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RESUMO

Essa pesquisa teve como objetivo avaliar as caracteristicas bioquimicas de plantas
de pimentdo ‘Beti-R’ e ‘AF-8253" sob influéncia ao parasitismo de Meloidogyne
enterolobii e M. incognita. O experimento foi conduzido em camaras de BOD, em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticbes. As plantulas foram
transplantadas para vasos de 0,5 L contendo substrato autoclavada de solo, areia e
matéria organica (1:2:1). A suscetibilidade e resisténcia dos genoétipos foram
determinadas e o protocolo de localizac&o in situ de espécies reativas de oxigénio
(EROs) adaptado. A classificacdo dos estadios de vida dos nematoides e a
avaliacdo das enzimas superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase
(CAT), foram realizadas 2, 7, 14, 21, 28 e 35 dias apés a infestacdo. M. enterolobii
se reproduziu nos gendtipos Beti-R’ e ‘AF 8253’ considerados suscetiveis. Ja M.
incognita ndo completou seu ciclo de vida apds penetrar o sistema radicular da ‘AF
8253’, considerado resistente. As adaptacdes do protocolo de localizagao in situ de
EROs permitiram determinar, eficientemente, o processo e a extensao da infestacao
pelo aumento da area das galhas, a qual foi determinada pela formacéo de radicais
livres, delimitada pelo processo de formacdo das mesmas. A capacidade de
resposta de defesa das plantas de pimentao ‘Beti-R’ a infeccdo por M. enterolobii
pode ser acompanhada qualitativamente pelas técnicas de deteccdo in situ de
EROs, em especial para o radical superoxido. Observou-se ainda que niveis de
respostas antioxidantes foram proporcionais ao aumento de espécies que
penetraram e dos estadios de desenvolvimento M. enterolobii nas raizes do ‘Beti-R’.
Quando plantas de pimentado ‘AF 8253’ foram submetidas a interagbes compativel
(M. enterolobii) e incompativel (M. incognita), desenvolveram diferentes respostas
enzimaticas antioxidantes, onde as expressbes das enzimas tiveram maior
intensidade na interagcdo compativel. Os resultados obtidos nos ensaios permitiram
concluir, que é possivel o estudo da relacdo patdogeno-hospedeiro a partir de

avaliacdes do comportamento bioquimico de plantas.

Palavras-chave: Nematoides-das-galhas. Enzimas antioxidantes. Espécies reativas

de oxigénio. Defesa vegetal.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the biochemical characteristics of
'‘Beti-R' and 'AF-8253' under the influence of the parasitism of Meloidogyne
enterolobii e M.incognita. The experiment was conducted in BOD chambers, in a
completely randomized design with four replicates. The seedlings were transplanted
into 0.5 L pots containing autoclaved soil, sand and organic matter mixture (1:2:1).
The susceptibility and resistance of the genotypes were determined and the in situ
localization protocol of reactive oxygen species (ROS) adapted. The classification of
the nematode life stages and the evaluation of the enzymes superoxide dismutase
(SOD), peroxidase (POD) and catalase (CAT) were performed 2, 7, 14, 21, 28 and
35 days after infestation. M. enterolobii was reproduced in the genotypes 'Beti-R' and
'‘AF 8253' considered susceptible. M. incognita did not complete its life cycle after
penetrating the root system of 'AF 8253', considered resistant. The adaptations of the
in situ localization protocol of ROS allowed to efficiently determine the process and
extent of infestation by increasing the area of the galls, which was determined by the
formation of free radicals, delimited by the formation process of the same. The
defense response capacity of pepper plants Beti-R' to M. enterolobii infection could
be accompanied qualitatively by the in situ detection techniques of ROS, especially
for the superoxide radical. It was also observed that levels of antioxidative responses
were proportional to the increase of species that penetrate and the stages of M.
enterolobii development in the roots of 'Beti-R'. When plants of chili 'AF 8253' were
subjected to interactions compatible (M. enterolobii) and incompatible (M. incognita),
developed different antioxidative enzymatic responses, where the expressions of the
enzymes had greater intensity in the compatible interaction. The results obtained in
the tests allowed to conclude that it is possible to study the pathogen-host
relationship based on biochemical behavior of plants.

Keywords: Root-knot nematode. Antioxidative enzymes. Oxigen reactive species.

Vegetable defense.
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INTRODUCAO GERAL

Para se proteger dos nematoides fitoparasitas, as plantas evoluiram eficientes
mecanismos de defesa, incluindo barreiras quimicas, fisicas e defesa mediada por

genes de resisténcia altamente especializados (WILLIAMSON, 1999).

