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RESUMO

A mandioca ¢ um dos mais dinamicos produtos da agricultura mundial, sendo cultivada em
mais de cem paises, no entanto sua produtividade ¢ afetada por patdégenos, principalmente os
causadores de podriddes radiculares, como o Phytopythium sp. Nao ha relatos de estudos que
identificaram genes envolvidos na interagdo Mandioca- Phytopythium sp., portanto esta tese
tem como objetivo principal a prospec¢do de genes envolvidos nos mecanismos de resposta
da mandioca ao agente causador da podridao radicular. A tese estd dividida em seis capitulos,
onde o primeiro faz a contextualizacdo geral, o segundo identificou genes relacionados a
imunidade de mandioca que possuam potencial para atuar na defesa contra o agente causador
da podridao radicular, o terceiro capitulo discutiu o potencial das fitocistatinas no controle de
doencgas de plantas causadas por fungos. No quarto capitulo foi realizada uma busca no
genoma da mandioca por genes que irdo codificar fitocistatina e estes foram caracterizados in
silico e comparados filogeneticamentes com fitocistatinas de outras culturas. O quinto
capitulo trata de uma adaptagdo no método de propagacdo rapida da mandioca para a
obtencao de mudas visando estudos em casa de vegetacao, tais como, a inoculacdo do agente
causador da podridao radicular das raizes em plantas de mandioca. O sexto capitulo apresenta
os resultados visando realizar a inoculacdo do agente causador da podriddo radicular das
raizes em plantas de mandioca. A adaptacdo do método de propagacdo rapida da mandioca foi
eficaz na produgdo de mudas para estudos em nivel molecular da interagdo mandioca-
Phytopythium sp. No total foram investigados nove genes envolvidos na resposta ao estresse
biotico, dos quais sete apresentaram padroes de expressdo diferencial nas raizes inocuculadas
com Phytopythium sp.. A anélise do genoma da mandioca resultou na identificagdo de nove
isoformas de genes da fitocistatina que estdo distribuidas em sete cromossomos. Estes genes
se tornam canditados para utilizagdo em programas de melhoramento genético que visem o

combate a podridao radicular em mandioca causado por Phytopythium sp.

Palavras chaves: Manihot esculenta, Phytophytium sp, expressao diferencial, propagacao
rapida da mandioca, producdo de mudas.



ABSTRACT

Cassava is one of the most dynamic agricultural products in the world, being cultivated in
many countries, however your productive is affected by pathogens, mainly those witch cause
root rot, with Phytopythium sp. Studies related with identification of genes in the interaction
between cassava-Phytopythium sp. are not found in the literature. Therefore, the main
objective of thesis was prospecting genes involved in the mechanisms of response of cassava
to the agent that causes root rot. The thesis is divided in six chapter, the first does a general
contextualization, in second chapter was identified genes related with cassava immunity that
possess potential for combat against root rot pathogen, the third chapter discussed the
potential of phytocystatin in the control of plant diseases caused by fungi. In the chapter four
a search of the cassava genome was carried out by genes that will code phytocystatin and
these were characterized in silico and compared phylogenetically with phytocystatin from
other cultures. Chapter five is about the adaptations methodology of rapid propagation of
cassava for obtainment of seedlings aiming at greenhouse studies, such as the inoculation of
root rot agent in cassava plants. The sixth chapter presents the results aiming at the
inoculation of root rot agent of roots in cassava plants. The adaptation of the rapid
propagation method of cassava was effective in the production of seedlings for studies at the
molecular level of the interaction of cassava -Phytopythium sp. In total, nine genes involved
in biotic stress response were investigated, of which seven presented differential expression
patterns in the roots inoculated with Phytopythium sp. The analysis of the cassava genome
resulted in the identification of novel phytochemical gene isoforms that are distributed on
seven chromosomes. These genes become eligible for use in breeding programs aimed at

combating root rot in cassava caused by Phytopythium sp.

Key words: Manihot esculenta, Phytophytium sp, differential expression, rapid propagation of

cassava, production of seedlings.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 A cultura da mandioca e a podridao radicular.

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pertence a classe das Eudicotiledoneas, a
ordem Malpighiales, a familia Euphorbiaceae e ao género Manihot, sendo uma espécie de
arbusto nativo do Brasil e conhecida popularmente como mandioca, macaxeira e aipim
(CORDEIRO et al., 2017).

A mandioca ¢ um dos mais dindmicos produtos da agricultura mundial, sendo
cultivada em mais de cem paises. As raizes sao fontes de carboidratos e uma importante fonte
de alimentacdo para pessoas de baixa renda. A folha ¢ fonte de carboidratos e proteinas.
Sendo que a maior teor de proteinas da mandioca estd concentrado nas folhas denominadas de
manivas. As manivas tem potencialidade para ser utilizado na alimentagdo animal e como
matéria-prima para a agroindustria e o etanol (MATTOS e CARDOSO, 2003; LARA et al.,
2008; ANDRE e SANTOS, 2012).

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de mandioca e também um grande consumidor
(ALVES FILHO et al., 2015). Em 2016, o Brasil produziu mais de 23 milhdes de toneladas
de mandioca, com rendimento médio de mais de 15 toneladas por hectare (IBGE, 2017). A
regido Norte € responsavel por 43% da producao Brasileira (Figura 1), sendo o estado do Paré
0 mais representativo nesta regido e no pais, com producdo total anual de mais de 6 milhdes
de toneladas em 2016 (IBGE, 2017) .

A mandioca ¢ considerada uma cultura rustica e a maior parte dos cultivos estd
concentrada em pequenos produtores, que se caracterizam pelo uso de poucos insumos no
manejo da cultura. Deste modo, o sistema rudimentar de manejo utilizado pela maioria dos
agricultores associado ao baixo uso de insumos sdo fatores responsaveis pelo baixo
rendimento da mandiocultura (ALVES FILHO et al., 2015).

A raiz da mandioca ¢ uma das principais fontes de alimento nas populacdes de baixa
renda em paises subdesenvolvidos. Neste sentido, programas de melhoramento genético,
atualmente estdo focados em desenvolver variedades biofortificadas principalmente com a
presenca de carotenoides como [-caroteno, encontrados nas raizes de coloracdo amarela
(IGLESIAS et al. 1997, MEZETTE et al., 2009; CARVALHO et al., 2012a; SILVA et al.,
2014).
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Figura 1. Percentual da produgdo de mandioca por regides do Brasil. Destacando o percentual de producdo da
regido norte do Brasil.
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Fonte: Dados IBGE, (2017).

Estudo a nivel molecular foi realizado por CARVALHO et al. (2012b), visando
fornecer informagdes a respeito do acimulo de carotenoides na raiz de reserva da mandioca.
Logo, melhorar o contetido de precursores de vitamina A, como B-caroteno, em mandioca,
pode auxiliar, sobretudo em regides de baixa renda, no combate a doenga como a cegueira
noturna, disturbios de crescimento e dificuldade de aprendizagem (UNDERWOOD e
SMITASII, 1999).

Os espécimes de mandioca podem ser classificados em dois grupos, conforme o teor
de acido cianidrico presente. Um dos grupos ¢ constituido por mandioca brava (também
conhecida como amarga) e o outro constituido pela mandioca mansa (também conhecida
como doce). O sabor amargo estd associado ao potencial cianogénico, que ¢ a capacidade da
liberagdo de acido cianidrico, que ¢é toxico (LARA et al., 2008).

A obten¢do de mudas de mandioca ¢é feita preferencialmente por propagacio
vegetativa, onde pedacos do caule, chamados manivas-semente ou estacas, sao utilizados para
gerar plantas geneticamente idénticas (SILVA ef al., 2002; CARVALHO e GUERRA, 2002).
Em contraste, o uso de sementes em mandioca ¢ limitado pela baixa taxa de fecundacdo das
flores, baixa germinagdo destas e levam mais tempo para se estabelecer e sdo menores e
menos vigorosas que as plantas oriundas de estacas (SILVA et al., 2002). Contudo, a
reproducdo sexuada se mantem ativa, promovendo a variabilidade genética e possibilitando

aos melhoristas selecionar genotipos de maior importancia agronomica (SILVA et al., 2001).
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No Brasil, existe uma ampla variabilidade genética de mandioca, a qual se encontra
mantida em colec¢des de trabalho e bancos ativos de germoplasma distribuidos em todo o pais.
Essa variabilidade ¢ representada em sua maioria por variedades selecionadas naturalmente ou
por agricultores (FUKUDA et al., 1996; VIEIRA et al., 2007). Essas variedades representam
o alicerce dos sistemas de producdo familiar, por isso sdo consideradas um patrimonio
genético importante para a seguranga alimentar dos agricultores e para a preservacdo da
biodiversidade (FUKUDA et al., 1996).

Apesar de sua rusticidade varios fatores relacionados a estresse biotico (Figura 2 A-E)
e abidtico (Figura 2 F) limitam a expansdo da mandiocultura (BORGES et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2013; VENTURINI et al., 2015; VILAS-BOAS et al., 2016). Dentre os
fatores bidticos limitantes para a cultura da mandioca, a podriddo radicular vem se tornando
uma doenca de alto impacto economico e social no Brasil (SERRA ef al., 2009), pois provoca
queda progressiva na produtividade, com relatos de perdas de at¢ 100% na produtividade de
raizes (MOSES et al., 2007), além de inutilizar as areas para plantio ao longo dos ciclos da

cultura (NOTARO, 2013).

Figura 2. Fatores bidticos e abidtico que afetam a produgdo da mandioca. A- Brocas do caule. B- Cupins. C-
Mosca-branca. D- Acaros. G-Podriddo radicular. H- Deterioragdo pds-colheita.

e

Fonte: Arquivo pessoal.



14

1.2. Podridao radicular da mandioca causada por Phytopythium.

No Estado do Paré, foram descritos como patégenos associados a podridao mole das
raizes, os oomicetos dos géneros Phytophthora e Pythium (FIGUEIREDO e
ALBUQUERQUE 1970; POLTRONIERI et al., 1997), o fungo Fusarium solani
(POLTRONIERI et al., 2002) e, recentemente, os oomicetos do género Phytopythium (Boari
et al., 2018).

O género Phytopythium foi recentemente enquadrado no reino Chromista, filo
Oomicota, na ordem Pythiales e na familia Pythiaceae. Esta alteragdo se deu ao analisar
molecularmente espécie de Pythium, os resultados revelaram um grupo que se destaca como
sendo filogeneticamente distinto, denominado clado K, resultando assim na criagdo do
género, onde as espécies possuem caracteristicas intermédiarias entre Phytophthora e
Phytium (BALA et al., 2010; de COCK et al., 2015). Estudos mostraram que o oomiceto
Phytopythium sp. esté associado a podridao da raiz de mandioca e a ferrugem de folhagem no
estado do Pard, sendo este o primeiro relato mundial de Phytopythium sp. causando podridao
radicular na mandioca (Boari et al., 2018).

As espécies de patogenos associadas a podriddao mole das raizes em mandioca habitam
o solo e afetam principalmente as raizes tuberosas e o efeito do apodrecimento pode ser
camuflado até a colheita, j4 que a planta de mandioca tem um extenso sistema radicular,
podendo permanecer de pé€, apesar de uma parcela significativa de suas raizes estarem podres.
A podriddo mole ¢ caracterizada pela deterioragdo completa da raiz e a exsudagdo de um
liquido de forte odor (MSIKITA et al., 2005; BANDYOPADHYAY et al., 2006).

A forma mais indicada de combate a podridao radicular das raizes ¢ a rotagdo de
culturas, manejo fisico do solo, o uso de microrganismos antagdnicos, plantio em areas bem
drenadas, utilizacdo de manivas provenientes de areas sem ocorréncia da doenca e destruicao
do material vegetal originario de areas infestadas (CASTILHO et al., 1990; FUKUDA, 1993;
FIALHO; VIEIRA, 2011). Porém, a forma mais econdmica e confidvel para manejar as
podriddes radiculares da mandioca se baseia no plantio de variedades resistentes (ONYEKA
et al., 2005b).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) recomenda trés acessos
(BRS Mari, BRS Kiriris € BRS Poti), que apresentam baixa producdo comparada com outros
acessos, mas boa tolerancia a podriddo radicular (ALBUQUERQUE e BRANDAO, 2008).

Estudos que busquem elucidar os mecanismos envolvidos na resisténcia destes acessos podem
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contribuir para o desenvolvimento de acessos mais produtivos e resistentes a doenca. No

entanto, faz-se necessario identificar os genes envolvidos na resposta da planta a patogenos.

