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RESUMO

A cultura da mandioca possui grande importancia mundial abastecendo cerca de 800 milhdes
de pessoas no mundo. No Brasil, o estado do Par4 se destaca na producdo desta cultura, a qual
¢ cultivada principalmente por agricultores familiares o que garanti a sua subsisténcia por meio
da comercializagdo e consumo dos seus derivados. No entanto, patdgenos como o oomiceto
Phytopythium sp. causador da podridao mole das raizes pode comprometer em até 100% a sua
producdo. Buscando entender a interacdo entre o Phytopythium sp. e a mandioca e 0s
mecanismos envolvidos na resposta a nivel molecular nesta interacdo, o objetivo desta pesquisa
foi analisar as alteragdes nos niveis de expressdao dos genes da catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD) em raizes destacadas de mandioca suscetiveis a infeccao. Desta forma, neste
trabalho, inicialmente foi realizada a busca por sequencias de genes da CAT e da SOD no
genoma da mandioca disponivel do Banco de Dados do Phytozome, o que resultou em 7 genes
da CAT e 9 da SOD. Destes, foram selecionados 4 genes da CAT e 5 da SOD, para os quais
foram determinadas as sequencias de iniciadores (primers) sintetizados. Em seguida, foram
realizados ensaios de RT-PCR semi-quantitativa para avaliar os niveis de expressdo destes
genes em raizes destacadas de mandioca infectadas com Phytopythium sp. em comparagdao com
o controle (raizes ndo infectadas). Foram observadas diferencas significativas tanto entre os
tratamentos quanto no decorrer do tempo para cada tratamento, sendo as maiores expressoes
dos genes da SOD e da CAT no tempo de 48 hpi para o tratamento inoculado. Os resultados
demonstram que a interacdo planta-patégeno aumentou a expressao dos genes estudados,
podendo estes estarem envolvidos no mecanismo de defesa da planta, no entanto, estudos de
andlise funcional destes ainda precisam ser mais aprofundados, principalmente usando ensaios

de superexpressao e perda de funcoes.

Palavras-chave: Manihot esculenta. Podridao mole. RNA total. Interacdo planta-patdgeno.



ABSTRACT

Cassava culture is of great importance worldwide, supplying around 800 million people in the
world. In Brazil, the state of Para stands out in the production of this culture, which is mainly
cultivated by family farmers, which guaranteed their subsistence through the marketing and
consumption of their derivatives. However, pathogens such as the oomycete Phytopythium sp.
cause of soft root rot can compromise its production by up to 100%. Seeking to understand the
interaction between Phytopythium sp. and cassava and the mechanisms involved in the response
at the molecular level in this interaction, the aim of this research was to analyze changes in the
levels of expression of the catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) genes in detached
cassava roots susceptible to infection. Thus, in this work, the search for CAT and SOD gene
sequences was initially carried out in the cassava genome available from the Phytozome
Database, which resulted in 7 CAT and 9 SOD genes. Of these, 4 CAT and 5 SOD genes were
selected, for which the sequences of synthesized primers were determined. Then, semi-
quantitative RT-PCR assays were performed to evaluate the levels of expression of these genes
in detached cassava roots infected with Phytopythium sp. compared to the control (uninfected
roots). Differences were observed between the treatment time intervals for each treatment, the
largest being the SOD and CAT genes in the 48 hpi period for the inoculated treatment. The
results demonstrate that the plant-pathogen interaction increased the expression of the studied
genes, which may be involved in the plant's defense mechanism, however, studies of functional
analysis of these still need to be further investigated, mainly using over expression and loss of

function tests.

Keywords: Manihot esculent. Root soft rot. RNA total. Plant-pathogen interaction
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1 CONTEXTUALIZACAO

A mandioca possui elevada importincia comercial tanto para 0 mundo como para o
Brasil, sendo cultivada em todas as regides brasileiras e servindo de fonte de alimentacdo para
humanos e animais, além de ser usada para fins industriais como matéria-prima (FIALHO;
VIEIRA, 2013). A produgdo dessa cultura ¢ amplamente difundida pela agricultura familiar em
virtude de suas caracteristicas peculiares, como a rusticidade e a capacidade de adaptacao,
podendo ser colhida quase todo o ano, o que possibilitou sua explora¢ao em praticamente todas
as regioes brasileiras, sendo, somente a agricultura familiar, responsavel por 76% da producao
nacional de mandioca (SOUZA et al., 2012). E assim como todos os vegetais, esta espécie, pode
ser condicionada a situagdes de estresse, como por exemplo ao ataque de patégenos.

Dentre as principais doencas que acometem essa cultura, a podridio mole da raiz
causada pelo oomiceto Phytopythium sp. (BOARI et al., 2018) destaca-se na regido Amazodnica
como um dos principais entraves dessa cultura. As raizes infectadas amolecem e em estadio
avangado se desintegram do solo, ocasionando o amarelecimento das folhas, murcha, seca e por
fim caem e como consequéncia ocorre a morte da planta (BOARI et al., 2019).

A infec¢do pelo oomiceto ocorre principalmente pela propagacdo assexuada, onde sob
condi¢des ambientais favordveis produz esporangios na superficie dos tecidos infectados, estes
sdo facilmente deslocados pelas dguas das chuvas e irrigagdo. Quando imersos em dgua, os
esporangios liberam zodsporos biflagelados mdveis, que nadam em busca de hospedeiros, ao
entrar em contato, estes penetram e aderem a superficie da planta, iniciando a infeccao (PANG
et al., 2017). Dessa forma, o periodo chuvoso, muito comum entre de dezembro a abril, na
regido amazonica, contribui para a disseminag¢do do oomiceto.

Os vegetais para se proteger de ataques de patégenos possuem uma ampla matriz de
respostas de defesa que diminuem ou interrompem o desenvolvimento da infec¢do. Esses
mecanismos de defesa incluem barreiras fisicas e quimicas preexistentes que interferem no
estabelecimento de patégenos (EL-ARGAWY; ADSS, 2016). Em resposta a qualquer estresse
bidtico, independentemente do contexto genotipico, as plantas produzem uma explosdo
oxidativa envolvendo a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que possuem
fungdes tanto de protecdo contra o fitopatdgeno quanto de sinalizagdo para ampliar o
mecanismo de defesa, o que pode levar a reacdo de hipersensibilidade localizada (HR),
acarretando na morte celular na regido da infeccao, afim de impedir a rdpida proliferacdo do
patogeno no tecido do hospedeiro (BHOSLE et al., 2019; DE SOUZA et al., 2011). A HR induz
a planta a ativar o sistema de resisténcia adquirida (SAR) que confere um amplo espectro de

resisténcia a varios patdgenos.
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A SAR ¢ tipicamente caracterizada por um alto nivel de 4cido salicilico (SA),
acompanhado pela ativacdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR) com atividade
antimicrobiana. Os mecanismos de defesa de uma planta sdo controlados geneticamente e
dependem da expressdo de determinados genes no momento certo da relacdo patdgeno-
hospedeiro (PIETERSE et al., 2014).

A expressdo de um gene é dependente de fatores transcricionais e pds-transcricionais,
que estao sujeitos ao grau de desenvolvimento e diferenciacao celular, bem como a resposta a
estimulos externos. E uma maneira apropriada para identificacdo desses genes candidatos seria
a andlise da expressdo génica diferencial (ALBERTS et al., 2010; DE DEUS, 2014). Dentre as
diversas técnicas moleculares, a alteracdo da expressdo gé€nica na cultura de interesse pode
contribuir para uma melhor produtividade, assim como para uma maior tolerancia aos fatores
abidticos e bidticos.

Um exemplo relatado na literatura € a transformac¢do mediada por Agrobacterium em
calos embriogénicos fridveis (FEC) usado para a geracao da mandioca transgé€nica que permitiu
a apresentacdo de importantes caracteristicas agrondmicas, como resisténcia ou tolerancia ao
virus do mosaico da mandioca (CMV)( NYABOGA et al., 2013; ZAINUDDIN et al., 2012).
Gracas aos avangos conquistados na genética, pode-se identificar, selecionar, isolar e transferir
genes de interesse para uma grande quantidade de organismos vivos, e isso € essencial para a
manipulagdo de genes especificos, técnica que vem sendo bastante difundida na 4rea de
melhoramento de plantas (BUCHER, 2011).

Entretanto, para se chegar ao produto esperado, ou seja, a uma espécie melhorada, uma
série de estudos devem ser direcionados visando identificar o gene alvo, para ocorrer a
realizacdo da transferéncia genética, posteriormente estudar o organismo modificado e por fim
regulamentar o mesmo (COSTA et al., 2011). Na teoria parece algo facil, mas quando
consideramos uma cultura com notdvel importancia comercial, como por exemplo, a mandioca
(Manihot esculenta Cranz), que possui uma grande quantidade de dados disponiveis, torna-se
algo mais complexo a ser estudado.