Entre os nematoides endoparasitas sedentarios, o género Meloidogyne tem
complexa relacdo com plantas de importancia econémica. A alta populagdo deste
patbgeno no cultivo de hortalicas vem dificultando a atividade em termos
econdmicos. Na cultura do pimentdo, as espécies M. incognita, M. javanica e M.
enterolobii sdo as mais importantes em razdo do dano e do dificil controle destas
espécies (PINHEIRO et al., 2013).

Alguns porta-enxertos de pimentdo (‘Silver’ e ‘AF 8253’) ja possuem genes
gue conferem resisténcia a M. javanica e M. incognita (CARNEIRO et al., 2006). Ja
para M. enterolobii ndo se encontra material com esta caracteristica, visto a
capacidade da espécie de contornar resisténcia mediada pelo gene Mi-1, (MILLIGAN
et al.,, 1998; VOS et al.,, 1998). Expressdo associada a inducdo da resposta
hipersensibilidade (DROPKIN, 1969).

Ao iniciar o processo de parasitismo, juvenis de segundo estadio (J2)
penetram a epiderme, orientando-se em direcdo a regido apical ao longo do eixo
radicular. No cilindro vascular incitam locais de alimentacdo que aumentam de
tamanho e atividade metabdlica, possivelmente por meio de efetores (COSTA et al.,
2017). De acordo com alguns autores, moléculas efetoras sdo responsaveis pela
modificacdo e secrecdo de proteinas, modulacdo da parede celular, dismutacéo de
EROs e formacdo de locais de alimentacdo (WILLIAMSON; GLEASON, 2003;
AHMED et al., 2013).

A resisténcia de plantas a nematoide é caracterizada pela resposta de
hipersensibilidade que consiste na morte celular localizada dos tecidos vegetais
(MELILLO et al., 2006). Genes de resisténcia a Meloidogyne spp. foram identificados
em varias espeécies vegetais estando associada a reacao de hipersensibilidade em
células radiculares circundando o fitoparasita. Isso sugere a ativagdo concomitante
de enzimas envolvidas no metabolismo EROs (ZACHEO; BLEVE, 1998).
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Espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singleto (102), peroxido de
hidrogénio (H202), &nion superoéxido (Oz-) e radical hidroxilico (OH.) sdo subprodutos
do metabolismo destrutivos para as células, capazes de oxidar proteinas, DNA e
lipidios (MITTLER et al., 2004, GILL; TUTEJA, 2010, LIEBTHAL et al., 2018).
Estreses abioticos e bidticos podem desencadear a formacdo de EROs, tais como
seca, salinidade, resfriamento, toxicidade de metais e radiacdo UV-B. Entretanto,
ataque de patdégenos, levam a maior producdo destes radicais, devido a ruptura da
homeostase celular (SHAH et al., 2001; SHARMA; DUBEY, 2007; MITTLER et al.,
2011).

Embora caracterizada pela acdo destrutiva, EROs também atua como
sinalizador de estresses (MITTLER, 2016). A acao téxica ou sinalizadora dependera
do equilibrio entre a producdo e a dismutacdo de radicais livres. Para que isso
ocorra € necessario que as células controlem o nivel de producdo de EROs, nao
eliminando-os completamente, mas evitando danos oxidativos (SHARMA et al.,
2012; MITTLER et al., 2016).

Para conter os efeitos deletérios das EROs, um complexo mecanismo
enzimatico antioxidante é formado. De acordo com Mittler et al. (2004) e Sharma et
al., (2012) as principais enzimas que dismutam as EROs em plantas, incluem
superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), glutationa e peroxirredoxina (PrxR). Estas enzimas tém sido
encontradas em quase todos o0s compartimentos celulares, demonstrando a
importancia de manter equilibrio de EROs para a sobrevivéncia celular (MITTLER et
al., 2004).

Genes que codificam SODs, PODs, CATs e APXs (ROZE et al., 2008;
BELLAFIORE; BRIGGS., 2010) foram identificados em intera¢cdes compativeis em
hospedeiro de Meloidogyne spp. Entretanto, a ativagdo destas enzimas dependera
da cultura, duracéo e severidade do estresse, 6rgdo, estadio fenoldgico e do tipo de

enzima antioxidante que atuam nas células (SCANDALIOS, 2005).

Durante interacfes incompativeis, O,- sdo produzidos fora da célula e
rapidamente convertidos em H,0,. Visto que, H,O, € um oxidante estavel e ausente
de carga, que facilita a passagem através da camada bilipidica da membrana

celular, levando a rapida resposta de defesa vegetal. Em intera¢cdes compativeis, um
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pico de H,O, sinaliza genes codificadores de enzimas antioxidantes (LEVINE et al.,
1994).