1.3. Metodologias de propagacio e inoculacio de plantas de mandioca com
Phythopythium sp.

A propagacdo vegetativa da mandioca ¢ um processo vantajoso porque mantém as
caracteristicas da planta mae, mas por outro lado tem como fatores limitantes a baixa taxa de
multiplicagdo, a reducdo da qualidade sanitaria da maniva durante ciclos sucessivos de
propagacao, além da facilidade de transmissdo de doengas através do material de propagacao
(FUKUDA e CARVALHO, 2006; SANTOS et al., 2009; SILOTO e FERNANDES, 2016).
Para sanar essas dificuldades o Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT)
desenvolveu o método de propagacdo rapida da mandioca (COCK et al., 1976), o qual foi
testado em algumas regides brasileiras, proporcionando um aumento significativo do fator de
multiplicagdo da cultura comparado com o método de propagagao tradicional (SILVA et al.
2002; FUKUDA e CARVALHO, 2006; RODRIGUES et al. 2008; ALVES et al., 2009;
SANTOS et al. 2009; VIEIRA ¢ MOURA, 2011).

Esta metodologia deve ser adaptada de acordo com as condi¢des edafo-climéaticas da
regido onde os experimentos sdo conduzidos e as caracteristicas genéticas da acesso usada
(RODRIGUES et al. 2008; ALVES et al. 2009; SANTOS et al. 2009; VIEIRA ¢ MOURA,
2011; SILOTO e FERNANDES, 2016). O método de propagacao rapida da mandioca ainda
ndo foi testado para as condigdes climaticas da regido de Belém. Além disso, a utilizagdo
deste método pode possibilitar a obtengdo de plantas de mandioca com raizes tuberizadas
adequadas para estudos em condic¢des controladas de casa de vegetacao.

Um dos desafios da identificagdo de fontes de resisténcia a podridao radicular nos
germoplasmas de mandioca ¢ a falta de metodologias adequadas para a selecdo de gendtipos
por meio de inoculagdes artificiais, de modo a refletir o comportamento destes em condigdes
de campo. O método de inoculagdo de raizes destacadas, apesar de ser a metodologia de
sele¢do atualmente utilizada na busca por gendtipos resistentes a podridao radicular, ¢ uma
metodologia que necessita de uma programagao na colheita das raizes (com tempo minimo de
10 meses de plantio) e uma minuciosa triagem para que ndo sejam utilizadas raizes com
injurias e com infec¢des provenientes do campo (ONYEKA et al., 2005a; OLIVEIRA et al.,
2013; VILAS-BOAS et al., 2016). Sendo, necessario estabelecer protocolos de inoculagao
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que visem inocular plantas jovens e em condi¢des controladas para serem utilizadas nos

experimentos que visem identificar os genes envolvidos na resposta da mandioca a patdgenos.

1.4 Mecanismos de resisténcia das plantas contra patégenos

As plantas estdo continuamente expostas a microrganismos, patogénicos ou nio, ¢
desenvolveram, durante o processo de evolugdao, mecanismos diferenciados de defesa que
quando sdo acionados traduzem essa percep¢do em uma resposta apropriada. Os
fitopatdgenos, em especial, usam diversas estratégias, como a liberacdo de moléculas efetoras
(efetores de viruléncia) na célula da planta, garantindo uma maior aptidao ao patdégeno
(JONES e DANGL, 2006; THAKUR ¢ SOHAL, 2013).

As plantas respondem ao ataque de patdogenos com um sistema de defesa que evita a
infeccdo ou combate aos patdogenos que as infectam. As alteragdes que constituem o sistema
de resisténcia da planta podem ser agrupadas em constitutiva e indutivel, e os mecanismos de
defesa variam de morfoldgicos a estruturais e quimicos (FERREIRA et al., 2007).

A intera¢do entre a planta e o patdgeno pode ser divida em dois tipos bésicos: a
interagdo compativel e a interagdo incompativel. Na interagdo compativel, o patégeno invade
o tecido vegetal, multiplica-se e provoca doenca na planta. Na interacdo incompativel, o
patogeno, ao penetrar no tecido vegetal, encontra as defesas da planta que irdo impedir sua
multiplicagdo, resultando na resisténcia. A intensidade do mecanismo de defesa da planta
depende da capacidade do vegetal de reconhecer certos patdogenos. Os patdgenos sao
classificados em dois tipos: virulentos e avirulentos (BOREM & MIRANDA, 2013).

A expressao da resisténcia ¢ governada tanto por genes R da planta quanto por genes
de Aviruléncia (Avr) correspondente do patdogeno. Uma vez que o reconhecimento especifico
¢ realizado, uma resposta forte e rapida ¢ desencadeada no local da infecg¢do. Esta resposta ¢
conhecida como reacdo de hipersensibilidade (HR) e ¢ caracteristica de interacdes
incompativeis (ELVIRA et al., 2008). Desta forma, HR aciona o sistema de resisténcia
adquirida (SAR) que confere uma imunidade para um amplo espectro de patdégeno. Os
mecanismos de defesa de uma planta sdo controlados geneticamente e dependem da expressao
de determinados genes no momento ¢ magnitude adequados apds o contato do patdogeno com
o hospedeiro (PIETERSE et al., 2014).

Plantas quando em contato com microorganismos ativam, em nivel celular, receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs), presentes na membrana celular ou no citoplasma das

células. Os PRRs das células vegetais estdo localizados na membrana plasmatica,
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apresentando dois tipos estruturais basicas, receptors like Kinases (RLKSs) e receptors Like
Proteinas (RLPs), ambos possuindo um dominio funcional modular. PRRs reconhecem
moléculas do patdgeno, conhecidas como padrdes moleculares conservados associados a
patogenos (PAMPs). Como esses epitetos estdo presentes também em microorganismos nao
patogénicos, ¢ comum encontrar o termo MAMPs (Padroes moleculares associados a
microorganismos) (CHISHOLM et al., 2006; JONES e DANGL, 2006; PIETERSE et al.,
2014).

Segundo JONES e DANGL (2006), o sistema de defesa vegetal pode ser representado
por um modelo de quatro fases denominado “Zig-Zag” (Figura 3) em que na fase 1 PAMPs
sdo reconhecidos por PRRs resultando na imunidade disparada por PAMPs (PTI); na fase 2
patdgenos que obtiveram sucesso liberam efetores que interferem na PTI, desencadeando uma
suscetibilidade disparada por efetores (ETS); na fase 3 o efetor ¢ especificamente reconhecido

por uma proteina R resultando em imunidade disparada por efetores (ETI).

Figura 3: Modelo Zig-Zag do sistema imune em plantas. No esquema, as plantas detectam padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs, losangos vermelhos) via PRRs para desencadear a imunidade disparada por
PAMPs (PTI). Patogenos de sucesso produzem efetores que interferem com a PTI, resultando em suscetibilidade
desencadeada por efetores (ETS). Se um efetor (indicado em vermelho) é reconhecido por uma proteina da
planta NB-LRR, a imunidade disparada por efetores (ETI) ¢ ativada, sendo uma versdo amplificada de PTI que
permite a indugdo da morte celular e resposta de hipersensibilidade (HR). Isolados do patégeno podem evoluir,
perdendo efetores (em vermelho) ou ganhar novos efetores (em azul), permitindo que o patégeno suprima ETIL.
Tal selegdo, entdo, favorecem novos alelos NB-LRR a evoluir e reconhecer um dos efetores recém-adquirido,
resultando novamente em ETI.
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Fonte: Adaptado de Jones e Dangl (2006).
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Os PAMPs sdo definidos como moléculas de epitopos invariantes, que sao
fundamentais para a adequacdo dos diferentes microrganismos patdégenos, ausentes no
hospedeiro, porém reconhecidas por eles (LIU et al., 2013). A primeira molécula claramente
definida como um PAMP foi a Pepl3, um peptideo curto de 13 aminoacidos com uma
superficie exposta dentro de um fragmento de transglutaminase célcio dependente da parede
celular da Phytophthora sojae, que provoca respostas de defesa em Solanaceae
(NURNBERGEN et al., 2004).

Considerando sua estrutura molecular, a maioria dos PAMPs pode ser dividida em
polissacarideos e polipeptidios. Os representantes mais conhecidos do primeiro grupo sao
Lipopolissacarideos presentes na membrana das bactérias gram-negativas, peptideoglicanos
encontrados na membrana celular das bactérias gram-negativas e gram-positivas, € quitina
presente na parede celular de fungos (LIU ef al.,, 2013; NEWMAN et al., 2013).

Os principais polipeptidios sdo flagelina microbiana, proteina componente do flagelo
de bactérias e fator Tu de alongamento, proteina envolvida na biossintese da cadeia de
aminodacidos pelos ribossomos bacterianos (NEWMAN et al., 2013). O dominio N-terminal
da flagelina (flg22) ¢ altamente conservado e reconhecido pela maioria das plantas (ZIPFEL e
FELIX, 2005). A planta do tomate é capaz de reconhecer uma versao mais curta do mesmo
epitopo (flgl5) e o arroz parece ser insensivel a flg22, mas pode reconhecer a molécula de
flagelina como um todo (TAKAI et al., 2007; WAN et al., 2008).

O elicitor lecitina que se encontra ligado a celulose, em Phytophthora parasitica var.
nicotianae, foi identificado como o responsavel pelo mecanismo de disparo de respostas de
defesa em Arabidopsis e tabaco (GAULIN et al., 2006). Esses dois pontos de ligagdo com a
celulose, que sdo provavelmente relevantes na adesdo celular durante a infeccdo, sdo
suficientes para a indugdo de defesa. Outras PAMPs mais amplamente reconhecidas sdo
derivadas de componentes da parede celular de fungos, tais como beta-glucanas, ergosterol ou
quitina (MIYA et al., 2007).

Nos ultimos anos, diversos estudos mostraram a relevancia dos PAMPs e sua ligacao
com a imunidade das plantas. Muitos receptores para os PAMPs ainda precisam ser
identificados e mais estudos devem ser desenvolvidos para uma melhor compreensiao de como
as mais diversas plantas respondem ao estresse causado no vegetal durante o processo de
patogénese (HENRY et al., 2012; NEWMAN et al., 2013).

O sistema de defesa vegetal apresenta dois niveis. Durante o primeiro nivel de defesa,
a célula vegetal reconhece os PAMPs/ MAMPs, através dos seus receptores de

reconhecimento de padrao presentes na superficie celular, desencadeando a imunidade ativada
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por PAMP (PAMPs-triggered immunity - PTI) (CHISHOLM et al., 2006). Sendo esta fase
essencial para a ativagdo da imunidade inata nas plantas. Pois, hd estudos demonstrando que
plantas com mutagdes nos PRRs sdo susceptiveis a infec¢gdes microbianas (ZIPFEL, 2009).

Uma vez que as barreiras da primeira linha de defesa sdo ultrapassadas, as plantas
desenvolveram um mecanismo mais especializado para detectar e combater o ataque de
microrganismos patogénicos, a imunidade desencadeada por efetor (effector triggered
immunity - ETI), que apresenta como principal caracteristica a morte celular e necrose
tecidual no local da infecgao, esta conhecida como reagao de hipersensibilidade (CHISHOLM
et al., 2006). Nessa fase, a efetividade do patdgeno em conseguir secretar proteinas efetoras
no citoplasma da célula é combatida por proteinas especializadas, que atuam como receptores
conhecidas como proteinas de resisténcias, sendo essas proteinas expressas por genes
conhecidos como genes de resisténcia ou genes R (DANGL E JONES, 2006; DANGL et al.,
2013) (Figura 4).

A maioria dos genes R codificam membros de uma superfamilia extremamente
polimoérfica de repeticdo rica em leucina (NLR) que sao receptores de nucleotideos de
ligagdo, que funcionam intracelularmente e ancora o segundo nivel do sistema imunolédgico da
planta. Proteinas especificas NLR s3o ativadas por efetores especificos do patdgenos. Essa
interacao pode ser via direta entre a molécula efetora e o receptor. Alternativamente, através
da modificagdo da proteina efetora por uma molécula Decoy (Isca) que € reconhecida pelo
receptor somente quando sofre a mudanca. E também através do reconhecimento da molécula
efetora mediada pela alteracdo de um alvo de viruléncia hospedeiro, tal como a de um
dominio citosolico, PRR; cada um desses trés processos de reconhecimento desencadeia a ETI
(DANGL et al., 2013).