Trabalhos prévios realizados por Lima et al. (2018) estudaram pela primeira vez a
nivel molecular a interagdo da mandioca com o patégeno Phytopythium sp. e identificaram
possiveis genes alvos que sdo up-regulados durante a infeccdo, dentre estes, o gene da
superoxido dismutase (SOD) que codifica a enzima superoxido dismutase envolvida na
explosdo oxidativa, que teve sua expressao aumentada nas raizes infectadas em relacdo ao
controle (raiz ndo infectada), demonstrando assim sua atuacdo na resposta de defesa dessa

planta ao ataque do patégeno. Além desse gene outros genes relacionados a atividade
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antioxidante das células ja foram descritos na literatura como genes possivelmente envolvidos
na resposta de defesa das plantas ao ataque de patégenos, como € o caso da catalase (CAT)
(GARCIA-LIMONES et al. 2002; LU et al., 2017).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas naturalmente nos vegetais,
desempenhando funcdes durante o seu desenvolvimento em atividades fisioldgicas e
metabolicas, assim como em situacdes de estresses onde agem como compostos de defesa ou
moléculas sinalizadoras, aumentando significativamente sua produ¢ao (RASOOL et al., 2013).
Para que atuem como molécula sinalizadora de reposta ao estresse, a sintese e degradacio das
EROs devem ser sincronicamente reguladas (DE SOUZA et al., 2011; NEILL et al., 2002).
Para evitar problemas para a propria célula é necessdrio um controle de seus niveis que é
realizado por meio de compostos antioxidantes, como € o caso da SOD e CAT. Com isso, para
o melhor entendimento de como a planta responde aos mecanismos oxidantes da célula,
trabalhos que estudam a expressao de diferentes genes de SOD e CAT sdo essenciais (LU et
al., 2017), pois podem elucidar o perfil da resposta da planta ao estresse, a qual pode ser
imediata ou tardia.

Diante disso, o conhecimento sobre os mecanismos oxidativos nas plantas pode
contribuir para o desenvolvimento de plantas mais bem adaptadas ao meio ambiente e
resistentes a patogenos (CAVERZAN et al., 2016). O estudo da expressdo génica dessas
enzimas pode direcionar a pesquisa de interagdo Phytopythium sp. € mandioca e possibilitar o
entendimento do mecanismo de tolerdncia desta planta. Deste modo, para o melhor
entendimento dessa interacdo planta-patdégeno, o isolamento e a caracterizagdo de sequéncias
génicas expressas em resposta a infeccdo sdo essenciais, assim como a identificacdo de genes
envolvidos na defesa da planta contra os patdgenos.

Assim, essa pesquisa tem como hipétese que genes da catalase e superoxido dismutase
tem seus niveis de expressao aumentados em plantas de mandioca quando estas estdo expostas
a infeccdo do patégeno Phytopythium sp., causador da podriddo mole das raizes. Portanto, o
objetivo geral deste estudo foi avaliar as variagdes nos niveis de expressao de genes de catalase
e superdxido dismutase da mandioca em resposta a infecg@o pelo patégeno Phytopythium sp.

por meio de ensaios de RT-PCR semi-quantitativa.

1.1 Revisao de literatura
1.1.1 A cultura da mandioca
A mandioca, Manihot esculenta Crantz, pertencente a familia das euforbidceas €

origindria da América Latina, podendo ser encontrada na forma nativa em paises do continente
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Americano, Africano e Asiatico (SILVA et al., 2014; SOUZA, 2017). Trata-se de uma espécie
de facil cultivo, boa adaptabilidade, tolerdncia a seca e apresenta rendimento satisfatério em
solos de baixa fertilidade (FERNANDES, 2015). Devido ser um alimento rico em carboidratos,
¢é considerada um dos principais alimentos energéticos abastecendo cerca de 800 milhdes de
pessoas no mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde é cultivada em
pequenas dreas (HOWELER et al., 2013; SOUZA et al., 2012).

Botanicamente esta espécie € considerada um arbusto herbiceo quando jovem e
sublenhoso na idade adulta, com um caule ramificado préximo a base, contendo botdes axilares
que permitem a propagacdo vegetativa (FERNANDES et al., 2019). Essa propaga¢do pode
ocorrer tanto por semente quanto por estaca (manivas), sendo esta ultima a mais empregada
comercialmente, enquanto que por semente € utilizada para programas de melhoramento
genético (ALVES, 2002; FAKUDA; CARVALHO, 2006; PROCHNIK et al., 2012).

Suas raizes sdo primdrias e secunddrias, caracterizada pela formacdo das raizes
tuberosas onde hd a acumulag@o de amido. O caule apresenta altura de um a trés metros variando
de acordo com a cultivar, fertilidade do solo ou a época de plantio. As folhas sdo simples,
lobadas ou palmadas e com peciolo longo de 9 a 20 cm de comprimento, inseridas no caule
com filotaxia espiralada. O formato das folhas varia e a coloracdo também, que pode ser verde
claro, verde escuro até roxo, com trés a nove lobulos por folha. Além disso, a espécie €
considerada uma planta monoica, pois suas flores femininas e masculinas encontram-se na
mesma planta (TAKAHASHI et al., 2002).

Em relacdo a variedade, existem cerca de sete mil variedades de mandioca, e por ser
uma planta considerada cianogé€nica, ou seja, tem capacidade de sintetizar e armazenar
glicosideos cianogénicos nos tecidos das raizes o que pode causar toxidez para os animais €
para os seres humanos (SANTANA, 2014), sdo classificadas como “brava”, quando possui
concentracdo muito alta, amarga, impropria para o consumo de mesa, necessitando desta forma
de processamento para transformd-la em seus derivados (farinha ou fécula) e a “mansa”, prépria
ao consumo humano, com pouco processamento (COELHO, 2018).

A parte mais comumente usada da mandioca € a raiz, rica em carboidratos, cerca de
20 a 30% da matéria seca. As folhas de mandioca também podem ser consumidas e sao ricas
em proteinas (18 - 40% matéria), minerais, Vitaminas B1, B2, C e carotenos (ALETOR, 2010;
FASUYI, 2005; NASSAR; MARQUES, 2006; SEBRAE, 2012). As raizes quando colhidas
podem ser consumidas diretamente (in natura) como farinha, amido ou cozido, ou, devido a
qualidade do seu amido, podem ser utilizadas na indudstria em produtos alimenticios,

compensados, papel e téxteis, e também como matéria-prima para a producdo de adocantes,
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frutose, dlcool e etanol combustivel. Além disso, as folhas também sdo partes importantes da
planta, fonte de nutrientes e as partes superiores das plantas podem ser fornecidas para
alimenta¢@o animal (HOWELER et al., 2013; MODESTO JUNIOR; ALVES, 2014).

No aspecto socioecondmico a produgdo e comercializacdo da mandioca, sdo de suma
importancia para a populacio, pois gera emprego e renda a milhares de pessoas no Brasil, uma
vez que hd a necessidade de mdo de obra desde a fase de producdo da planta, até a
comercializacdo da farinha. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2019), no ano de 2016 esta atividade proporcionou uma receita bruta anual de R$
10.008.967,34 ocupando a 10 posicao entre os produtos agropecudrios, e no estado do Para
esse valor foi de R$ 2.871.476,89.

Diante disso, € evidente o crescimento de sua produgdo, o que sdo comprovados nos
dados disponibilizados pela Organizac¢dao das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacio
(FAO, 2019) onde pode ser observado um crescimento progressivo dessa cultura durante os
anos de 2010 e 2015. E de acordo com este mesmo 6rgao o ultimo levantamento disponibilizado
do ano de 2017 destaca o continente africano como lider na produ¢do de mandioca no mundo
com cerca de 55,2%, seguido pela Asia (30,2%) e a América (14,5%). Essa maior concentragcao
na Africa deve-se a producio da Nigéria que durante anos vem se mantendo como o principal
produtor desta cultura com 42 milhdes de toneladas produzidas. O Brasil, por sua vez, ocupa o
5° lugar no ranking mundial de produgado (FAO, 2019).

No entanto, no continente americano o Brasil ocupa uma posi¢do de destaque
representando aproximadamente 70% da produgdo. Dados do instituto Brasileiro de Pesquisa e
estatistica (IBGE, 2020), mostram que a safra de 2019 no més de dezembro foi de 18,9 milhdes
de toneladas (T), cultivadas numa area de 1,4 milhdes de hectares, destacando-se a regido Norte
como maior produtor nacional responsavel por 7.317,143 T, seguido pela regiao Sul 4.404,282
T e Nordeste com 3.799,398 T. O estado do Pard destaca-se na regido Norte como o maior
produtor com a safra no ano de 2019 de 3.919,901 T.

Entretanto, apesar de sua importancia econdmica e social, a cultura da mandioca vem
sofrendo reducdes em sua drea plantada, essas reducdes podem ser atribuidas a diversos fatores
que vao desde problemas de mercado até incidéncia de doencas e pragas (PERUCH et al.,
2013). Com este ultimo ponto merecendo destaque, principalmente as doengas que causam

podriddo nas raizes, afetando deste modo a producao.
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1.1.2  Podridao radicular das raizes

Assim como outras culturas, a mandioca pode ser afetada por diversas pragas e
doencas causadas por diferentes patégenos, prejudicando deste modo o rendimento da cultura,
como ¢ o caso da podridao das raizes da mandioca, que pode afetar até 100% da sua producdo
(BRITO et al., 2017). Existem trés tipos desta podridao conhecidas no Brasil e os sintomas vao
de acordo com o agente causal, podendo ser: podridao seca que estd associado a espécies do
género Fusarium spp. (por exemplo, F. solani e F. oxysporum), e € caracterizada pelo
aparecimento seco de lesdes, geralmente com um halo acastanhado; a podriddo negra, que
apresenta lesdes de cores marrom ou preta, que podem estar associadas ao amolecimento do
tecido infectado, os patdégenos causadores incluem os do género Neoscytalidium hyalinum e
Lasiodiplodia spp.; e a podriddo mole causada por espécies do género Phytophthora spp. e
Pythium spp., caracterizada por um odor desagradavel e o escurecimento dos tecidos afetados
com exsudacdo liquida (BANDYOPADHYAY et al., 2006; MACHADO et al., 2014; VILAS
BOAS et al., 2017).

