1 2 — C4302.7450 (15).
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ANEXO B — Andlise estatistica.

Tabela B.1 - Andlise estatistica dos ensaios de 3-octanol, com DMSO como tratamento de controlo. Andlise de
estatistica descritiva, analise de variancia ANOVA com verificacdo de pressupostos e teste Post HOC de Tukey.
Determinacao dos valores de expressao significativos (jamovi 2.3.28).

Estatistica Descritiva ANOVA a um fator

.- - AMNOVA fator (Fish
Estatistica Descritiva a um fator (Fisher)

F gl gl2 p
Genes Fold
Fold 61,5 4 7 <.007

Media ACT 1.00

C4302.20899 474

C4302.30833 69.4 Verificacdo de Pressupostos

C4302.28117 17.6

C4302.23116 9.87 Teste 48 Homogeneidade de Variancias (Levene)
Erro-padrdo da média  ACT 0.00 F gt g2 P

C4302.20899 7.50 Fold 6.10e+30 4 7 <.001

C4302.20833 047 .

C4302.28117 3.56

C4302.23118 0.615
Desvio-padrdo ACT 0.00

C4302.20899 106

(C4302.30833 9.15

C4302.28117 5.03

C4302.23116 0.869

Testes Post Hoc

Teste Post-Hoc de Tukey — Fold

ACT C4302.20899 C4302.30833 C4302.28117 C4302.23116

ACT Diferenca média — —46.4 %% —6B.4 -165 -8.87
p-value — <.001 <.001 0.062 0.423
C4302.20899 Diferenca média — -219° 20.8% 37.58 "
p-value — 0.024 0.007 0.002
C4302.30833  Diferenca média — 51,7 59.50 "
p-value — < .001 < .001
C4302.28117  Diferenca media — 1.76
p-value — 0.659

C4302.2311¢  Diferenca média —
p-value —

Nota. * p < .05, ¥ p < .01, *** p < .001
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Tabela B.2 - Andlise estatistica dos ensaios de benzaldeido, com DMSO como tratamento de controlo. Anélise
de estatistica descritiva, analise de variancia ANOVA com verificagdo de pressupostos e teste Post HOC de Tukey.
Determinacao dos valores de expressao significativos (jamovi 2.3.28).

Estatistica Descritiva ANOVA a um fator

.. . AMNOVA a um fator (Fisher)
Estatistica Descritiva

F gll gl2 p
Genes Fold
Fold 56.7 4 7 <.001

Media ACT 1.00

C4302.20899 17.3

C4302.20823 185 Verificacdo de Pressupostos

C4302.28117 7.95

C4302.23116 3.12 Teste 8 Homogeneidade de Varidncias (Levene)

F gl gl2 p

Erro-padrdo da média  ACT 0.00

C4302.20899 263 Fold 2.48e+30 4 7 < .001

C4302.30833 0.449 131

C4302.28117 1.47

C4302.23116 0.736
Desvio-padrao ACT 0.00

C4302.20899 3.71

C4302.30833 0.635

C4302.28117 2.08

C4302.23116 1.04

Testes Post Hoc

Teste Post-Hoc de Tukey — Fold

ACT C4302.20899 (C4302.30833 C4202.28117 C4302.23116

ACT Diferenca média — —16.3 %% —17.51 %+ -6.95% -2.32
p-value — <.001 <.001 0.012 0.539
C4302.20899  Diferenca média — -1.16 9.40™ 14,03
p-value — 0.951 0.005 < .,001
C4302.30833  Diferenca média — 1057 15.19*
p-value — 0.003 <.001
C4302.28117  Diferenga média — 463
p-value — 0.139

C4302.23116  Diferenca média —
p-value —

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

42



Tabela B.3 - Analise estatistica dos ensaios de oxamil, com ddH20 como tratamento de controlo. Andlise de
estatistica descritiva, analise de variancia ANOVA com verificacdo de pressupostos e teste Post HOC de Tukey.
Determinacao dos valores de expressao significativos (jamovi 2.3.28).

Estatistica Descritiva ANOVA a um fator
Estatistica Descritiva ANOVA a um fator (Fisher)
Genes Fold F gl gl2 P
Média ACT 1.00 Fold 24.2 5 18 <.001
C4302.20899 405
(C4302.20833 6.50
C4302.28117 6.56 Verificacao de Pressupostos
C4302.23116 2.26
C4302.7450 212 Teste 8 Homogeneidade de Varidncias (Levene)
Erro-padrio da média  ACT 0.00 F gl gl2 p
(4302.20859 0.676 Fald 3.61 5 18 0.020
(C4302.20833 0,921
C4302.28117 0.178 3]
C4302.23116 0.0805
C4302.7450 0.200
Desvio-padrao ACT 0.00
(C4302.20899 1.35
(C4302.30833 1.84

C4302.28117 0.357
C4302.23116 0.161
C4302.7450 0.400

Testes Post Hoc

Teste Post-Hoc de Tukey — Fold

ACT C4302.20899 C4302.30833 (C4302.28117 C4302.23116  C4302.7450

ACT Diferenca média — ~3.05% ~5.50 ~5.5619 %% -1.26 -1.124
p-value — 0.003 <.001 <.001 0456 0.576
430220899  Diferenca média — -245* -25141* 179 1.924
p-value — 0.021 0.017 0.141 0.097
£430230833  Diferenca média — -0.0665 423™ 4372
p-value — 1.000 <001 <001
C430228117  Diferenca média — 430™ 4438
p-value — <.001 <.001
C4302.23116  Diferenca media — 0.139
p-value — 1.000

C4302.7450 Diferenca media —
p-value —

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