O desenvolvimento da doenga, em plantas €, na maioria das vezes, um evento raro.
Isso se deve a eficiéncia na reposta, que ndo se restringe apenas aos receptores, ativada tanto
na PTI quanto ETI. Plantas sobre estresse bidtico possue vasto e variado mecanismo de defesa
que incluem barreiras estruturais e bioquimicas, ambos pré e/ou pds-formados em relagdo a
tentativa de penetracdo do patéogeno no hospedeiro. Dentre os mecanismos encontrados
podemos citar as barreiras estruturais pré-formadas, representadas principalmente pelo
processo de lignificagdao da parede celular das plantas vasculares (TOBIMATSU et al., 2013).
E as barreiras quimicas pré-formadas, estas representadas principalmente pelas Proteinas
Relacionadas a Patogénese, conhecidas também como proteinas PR (VAN LOON et al.,
2006).
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Figura 4: Célula vegetal infectada por patdogenos de todas as classes; Em (1) a célula reconhece os PAMPs
através dos PRR extracelulares ativando a PTI; Em (2) mostra a capacidade que os patogenos possuem de
secretar proteinas efetoras no citoplasma da célula inativando a resposta PTI (3); Intracelular NLRs percebem as
moléculas efetoras por trés vias: Através da ligag@o direta entre a molécula efetora e o receptor (4a); Através da
modificacdo da proteina efetora por uma molécula Decoy (Isca) que é reconhecida pelo receptor somente quando
sofre a mudanca (4b); através do reconhecimento da molécula efetora mediada pela alteracdo de um alvo de
viruléncia hospedeiro, tal como a de um dominio citosolico, PRR (4c); cada um desses trés processos de
reconhecimento desencadeia a ETI (5).
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Fonte: Adaptado de Dangl ef al. (2013).

1.5. Prospeccao de genes de resposta da mandioca a podridao radicular

O estudo da inducdo de genes de defesa nas plantas ¢ algo que vem sendo feito ha
mais de quatro décadas (GREEN e RYAN, 1972) e, ainda hoje, existem pontos nao
esclarecidos a respeito deste processo (DANGL e JONES, 2006; DANGL et al., 2013;
ZIPFEL e OLDROYD, 2017).
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Vérios métodos permitem isolar e manipular genes especificos de interesse agrondmico,
como os que conferem resisténcia a condigcdes de estresses bidticos e abidticos e também
aqueles que podem aumentar o valor nutricional das culturas. Este conhecimento permitiu que
algumas culturas fossem modificadas. Dentre as culturas melhoradas e que sdo amplamente
utilizadas, podemos citar: a soja (resistente a herbicida), algoddo (resistente a insetos) milho
(resistente a herbicida e insetos), mamao (resistente a virus), tomate (alteragdo no
amadurecimento) e arroz (maior qualidade nutricional) (BESPALHOK et al., 2017).

Desta forma, torna-se evidente a importancia dos estudos moleculares de expressao
génica na compreensao das respostas de defesa das plantas contra os patdogenos. A busca por
genes diferencialmente expressos em plantas resistentes e susceptiveis a patégenos vem sendo
realizadas em diversas plantas tais como, tomate (AMARAL et al., 2008), Piper tuberculatum
(NASCIMENTO et al., 2009), pimenteira-do-reino (DE SOUZA et al., 2011), maga (BALDO
et al., 2010), couve-flor JIANG et al., 2011), uva (LEGAY et al., 2011), soja (WANG et al.,
2012), banana (TIMM et al., 2016), cana-de-aciicar (SATHYABHAMA et al., 2016) e trigo
(ALTAWEEL et al., 2017).

A identificacdo de genes de genes de resposta da mandioca ao agente causador da
podridao radicular pode contribuir para, no futuro, obter-se acessos melhoradas. Nas buscas
realizadas na literatura ndo hé relatos de estudos que visem identificar genes de resposta a
estresse biotico da interagdo Mandioca- Phytopythium sp.. Espera-se ao final dos
experimentos confirmar a hipdtese de que a mandioca expressa genes de forma diferencial
quando em contato com o agente causador da podriddo radicular. Com isso, o presente
trabalho tem como objetivo principal a prospec¢do de genes envolvidos nos mecanismos de
resposta da mandioca ao agente causador da podridao radicular. Para satisfazer os objetivos
tracados, fora realizados 5 trabalhos no qual estdo descritos nos capitulos que constituem esta
tese.

Este primeiro procura levantar os dados ja descritos na literatura sobre o tema em
questdo. O segundo capitulo trata de uma adaptacdo no método de propagacdo rapida da
mandioca para a obtengdo de mudas visando estudos em casa de vegetacdo, tais como, a
inoculagdo do agente causador da podridao radicular das raizes em plantas de mandioca. A
metodologia de propagagdo rapida da mandioca foi proposta para contornar o baixo indice de
multiplicagdo da cultura. Uma vez que estudos que utilizem material destacado nao possibilita
a analise da planta como um todo e para estudar a interacdo mandioca- Phytopythium sp. em
plantas foi necessario estabelecer um método de obtencdo de material que possibilitasse os

estudos em condigdes controladas.
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O terceiro capitulo apresenta os resultados visando realizar a inoculacdo do agente
causador da podridao radicular das raizes em plantas de mandioca. Por se tratar dos primeiros
esfor¢os para estudar os mecanismos envolvidos na interagdo foi necessario desenvolver um
método para realizar a inoculagdo do agente causador da podridao radicular das raizes de
mandioca e assim possibilitar a producdo de material vegetal adequado para os estudos
moleculares desta interacdo planta-patdégeno. As mudas foram produzidas utilizando o método
de propagacdo rapida da mandioca. Para a inoculagdo, as mudas foram infestadas com uma
mistura de areia e fuba (3:1) com discos de meio mandioca dextrose agar contendo micélio do
isolado CT084 e seus efeitos analisados. Foi possivel observar sinais caracteristicos da
doenga nas plantas inoculadas quando comparadas com as plantas controle.

O quarto capitulo deste trabalho visa identificar genes relacionados a imunidade de
mandioca que possuam potencial para atuar na defesa desta planta contra o agente causador
da podriddo mole das raizes e analisar sua expressdo em raizes de mandioca inteiras
inoculadas com Phytopythium sp..

O quinto capitulo visa discutir o potencial das fitocistatinas no controle de doengas de
plantas causadas por fungos, uma vez que uma fitocistatina foi identificada como
potencialmente envolvida na resposta da mandioca ao ataque do Phytopythium sp. Os
inibidores de proteases cisteinicas, também conhecidos como cistatinas, sao um grupo de
proteinas que se ligam as proteases cisteinicas inibindo sua atividade. As cistatinas de plantas
ou fitocistatinas ja foram identificadas em diversas espécies vegetais (FERNANDES et al.,
1993; WALDRON et al., 1993; ABE et al., 1995; MISAKA et al., 1996; JOSHI et al., 1998;
KURODA et al., 2001; RYAN et al., 2003; SHYU et al., 2004; BANGRAK et al., 2011).
Possuem vérias funcdes como a regulagdo dos processos de maturagdo e germinacgao das
sementes (OJIMA et al., 1997; RASSAM et al., 2004), a regulagdo da morte celular
programada (BELENGHI et al., 2003) e fungdes de defesa em resposta a estresse bidtico
(HINES et al., 1991; MARTINEZ et al., 2005; PIROVANI et al., 2010) e abidtico (DIOP et
al., 2004; HWANG et al., 2010).

O sequenciamento de todo o genoma da mandioca tornou possivel & analise dos genes
que irdo codificar fitocistatinas. No sexto capitulo foi realizada uma busca no genoma da
mandioca por genes que irdo codificar fitocistatina e estes foram caracterizados in silico e
comparados filogeneticamentes com fitocistatinas identificadas em cacau, seringueira e
inhame. Os resultados obtidos contribuirdo para futuros estudos funcionais que possam ser

realizados com as fitocistatinas de mandioca.
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Resumo — O presente trabalho teve como objetivo testar a metodologia de propagacdo rapida
da mandioca (Manihot esculenta Crantz) para a producdo de plantas adequadas para estudos
em condic¢des controladas de casa de vegetacdo. A metodologia consistiu na inducdo de brotos
a partir de manivas, e posterior corte e enraizamento na agua, seguido do preparo das mudas,
aclimatacdo em viveiros e posterior desenvolvimento em casa de vegetacdo até que as raizes
estivessem em fase de tuberizagdo. Os procedimentos foram baseados na metodologia de
propagacao rapida da mandioca descrita na literatura, contudo as cdmaras de propagacao e de
enraizamento foram adaptadas com clarite com 20% de sombreamento devido as condig¢des
climaticas de Belém-PA. Foram utilizados quatro cultivares do Banco Ativo de Germoplasma

de Mandioca da Embrapa Amazonia Oriental (Belém-PA), os quais apresentaram
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desempenhos diferenciados nas etapas de producdo de brotos, de enraizamento e de
aclimatagdo. Os cultivares BRS Poti e CPATU 530 apresentaram maior taxa de multiplicagao,
produzindo mudas com qualidade e quantidade adequadas para estudos em casa de vegetagao
e que necessitem de raizes ja tuberizadas, como aqueles que requerem a inoculacdo de
patogenos causadores da podriddo radicular e/ou a analise de genes com expressao diferencial

em raizes nesta fase de desenvolvimento.

Termos para indexacao: Manihot esculenta, producao de mudas, raizes tuberosas.

Abstract — The present work aimed to test the methodology of rapid propagation of cassava
(Manihot esculenta Crantz) for the production of plants suitable for studies under greenhouse.
controlled conditions. The method was based on bud induction from stem cuttings, which
were cut and water rooted, followed by seedlings preparation, acclimatization in the nursery
and further development under greenhouse until roots were tuberized. The procedures were
based on the methodology of rapid propagation of cassava described on the literature,
although the propagation and rooting chambers were adapted with clarite that reduced
lightmtransmission by 20%, due to climatic conditions of Belém, Para, Brazil. It was used
four accessions from a germplasm bank, which had different behavior during the phases of
bud production, rooting and acclimatization. The accessions BRS Poti and CPATU 530 had
higher rate of bud multiplication and produced higher-quality and quantity seedlings, suitable
for studies under greenhouse conditions and that need tuberized roots, such as those that
require the inoculation of root rot pathogens and/or differential expression analyses of root

genes in this developmental stage.

Index terms: Manihot esculenta Crantz, seeding production, tuberous roots.
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Introducio

Manihot esculenta Crantz ¢ uma espécie de arbusto nativo do Brasil, conhecida
popularmente como mandioca, macaxeira e aipim (Cordeiro et al., 2017). De facil adaptagao,
a mandioca é cultivada em todo o mundo, principalmente na Asia, Africa ¢ América onde
milhdes de pessoas dependem da raiz de reserva desta cultura (FAO, 2017). No Brasil, seu
cultivo ocorre em todos os Estados, sendo a regido norte responsavel por mais de 40% da
producao nacional (IBGE, 2017) onde possui uma ampla utilizagdo na alimentagao (animal e
humana) e na industria (Vieira et al., 2011).

A mandioca ¢ considerada uma cultura rustica e a maior parte dos cultivos esta
concentrada em pequenos produtores, que utilizam um sistema rudimentar de manejo e baixo
uso de insumos (Alves Filho et al., 2015). O sucesso da mandiocultura depende, em grande
parte, da utilizagao de mudas de boa qualidade. A obtencdo de mudas de mandioca ¢ feita
preferencialmente por propagacdo vegetativa, onde pedacos do caule, chamados manivas-
semente ou estacas, sdo utilizados para gerar plantas geneticamente idénticas (Silva et al.,
2002; Carvalho & Guerra, 2002).

Na propagacdo vegetativa, apds as manivas serem colocadas em contato com o solo,
as brotagdes e as primeiras raizes, conhecidas como raizes adventicias, surgem entre 15 e 20
dias apos o plantio (DAP). Com 30 DAP as folhas verdadeiras come¢am a se expandir e se
inicia o processo fotossintético. O desenvolvimento das raizes de armazenamento inicia-se de
35-52 DAP, e a partir de oito meses ja estdo aptas para serem colhidas, no entanto as
variacdes nas condi¢des climaticas e o tipo de acesso podem afetar este processo, sendo
recomendada a colheita entre 10 e 12 meses (Wechkrajang et al., 2006; de Souza et al., 2015).

Apesar de sua rusticidade, varios fatores relacionados a estresses biodtico e abiodtico
limitam a expansao da mandiocultura (Borges et al., 2002; Oliveira et al., 2013; Venturini et

al., 2015; Pietrowski et al., 2014; Vilas-Boas et al., 2016). Nos tltimos anos, diversos estudos



36

utilizando tecidos destacados de mandioca foram realizados com o objetivo de investigar a
resposta da planta frente aos diferentes estresses. Um exemplo ¢ a utilizagdo de folhas
destacadas para identificar genes envolvidos na resposta ao estresse salino (Costa et al., 2011;
Reis et al., 2012; Santa Brigida et al., 2014). As raizes destacadas ¢ um outro exemplo, ja que
estudos para identificar acessos resistentes e susceptiveis a podridao radicular tém utilizado
este tecido (Oliveira et al., 2013; Vilas-Boas et al., 2016). No entanto, os métodos que
utilizam tecidos destacados nao permitem avaliar os processos fisiologicos e/ou moleculares
em outras partes da planta, bem como, por periodos de tempo mais prolongados. No caso das
raizes de mandioca ainda se observa a deterioracdo pos-colheita, cujos sintomas assemelham-
se aos causados por patdgenos, levando a uma interpretacdo equivocada dos resultados dos
estudos visando a identificacdo de fontes de resisténcia a doencas (Venturini et al., 2015).