A podridao mole das raizes € a principal doenga que afeta a mandioca no Estado do
Pard, ocasionando perdas significativas na producao (QUADROS et al., 2015). No Brasil, os
primeiros relatos sobre a doenga foram realizados por Figueiredo e Albuquerque (1970), estes
autores descreveram a espécie Phytophthora drechsleri Tucker como o agente causal desta
doenca. Alguns anos depois, Poltronieri et al. (1997) identificaram também as espécies
Phytophthora richardiae e Pythium scleroteichum. E mais recentemente, Boari et al. (2018)
identificaram pela primeira vez o oomiceto Phytopythium sp. (Figura 1) como o causador do
apodrecimento mole das raizes de mandioca em um plantio no municipio de Ipixuna do Para,
PA. Os autores isolaram o oomiceto e depois comprovaram a patogenicidade do isolado pela

inoculagdo de raizes sadias do acesso Rosinha.
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Figura 1 - Placa de Petri contendo a colonia de Phytopythium sp. em meio de cultura BDA (4 dpi) (A); Oogonio
do Phytopythium sp.(B).

>

Fonte: BOARI et al. (2019).

O género Phytopythium pertence ao Reino Chromista, Filo Oomycota, Classe
Oomycetes, Ordem Peronosporales e Familia Pythiaceae (DE COCK et al., 2015). Segundo
estes mesmos autores, este nome Phytopythium ¢é devido este possuir caracteristicas
morfoldgicas intermedidrias do Pythium e Phytophthora. Este género foi proposto pela primeira
vez a comunidade cientifica em 2008, mas somente foi publicado formalmente em 2010 por
Bala et al. (2010), como a espécie tipo Phytopythium sindhum A.M. Lodhi, Shahzad &
Lévesque. De acordo com esses mesmos autores as espécies de Phytopythium apresentam
esporangios globosos a ovoides, com papila e proliferacdo interna, como ocorre dentro do
género Phytophthora, e possuem a descarga de zodsporos semelhante a Pythium. O género foi
descrito ap6s diversos estudos filogenéticos, fundamentados em andlises moleculares que
distinguiu o tdxon anteriormente classificado como pertencente ao clado k do género Pythium
(LEVESQUE; DE COCK, 2004). H4 cerca de 28 espécies registradas no Index Fungorum
(2020), sendo algumas delas causadoras de doencas nas plantas como a espécie Phytopythium
helicoides e Phytopythium vexans, ja relatadas causando podriddo da raiz e podridao do colmo
em plantas de Kiwi (Actinidia chinensis), demostrando desse modo sua importancia
agronomica (POLAT et al., 2017; WANG et al., 2015).

Na mandioca, plantas infectadas pelo Phytopythium sp., provocam a podridao-mole
das raizes (Figura 2), levando a total desintegracio das raizes com aspecto aquoso, liberando
um odor de putrefacdo muito forte e caracteristico. Nessa fase, as folhas amarelecem, murcham,
secam e caem e posteriormente, ocorre a morte da planta (BOARI et al., 2019; TREMACOLDI,
2016).
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Figura 2 - Planta de mandioca apresentando folhas amareladas, murchas e secas (A); Raiz de mandioca com
apodrecimento (B).

Fonte: BOARI et al. (2019)

Os oomicetos patogénicos de plantas tém caracteristicas fisioldgicas dnicas e efeitos
devastadores sobre as culturas e os ecossistemas naturais. A infec¢do por essa espécie pode
ocorrer durante os dois estdgios (assexual e sexual) do seu ciclo de vida. No estdgio assexual,
além do crescimento da hifa, os zoésporos moéveis uninucleados e biflagelados sdo formados
por clivagem citoplasmédtica em esporangios. Sob condi¢des de inundagdo, os zodsporos sao
liberados e nadam quimiotaticamente em direcao aos tecidos do hospedeiro (sementes, raizes,
caules ou folhas) onde se depositam e se registram. Na raiz, apds se fixarem na superficie, eles
se diferenciam em cistos, que subsequentemente germinam e penetram nas raizes. Utilizando
nutrientes adquiridos do hospedeiro suscetivel, as hifas intracelulares de aseptados ramificam
através do tecido da planta, desenvolvendo uma malha de micélio absorvente, a partir do qual
ocorre esporulacdo nas mudas que estdo morrendo e o ciclo da doenga € repetido. A velocidade
da formacgdo assexuada de zodsporos €, portanto, um importante fator para o sucesso desses
patégenos que infectam as raizes.

No ciclo sexual, os o6sporos de paredes espessas sdao formados dentro do tecido da
raiz e sdo adaptados para o inverno e a sobrevivéncia em condi¢des ambientais adversas,
podendo estes sobreviverem no solo por até 10 anos como a principal fonte de indculo. Estes
iniciam a germinagdo durante a estacao de crescimento para infectar as plantas, repetindo deste
modo o ciclo assexual do patégeno (ATTARD et al., 2008; MOLLAHOSSEIN, 2015; WEST
et al., 2003).

1.1.3 Mecanismo de defesa das plantas
As plantas, por serem organismos sésseis, ou seja, fixas possuem mecanismos capazes
de protege-las durante o ataque do patdgeno. Esses mecanismos de defesa permanecem inativos

ou latentes até serem ativados apds a exposi¢do e / ou contato com agentes indutores (DE WIT,
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2007; MANDAL, 2010). A interacdo planta-patégeno € dividida em dois tipos basicamente:
compativel, que ocorre quando a infec¢io € bem-sucedida acarretando a doenca; e a
incompativel, quando no caso a defesa da planta € bem-sucedida, ou seja, quando ocorre a
resisténcia (GLAZEBROOK, 2005). Essa capacidade de defesa ou imunidade sdo conhecidos
como resisténcia basal, um termo que se refere a dois aspectos distintos da interacido planta-
patégeno, onde o primeiro aspecto consiste em a defesas constitutivas, que compreendem a
primeira linha de defesa imunoldgica e incluem barreiras fisico-quimicas, como camadas
cuticulares cerosas, parede celular e compostos antimicrobianos oriundos do metabolismo
secundério do vegetal (ANDERSON et al., 2010; DOUGHARI, 2015; FREEMAN; BEATTIE,
2008).

E o outro mecanismo estd relacionado a defesa induzida, que comec¢a quando o
patégeno consegue penetrar a parede celular, o que faz com que o sistema imunolégico inato
do vegetal de dois niveis seja ativado para combater a invasio de patégenos. O primeiro nivel
do sistema imunoldgico da planta € a imunidade desencadeada por padrdes moleculares
associados a patdégenos (PAMP) (PTI), onde os receptores de reconhecimento padrdo (PRRs)
da membrana celular detectam PAMPs e as quinases associadas a parede celular (WAKs)
detectam os padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) resultantes de danos celulares
durante a infec¢do. O segundo nivel é a imunidade desencadeada por efetores (ETI), que é
acionada por efetores de patégenos e ativa genes de resisténcia do hospedeiro que geralmente
resultam na resposta hipersensivel (HR) mediada por sinalizagdo com dacido salicilico (SA)
(ANDERSEN et al., 2018; JONES; DANGL, 2006; SANTOS et al., 2017; ZHANG et al.,
2013).

A HR ¢€ caracterizada pela morte celular no local da infec¢io, isso estabelece uma zona
de quarentena ao patégeno, privando-o de acessar dgua e nutrientes e enviando sinais para
partes distais da planta, que por sua vez podem ativar as defesas para ataques subsequentes
(FREEMAN; BEATTIE, 2008; SALGUERO-LINARES; COLL, 2019). Esse tipo de resposta
€, muitas vezes, precedido pela producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). As células
vizinhas do local de infec¢@o sintetizam uma diversidade de compostos téxicos formados pela
redugdo do oxigénio molecular, incluindo o anion superéxido (O2¢"), o peréxido de hidrogénio
(H20) e o radical hidroxila (OHe). Este dltimo € o oxidante mais forte das EROs e pode iniciar
reacOes de radicais em cadeia, com vdarias moléculas organicas, levando a peroxidacao lipidica,
a inativacao de enzimas e a degradacgdo de dcidos nucleicos. As EROs podem contribuir para a

morte celular como parte da resposta de hipersensibilidade ou atuar diretamente na morte do
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patogeno (TAIZ et al., 2017). O aparecimento da HR que foi acarretada pela explosdo oxidativa
leva a inducdo da resisténcia sistémica adquirida (SAR) (RENTEL et al., 2004).

A SAR € um mecanismo de sinalizag¢do de longa distancia que fornece amplo espectro
e resisténcia duradoura a infeccdes secunddrias em toda a planta. Esse mecanismo € induzido
pelo SA, que € um importante fito-hormoénio que desempenha um papel vital na regulagcdo dos
mecanismos locais de resisténcia a doencas, incluindo a morte de células hospedeiras e a
expressao de genes de defesa (GAO et al., 2015; VLOT et al., 2009).

Como visto nos pardgrafos anteriores, as plantas possuem uma gama de mecanismos
de resisténcia a doencgas que possibilitam sua defesa contra o ataque de patégenos. Com isso,
pode se inferir que a resisténcia da planta depende da capacidade do hospedeiro em reconhecer
0 patégeno, e rapidamente induzir os mecanismos de defesa a tempo de limitar a acdo do
mesmo. Deste modo, a identificacdo e caracterizacdo molecular de genes envolvidos no
processo de defesa e reconhecimento de pragas e patégenos tem sido uma estratégia
amplamente utilizada para o entendimento dos mecanismos de resist€ncia em plantas

(SILVESTRINI et al., 2005).