Embora as plantas desenvolvam eficientes estratégias de defesas, os
nematoides adquiriram mecanismos para supera-las, ao produzir enzimas e
proteinas homologas capazes de manipular respostas de defesa, tornando a
interacdo ainda mais complexa. Neste sentindo, o objetivo foi avaliar caracteristicas
bioguimicas de cultivares de pimentdo sob influéncia das interacdes compativel e
incompativel de Meloidogyne enterolobii e M. incognita visando compreender 0s
aspectos envolvidos na relacdo parasito-hospedeiro, além da ativacdo de diferentes

mecanismos de defesa do vegetal frente ao ataque por nematoides.
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A atividades enziméticas, como as NADPH oxidases, podem gerar EROs e
sdo removidas por enzimas de eliminagédo, incluindo superdoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX) e
peroxirredoxina (PrxR). O tempo de sinalizacdo pode ser determinado, somente,
através da interacdo entre as vias produtoras e eliminadoras de EROs da célula
(Mittler, et al., 2011) .

1.5 Concluséo

A metodologia de localizacdo in situ de EROs permite avaliar, eficientemente,
0 processo de infestacdo de plantas por M. enterolobii e a extensdo de infestacéo
pelo aumento da area de formacédo de radicais livres, delimitada pela formacédo das
galhas.

O protocolo desenvolvido € viavel para aplicacdo em tecidos ndo clorofilados

com menor tempo de incubacéo e sem a necessidade de aplicacao de vacuo.
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das células contra o estresse oxidativo, pela degradacdo direta do H,O, (Gill &
Tuteja 2010). Atuando em todo o ciclo de vida quando submetidas em populacdo
elevada, esta enzima parece ser fundamental na defesa vegetal (Dorneles et al.,
2017). Isso é, desde o processo de penetracdo até o desenvolvimento de fémeas,
onde apresentou maxima atividade, atuando desta forma na reducdo de danos
oxidativos causados pelo nematoide.

2.5 Concluséao

Os resultados obtidos nos ensaios permitiram concluir que é possivel o estudo da
relacdo patdgeno-hospedeiro a partir de avaliagcdes de respostas antioxidativas;

A capacidade de resposta de defesa das plantas a infestacdo por M. enterolobii
pode ser acompanhada qualitativamente por técnicas de deteccéo in situ de EROs,
em especial para radical superéxido;

Os niveis de respostas antioxidativas sdo proporcionais ao niumero de espécimes
infestados e dos estagios de desenvolvimento do nematoide em estudo, de acordo
com os tratamentos;

O tempo de exposicao do hospedeiro ao parasita proporciona o estudo cinético e

apresenta correlagdes, considerando-se a atividade de enzimas antioxidativas.
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H,O, nas células (Sharma et al., 2012), por isso sdo consideradas indispensaveis em

condicGes de estresse severo, como no caso de plantas suscetiveis a Meloidogyne

Spp.

3.5 Conclusao

Meloidogyne incognita ndo completou o ciclo de vida, embora alguns
individuos tenham penetrado o sistema radicular da cultivar avaliada, comprovando
a resisténcia ao nematoide;

Quando as plantas foram submetidas a interagbes compativeis e
incompativeis desenvolveram diferentes respostas enzimatica antioxidativas, em
fungéo da infecg&o por Meloidogyne spp.

As respostas antioxidativas foram expressas com maior intensidade na
interacdo compativel envolvendo M. enterolobii.

Quando infestada com M. incognita as plantas apresentaram menor atividade
das enzimas, sendo mais evidente no inicio da interacdo, quando individuos de J2

penetravam o sistema radicular, na busca da formacéao do local de alimentacéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

No geral, os resultados sugerem que a producdo e o acumulo de EROs na
interacdo compativel planta-nematoides, podem formar uma unidade de sinalizacédo
de defesa do hospedeiro, de acordo com o aumento populacional e tempo de
exposicdo ao parasitismo. Entretanto, nenhum mecanismo unico de defesa é
comprovado, considerando 0 complexo sistema envolvido nas interacdes
(compativeis e incompativeis), desde a reacao de hipersensibilidade até a atividade
de enzimas antioxidantes responsaveis por dismutar radicais livres.

O género Meloidogyne caracterizado pela capacidade de contornar
resisténcia do hospedeiro, também devem ser detalhadamente analisados a nivel
bioquimico, a exemplo, o estudo da atividade de enzimas antioxidantes homoélogas
as do hospedeiro, atuando como linha de defesa contra EROS, dismutando O;," e
H,O,. Portanto, investigacdes adicionais abordando outras vias de sinalizacdo, que
contribuam com a regulacdo do acumulo de EROs e modulam a expressao de genes
relacionados a defesa vegetal, sdo necessarias para melhor compreensdao da

interacao.
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