A metodologia da propagagdo rapida da mandioca, estabelecida inicialmente pelo
CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) (Cock et al., 1976) ¢ utilizada para
contornar o baixo indice de multiplicacao da cultura pelo método de propagacgao tradicional,
sendo um instrumento capaz de viabilizar a produg¢do de mudas sadias, com baixo custo e de
facil acesso. Esta metodologia envolve basicamente a indugdo de brotos a partir da maniva, e
posterior corte € enraizamento na agua, seguido do preparo das mudas, aclimatacdo em
viveiros e plantio no campo (Cock et al., 1976; Silva et al., 2002; Fukuda & Carvalho, 2006).
Contudo esta metodologia deve ser testada nas condigdes climéticas onde os experimentos sao
conduzidos, e seu sucesso depende também das caracteristicas genéticas da acesso usada.

Diante da necessidade de plantas de mandioca sadias, apresentando raizes tuberizadas
e desenvolvimento homogéneo para uso em estudos em condigdes controladas, como os que
buscam o entendimento dos mecanismos de tolerdncia da planta a estresses, o presente
trabalho objetivou testar a metodologia de propagacdo rapida em acessos de um Banco Ativo

de Germoplasma e nas condic¢des climaticas de Belém-PA.
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Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos em condi¢des ambientais, entre os meses de
agosto de 2016 a maio de 2017, na Embrapa Amazonia Oriental com sede em Belém-PA,
regido caracterizada por umidade e temperatura elevadas durante todo o ano (Oliveira et al.,
2016). Quatro acessos de um Banco Ativo de Germoplasma, os acessos CPATU 530, CPATU
348, BRS Kiriris ¢ BRS Poti, foram utilizados neste trabalho, sendo os dois primeiros
susceptiveis e os dois ultimos tolerantes a podridao radicular.

Para a producao de brotos enraizados foram utilizadas duas instalagdes, uma camara
de propagacdo e uma camara de enraizamento, preparadas conforme Silva et al. (2002)
(Figura 1A). Devido as condi¢des climaticas de Belém foi necessdria uma adaptacdo na
camara de propagacdo, substituindo o plastico transparente da cobertura por clarite 1003 com
20% de sombreamento (Figura 1B). Por outro lado, a camara de enraizamento consistiu em
uma estrutura metélica coberta com clarite 1003 verde com 20% de sombreamento na parte
frontal, e plastico transparente nas demais partes (Figura 1B).

A primeira etapa consistiu na obten¢do das manivas-sementes a partir dos dois ter¢os
inferiores da haste principal de plantas sadias e vigorosas, com 12 meses de idade. Foram
cortados toletes com 10 cm em média, cada um contendo duas gemas. Em seguida, cerca de
40 manivas-sementes de cada cultivat, foram plantadas em linha nas camaras de propagagao,
com as gemas voltadas para cima (Figura 1C), sendo umedecidas sempre que necessario
(Figura 1D), ja que esta instalacdo ndo possibilita a manuten¢do da umidade.

Quando os brotos atingiram de 10 a 15 centimetros, estes foram cortados abaixo de
uma gema e imediatamente colocados em agua destilada, para indugdo do enraizamento. Os
cortes foram feitos com estilete esterilizado com alcool etilico 70% (Figura 1E). Em seguida,
o excesso de folhas presente nos brotos foi retirado para evitar a murcha devido a perda

excessiva de dgua. Os brotos cortados foram colocados em copos plésticos (capacidade de
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300 mL) contendo 100 mL de 4agua destilada, sendo 3 brotos/copo, com troca de agua a cada
dois dias (Figura 1 F ). Na camara de enraizamento, foi necessario que os copos plasticos
estivessem a uma distdncia minima de 1,50 m em relacdo ao teto, evitando o deslocamento
dos mesmos devido a for¢a do vento, o que poderia prejudicar a indugao do enraizamento.
Nos primeiros dias as folhas murcharam e algumas cairam logo em seguida. Apds sete dias
formaram-se brotagdes na base (Figura 1 G1), e posteriormente as raizes adventicias aos 15
dias (Figura 1 G2). As folhas que cairam e os brotos que apodreceram foram descartados.

Na etapa seguinte os brotos enraizados foram plantados em sacos de polietileno 18 x
35 cm contendo terra preta, as mudas foram transferidas para um telado de madeira coberto
com sombrite a 50% de luminosidade. Na auséncia de chuvas, as mudas foram umedecidas
com agua (Figura 1H). Os acessos foram cultivados por 90 dias e o desenvolvimento das
raizes foi monitorado durante este periodo.

Por ultimo, as plantas com trés meses de idade foram transplantadas para vasos de 10
litros contendo terra preta. Para isto, o saco preto de polietileno foi retirado com cuidado para
ndo danificar as raizes existentes e a planta foi colocada no vaso, o qual foi preenchido com
terra preta. Ap6s o transplante, as plantas foram umedecidas, € mantidas em casa de vegetagao

com irrigacao didria até completarem 6 meses, quando foram observadas raizes ja tuberizadas.

Resultados e Discussiao
A propagacao vegetativa da mandioca € um processo vantajoso visto que mantém as
caracteristicas da planta mae, contudo apresenta limitacdes como a baixa taxa de
multiplicagdo, a reducdo da qualidade sanitaria da maniva durante ciclos sucessivos de
propagacao, além da facilidade de transmissao de doencgas através do material de propagagao
(Fukuda & Carvalho, 2006; Santos et al., 2009; Siloto & Fernandes, 2016). Para sanar essas

dificuldades o CIAT desenvolveu a metodologia de propaga¢do rapida da mandioca (Cock et
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al., 1976), a qual foi testada em algumas regides brasileiras, proporcionando um aumento
significativo do fator de multiplicagdo da cultura comparado com o método de propagacao
tradicional (Silva et al. 2002; Fukuda & Carvalho, 2006; Rodrigues et al. 2008; Alves et al.
2009; Santos et al. 2009; Vieira & Moura, 2011).

No presente trabalho a metodologia de propagagao rapida da mandioca foi testada nas
condigdes climaticas de Belém-PA e objetivou a obtencao de plantas de mandioca com raizes
tuberizadas adequadas para estudos em condigdes controladas de casa de vegetagao.

A metodologia de propagacdo répida inicia-se com uma fase de propagacao na qual se
utiliza uma camara de propagacdo, a qual proporciona um ambiente com umidade e
temperatura mais elevadas, que segundo Silva et al. (2002) e Fukuda & Carvalho (2006)
possibilitam uniformizar e acelerar a brotacdo das gemas. Contudo, devido as condi¢des de
alta umidade e temperatura em Belém-PA, a utilizacdo do plastico transparente recomendado
por Silva et al. (2002) fez com que a temperatura no interior da camara ficasse muito elevada,
limitando a producdo de brotos em todos os acessos utilizados (dados nao mostrados). Sendo
assim, o plastico transparente teve que ser substituido por clarite 1003 na cor verde com 20%
de sombreamento (Figura 1 B).

A adaptacdo da camara de propagacao com o clarite 1003 surtiu efeito positivo, pois
sanou a condicdo de alta temperatura devido ao plastico transparente, € proporcionou
condi¢des adequadas para o processo de brotacdo, gerando brotos com desenvolvimento
uniforme, e estando de acordo com dados obtidos por Silva et al. (2002) e Fukuda & Carvalho
(2006) que relataram brotos com 20 DAP apresentando 15 cm de altura.

Quando o desenvolvimento dos brotos obtidos na camara de propagagdao foi
comparado com os brotos obtidos em condi¢des de campo na propagagdo tradicional,
observou-se uma aceleracdo na etapa de brotagdo e expansao foliar, visto que em condig¢des

de campo as primeiras folhas fotossintéticas ativas surgem em média com 30 DAP
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(Wechkrajang et al., 2006; de Souza et al., 2015), enquanto que no presente trabalho aos 20
DAP ja se pode observar um padrao de desenvolvimento semelhante, com brotos com 15 cm
de altura (Figura 1E). No entanto, necessita-se de estudos adicionais para esclarecer se esta
variacdo foi devido as condigdes proporcionadas pela camara de propagacdo ou as
caracteristicas genéticas dos acessos utilizados.

A segunda etapa do método de propagacgdo rapida consistiu no corte dos brotos para
posterior enraizamento em agua. A primeira colheita dos brotos que atingiram a altura entre
10-15 cm ocorreu 20 DAP, e a segunda colheita 28 DAP, estando este tempo de corte em
concordancia com o observado quando a metodologia de propagagdo rapida foi adaptada para
as condicdes de Sdo Luiz do Maranhdo (Silva et al., 2002) e de Araripina, em Pernambuco
(Fukuda & Carvalho, 2006). Nos dois cortes realizados foi obtido um total de 414 brotos,
sendo que a capacidade de brotacdo variou entre os acessos utilizados, e o BRS Poti
apresentou melhor desempenho produzindo 145 brotos (Tabela 1). Segundo a literatura, a
capacidade de brotagdo das manivas varia dependendo das partes do caule (Porto et al., 1979)
e dos acessos que sao utilizados (Alves et al., 2009; Santos et al., 2009). No presente trabalho
buscou-se utilizar manivas-sementes a partir dos dois tercos inferiores da haste principal de
plantas sadias e vigorosas, com 12 meses de idade, seguindo as recomendag¢des de Porto et al.
(1979), e portanto o resultado observado deve-se provavelmente a diferenga genética entre os
acessos. Alves et al. (2009), em estudo com dois acessos de mandioca de mesa, observaram
que o acesso Pao teve uma producgdo de brotos quase duas vezes menor que o acesso Aciolina.

Os brotos cortados, incubados em &gua, permaneceram 22 dias na camara de
enraizamento, sendo que nos seis primeiros dias algumas folhas murcharam (Figura 1F), e
surgiram também as primeiras brotagdes (Figura 1G1). As primeiras raizes adventicias

surgiram 12 dias apos o corte (Figura 1G2), e dez dias depois os brotos enraizados ja estavam
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bem desenvolvidos e adequados para serem plantados, os resultados estdo de acordo com os
descritos para a regido nordeste (Silva et al., 2002 e Fukuda & Carvalho, 2006).

Quanto ao enraizamento, somente o acesso CPATU 348 teve uma baixa taxa de
enraizamento (~32%), sendo que os demais ficaram acima de 90%. Rodrigues et al. (2008)
também observou resultado similar, ja que o acesso de mandioca de mesa Aciolina apresentou
uma baixa capacidade de enraizamento quando utilizado o método de propagacao rapida por
meio de micro-estacas comparado com o acesso Pao. A capacidade de enraizamento de brotos
de mandioca em agua, segundo Rodrigues et al. (2008) depende do fator genético e da origem
da agua utilizada; e a 4gua proveniente da chuva pode ser uma excelente opgao para inducao
do enraizamento das estruturas vegetativas da mandioca no processo de propagacdo rapida.
Dentre as alteracdes observadas nesta etapa, a baixa taxa de enraizamento do acesso CPATU
348 foi evidenciada pela ndo formacao de calos (Figura 2 A), com posterior apodrecimento do
material. E no caso do BRS Kiriris, apesar da alta taxa de enraizamento, foram observados
alguns pontos escuros (Figura 2B), que podem estar relacionados com apodrecimento do
tecido, com potencial efeito na capacidade de aclimatacdo. Desta forma, ¢ necessario testar
outras condi¢des de enraizamento para estes acessos.

No final da etapa de enraizamento foi obtido um total de 322 brotos que apresentaram
raizes de absor¢do bem desenvolvidas, que foram plantados em sacos de polietileno contendo
terra preta resultando em 207 mudas ao final de trés meses. Na producao de mudas, o BRS
Poti e 0 CPATU 530 tiveram eficiéncias similares, com taxas de aclimatagdo acima de 77%,
contudo como o CPATU 530 produziu um nimero menor de brotos, o BRS Poti teve um
melhor rendimento com a produg¢dao de 117 mudas enquanto o CPATU 530 produziu 68
mudas. A partir dos dados obtidos pode-se concluir que o acesso BRS Poti apresentou a maior
taxa de multiplicagdo, pois produziu o maior nimero de mudas. Esse melhor desempenho

pode estar relacionado ao fato do acesso BRS Poti possuir maior vigor hibrido por se tratar de
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um cultivar resultante de cruzamento. Os acessos CPATU 348 e BRS Kiriris nao
apresentaram resultados satisfatorios ja que o primeiro nao produziu mudas e o segundo
resultou em 22 mudas e com baixa qualidade.

As mudas permaneceram no viveiro por 90 dias, sendo possivel observar os sinais de
tuberizacdo nas raizes de armazenamento (Figura 3). Em condigdes de campo o
desenvolvimento das raizes de armazenamento inicia-se de 35-52 DAP (Wechkrajang et al.,
2006; de Souza et al., 2015). Nesta fase se observou também a necessidade de trocar o
saquinho por um vaso maior, pois recipientes pequenos podem limitar o desenvolvimento da
planta pelo volume de substrato neles contido (Almeida et al., 2014).