1.1.4 Expressao de genes

Desde muito tempo, muitos estudos vém sendo realizados com o objetivo de encontrar
meios que possibilitem melhorar o desempenho das plantas quando as mesmas sdo expostas a
condic¢des de estresses. E isso se refletiu, ndo sé no entendimento de muitas vias metabdlicas e
atividades enzimadticas, mas também no aumento de estudos de genoma (DNA) e transcriptoma
(RNA) de plantas, fungos e bactérias. A exemplo disso, temos as plantas de Oryza sativa (arroz)
e Arabidopsis thaliana que hoje ja possuem seu genoma sequenciado. Além destas, uma grande
quantidade de sequéncias de RNA ja fora sequenciada e muitas outras novas vem sendo
sequenciadas a cada nova pesquisa. Essas informacdes sdo armazenadas em bancos de dados
que sao disponibilizados a populacdo e vém sendo usadas para estudos de gendmica funcional,
que tem como objetivo descrever a funcdo especifica de genes e proteinas, além do controle da
expressdo génica e suas interacdes sob determinadas situacdes (BUCHER, 2011). Deste modo,
a andlise génica €, portanto, uma técnica valiosa para as pesquisas bioldgicas, possibilitando
que genes isolados de diferentes organismos sejam transferidos para outros, conferindo-lhes
novas caracteristicas de interesse (COSTA, 2011). E se tratando da mandioca ainda sdo poucos
os estudos dessa natureza, tornando-se necessario verificar quais os vdrios genes da CAT e SOD

estdo associados a interacdo mandioca-Phytopythium sp..
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Existem na atualidade diversos métodos capazes de analisar a expressdo dos genes,
que vao desde metodologias e equipamentos que avaliam poucos genes de cada vez (Northern
blot, dot blots, Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) até metodologias e
equipamentos sofisticados que possibilitam o monitoramento dos niveis de transcritos de
centenas a milhares de genes simultaneamente (Microarrays e RNA-seq) (FELIX et al., 2002).
A primeira (microarrays ou microarranjos de DNA) é capaz de avaliar de maneira concomitante
a expressao de milhares de genes em diversos tecidos de um determinado organismo, e em
diferentes estdgios de desenvolvimento ou condi¢des ambientais, no entanto, experimentos com
essa tecnologia ainda sdo consideravelmente caros e trabalhosos e, consequentemente sdao
geralmente conduzidos com tamanhos amostrais relativamente pequenos (ROSA et al., 2007).
O Sequenciamento de RNA (RNA-Seq) permite que o transcriptoma inteiro seja pesquisado
com alto rendimento, além também, de permitir a andlise de splicing alternativo
(GONCALVES, 2015), mas assim como a tecnologia anterior é considerada onerosa e sujeita
a erros de sequenciamento.

A técnica PCR semi-quantitativa compreende uma importante ferramenta para esse
estudo. E baseada na comparacio dos niveis de amplificagdo em PCR’s com ntiimeros de ciclos
diferentes, sendo uma rdpida e confidvel maneira de quantificar determinado mRNA presente
em pequena quantidade na amostra (REY et al., 2000). A PCR pode ser precedida por uma
reacdo de transcri¢do reversa (RT) para a obtengdo de cDNA a partir de RNA (RT-PCR),
representando, por exemplo, uma possibilidade de andlise de expressdao génica em células ou
tecidos (LADEIRA et al., 2011; SANTOS et al., 2004). Trata-se de um método altamente
sensivel e especifico, ttil para a deteccdo de transcritos raros ou para andlise de amostras

disponivel em quantidades limitantes (MARONE et al., 2001).

1.1.5 Superéxido dismutase (SOD)

As EROs (OH", Oy, H2O») sdo produzidas naturalmente nos vegetais, desempenhando
fun¢des durante o seu desenvolvimento em atividades fisiolégicas e metabdlicas, assim como
em situacdes de estresses onde agem como compostos de defesa, aumentando
significativamente sua producdao (RASOOL et al., 2013). No entanto, esse aumento pode
acarretar a um desequilibrio redox ocasionando o estresse oxidativo e consequentemente a
morte celular (YOU; CHAN, 2015). Sob condi¢cdes normais, a ERO excessiva pode ser
eliminada por vérias enzimas de defesa antioxidante, a fim de manter a homeostase redox
celular (HUANG et al., 2019). Dentre elas temos a superéxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)

que se encontra em quase todos os compartimentos celulares (WANG et al., 2019).
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A SOD consiste em uma das principais classes de proteinas antioxidantes, que
fornecem defesa primdria contra diferentes condi¢des de estresse. Sao membros da familia das
metaloenzimas, que realizam a dismuta¢do de radicais superoxido (O2) em moléculas de
peréxido de hidrogénio (H20,) e oxigénio (O2). Nas plantas, sdo divididos em trés isoformas
que estdo de acordo com seus cofatores de metais ativos, ou seja, cobre -zinco (Cu-ZnSODs),
que estd presente principalmente nos cloroplastos, no citosol e mitocondria; ferro (FeSODs),
nos cloroplastos, e também em peroxissomos e mitocondrias; e manganés (MnSODs), que
possuem localizacdo principalmente nas mitocondrias e peroxissomos (TYAGI et al. 2019;
WANG et al., 2017).

Ha diversos trabalhos com genes clonados de SOD tanto em monocotiledoneas quanto
em eudicotiledoneas (FENG et al., 2015; LIN; LAI, 2013). E muitos vém demonstrando o papel
importante que os mesmos desempenham na tolerancia ao estresse, como por exemplo, os
trabalhos realizados por Viczidn et al. (2014), onde os autores relataram que a SOD de
cloroplasto do tomate (SIChSOD) superexpressada na linha transgénica da espécie Nicotiana
tabacum culminou na resisténcia desta contra a necrose hipersensivel induzida pelo virus do
mosaico do tabaco (TMV). Lightfoot et al. (2017) estudaram a fun¢do do HvCSD1 (Cu-ZnSOD)
da cevada em linhas de knockdown de RNA de interferéncia (RNAi) em resposta a
Magnaporthe oryzae e Blumeria graminis e identificaram que este ndo tem papel na
suscetibilidade e expansao da doenca causada por esses patdgenos, entretanto, uma taxa de
crescimento mais lenta e maior resisténcia a Pyrenophora teres f. sp. teres foi observada. Em
outro estudo, as linhagens transgénicas de mandioca com producio excessiva de Cu-ZnSOD
testadas contra o dcaro Tetranychus cinnabarinus, demostraram menos danos em comparagao

com o tipo selvagem dessa cultura (LU et al., 2017).

1.1.6 Catalase (CAT)

Assim como a SOD, a catalase (CAT; EC 1.11.1.6) € uma enzima antioxidante, sendo
a primeira a ser descoberta e caracterizada. E uma enzima tetramérica onipresente possuindo
um papel fundamental para evitar danos oxidativos celulares, transformando com alta eficiéncia
duas moléculas de H>O, em dgua e oxigénio (MHAMDI et al., 2010; SHARMA et al., 2012).

Esta enzima é predominante dos peroxissomos, no entanto, pode ser encontrada
também nas mitocOndrias e no citoplasma das células. Nos vegetais, a CAT elimina o H2O>
gerado durante o transporte de elétrons mitocondriais, oxida¢do dos dcidos graxos e, na
oxidacdo fotorrespiratéria durante condi¢des normais e de estresse. E devido suas propriedades

cataliticas e reguladoras eficientes entre todas as enzimas antioxidantes do sistema vegetal, vem
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sendo bastante estudada, sendo purificada e extensivamente caracterizada nos niveis genético,
bioquimico e molecular das plantas (SHARMA; AHMAD, 2014).

O genoma de Arabidopsis codifica trés proteinas da catalase (CAT1, CAT2, CAT3),
codificado por multiplos genes (Catl, Cat2, Cat3), que consistem em 492 aminodcidos e
compartilham alta similaridade de sequéncia. Embora a expressdo génica da catalase e a
atividade enzimatica tenham sido encontrados na maioria dos tecidos vegetais, a expressao e a
atividade sdo maiores em tecidos aéreos do que na raiz (MHAMDI et al., 2012). Mas trabalhos
como de Garcia-Limones et al. (2002), onde estes relatam um aumento na producdo da CAT
nas raizes de Cicer arietinum L. quando estas foram expostas a murcha por Fusarium sp.,
conferindo tolerincia as mesmas, demonstram a importancia do estudo dessa enzima na

interacdo planta-patogeno.
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2 NIVEIS DE EXPRESSAO DE GENES DE CATALASE E SUPEROXIDO
DISMUTASE DA MANDIOCA DURANTE INTERACAO COM Phytopythium sp.
2.1 Introducao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), conhecida também no Brasil como aipim e
macaxeira, € a terceira fonte de carboidratos mais consumida, depois do arroz e do milho,
desempenhando papel fundamental na dieta alimentar mundial (NASSAR et al., 2008; RAMU
et al., 2017). Suas raizes tuberosas servem como alimento basico para mais de um bilhao de
pessoas em mais de 105 paises, sendo uma das principais fontes de carboidratos e amido (20 a
40%), consumidas tanto in natura (farinha, amido ou cozido) quanto para fins industriais
(alimenticia e quimica) (CONNOR, 2019; MODESTO JUNIOR; ALVES, 2014; PROCHNIK
et al., 2012).