A limitacdo do substrato contido nos sacos plasticos ¢ uma possivel explicagdo para
um desenvolvimento radicular tardio em relagdo ao observado no campo, no entanto novos
estudos devem ser realizados para determinar o tamanho ideal do recipiente para o plantio dos
brotos. De acordo com dados da literatura, processos fisiologicos da planta, como a absor¢ao
de agua e nutrientes, a reducdo de assimilacdo liquida de carbono e o crescimento da parte
aérea podem ser afetados diretamente pelo tamanho do vaso usado, resultando numa
consequente restricdo ao crescimento radicular (Andrade et al., 2012; Macana, 2012).

As plantas transferidas para os vasos foram mantidas em casa de vegetagdo, sendo que
ap6s 30 dias j& apresentavam sinais de crescimento, demonstrando que a limitacdo do
substrato e o sombreamento estavam influenciando o seu desenvolvimento (Figura 4.1). Este
periodo se prolongou por mais 60 dias, quando as raizes de armazenamento ja se
apresentavam bem desenvolvidas (Figura 4.2).

A utilizacao do método de propagacao rapida da mandioca com camara de propagacao
adaptada com clarite, no presente trabalho, possibilitou a obtengdo de mudas de mandioca
sadias e com baixo custo, sendo uma alternativa para sanar as dificuldades dos estudos com

tecidos destacados, principalmente raizes. Isto porque a utilizagdo de raizes destacadas em
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estudos de identificagdo de fontes de resisténcia a patdgenos que causam podriddo radicular
em mandioca ndo possibilita uma avaliacdo ampla, ¢ os sintomas causados pelo patdgeno
podem ser confundidos com os sintomas da deterioragao pos-colheita (Oliveira et al., 2013;
Venturini et al., 2015; Vilas-Boas et al., 2016).

No caso da BRS Poti, foi obtido um total de 117 mudas, niimero suficiente de plantas
para estudos moleculares de interacdo planta-patdégeno, como por exemplo a biblioteca
subtrativa (de Souza et al., 2011), onde devem ser considerados os tratamentos utilizados
(plantas inoculadas e plantas ndo inoculadas com o patégeno, em diferentes tempos de

exposicao) e o nimero de repeticdes para cada tratamento.

Conclusoes
1- A utilizacdo da metodologia de propaga¢do rdpida da mandioca nas condi¢des de clima
quente e umido necessita de adaptacdo nas cadmaras de propagacdo e de enraizamento, onde o
pléstico transparente deve ser substituido por clarite com 20% de sombreamento;
2- Foi possivel obter mudas dos cultivares BRS Poti e CPATU 530 (o primeiro tolerante € o
segundo susceptivel a podriddo mole da raiz) com qualidade e quantidade adequadas para

estudos em condig¢des controladas;
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Tabela 1. Numero de brotos obtidos, taxa de enraizamento ao final de 22 dias e taxa de aclimatagdo ao final de

trés meses, de acessos de mandioca testados com a metodologia de propagacao rapida da mandioca.

Acesso N? de brotos obtidos Taxa de enraizamento Taxa de aclimatacio
BRS Poti 145 94,5% 85,4%
Surubim 41 107 3,7% e
BRS Kiriris 70 91,4% 34,3%

CPATU 530 92 95,6% 77,3%
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Figura 1. Etapas de propagagdo, enraizamento e plantio dos brotos para obten¢do das mudas

de mandioca. Em (A) camara de propagag@o no primeiro plano e cdmara de enraizamento ao
fundo, ambas construidas conforme Silva et al. (2002); (B) cAmara de propagagdo no primeiro
plano, e cdmara de enraizamento ao fundo, adaptadas com clarite para as condi¢cdes de Belém-
PA; (C) plantio das manivas; (D) cultivo dos brotos com irrigacdo diaria; (E) Corte dos brotos
com 15 centimetros de comprimento; (F) Brotos colocados em copos plasticos contendo agua
destilada para enraizamento, apresentando murcha inicial das folhas; (G1) Formagao de calos
apos 5 dias; (G2) Posterior formacao de raizes adventicias nos brotos; (H) Mudas plantadas
em sacos plasticos contendo terra preta, mantidas em telado de madeira e irrigadas na

auséncia de chuvas.
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Figura 2. Brotos em fase de enraizamento. (A) Brotos do genoétipo CPATU 348, com a
auséncia de calos, indicada pela seta; (B) Brotos do acesso BRS Kiriris, com setas indicando

0 aparecimento de pontos escuros.
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oy 7 o GRSIN N oy
Figura 3. Estagio do desenvolvimento das raizes com 90 dias ap6s o plantio dos brotos do

acesso BRS Poti (A) As raizes adventicias ocupam a maior parte do substrato (B e C) se

observa a presenca de raizes em fase inicial de tuberizagao.
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Figura 4. Desenvolvimento das plantas com 120 e 180 dias apds o plantio dos Brotos dos

acessos (A) BRS Poti, (B) CPATU 530 e (C) BRS Kiriris. (1) Plantas com 120 dias e (2)

plantas com 180 dias apos o plantio, apresentando raizes tuberosas bem desenvolvidas.
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Resumo - O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um protocolo de inoculagdo do
agente causador da podridao radicular das raizes em plantas jovens de mandioca. Para a
obtenc¢do das plantas foi utilizada a metodologia de propagacao rapida em condigdes de casa
de vegetacdo. O isolado de Phytopythium sp. foi cultivado e inoculado em plantulas com
raizes adventicias e plantas de mandioca com raizes tuberizadas. A inoculagdo em plantulas
com raizes adventicias ndo resultou em sintomas caracteristicos de podriddo radicular,
enquanto a inoculagdo em plantas com raizes tuberizadas e solo infestado com o patéogeno

Phytophytium sp. resultou em sintomas caracteristicos de podridao radicular.

'Este capitulo segue a norma de apresentacdo da Revista Pesquisa Agropecudria Brasileira - PAB
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Termos para indexagdo: Manihot esculenta, Phytophytium sp., propagacdao rapida da

mandioca e intera¢ao planta-patdgeno.

Abstract - The aim of this work was establish a protocol of inoculation of the root rot agent in
young cassava plants. The methodology for getting plants was the fast propagation
methodology under greenhouse conditions. The isolate of Phytopythium sp. was cultiveted
and inoculed in seedlings with adventitious roots and cassava plants with tuberous roots.
Inoculation on seedlings with adventitious roots did not result in symptoms characteristic of
root rot, while inoculation in plants with tuberized roots and soil infested with the pathogen

Phytophytium sp. resulted in symptoms characteristic of root rot.

Index termos: Manihot esculenta, Phytophytium sp., Rapid propagation of cassava and plant-

pathogen interaction.

Introduciao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ uma espécie cultivada em diversos paises,
visando principalmente o aproveitamento de suas raizes tuberosas ricas em amido utilizadas
em processos industriais € como fonte de calorias na alimentagdo humana e animal (Vieira et
al., 2011). Em algumas regides do planeta como Africa, Asia e America Latina milhdes de
pessoas dependem da mandioca, principalmente como fonte de alimento e renda, sobretudo
para pequenos agricultores (FAO, 2015).

No Brasil, a mandioca ¢ cultivada em todas as regioes, onde o estado do Pard se
destaca o principal produtor, com uma produgdo de 4,7 mil toneladas em 2016 (IBGE, 2017).
Essa produgao ¢ limitada pela baixa adocao de tecnologia, aliada a incidéncia de limitagdes de
origem biotica causadas por insetos (Pietrowski et al., 2014), acaros e microrganismos

(Oliveira et al., 2013; Vilas-Boas et al., 2016).
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A podriddao radicular da mandioca ¢ causada principalmente pelo fungo Fusarium
solani (Poltronieri et al., 2002) e oomicetos dos géneros Phytophthora e Pythium (Poltronieri
et al., 1997) e recentemente Phytopythium sp. foi descrito como causador da doenga no Estado
do Para (Boari et al., 2018). Esta ¢ uma doenca de alto impacto econdmico e social, por gerar
drastica queda na produtividade das raizes de mandioca e inviabilizar as areas de plantio ao
longo de novos ciclos de cultura (Notaro, 2013).

Um dos desafios da identificagdo de fontes de resisténcia a podridao radicular nos
acessos de mandioca ¢ a falta de metodologias adequadas para selecdo de genotipos por meio
de inoculagodes artificiais, de modo a refletir o comportamento destes em condigdes de campo.
O método de inoculagdo de raizes destacada, apesar de ser a metodologia de selegdo
atualmente utilizada na busca por genétipos resistentes a podriddo radicular ¢ uma
metodologia que necessita de uma programacao na colheita das raizes (com tempo minimo de
10 meses de plantio) e uma cuidadosa triagem para que ndo sejam utilizadas raizes com
injurias e com infecgdes provenientes do campo (Onyeka et al., 2005a; Oliveira et al., 2013;
Vilas-Boas et al., 2016). Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi estabelecer um
protocolo de inoculacdo do agente causador da podridao radicular das raizes em plantas

jovens de mandioca.

Material e métodos
Os experimentos foram conduzidos em condi¢des ambientais entre os meses de agosto
de 2016 a junho de 2017, na Embrapa Amazodnia Oriental com sede em Belém-PA regido
caracterizada por umidade e temperatura elevada durante todo o ano (Oliveira et al., 2016).
Para a obtengdo das plantulas com raizes adventicias e plantas com raizes tuberizadas
foi utilizada a metodologia da propagacdo rapida de mandioca para a regido norte em

condi¢des de casa de vegetacao (Capitulo anterior). Dois genotipos com 12 meses de idade
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foram selecionados no Banco Ativo de Germoplasma de mandioca da Embrapa Amazodnia
Oriental. O acesso CPATU 530, conhecido como Olho Verde 1, apresenta o fendtipo
suscetivel a podriddo radicular, enquanto o acesso BRS Poti ¢ tolerante a doenga
(Albuquerque & Brandao, 2008).

O isolado de Phytopythium sp. utilizado neste trabalho esta catalogado na Micoteca da
Embrapa Amazonia Oriental (CPATU) com o codigo CT0084. Um fragmento da colegao foi
retirado e inserido numa placa de Petri contendo meio de cultura Mandioca Mansa Dextrose
Agar (MMDA) (Dados ndo publicados) a 28+2°C e escuro continuo por 7 dias.

Objetivando testar a melhor umidade para o crescimento do Phytopythium sp., foram
autoclavados frascos de vidro de 1000 mL contendo 250 g de areia branca e fuba de milho na
propor¢ao de 3:1 (p/p) de areia lavada peneirada e fuba de milho. As condigdes de umidade
testada foram natural (sem a adicdo de agua), 10% (25 mL de 4gua/frasco contendo 250g) e
30% (75 mL de 4gua/frasco contendo 250g). Estes foram autoclavados duas vezes por 1h a
121°C com intervalo de 24h. Apds o resfriamento, foram adicionados em cada frasco, 50
discos de meio de cultura MMDA, com 6 mm de didmetro, contendo micélio do patdégeno. No
controle, foram adicionados 50 discos de meio de cultura MMDA, com 6 mm de didmetro,
estéreis. Os frascos foram incubados por sete dias a 28+2°C, no escuro € o crescimento
avaliado. Para confirmar, parte do micélio foi adicionado numa placa contendo meio MMDA
e incubado a 28+2°C no escuro continuo por 7 dias. Em seguida, a morfologia da colonia foi
comparada para confirmar a presenca do isolado.

O isolado de Phytopythium sp. foi crescido numa placa de Petri contendo meio de
cultura Mandioca Mansa Dextrose Agar (MMDA) (Dados ndo publicados) a 28+2°C e escuro
continuo por sete dias.. Em seguida, a suspensao de esporos utilizada para imersao das raizes
foi preparada a partir da adi¢ao de 10 mL de dgua destilada esterilizada em cada placa de Petri

contendo o patdgeno, e os zoosporos foram liberados com auxilio de uma ldmina de bisturi. A
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concentracdo dos zodsporos foi determinada pela contagem em microscopio oOtico utilizando
um hemocitémetro (cAmara de Neubauer) e posteriormente ajustada para 16x10°
zoosporos/mL. Para o controle da inoculacdo (testemunha), foi utilizada somente agua
destilada esterilizada.

O teste de patogenicidade do isolado foi realizado utilizando a metodologia de
inoculagdo de raizes inteiras propostas por Onyeka et al. (2005) e adaptadas por Oliveira et al.
(2013), em que as raizes foram lavadas e submetidas a desinfestagdo com hipoclorito de sddio
(0,5%), em seguida perfuradas em pontos equidistantes (6 mm de didmetro) e adicionados
discos de meio de cultura MMDA (6 mm de didmetro) contendo micélio do patdgeno
Phytopythium sp. No controle, foram adicionados discos de meio de cultura MMDA (6 mm
de diametro) estéreis. Os locais de inoculagdo foram cobertos com parafilme para evitar
contaminagdo externa e garantir a umidade no local de inoculagdo. As raizes foram mantidas
em camera Umida e temperatura 2542 °C por sete dias. No momento da avaliagdo, as raizes
foram cortadas transversalmente e longitudinalmente nas regides onde foi realizada a infecgao
e fotografadas.

Para a inoculagdao das plantulas com raizes adventicias, foram utilizadas duas
metodologias: a infestacdo do substrato e a imersdo de raizes. As plantulas com raizes
adventicias foram plantadas em substrato inerte areia branca e vermiculita. O substrato areia
lavada e vermiculita foram misturados na propor¢ao de 1:1 volume/volume e em seguida
ensacados e levados para o laboratorio para esterilizagdo. Os sacos contendo a mistura foram
autoclavados por 1h a 121°C duas vezes com intervalo minimo de 24 horas. Para o cultivo
das plantulas, foi utilizada solu¢ao nutritiva proposta por Hoagland & Arnon (1950).

A infestagdo do substrato se deu pela mistura de 25g de areia e fuba de milho infestado
ao substrato areia e vermiculita esterilizado e irrigados com solucao nutritiva. No tratamento

controle, foram adicionados 25 g de areia e fuba de milho estéril. A imersdo de raizes, as
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raizes adventicias das plantulas foram imersas em suspensdo (16x10° zéosporos/mL) do
patogeno por 1 hora e depois plantadas em vasos de 0,8 L contendo 750 g de substrato (areia e
vermiculita) estéril e irrigados com 200 mL de solugdo nutritiva diluida (1/4 da forca). As
plantulas controle foram imersos em agua destilada autoclavada. Os procedimentos descritos
acima foram realizados tanto nas plantulas com raizes adventicias sem ferimento quanto nos
plantulas que tiveram suas raizes adventicias feridas com lamina de bisturi estéril para
facilitar a acdo do patdgeno.

Para evitar a contaminacao, os vasos foram cobertos com discos de EVA. Os vasos
foram pesados diariamente e seu peso completado com 4gua destilada autoclavada para
equilibrar a concentra¢dao dos nutrientes em solugdo. As plantas com raizes adventicias foram
levadas para uma estrutura de ferro coberta com plastico transparente telado ¢ mantidas 14 até
o fim do experimento. As avaliagdes foram realizadas diariamente procurando observar sinais
caracteristicos da doenga. Foram coletadas ao final do experimento amostras do substrato para
re-isolamento do patogeno.

O indculo para inoculagdo das plantas com raizes tuberizadas pelo método de
infestacdo do solo foi produzido em substrato areia e fubd de milho conforme descrito
anteriormente ¢ com umidade de 30%. A mistura foi acondicionada em sacos plésticos
transparentes (Figura 1 A). Para promover o crescimento uniforme, os sacos contendo o
substrato areia-fuba infestado foram homogeneizados a cada dois dias e incubados a 28+2 °C,
por 10 dias.

A metodologia utilizada para a inoculacao foi a infestacdo do solo com uma mistura de
areia e fuba de milho (proporcao 3:1) infestada com discos contendo micélio do patogeno.
Em cada vaso, foram distribuidos 100g da mistura areia e fuba infestado (Figura 1 B-D).
Como controle, foram distribuidos 100g da mistura areia e fuba estéril. As avaliacdes foram

realizadas com 7, 15 e 34 dias apos a inoculagdao. No momento da avaliagdo, as raizes foram
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cortadas transversalmente nas regides onde foi realizada a infec¢do e fotografadas. Foram
coletadas amostras de raizes, caule e folhas e estas foram armazenadas a -80°C para estudos
posteriores de biologia molecular. Também foram coletadas amostras de solo e raizes para o

re-isolamento do patogeno

Resultados e discussiao

O isolado de Phytopythium sp. apresentou-se como patogénico quando inoculado pelo
método de inoculagdo de raizes inteiras propostas por Onyeka et al. (2005) e adaptadas por
Oliveira et al. (2013), apresentando os sinais caracteristicos da doeng¢a (Dados ndo
mostrados), mostrando-se que este estava adequado para realizar as inoculagdes.

Quanto a umidade necesséria para o crescimento do Phytopythium sp. no substrato
areia e fubd das trés umidades testadas a que apresentou melhor resultado foi com 30% de
umidade j& que 7 dias ap6s a inoculagdo apenas este apresentava crescimento do patégenos. O
re-isolamento do patéogeno confirmou este resultado ja que se observou colonias com
caracteristicas do isolado CT084 . No controle ndo foram observadas formagdes de colonias,
comprovando que o meio estava estéril (dados ndo mostrados).

A inoculagdo a partir de plantulas com raizes adventicias seria uma alternativa rapida e
pratica (Figura 2 A), no entanto ndo foram observados sinais caracteristicos da doenga nas
plantulas inoculadas. O desenvolvimento das mudas no vaso contendo substrato irrigado com
a soluc¢do nutritiva mostrou-se favoravel até quinze dias apods o inicio do experimento. Nessas
condigdes, as plantas controle e as inoculadas se mostravam saudaveis e com crescimento
radicular bem desenvolvido (Figura 2 B). Uma avaliagdo mais prolongada ndao pode ser
realizada aos vinte dias ap6ds a inoculacdo, pois as plantas comecgaram a apresentar sinais de
estresse de origem bidtica e abiodtica influenciados provavelmente pela concentragdo da

solug@o nutritiva e/ou limitagcdes de crescimento influenciadas pelo tamanho do vaso (Figura



174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

61

5 C). Dois meses ap0Os a inoculagdo, ndo se observou recuperagdo € nem crescimento nas
plantas controle e inoculadas. Também nao se observou sintomas de podridao nas raizes
avaliadas (Figura 5 D) nos dois métodos testados.

Segundo Almeida et al. (2014), vasos pequenos podem limitar o desenvolvimento da
planta pelo volume de substrato neles contido. No entanto, essa limitacdo estd diretamente
relacionada as espécies em desenvolvimento e ao tempo de avaliacdo. Alguns processos
fisiologicos podem ser afetados pelo tamanho do vaso, como por exemplo, absor¢do de agua e
nutrientes, reducao de assimilacao liquida de carbono e, deste modo, o crescimento da parte
aérea (Andrade et al., 2012). A redugao do crescimento da parte aérea, em fungdo da restrigao
ao crescimento radicular, decorre, principalmente, da aclimatagdo da maquinaria
fotossintética, por um processo denominado retroinibicao da fotossintese (Macana, 2012).

A ineficiéncia do método de inoculagdo por imersdo das raizes e infestagao do solo
pode estar relacionada com a capacidade de regenerag¢do do sistema radicular da mandioca. A
inoculagdo nao foi suficiente para impedir o desenvolvimento de novas raizes pelo caule e,
consequentemente, a recuperagdo da planta inoculada. Outros fatores a serem analisados sdo a
concentracao do indculo e o tempo para colonizagdo do solo e posterior penetracao nas raizes.
Além disso, vale ressaltar que as espécies de fitopatdgenos associadas a podridao radicular
das raizes em mandioca afetam principalmente as raizes tuberosas (Msikita et al., 2005;
Bandyopadhyay et al., 2006).

A metodologia da infestacdo do solo de vasos com plantas de mandioca com raizes
tuberizadas possibilitou o aparecimento dos sintomas tipicos de podridao radicular nas raizes
de armazenamento e que sofreram algum tipo de ferimento durante a inoculagdo. Nao se
observaram lesdes nas raizes das plantas controle, apesar de se observar ferimentos ja

cicatrizados nestas (Figura 3 A-M).
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Nao foram observadas lesdes nas raizes adventicias das plantas inoculadas, refor¢ando
assim o relato de que os patdogenos associados a podriddo radicular das raizes em mandioca
afetam principalmente as raizes de armazenamento (Msikita et al., 2005; Bandyopadhyay et
al., 2006). Nas raizes que nao sofreram ferimentos, ndo se observou sinais caracteristicos da
doenca. E importante, no momento da inoculagio, realizar aberturas nas raizes para facilitar a
infecgao.

O método de infestagcdo do solo de plantas com raizes tuberizadas foi suficiente e
possibilitou o desenvolvimento inicial da doenga. Este método se mostrou promissor para
inocular raizes de mandioca e assim auxiliar nos estudos moleculares que necessitem de
material obtido em casa de vegetagdo. A metodologia que utiliza a mistura de fub4 de milho
com areia para cultivo do patdgeno, e em seguida, esta mistura infectada ¢ adicionada ao solo
onde as plantulas serdo transplantadas ¢ bastante simples e tem sido utilizado com sucesso em
outros patossistemas (Klingelfuss et al., 2007; Silva et al., 2011).

Com as observagdes realizadas aos 34 dias apds a inoculagdo, ndo foi possivel
observar avanco da doenga, pois comparando com as amostras de 15 dias, as lesdes sdo bem
similares (Figura 4 A- F). Como foi possivel re-isolar tanto das raizes quanto do solo o
patogeno (dados ndo mostrados), exclui-se a possibilidade da morte deste, porém as condigdes
climaticas podem ndo ter favorecido o seu desenvolvimento. E necessario realizar novos
estudos que busquem avaliar se a planta respondeu e conseguiu controlar o patdégeno ou o
patogeno nao estava em condi¢des favordveis para se desenvolver. Amostras foram coletadas
e estudos moleculares serdo realizados posteriormente para maiores esclarecimentos.

Conclusao
Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o método de propagacdo rapida da
mandioca em casa de vegetacdo foi eficiente para a producao de mudas de mandioca e pode

auxiliar na producdo de material vegetal para estudar a interagdo da mandioca com o
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Phytophytium sp.. O protocolo que permitiu a reproducao da podriddo radicular da mandioca
foi o que utilizou plantas de mandioca com raizes tuberizadas e solo infestado com o patdgeno
Phytophytium sp..
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Figura 1. Etapas de preparo do in(’)uloe inoculacdo das plantas com raizes tuberizadas. (A) Saco onde foram
produzidos o indculo para a infestacdo do solo infestado contendo discos do micélio do patdgeno incubado a
25°C por 10 dias. (B) para a inoculagdo foram pesados 100g do inoculo e adicionados proximos as raizes
tuberizadas (C) as plantas controle receberam 100g da mistura de areia ¢ fubad de milho com discos de meio

MDA estéreis incubado a 25°C por 10 dias. (D) Vasos com o substrato incorporado ao solo ¢ umedecidos.
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Figura 2. Inoculagdo das plantulas com raizes adventicias. Plantulas no substrato areia e vermiculita irrigados
com solug@o nutritiva e3 dias apds o plantio (A). Raizes 15 dias apds o plantio (B). Plantas apds 20 dias de

inoculacdo(C). Raizes das plantas inoculadas ap6s 60 dias de inoculacdo (D).
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Figura 3: LesoOes observadas nas raizes dos acessos de mandioca (Manihot esculenta) BRS Poti (A - F) e CPATU
530 (G-M). Amostras coletadas do acesso BRS Poti Controle aos 7 (A), 15 (C) e 34 dias (E)apés a inoculagdo.
Amostras coletadas do acesso BRS Poti inoculadas com Phytophytium sp. 7 (B), 15 (D) e 34 dias (F)apos a
inoculacdo. Amostras coletadas do acesso CPATU 530 controle com 7 (G), 15 (I) e 34 dias (L) dias apos a
inoculagdo. Amostras coletadas do acesso CPATU 530 inoculadas com Phytophytium sp com 7 (H), 15 (J) e 34

dias (M) apos a inoculagdo.
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Figura 4. Area Lesionada nos cortes transversais nas raizes infectadas 1- Fotografia dos acessos BRS Poti (A -

C) e CPATU 530 (D-F). A e D amostras coletadas com 7 dias. B e E amostras coletadas com 15 dias. C e F

amostras coletadas com 34 dias. 2- Lesao relativa referente aos cortes transversais realizados nas raizes

infectadas em relagdo ao controle.
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4. PADROES DIFERENCIAIS DE EXPRESSAO GENICA EM RAIZES DE
MANDIOCA INOCULADAS COM Phytopythium sp.