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores e consumidores desta cultura nas
Américas. Em 2017 o Brasil produziu 292 milhdes de toneladas (Mt) (peso fresco) em uma
area colhida de 23,6 milhdes de hectares (Mha). A regido Norte do Brasil € a maior produtora
de mandioca do pais com 38,53% da safra nacional e o Estado do Pard detém 54,93% da area
plantada da Regidao Norte e consequentemente responde por 53,57% da produgao de mandioca
da Regidao (IBGE, 2020).

No Estado do Par4, a agricultura familiar € a principal responsédvel pelo o cultivo da
mandioca, pois esta garanti a subsisténcia desses agricultores principalmente por manter a
economia local. Entretanto, por falta de investimento financeiro, acesso a informagdes e
tecnologias, esses agricultores vém utilizando, ao longo do tempo, préticas de preparo de dreas
itinerantes, via derruba e queima, principalmente de mata primdria e capoeiras. Além disso, as
variedades de mandioca sdo frequentemente nativas com baixo potencial genético, cultivada
em solos com baixa fertilidade, com restri¢des pluviométricas que sao inadequados ao cultivo
de outras culturas anuais (COQUEIRO, 2013). Outro fator limitante para o cultivo da mandioca
para os agricultores sdo as perdas na produgdo causadas especialmente por fitopatdgenos, dentre
estes, destaca-se a podriddo radicular que € responsavel por até 100% das perdas no rendimento
(BRITO et al., 2017).

A podridao-mole das raizes da mandioca foi identificada recentemente como sendo
causada pelo patégeno Phytopythium sp. (BOARI et al., 2018). Essa doenca causa grandes
prejuizos para a producdo desta cultura, principalmente na regido amazoOnica, uma vez que €
bastante comum em areas com solos poucos drenados, com ocorréncia de acimulo de dgua no
periodo de alta intensidade pluviométrica, como o que se observa no “inverno” amazonico. O

patégeno se propaga principalmente de forma assexuada, onde os esporangios sdo produzidos
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na superficie dos tecidos infectados quando em condi¢des favoraveis, estes sdo facilmente
deslocados pelas dguas das chuvas e irrigagdo. Quando imersos em dgua, € liberado zodsporos
biflagelados méveis, que nadam em busca de hospedeiros, ao entrar em contato, estes penetram
e aderem a superficie da planta, iniciando a infeccdo (PANG et al., 2017). Esta doenca é
caracterizada pelo escurecimento dos tecidos afetados (necrose) com exsudacio liquida, além
de ser fétida (TREMACOLDI, 2016; VILAS BOAS et al., 2017).

Os vegetais podem se proteger de ataques de patdgenos por meio da ativacdo de uma
ampla matriz de respostas de defesa que diminuem ou interrompem o desenvolvimento da
infeccdo. Esses mecanismos de defesa incluem barreiras fisicas e quimicas preexistentes que
interferem no estabelecimento de patégenos (EL-ARGAWY; ADSS, 2016). Em resposta a
qualquer estresse bidtico, independentemente do contexto genotipico, as plantas produzem uma
explosdo oxidativa envolvendo a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
possuem funcdes tanto de protecdo contra o fitopatégeno quanto de sinaliza¢ao para ampliar o
mecanismo de defesa, o que pode levar a reacdo de hipersensibilidade localizada (HR),
acarretando na morte celular na regido da infeccdo, afim de impedir a rdpida proliferagdo do
patégeno no tecido do hospedeiro (BHOSLE et al., 2019; DE SOUZA et al., 2011). A HR induz
a planta a ativar o sistema de resisténcia adquirida (SAR) que confere um amplo espectro de
resisténcia a varios patdgenos.

A SAR ¢€ tipicamente caracterizada por um alto nivel de 4cido salicilico (SA),
acompanhado pela ativacdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR) com atividade
antimicrobiana. Os mecanismos de defesa de uma planta sdao controlados geneticamente e
dependem da expressdo de determinados genes no momento certo da relacdo patdgeno-
hospedeiro (PIETERSE et al., 2014)

Por serem altamente reativas, as EROs, podem interromper seriamente o metabolismo
normal dos vegetais por danos oxidativos a lipidios, proteinas, 4cidos nucléicos e células (RAY
etal., 2012). No caso de patégenos necrotréficos, a ERO desempenha um papel central durante
a interagdo com a planta hospedeira, estimulando as respostas de defesa basal da planta.
Pesquisas t€ém demonstrado que o inicio da resisténcia basal em plantas a Rhizoctonia solani
estd associado a mecanismos de eliminagdo de ERO (SAMSATLY et al., 2018).

Esses mecanismos sdo conhecidos como antioxidantes, que podem ser enzimaticos
(Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX), etc.) e ndo
enzimatico (ascorbato e glutationa, além de tocoferol, flavondides, alcaloides e carotenoides)
(XU et al., 2013). A SOD ¢ a primeira linha de defesa do sistema de defesa de plantas, trata-se

de uma enzima metdlica amplamente produzida nos organismos e uma enzima essencial para a
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eliminacdo de radicais livres de oxigénio nas plantas (DONG et al.,2019). A CAT € uma enzima
porfirina de ferro, localizada principalmente nos peroxissomos, e atua como antioxidante
eficiente de EROs, removendo o excesso de H>O» (peréxido de hidrogénio) durante o processo
de desenvolvimento ou estresse bidtico / abidtico, para evitar danos oxidativos. As catalases de
plantas sdo compostas por uma familia de varios genes e foram relatadas em muitas espécies
de plantas (CHEN et al., 2012; MHAMDI et al., 2010).

Trabalhos prévios realizados por Lima et al. (2018) estudaram a interagdo mandioca-
Phytopythium sp., e foi o primeiro a nivel molecular a estudar esta interacdo. Os autores
avaliaram alteracdes nos niveis de expressdao de genes que codificam proteinas com fungdes
conhecidas na defesa de plantas, como enzimas envolvidas na explosdo oxidativa e na via do
fenilpropandide, em raizes destacadas de mandioca inoculadas e ndo inoculadas com o
patégeno. Segundo observado pelos autores a mandioca respondeu a infec¢do por patdégenos
através da regulacdo positiva de genes que codificam para superéxido dismutase, fenilalanina
amonia-liase, chalcona sintase e cisteina inibidor de proteinase, esses achados contribuem para
entendimento de como a mandioca responde a infec¢@o por patégenos.

Como amplamente discutido na literatura, as espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo
produzidas naturalmente nos vegetais, desempenhando fun¢des durante o seu desenvolvimento
em atividades fisioldgicas e metabdlicas, bem como em situagdes de estresses, desempenhando
importantes papeis no controle bioldgico da planta, podendo atuar em compostos de defesa e/ou
moléculas sinalizadoras, aumentando significativamente sua producdao (RASOOL et al., 2013).
Para que ocorro essa atuacdo em reposta ao estresse, a sintese e degradacao das EROs devem
ser sincronicamente reguladas (DE SOUZA et al., 2011; NEILL et al., 2002).

Para evitar problemas para a propria célula € necessario um controle de seus niveis que
¢ realizado por meio de compostos antioxidantes, como € o caso da SOD e CAT. Com isso,
para o melhor entendimento de como a planta responde aos mecanismos oxidantes da célula,
trabalhos que estudam a expressao de diferentes genes de SOD e CAT sdo essenciais (LU et
al., 2017), pois podem elucidar o perfil da resposta da planta ao estresse, a qual pode ser
imediata ou tardia.

Diante disso, o conhecimento sobre os mecanismos oxidativos nas plantas pode
contribuir para o desenvolvimento de plantas mais bem adaptadas ao meio ambiente e
resistentes a patogenos (CAVERZAN et al., 2016). O estudo da expressdo génica dessas
enzimas pode direcionar a pesquisa de interagdo Phytopythium sp. € mandioca e possibilitar o
entendimento do mecanismo de tolerancia desta planta. Deste modo, para o melhor

entendimento dessa interacdo planta-patégeno, o isolamento e a caracterizagdao de sequéncias
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génicas expressas em resposta a infeccdo sdo essenciais, assim como a identificacdo de genes
envolvidos na defesa da planta contra os patégenos.

Assim, essa pesquisa tem como hipdtese que genes da catalase e superoxido dismutase
tem seus niveis de expressao aumentados em plantas de mandioca quando estas estdo expostas
a infeccdo do patégeno Phytopythium sp., causador da podriddo mole das raizes. Portanto, o
objetivo geral deste estudo foi avaliar as variacdes nos niveis de expressao de genes de catalase
e superoxido dismutase da mandioca em resposta a infec¢do pelo patégeno Phytopythium sp.

por meio de ensaios de RT-PCR semi-quantitativa.

2.2 Material e métodos
2.2.1 Obtencao do RNA total

O material utilizado para este estudo foi proveniente de Lima et al. (2018), estes
autores utilizaram raizes destacadas de mandioca da cultivar CPATU 359 considerada
suscetivel a podriddo mole da raiz, as mesmas foram colhidas do banco de germoplasma de
mandioca da Embrapa Amazonia Oriental (Belém-Par4, Brasil) a partir de plantas do acesso
Caxiuana-PA com 12 meses de idade, e usadas para os ensaios de inoculagdo com Phytopythium
sp..

O patégeno Phytopythium sp. (Acc. No. COAD 2088) foi obtido da Colegdo de
Culturas do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazonia Oriental, em Belém-Para,
Brasil, o mesmo foi repicado em placas de Petri contendo 20 mL de meio Mandioca-Dextrose-
Agar (MDA), sendo estas mantidas sobre temperatura constante de 25 + 2 °C com auséncia
completa de luminosidade durante doze dias.