RESUMO

A mandioca ¢ cultivada em todo o mundo e um dos fatores que limitam a expansdo da
mandiocultura ¢ a podridao radicular causada por Phytopythium sp. Portanto, este trabalho
visa 1identificar e analisar a expressao de genes que codificam proteinas efetoras
potencialmente envolvidas na respostade defesa da mandioca. Raizes destacadas do acesso
Caxuiand foram inoculadas com Phytophytium sp. € como controle foram utilizadas raizes
sem o patdogeno nas mesmas condi¢des. As coletas do material foram realizadas com 24, 48 e
72 horas apds a inoculagao (hai). Para a analise dos padrdes de expressao foi extraido o RNA
e realizados ensaios de RT-PCR semiquantitativo. Foram analisados 9 genes, onde sete genes
apresentaram expressdo diferenciada nas raizes de mandioca inoculadas com o patégeno. A
analise da expressdo também confirmou a auséncia da deterioragcdo pds colheita (PPD) no
material, confirmando que o método utilizado foi eficiente para estudar a interagdo. Dentre os
genes analisados destacam-se o gene que codifica uma cistatina de mandioca (MeCPI), que
além de mostrar-se envolvidos na resposta negativa a PPD também mostrou-se favoravel na
resposta ao patogeno e os genes que codificam as enzimas Chalcona sintase (MeCHS) e
Fenilalanina amonia-liase (PAL) pois estas apresentam expressam diferencial no tecido
inoculado com 48 e 72 hai comparado com o controle. A identificacdo de genes de genes de
resposta da mandioca ao agente causador da podriddo radicular - Phytopythium sp. pode

contribuir para no futuro se obter acessos resistentes.

ABSTRACT

The cassava is cultivate in almost all in the world and root rot caused by Phytopythium sp is a
one factor that limite the expansion of mandiocultura. Therefore, the objective of this work 1s
identify and analyze the expression of genes that coding effectors proteins potentially
involved in the defense response of cassava to pathogen attack. Roots of the Caxuiand access
were inoculated with Phytophytium sp. and as control were used roots without the pathogen in
the same conditions. The collect of material were realized with 24, 48 e 72 hours after
inoculation (HAI). For the analysis of expression patterns, RNA was extracted and p
semiquantitative RT-PCR assays were realized. Nine genes were analyzed, where seven genes
presented differentiated expression in cassava roots inoculated with the pathogen. Expression

analysis also confirmed the absence of post-harvest deterioration (PPD) in the material,
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confirming that the method used was efficient to study the interaction. Among the analyzed
genes, the gene coding for a cassava cystatin (MeCPI), which in addition to being involved in
the negative response to PPD, also showed to be favorable in the response to the pathogen and
the genes coding for the enzymes Chalcone synthase MeCHS) and Phenylalanine ammonia
lyase (MePAL), since they present differential expression in the tissue inoculated with 48 and
72 hai compared to the control. The identification of genes in response to the cassava to root

rot agent - Phytopythium sp may contribute to the future of resistant acessos.

4.1 Introducao

As plantas estdo expostas a varios e complexos tipos de interagdes no seu ambiente
natural. No entanto, algumas condi¢des extremas como seca, calor, salinidade, frio ou o
ataque de patdgenos e pragas tem impactos sobre o crescimento e o rendimento das plantas.
Estas condigdes extremas, denominadas estresses bidticos e abidticos, sdo devastadoras
quando ocorrem em culturas de importancia econOmica. As plantas, de modo geral,
respondem a esses estresses de forma complexa, envolvendo adaptacdes fisiologicas,
moleculares e celulares (FRAIRE-VELAZQUEZ et al., 2011; REJEB et al., 2014; SUZUKI
et al., 2014; GASSMANN et al., 2016).

A convivéncia das plantas com microrganismos resultou num complexo sistema de
interagdo, onde mecanismos diferenciados de defesa que, quando sdo acionados traduzem essa
percep¢do em uma resposta apropriada que vem se desenvolvendo ao longo do processo
evolutivo. Os microrganismos patogénicos possuem a habilidade de reconhecer sinais da
planta para iniciarem a infec¢ao. Por outro lado, as plantas apresentam um complexo sistema de
defesa para impedir a invasdo dos patdogenos e, em consequéncia, o desenvolvimento da doenga.
Esta intera¢do planta- patdégeno resulta em uma constante pressao de selecdo entre os organismos
envolvidos (DALIO, 2013; DALIO et al., 2014; GASSMANN et al., 2016).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ um dos mais dindmicos produtos da
agricultura mundial, sendo cultivada em mais de cem paises (ANDRE e SANTOS, 2012).
Apesar de sua rusticidade varios fatores relacionados a estresse biotico e abidtico limitam a
expansdo da mandiocultura (OLIVEIRA et al., 2013; VENTURINI et al., 2015; VILAS-
BOAS et al., 2016). Dentre os fatores bioticos limitantes para a cultura da mandioca, a
podridao radicular ¢ uma das doencas mais danosas por provocar queda progressiva na

produtividade, inviabilizando ciclos subsequentes da cultura (NOTARO, 2013). Os patdégenos
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causadores da podridao radicular sdo habitantes do solo e atacam principalmente as raizes
tuberosas, o principal produto para comercializagdo (VILAS-BOAS et al., 2016).

As formas mais indicadas de combate a podridao das raizes da mandioca sdo a rotagao
de culturas, o manejo fisico do solo, o uso de microrganismos antagonicos, o plantio em areas
bem drenadas, a utilizagdo de manivas provenientes de areas sem ocorréncia da doenga e
destruicdo do material vegetal originario de areas infestadas (VIEIRA, 2011). Porém, a forma
mais econdmica e confiavel para manejar as podriddes radiculares da mandioca se baseia no
plantio de variedades resistentes (VILAS-BOAS et al., 2016).

Uma ferramenta que pode acelerar o desenvolvimento de novas variedades ¢ a
prospeccao de genes, que consiste na identificacdo ¢ o isolamento de genes que confira
caracteristicas de interesse como, resisténcia a estresses bidticos e abioticos. Diversos genes
relacionados ao estresse abiotico foram caracterizados em mandioca (LEE et al., 1999;
REILLY et al,, 2001; SHIN et al., 2005; de SOUZA et al., 2006; 2009; COSTA et al., 2011;
REIS et al, 2012; SANTA BRIGIDA et al, 2014), no entanto nio existem estudos
envolvendo a identificagdo de genes relacionados a interacdo Mandioca- Phytopythium sp.

A busca na literatura resultou em nove genes candidatos sendo estes, Superdxido
dismutase tipo cobre e zinco (MeCu/ZnSOD), Proteinas abundantes na embriogenese tardia
tipo 3 (MeLEA-3), Proteina de tumor controlada tradicionalmente (MeTCTP), Dedo de zinco
—RING-H2 (MeRZF), Proteina alergénica Pt21.4 (Mecl), Ziper Bésico de Leucina (MebZIP),
Fitocistatinas (MeCPI), Chalcona sintase (MeCHS) e Fenilalanina amoénio liase (MePAL).
Portanto, este trabalho visa analisar a expressdo de genes que codificam proteinas efetoras
potencialmente envolvidas na resposta de M. esculenta ao patdgeno Phytopythium sp. A
identificacao de genes de resposta da mandioca ao agente causador da podridao radicular pode

contribuir para a obtencao de acessos de mandioca resistentes a este patdogeno.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material vegetal e inoculacdo de raizes inteiras de mandioca com Phytopythium sp.

As raizes foram obtidas no Banco Ativo de Germoplasma da mandioca da Embrapa
Amazonia Oriental (Belém-PA) a partir de plantas do acesso Caxuiand com 12 meses de
idade. O acesso Caxuiana foi coletado no municipio de Caxuiana — Para em area de produtor
de mandioca e ¢ susceptivel a podridao radicular em condi¢des de campo. O patdgeno

Phytopythium sp. foi obtido da Cole¢do do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa
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Amazonia Oriental. O isolado foi repicado em placas de Petri contendo 20 mL de meio
Mandioca-Dextrose-Agar (MDA), as placas foram mantidas a temperatura constante de 25 +2
°C em completa auséncia de luminosidade durante doze dias (Dados nao publicados).

A inoculagdo do patdogeno nas raizes foi realizada seguindo a metodologia de
inoculacdo de raizes inteiras propostas por Oliveira et al. (2013). As raizes foram lavadas com
agua destilada, sanitizadas com hipoclorito de sodio (0,5%) e em seguida perfuradas em trés
pontos equidistantes (6 mm de didmetro). Discos de meio de cultura MDA (6 mm de
diametro) contendo micélio do patogeno Phytopythium sp foram colocados nos pontos de
perfuragdo. Para o controle, foram adicionados discos de meio de cultura MDA (6 mm de
didmetro) estéreis. Os locais de inoculacdo foram cobertos com parafilme para evitar
contaminagdo externa e garantir a umidade no local de inoculagao.

As raizes foram mantidas em cdmera imida e temperatura constante de 25+2 °C até a
coleta. As raizes foram retiradas da camara apds 12, 24 e¢ 48 horas com base no teste de
patogenicidade realizado (Dados ndo mostrados). No momento da avaliacdo, as raizes foram
cortadas transversalmente nas regides onde foi realizada a infeccdo e fotografadas. Em

seguida o cortex foi separado e armazenado no ultrafreezer (-80°) para andlises subsequentes.

4.2.2 Obtencao das sequéncias dos genes de interesse nos Bancos de dados e desenho dos

iniciadores.

A selecao de genes candidatos para as analises de expressdao génica foi realizada em
fun¢do de informagdes prévias da literatura que possam estar potencialmente associados com
a resisténcia de plantas a patogenos (Tabela 1). As sequéncias para os genes de mandioca
foram obtidas por meio das ferramentas de busca disponivel no Phytozome
(http://www.phytozome.net/cassava). A busca foi realizada utilizando palavras chaves e/ou as
sequencias obtidas na literatura. As sequencias obtidas foram avaliadas quanto a presenca dos
dominios conservados através dos programas InterPro Scan (https://www.ebi.ac.uk/interpro) e
CDD (Conserveded Domains Database; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/docs
/cdd_search.html) e quanto a similaridade com proteinas de estrutura resolvida depositadas
nos bancos de dados, para tal foi utilizada a ferramenta BLAST
(www.blast.ncbi.nlm.nig.gov). O alinhamento das sequencias de aminoacidos dos genes foi
realizado com o auxilio do programa CLUSTALW utilizando os pardmetros padrdes. O peso
molecular e o ponto isoelétrico da sequéncia de aminoécidos deduzida foram previstos pelo

ExPASy Proteomics Server (http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html) e/ou confirmados com
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dados da literatura. A predicdo da localizagdo no cromossomo dos genes em estudo foi
realizada por meio das ferramentas de busca disponivel no Phytozome.

Os iniciadores especificos utilizados para amplificagdo dos genes em estudo foram
obtidos na literatura e/ou desenhados a partir das sequencias obtidas nas buscas utilizando-se

o programa computacional Vector NTI. Os iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Genes avaliados na interacdo Manihot esculenta Crantz - Phytopythium sp. e sequéncias dos
iniciadores utilizadas para amplificagdo destes.

%
N(érgiedo 11\111??'11: d(i(r) Sequéncia (5°- 3°) T(;r;l) Referéncia
MeTUB MeTub-F ATCCTTCTCAAGGGCAGCAAGAT Costa et al.,
MeTub-R ACATGGAAAGTACATGGCCTGCTG 370 2012
MeCuw/Z  MeSOD —Fl GGCTTCATGGGTTCCACGTCCATG 33 Bste cstudo
nSOD MeSOD-R1 GCTACCCTGCCACCAGCATTTCCAG
MeLEA3 MecLEA-F ATGGCTCGCTCTTTCTCAGACG o5 Costaetal,
MeLEA-R TTAATGCTTCTTCAACAGCATAGCCCT 2012
vercrp  METCTP-E-FI TGCATATGTTGCTATATCAGGATTTGCTTACCG o~ Santa-Brigida
MeTCTP-E-RI ~ TACTCGAGGCATTTGACCTCCTTCAGAGCAT etal, 2014
MeRZE MeTub-F TCCTTCTCAAGGGCAGCAAGAT3 370 Reiseral,
MeTub-R ACATGGAAAGTACATGGCCTGCTG 2012
Mecl Mecl ORF—F ATGGCTACTGCTGAGGTAGTAACAG s34 deSouzact
Mec 1 ORF-R TTACTCAGTCTTCTCAGCTTCA al., 2006
MebZIP-F2  GAATTGCTTTCAAATAGAGAGTCAGCTAGACG
MebZIP BZ14 CGGACATAGGGTTATTTGGAGGCTGAT 396 Cardoso, 2008
MeCPI-F1 CGCCGCCGTAGGTTCTGCTG
MeCPI MeCPI-R1 TACCCTTGCACAGGGACAAACGATG 294 Esteestudo
MeCHS MeCHS-F1 TACTACTTTCGGATCACCAATAGTGAGCACA oo oo
MeCHS-R1 GAGCACACAACAAGAACACGAGCACC
MePAL MePAL-F1 CATTTGACACATAAATTGAAGCATCATCCTG o0 g
MePAL-Rl:  TAACAAGCTCAGAGAATTGAGCAAACATGAG

*Tamanho esperado em pares de bases (pb)

4.2.3 Extragao do RNA total e reacdo de RT-PCR semiquantitativa para detec¢do dos genes
de interesse.

A extragdo de RNA total de raizes inoculadas e do controle foram realizada de acordo
com a metodologia descrita por Jones et al. (1985), o material utilizado foi o cortex referentes
a regido entre dois pontos de infec¢do. As amostras de RNA foram visualizadas em gel de
agarose contendo formaldeido, de acordo com Sambrook et al. (1989).