A 1noculacdo do isolado nas raizes foi baseado na metodologia proposta por Oliveira
et al. (2013), sendo feito perfuracdes em trés pontos equidistantes (bmm de didmetro) e
inseridos discos de meio de cultura MDA contendo o micélio do patégeno para o tratamento
inoculado e discos com meios MDA estéreis para o controle (ndo inoculado), as raizes foram
incubadas em camara timida a 25 + 2 °C, seguido de amostragem nas 24, 48 e 72 horas apds a
inoculacdo (hpi) (LIMA et al., 2018).

O RNA total foi extraido dessas raizes por meio da metodologia de Jones et al. (1985)
e usado no presente estudo. Todo o processo de obtengdo do material biolégico, cultivo, coleta
e extracdo do RNA total da mandioca infectada com o Phytopythium sp foram realizados por

estes autores. A Figura 3 mostra a integridade do RNA total extraido.
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Figura 3 — Perfil eletroforético, em gel de agarose (1,5% m/v) corado com brometo de etidio, dos RNAs totais
extraidos das raizes destacadas de mandioca (Manihot esculenta Crantz). As bandas correspondentes as
subunidades 28S e 18S do RNA ribossomico estio representadas com setas. Os nimeros representam: (1) amostras
correspondentes ao Controle (ndo inoculadas) e em (2) amostras inoculadas com Phytopythium sp.. A extragao
tanto para o controle quanto para o inoculado foi realizada com 24. 48 e 72 hai.

24 horas 48 horas 72 horas
1 2 1 2 1 2

288

188

Fonte: LIMA (2017)

2.2.2 Selecdo dos genes da Catalase (CAT) e Superdxido dismutase (SOD)

As sequéncias dos genes das catalases e da superéxido dismutase foram obtidas por
meio do genoma da mandioca disponivel no Phytozome Cassava Database
(http://www.phytozome.net/cassava). Para isto, foi acessada a ferramenta keyword search, na
qual foi especificada a palavra “catalase” e “superdxido dismutase”. Como resultado, foram
fornecidos 7 acessos correspondentes as sequéncias de catalase de mandioca e 9 acessos
correspondentes a superéxido dismutase. Foram obtidas as sequéncias nucleotidicas (transcrito)
e proteicas dos genes selecionados da mandioca. O peso molecular e o ponto isoelétrico das
sequéncias de aminodcidos foram obtidos por meio do programa ExPASy Proteomics Server

(http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html). O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado

com o auxilio do programa CLUSTALO (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) utilizando
os parametros padrdes. A predi¢do da localizacdo subcelular foi feita por meio da ferramenta
computacional Sherloc2 (https://abi-services.informatik.uni-
tuebingen.de/sherloc2/webloc.cgi) (BRIESEMEISTER et al., 2009), além dessa também foram
usados o programa Mitoprot (https://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) (CLAROS, 1995) e PPero
(http://biocomputer.bio.cuhk.edu.hk/PP) (WANG, J. et al., 2017) que sdo prdprios para

mitocOndrias e peroxissomos respectivamente.
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2.2.3 Desenho dos iniciadores (primers) para os genes selecionados

Foi utilizado o programa computacional Vector NTI (Invitrogen, USA) no desenho dos
iniciadores especificos para cada gene a partir da sequéncia do transcrito (5’UTR, ORF e
3°’UTR). Para cada sequéncia de interesse foi desenhado um par de iniciador especifico
(forward e reverse), apresentando tamanhos que variaram de 25-32 bases e temperatura de
anelamento (TM) em torno de 62 °C. A Tabela 1 apresenta os iniciadores desenhados para esse
estudo.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados em ensaios de RT-PCR semi-quantitativa durante a interacdo Manihot esculenta
Crantz - Phytopythium sp.

Amplicon

Gene Iniciador Sequéncia (5°-3°) * (pb) Referéncia
MeTUB MeTUB-F ATCCTTCTCAAGGGCAGCAAGAT 370 Costa et al.
€ MeTUB-R ACATGGAAAGTACATGGCCTGCTG 2012
Pl GAACTTCATGCACAGGGATGAGGAGGT
MeCAT seq 1 P2 CGAATCCAGCAAACTACACGCCTTACC 07 Essc estudo
Pl GAACTTCATGCACAGGGATGAGGAGGT
MeCAT seq 2 P3 TCTTCCTGAGAACTCGCCACCTTTAGACT 365 Esse estudo
Pl GAACTTCATGCACAGGGATGAGGAGGT
MeCAT seq 3 P4 TGATCTTCTGCTTCTCCTCCTCCTCAAC 398 Esscestudo
Pl GAACTTCATGCACAGGGATGAGGAGGT
MeCAT seq 4 P5 GTGATTGTGATGTTTGAGACATTGTTTCTGC 366 Esse estudo
MeSOD seq 1 P6 CATGCCCTTGGAGACACCACAAATGG A6 Exse ostudo
(CuZn) P7 CTTCAGCAATGTGTAATTGACAGGCCCAG
MeSOD seq 2 P6 CATGCCCTTGGAGACACCACAAATGG 405 Eese estudo
(CuZn) P8 CAGTTTACGAGATCAAACAAGGCACACAACAT
MeSOD seq 3 P6 CATGCCCTTGGAGACACCACAAATGG 301 Exse ostudo
(CuZn) P9 CTTCTAAAGGTTGTCCGGCTGTGCATGT S8€ Cf
MeSOD seq 4 P11 GATCTCTGGTCACCCGAAAGAACCTCTCA 27 Exse estudo
(FeMn) P10 TCAATAGCCCGACCAAGAGAACCATGTG
MeSOD seq 5 P12 CTCGTCGCCCGGATGACCCTAATT 380 Eese ostudo
(Mn) P10 TCAATAGCCCGACCAAGAGAACCATGTG

*Tamanho esperado em pares de bases (pb)
Fonte: A autora (2020)

2.2.4 Tratamento das amostras de RNA total com DNAse I

As amostras de RNA total da raiz de mandioca inoculada com Phytopythium sp., assim
como as amostras do controle, obtidas por Lima et al. (2018) foram tratadas com DNAse para
eliminagdo de possiveis contaminagdes com DNA gendmico. O procedimento foi realizado
através das orientagcdes do fornecedor (Invitrogen, USA).

Para esse procedimento 10 pg de RNA total da amostra foram colocados em um tubo
de centrifugacdo de 1,5 ml. Nesse mesmo tubo foram adicionados 5 pLL de tampao para DNAse
1(10X), 5 pL de DNAse I (1 U/uL) e 4gua livre de RNAse somando um volume final de 50 pL.
O préximo passo foi a incubagdo por 10 minutos a 20°C, e imediatamente apds esse processo
foram adicionados 5 pLL de EDTA (25 mM), e por seguinte foi incubado novamente a 65°C por

10 min para inativar a agdo da enzima DNAse I. Feito isto, foi posteriormente adicionado 1/10
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volume de acetato de sédio 3M, e 2,5 volumes de etanol, seguida de incubacdo a -20°C
Overnight. Ap6s esse periodo o material foi centrifugado a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C,
e em seguida descartou-se o sobrenadante, e o sedimento foi seco a temperatura ambiente por
15 minutos. Para finalizar essa etapa, foi feita a ressuspensao do sedimento em um volume final

de 12 pL com é4gua ultrapura livre de RNAse.

2.2.5 Transcricao Reversa (RT)

Para a reacdo de transcri¢do reversa a enzima Transcriptase reversa (Invitrogen- USA)
foi utilizada, seguindo também as orientacdes do fabricante. Para a sintese do cDNA foram
utilizados os 12 pL de RNA (10 pg) tratado com DNAse I do processo anterior e 1 pL de
iniciador Oligo dT (0,5 pg/puL), que hibridiza com a cauda poli-A das moléculas de mRNA. A
solugdo foi aquecida a 65°C por 5 minutos, seguida de incubagdo no gelo por 10 minutos. Apds
isso, adicionou-se 4 pulL de tampao 5X para transcriptase reversa, 2 uL. de dNTPs (10 mM),
totalizando um volume de 19 pL. O material foi incubado a 37°C por 5 minutos, e em seguida
adicionado 1 pL da enzima RT-Transcriptase Reversa (200 U/uL), incubou-se a reagdo a 42 °C
por 2 horas. E para interromper a reacdo da enzima, esta foi incubada a 70°C por 10 minutos.

Apo6s esses processos os cDNAs sintetizados foram quantificados no fluorimetro

QUBIT (Invitrogen, USA), seguindo as orientagdes do fabricante.

2.2.6 Ensaios de RT-PCR semi-quantitativa.

Os ensaios de RT-PCR semi-quantitativa foram desenvolvidos de acordo com
metodologia descrita por Lima et al. (2018), utilizando-se como controle constitutivo o gene da
tubulina (MeTUB). 100 (cem) ng de cDNA sintetizados anteriormente provenientes das raizes
inoculadas e nao inoculadas (controle negativo) com o patégeno foram utilizadas como
template nos ensaios de reacdo de cadeia de polimerase (PCR) utilizando iniciadores especificos
para os genes de interesse (Tabela 1). Para cada gene foi testado diferentes ciclos (25, 28, 31 e
34) para a obtencdo de fragmentos de DNA durante a fase exponencial de amplificacdo. A
condi¢do de reacdo empregada foi de um ciclo inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 94 °C,
em seguida diferentes ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 4 minutos.
Foi estabelecido um nimero de ciclos da PCR para os diferentes genes utilizando a amostra

controle.
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2.2.7 Quantificacdo dos dados e andlise estatistica

Os produtos gerados da RT-PCR semi-quantitativa foram avaliados em gel de agarose
a 1,5% corado com brometo de etidio, visualizados por meio da iluminagdo ultravioleta e
fotografados. As bandas formadas foram comparadas qualitativamente e avaliadas quanto a sua
intensidade pelo Programa Image J (Instituto Nacional da Satde, EUA). As andlises estatisticas
foram feitas com o auxilio do software estatistico R-Studio v. 1.1.456, utilizando o pacote
"Agricolae". Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) dos dados

quantificados e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0.01).

2.3 Resultados e discussao
2.3.1 Caracterizacdo dos genes avaliados

A busca no Phytozome por genes da catalase (CAT) e da superéxido dismutase (SOD)
resultou em 7 genes da CAT e 9 da SOD. Foram selecionados 4 genes da CAT para este trabalho
e 5 genes da SOD descritos na Tabela 2. A selecdo destes genes foi baseada nas sequéncias que
codificam proteinas completas e com dominios detectados, indicando a sua funcionalidade. As
sequéncias de proteinas sem dominios, assim como as sequéncias parciais ou repetidas nao
foram consideradas. As FeSOD também ndo foram consideradas neste estudo. A Tabela 2
também contém informacgdes preditas relacionadas a esses genes selecionados como o acesso
no Phytozome, tamanho da sequéncia do transcrito em pares de base (pb), tamanho da sequéncia
de aminodcidos (aa), a massa molecular (MM) em kDa, ponto isoelétrico (PI) e sua localizagdo

na célula.
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Tabela 2 - Caracteriza¢do molecular dos genes selecionados para este estudo.

Tam. (pb)!
Nome da Acesso no Tam. MM PI* Localizacao

sequéncia Phytozome (aa)? (kDa)? subcelular
Total 5°UTR ORF 3°UTR

MeCfiTseq Manes.05G130700.1 1965 90 1479 396 492 568 7.1  Citoplasma
MeCAT seq
2
MeCAT seq
3
MeCAT seq
4
MeSOD seq
1 Manes.08G145300.1 842 86 480 276 159 16.07 6.58  Citoplasma

(CuZn)
MeSOD seq
2 Manes.08G125400.1 855 79 459 317 152 15.10 542  Citoplasma
(CuZn)
MeSOD seq
3 Manes.09G160400.1 1008 129 459 420 152 15.30 5.85  Citoplasma
(CuZn)
MeSOD seq
4 Manes.07G140500.1 1196 37 702 457 233 25.84 7.82  Mitocondria
(FeMn)
MeSOD seq
5 Manes.10G000300.1 847 nd 708 139 235 26.16 8.62  Mitocondria
(Mn)

Manes.05G130500.1 1944 219 1479 246 492 573 6.75  Citoplasma
Manes.18G004500.1 1873 41 1479 353 492 57.14 6.87  Citoplasma

Manes.02G113300.1 1866 142 1479 245 492 56.7 6.88  Citoplasma

! tamanho da sequéncia do transcrito em pares de base (pb); 2 tamanho de aminodcidos da sequéncia (aa);* massa
molecular (MM (kDa)); 4 ponto isoelétrico.
Fonte: A autora (2020)

Observa-se que a MM das CATs e o PI variaram de 56,7 a 57,3 kDa e 6,75 a 7,1
respectivamente. E em relacdo aos genes da SOD a MM variou de 15,10 a 26,16 kDa e o Pl de
5,42 a 8,62 (Tabela 2). A MM de uma proteina corresponde a soma de todos os seus
aminodcidos e o PI € o pH no qual uma proteina apresenta carga elétrica liquida igual a zero,
portanto, € considerada neutra. Esse parametro € crucial para entender a fung¢do bioquimica da
proteina. Além disso, durante a eletroforese, a direcio do movimento de uma proteina em um
gel ou outra matriz depende de seu PI, devido a isso, inimeras proteinas podem ser separadas
com base em seu PI (MOHANTA et al., 2019). Os valores de MM e PI das sequéncias das
CATs encontradas nesse estudo estdo dentro da faixa de outras catalases monofuncionais, que
geralmente sdo tetrameros de polipeptidios contendo heme de 55-84 kDa (PAKHOMOVA et
al., 2009). Resultados semelhantes foram descritos nos trabalhos de Wang et al. (2019)
estudando a familia das catalases em plantas de algodao (Gossypium hirsutum L.), estes
relataram a MM e o PI variando de 46,9 a 67,5 e 6,2 a 7,4 respectivamente € também nos
trabalhos de Alam e Ghosh (2017) com plantas de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa. Em
relacdo aos resultados encontrados para a SOD, Wang, W. et al. (2017) e Dong et al. (2019) ao
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estudarem a identificacido dos genes da SOD em todo o genoma das plantas de algodao e milho
(Zea Mays) respectivamente, encontraram valores semelhantes ao deste estudo, corroborando
assim com esta pesquisa.

Ao analisar a predi¢do da localiza¢do subcelular, observou-se que todas as CAT se
encontram preditas no citoplasma. Segundo Sharma e Ahmad (2014), apesar da CAT ser
predominante de peroxissomos, estd também pode ser encontrada no citoplasma e nas
mitocOndrias da célula. Das sequéncias das SODs, trés foram preditas no citoplasma e duas nas
mitocondrias. A localiza¢do das SOD depende muito de sua classificac@o, onde as Cu-ZnSODs
sdo encontradas geralmente no citoplasma da célula e as MnSODs s3o principalmente

localizadas nas mitocondrias (TYAGI et al., 2019).

2.3.2 Teste dos iniciadores e padronizacdo dos ciclos para amplificacio
A Figura 4 apresenta a visualiza¢do no gel de agarose do produto da PCR realizado

para testar os iniciadores desenhados para este estudo. Observou-se que para a maioria dos
genes foram amplificados fragmentos com tamanhos préximos ao esperado para os amplicons
que constam na Tabela 1, exceto os genes da MeCAT seq 4 e da MeSOD seq 5 que ndo

amplificaram, os quais foram eliminados das posteriores andlises.

Figura 4 — Perfil eletroforético, em gel de agarose (1,5% m/v), dos cDNAs da amostra controle resultantes da
amplificacdo, por RT-PCR, utilizando os iniciadores desenhados para este estudo (Tabela 1). Corrida: 70
mAmp/gel, por 30 min. Revelacdo das bandas: brometo de etidio. As bandas foram visualizadas por exposicio do
el a luz UV, sendo fotografadas.

MeCAT MeSOD

| )\
| [ \
@ Seq 2 Seqd Seq Seq1 Seq2 Seq 3 Seq 4 Seq 5

Fonte: A autora (2020)

As padronizacdes dos ciclos usados para cada gene na andlise de expressdo estdao

representadas na Tabela 3. A determinacdo destes foi feita por meio de ensaios realizados a
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partir da amostra controle, considerando a fase exponencial de amplificagdo no termociclador.
Essa fase € escolhida devido ser a fase em que a amplificacdo estd ocorrendo com alta eficiéncia,
onde o aumento da fluorescéncia € diretamente proporcional ao aumento do produto
amplificado (DORAK, 2006). O ciclo da tubulina (MeTUB) foi de 28 ja determinado por Lima
et al. (2018). Para os outros genes, por meio da visualizacdo da eletroforese em gel de agarose,
determinou-se que para os sete genes estudados trés encontravam-se saturados (perda da
atividade da enzima, ou seja, nao ha amplificagdo) apds 25 ciclos e outros trés a partir de 28
ciclos, apenas um gene demonstrou que com 31 ciclos ainda estava na fase exponencial de

amplificacdo.

Tabela 3 - Padronizagao dos genes selecionados para este estudo (Tabela 1) feita com diferentes nimeros de ciclos
(25, 28, 31 e 34) em triplicata.

N° de ciclos

Nome do Gene Gel de agarose com os diferentes ciclos o1
utilizado
25 28 31 34
MeTUB 28
MeCAT seq 1 28
MeCAT seq 2 28
MeCAT seq 3 31
MeSOD seq 1 28
(CuZn)
MeSOD seq 2 25
(CuZn)
MeSOD seq 3 25
(CuZn)
MeSOD seq 4 25
(FeMn)

Fonte: A autora (2020)

2.3.3 Niveis de expressdo diferencial dos genes da SOD e CAT avaliados neste estudo

Neste trabalho foram analisados em nivel de expressdo sete genes envolvidos na
resposta de defesa a explosdo oxidativa causada por patégeno em mandioca. Foram utilizadas
amostras de raizes de mandioca destacadas do acesso CPATU 359, considerada suscetivel a
podriddo mole das raizes, para extragdo dos RNAs e producdo dos cDNAs. Os tratamentos
consistiram de raizes inoculadas e ndo inoculadas com Phytopythium sp., coletados em trés
tempos (24, 48 e 72 horas apds a inoculac@o - hpi). De forma geral, foram observadas diferencas
significativas (P<0,01) nos niveis de expressdo dos genes no acesso de mandioca suscetivel a

este patogeno (Figuras 5 e 6).
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No presente estudo foram observadas alteragdes significativas nos niveis de expressao
para maioria dos genes da SOD estudados (Figura 5). Através da andlise do grafico pode-se
inferir que o gene MeSOD seq 1, cuja isoforma é Cu/Zn, ndo teve diferencas significativas entre
os tratamentos estudados (controle e inoculado), no entanto em relacdo aos tempos foi
observado uma reduc¢do da expressao nas raizes inoculadas com o Phytopythium sp., sendo esta
de aproximadamente 22% no tempo de 72 hpi em relacdo ao 48 hpi deste tratamento (figura 5-
A).

Para o MeSOD seq 2 houve diferenca entre os tratamentos somente no 24 hpi com uma
reducdo da expressdo no material inoculado de 37% em relacdo ao controle neste mesmo tempo.
Ao analisar somente o tratamento inoculado durante os tempos estudados foram observadas
diferencgas significativas, sendo a mais expressiva ocorrendo no tempo de 48 hpi com um
aumento da expressao deste gene em 70% em relacao ao tempo de 24 hpi (figura 5-B). O gene
MeSOD seq 3 também apresentou uma regulacdo positiva no tempo de 48 hpi nas raizes
inoculadas diferindo 13% do tratamento controle para este tempo (figura 5-C).

Em resposta ao estresse bidtico, uma reacdo direta que a planta pode desencadear apds
uma infec¢do por patdgenos é a explosdo oxidativa, resultando no aumento da atividade das
enzimas envolvidas na elimina¢do de EROs (NOWOGORSKA; PATYKOWSKI, 2015). A
SOD € uma dessas enzimas eliminadoras que ativam o sistema antioxidante das plantas,
diminuindo o efeito téxico do dano oxidativo produzido pelos patdégenos. Esta tem como fungao
catalisar a conversdao ou dismuta¢do do superdxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio
(H20»2) em plantas (BHOSLE et al., 2019; GILL et al., 2015). Resultados semelhantes foram
observados por Lima et al. (2018), onde os autores relataram aumentos na expressdao do gene
MeCu/ZnSOD de mandioca infectada com Phytophytium sp, com a maior expressao ocorrendo
no material inoculado com 48hpi. Ferndndez-Ocana et al. (2011) ao estudarem plantas de
girassol (Helianthus annuus L.) infectadas pelo patégeno Plasmopara halstedii observaram
redugdes na isoforma Cu/ZnSODs dessa espécie e afirmaram que esta isoforma da SOD € a que
suporta a principal defesa antioxidante na célula. Além disso, é a principal responsivel por
catalisar a despropor¢do do superdxido (FILIZ; TOMBULOGLU, 2015), e talvez por essas
razdes a mais utilizada em programas de melhoramento como pode ser visto nos trabalhos de
Lightfoot el al. (2017), Lu et al. (2017) e Viczian et al. (2014).

Para a SOD de isoforma Fe/Mn, nomeada neste estudo por MeSOD seq 4 ndo houve
diferencas entre os tratamentos nos tempos estudados. Entretanto, houve uma reducao
significativa do tempo de 48 hpi para o de 72 hpi no tratamento inoculado (12%) (figura 5-D).

De forma geral, foi observado que as maiores expressdes dos genes da SOD ocorreram no
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tempo de 48 hpi para o tratamento inoculado. Tyagi et al. (2017) estudando a expressdo dos
genes TaCu-ZnSOD e TaFe-MnSOD em plantas de Trigo (Triticum aestivum L.) infectadas
por Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst) € Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt) separadamente,
observaram que os genes da isoforma TaCu-ZnSOD apresentaram uma tendéncia de expressao
"reversa" nos dois tipos de ataque de fungos, onde genes desta isoforma que foram regulados
positivamente na infec¢do por Bgt foram regulados negativamente durante a infeccao por Pst.
Ja para os TaFe-MnSOD a expressao variou tendo genes que foram regulados positivamente e
negativamente em ambas as infeccdes. Esses achados contribuem com os resultados
encontrados neste estudo e demonstram que a interagdo planta-patdgeno possui caracteristicas
especificas podendo ser diferente dependendo das espécies de plantas e linhagens de patdgenos

(NOWOGORSKA; PATYKOWSKI, 2015).
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Figura 5 - Andlise da expressdo génica da mandioca durante a interagdo com Phytopythium sp. através de ensaios
de RT-PCR semi-quantitativa. Para cada gene da SOD, s3o mostrados valores de nivel relativo nas raizes
destacadas nao inoculadas (controle) e inoculadas nas 24, 48 e 72 hpi. O gene da tubulina de mandioca (MeTUB)
foi utilizado como controle constitutivo. As intensidades relativas dos produtos de RT-PCR corados com brometo
de etidio foram medidas por ImageJ e normalizadas contra os valores de tubulina. Letras maitisculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos (controle e inoculado). Letras mintsculas diferentes indicam
diferenca significativa entre os tempos para cada tratamento. A comparacio das médias foi feita por meio do teste

de Tukey (P<0.01).
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Fonte: A autora (2020)

A Figura 6 apresenta a expressao dos genes da CAT e ao analisd-la podemos observar
que houve um aumento significativo na expressdo do gene MeCAT seq 1 nas raizes inoculadas

no tempo de 48 hpi, correspondente a 52% em relag@o ao controle (figura 6-A). Para o MeCAT
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seq 2 nao foi observado nenhuma diferenca significativa (figura 6-B). Para o gene MeCAT seq
3 foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos nos tempos de 24 e 48 hpi. O
aumento mais expressivo ocorreu no tempo de 24 hpi, que foi de 30% nas raizes inoculadas em
relac@o ao controle (figura 6-C).

O estresse bidtico, assim como o abiético estimulam um influxo de Ca;* no citosol das
células acarretando no aumento da produgdo de H,O2 (YANG; POOVAIAH, 2002). Além
disso, as SODs como ja mencionado anteriormente catalisam a conversao do O> para o H,O>
aumentando seus niveis no meio celular. A CAT € a principal enzima desintoxicante de H>O»
da planta, esta tem com papel principal converter o HoO> em dgua (H>0O) e oxigénio (O2)
mantendo assim o nivel de EROs baixo para proteger as células da apoptose induzida por
estresse (ALAM; GHOSH, 2017; MHAMDI et al., 2012). Estudos prévios realizado por Cheng
et al. (2012) relataram aumentos na expressao dos genes da SOD e CAT ao estudarem a planta
de feijao (Vicia faba L.) infectados com o patdégeno Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst),
contribuindo com os dados encontrados neste estudo. Além deste, Wang et al. (2019) estudando
plantas de algodao (Gossypium hirsutum L.) infectadas com Verticillium dahliae, observaram
que as CATs das variedades estudadas foram induzidas significativamente, atingindo
rapidamente niveis maximos de expressdo. Se tratando de expressdo em espécies suscetivel a
doenga, os autores El-Argawy e Adss (2016), observaram que em batata (Solanum tuberosum
L.) inoculadas com Ralstonia solanacearum, patdgeno causador da podriddao parda ou murcha
bacteriana da batata, a expressdo da CAT foi maior na variedade sensivel a doenga do que nas
variedades consideradas intermedidrias e altamente resistentes, isso porque a CAT restringe a
acdo do H>O, contra o R. solanacaerum. Em contraste, Farahani et al (2016) encontram
aumentos na expressdo da CAT em plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) infectadas
com Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum tanto para a cultivar considerada
suscetivel quanto para a parcialmente resistente quando comparadas com o controle (nao
inoculadas), no entanto, quando comparadas entre si a cultivar parcialmente resistente teve os
maiores incrementos. Na cana-de-actcar (Saccharum officinarum) em resposta ao fungo
Sporisorium scitamineum também foi observado essas diferencas nas cultivares resistentes e
suscetivel, sugerindo-se que a CAT desempenha um papel importante na defesa da planta contra
o patégeno (SU et al., 2014).

Neste estudo pode se observar também que o controle (ndo inoculado) teve expressoes
que ndo diferiram do material inoculado, tanto nos genes da CAT quanto nos da SOD, e isso
pode ser atribuido ao método utilizado para a inoculagdo das raizes para infec¢do pelo

oomiceto, a qual foi perfurada para a insercdo do disco contendo o micélio do patégeno, e o
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mesmo procedimento foi realizado nas raizes ndo inoculadas (LIMA et al., 2018). Trabalhos
realizados por Iyer et al. (2010) estudando a deterioragdo fisioldgica pds-colheita (PPD) nas
raizes de mandioca, relataram uma maior expressao dos genes da SOD e CAT proximas a
regides que as raizes foram lesionadas. Assim como para o patdgeno, uma resposta rapida da
planta ao ferimento € a explosao oxidativa e de acordo com Zidenga et al. (2012) essa explosdo

oxidativa nas raizes de mandioca esta associada a produgdo de cianeto.

Figura 6 - Andlise da expressdo génica da mandioca durante a interagcdo com Phytopythium sp. através de ensaios
de RT-PCR semi-quantitativa. Para cada gene da CAT, sdo mostrados valores de nivel relativo nas raizes
destacadas nao inoculadas (controle) e inoculadas nas 24, 48 e 72 hpi. O gene da tubulina de mandioca (MeTUB)
foi utilizado como controle constitutivo. As intensidades relativas dos produtos de RT-PCR corados com brometo
de etidio foram medidas por ImageJ e normalizadas contra os valores de tubulina. Letras maitisculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos (controle e inoculado). Letras mindsculas diferentes indicam
diferenca significativa entre os tempos para cada tratamento. A comparacdo das médias foi feita por meio do teste
de Tukey (P<0.01).
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Fonte: A autora (2020)

2.4 Conclusoes

Ap6s a infecgdo com Phytopythium sp., verificou-se aumentos na expressao da maioria
dos genes da SOD e CAT da mandioca, podendo estes estar envolvidos na defesa contra este
patégeno, no entanto, estudos de andlise funcional destes ainda precisam ser mais
aprofundados, principalmente usando ensaios de superexpressao e perda de funcoes.

Além disso, podem também serem usados como marcadores moleculares para revelar
a natureza de resisténcia ou suscetibilidade de plantas de mandioca em resposta a podridao mole

causada pelo Phytopythium sp..
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