Os experimentos de reacdo da transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) foram realizados de acordo com Reis et al. (2012). Inicialmente, 10 pg
do RNA total de cada amostra serdo tratadas com DNAse I (Invitrogen- USA) e utilizadas na
sintese das moléculas de cDNA utilizando um iniciador dT e a enzima Transcriptase Reversa
(Invitrogen- USA). As amostras contendo o RNA total e cDNA foram quantificadas por

fluorimetria utilizando-se o flurimetro QUBIT (Invitrogen- USA).
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Em seguida, 100 ng de cDNA provenientes de raizes de plantas infectadas e de plantas
ndo infectadas (controle negativo) foram utilizadas como femplate em ensaios de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores especificos para as sequéncias de interesse. A
Tubulina foi utilizada como gene constitutivo, para a padronizagdo da concentragao de cDNA
utilizada para as outras amostras. As condicdes da PCR foram: um ciclo inicial de
desnaturacdo de 5 minutos a 94° C, seguido diferentes ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por
1 minuto, 72°C por 4 minutos. O niimero de ciclos da PCR foi estabelecido para os diferentes
genes utilizando a amostra controle.

O produto da PCR foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 1% (P/V) corado
com brometo de etidio (1mg/mL), visualizado na luz ultravioleta e fotografado. O programa
ImageJ 1.44p (National Institutes of Saude, EUA) foi utilizado para avaliar a intensidade dos
produtos de RT-PCR. Esta intensidade refere-se densitometria optica de cada banda, contanto
cada microponto de tonalidade escura na foto. Em seguida, os dados quantitativos foram
submetidos a andlise de variancia e as diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste de

Tukey a nivel de 1% de probabilidade.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Material vegetal e extracdo do RNA total de raizes de mandioca

Neste trabalho, buscamos identificar transcritos de mandioca expressos em resposta a
infeccdo por Phytophytium sp. para elucidar a interacdo a nivel transcricional. O material para
o estudo foi obtido a partir de amostras de raizes de mandioca destacadas do acesso Caxuiana
inoculadas e ndo inoculadas com Phytophytium sp. com 24, 48 e 72 horas apds a inoculagao
(hai). A podriddo radicular foi observada em todos os tempos de avaliagdo nas raizes
inoculadas confirmando a patogenicidade do isolado utilizado neste trabalho. Os sintomas da
podridao radicular observados foram lesdes na polpa que foram evoluindo com as hai. Nao
foram observadas lesdes nas raizes controle (Figura 1.).

A utilizacdo de raizes de mandioca para inoculacdo ¢ uma metodologia bastante
utilizada, porém os sintomas da deterioracdo fisiologica pos-colheita (Post-harvest
physiological deterioration - PPD) podem ser confundidos com os sintomas tipicos causados
pelos patdgenos. Os resultados obtidos nas amostras com 24, 48 e 72 hai com e sem 0
patdgeno confirmam a auséncia PPD nas raizes deste estudo, pois ndo se observa sintomas

como pontos escuros nas raizes nos tempos analisados (Figura 1.).
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Figura 1. Raizes de Mandioca do acesso Caxuiand inoculadas com Phytopythium sp. com 24, 48 e 72 hai
comparadas com as raizes controle sem o patdgeno. As setas indicam as regides onde ocorreram as lesdes.

24 h 48h 72h

Controle

Inoculado

Fonte: Este estudo

O RNA extraido das raizes inoculadas e do controle, em todos os tempos de
inoculacdo (24, 48, 72 horas), apresentou um padrdo integro. A integridade do RNA foi
avaliada pela comparacdo da intensidade das bandas 28S:18S do RNA ribossomico (rRNA),
que indicou boa qualidade (Figura 2.).

Figura 2. Amostras de RNA total isoladas a partir de raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz), em (1)
amostras correspondentes ao Controle (ndo inoculadas) e em (2) amostras inoculadas com Phytophytium sp.. A
extracdo 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

Fonte: Este estudo

4.3.2. Caracterizacao dos genes a ser investigado.

A busca na literatura resultou em nove genes candidatos, todas as sequéncias obtidas

foram avaliadas quanto a presenca dos dominios conservados e a similaridade com proteinas
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de estrutura resolvida depositadas nos bancos de dados confirmando assim a familia a qual
pertence. Além disso, foram preditas informacdes destes, tais como numero de acesso,
familia, tamanho do gene em pares de base (pb), nimero de residuos de aminoacidos (aa),

massa molecular (MM) e ponto isoelétrico (PI), e os resultados estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizagdo molecular dos genes candidatos. Numero de acesso, familia , tamanho do gene pares
de base (pb) Numero de residuos de aminoacidos (aa), massa molecular (MM) e ponto isoelétrico (PT).

Nome do gene Numero de Familia Tam. Tam. MM PI
Acesso (pb) (aa) (kDa)
Manes.03G1254 855 152 151 542
MeCu/ZnSOD Superoxido Dismutase [CU-ZN]
Manes. 001604 1008 152 153 582
Abundantes na Embriogénese 664 94 10 9.66
MeLEA3 GR421259 Tardia_tipo 3 (LEA-3)
Proteina de tumor controlada 812 168 19 4.53
MeTCTP IX855123 traducionalmente (TCTP)
MeRZF IN203495 Dedo de zinco- RING-H2 739 1741944975
Mecl AY101376 Proteina alergénica - P2L4 970 177 188 375
Mebzip  ManeSOSG134 Ziper bésico de leucina 1728 439 47 598
MeCPI DT883603 Fitocistatinas 528 111 12.1  9.52
XM 021753028 1503 389 424  6.17
MeCHS XM 021753697 Chalcona sintase 1553 395 433 6.18
XM 021771783 1634 391 42.8 6.08
AY036011 2253 710 77.5 6.03
MePAL XM 021755397 Fenilalanina amdnio liase 2453 715 777 6.06
XM 021755398 2234 588 644 593

As plantas de mandioca sdo diploides (2n = 36 cromossomos), o sequenciamento de
genomas completos possibilitou a andlise da localizagdo exata dos genes nos cromossomos.
Através de buscas realizadas no Phytozome foi possivel identificar que os nove genes
utilizados neste estudo mostraram-se distribuidos em dez dos dezoito cromossomos da
mandioca (Fig. 3). Possibilitando concluir que a maioria dos genes se encontram presentes
mais de uma vez no genoma da mandioca. Foi levado em consideracdo apenas os genes nos
quais os iniciadores eram capazes de amplificar, visto que estes genes possuem inumeras
isoforma no genoma. Por exemplo, ja foram identificadas duas isoformas de Superoxido
Dismutase tipo Cu/Zn em mandioca a primeira foi descrita por Lee et al. (1999) e
denominada mSOD1Ie a segunda descrita por Shin et al. (2005) e denominada mSOD2.

Diversos estudos demonstram que genes isolados de outras espécies vegetais estdo
envolvidos tanto no estresse abidtico como no biotico, incluindo a resposta de defesa das

plantas contra os patdgenos (REJEB et al., 2014; NATH et al., 2017). Os genes Mec I,
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MeLEA3, MeRZF, e MeTCTP descrito por De Souza et al., (2004) estdo relacionado a
formacdo de raizes de armazenamento de mandioca e estudos posteriores demonstraram a
relagdo dos trés ultimos com estresse salino (COSTA et al., 2011; REIS et al., 2012; SANTA
BRIGIDA et al., 2014).

Figura 3. Localizagdo dos genes em estudo nos cromossomos da mandioca.
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Fonte: Este estudo

4.3.3 Reagdo de RT-PCR semiquantitativa para detec¢do dos genes de interesse.

Com os padroes de PCR utilizados foi possivel observar uma banda tinica de 370 pb a
partir das amostras de cDNA de raiz de mandioca controle e inoculado nos diferentes tempos.
As concentragdes foram ajustadas e os ensaios repetidos 5 vezes e as analises dos dados ndo
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos e tempos analisados.

Os ensaios para determinar nimero de ciclos a serem utilizados para analisar a
expressao dos genes foram realizados a partir da amostra controle, na Figura 3 estdo os
resultados obtidos e o numero de ciclos utilizados para cada um dos genes em estudo. Sendo
considerada a fase exponencial de amplificagdo, pois no método de RT-PCR semiquantitativo
a analise dos transcritos s6 € realizada apos a etapa de amplificacdo em termociclador,
mediante a realizacdo da eletroforese em gel de agarose. Dos dez genes analisados sete
demonstraram que com 31 ciclos ainda estavam na fase exponencial de amplificacdo e para os
outros trés foram considerados 28 ciclos, pois estes ja apresentavam sinais de saturagdo com

31 ciclos (Figura 4).

4.3.4 Genes relacionados na deterioragdo pos colheita e que se apresentam inalterados durante

este estudo.
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Os resultados obtidos nos ensaios de RT-PCR semiquantitativos demostram que os
genes MeTCTP e Mec I nao apresentaram diferenca significativa na expressdo nos tempos e
condig¢des analisadas (Figura 5.) Este resultado confirma em nivel molecular a a auséncia PPD
nas raizes deste estudo. A nivel molecular os genes MeTCTP e Mecl tiveram sua atividade
reduzida em raizes de mandioca ap6s a colheita (REILLY et al., 2007) validando a auséncia
de sintomas da PPD, pois estes se mantiveram estdveis em todos os tempos avaliados, tanto

nas raizes infectadas com o Phytopythium sp. quanto naquelas sem o patégeno.

Figura 4. Padroniza¢do do numero de ciclos utilizado para os diferentes genes em estudo. Gel de agarose mostrando
amplificacdo feita a partir de amostras de cDNA de raiz de mandioca usando os iniciadores para os genes descritos na
Tabela 1 com diferentes nimero de ciclos (25, 28, 31, 34 e 37) em triplicata.

Nome do Gene Gel de agarose com os diferentes ciclos Ne° de ciclos
25 28 31 34 37 utilizado

MeTUB gy - 78
mecuznsop | R+~ 28
MeLEA3 31
MeTCTP 31
MeRZF 31
Mecl 31
MebZIP 31
MeCPI 78
MePAL 31
MeCHS 31

Fonte: Este estudo

O gene MeTCTP codifica a proteina de tumor controlada traducionalmente (TCTP). A
proteina TCTP € altamente conservada em eucariotos, e estd envolvida em varios processos
celulares, como morte celular programada, crescimento celular e protecdo contra diversos
tipos de estresses (LI et al,, 2013; SANTA BRIGIDA et al.,, 2014; GUTIERREZ-GALEANO
et al, 2014; WANG etal, 2015; de CARVALHO etal., 2017). O gene TCTP esta
relacionado a resposta de varias plantas contra patdgenos, como na resposta ao patdgeno
Pseudomonas syringae (JONES et al., 20006), Piper tuberculatum a Fusarium solani f. sp.
piperis, causador da fusariose em Pimenteira-do-reino (NASCIMENTO et al., 2009), na

resposta de trigo a Erysiphe grominis, o agente causal de oidios nas folhas (LI et al., 2010).
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Apesar de seu papel ser conhecido, ndo se tem dados sobre a atuagdo a nivel molecular da
proteina TCTP.

Apesar do gene MeTCTP nao apresentar alteracdo em ambos os tratamentos, ele ¢ um
candidato para ser utilizado em programas de melhoramento que visem o combate a PPD
assim como o gene Mecl que codifica a proteina Pt21.4, rica em &cido glutamico e
diferencialmente expressa em raizes tuberosas de mandioca. A identificagdo e caracteriza¢ao
da regido promotora deste gene podem viabilizar estudos de plantas transgénicas resistentes a
patogenos e direcionar a expressao de genes de interesse para as raizes. Possibilitando no
futuro a obteng¢do de plantas de mandioca resistentes aos estresses bioticos e abiodticos

(SOUZA et al. 2006; 2009).

4.3.5 Genes relacionados na deterioracdo pos colheita e que apresenta expressdo diferencial

em raizes destacadas inoculadas.

As cistatinas de plantas, também chamadas de fitocistatinas, sao conhecidas por
possuir papel importante na resposta da planta a estresses bioticos e abiodticos
(BENCHABANE et al., 2010; LIMA et al., 2015; ZUST E AGRAWA et al., 2017). Nas
analises das raizes com e sem patdégeno uma fitocistatina de mandioca apresentou um
aumento da expressao foi significativamente maior nas plantas inoculadas com Phytophytium
sp. com 24 e 48 hai quando comparado com as plantas sem o patdgeno, ndo houve diferenga
significativa com 72 hai (Figura 5.). Fitocistatinas possuem potencial in vivo e in vitro de
controlar o crescimento de patdogenos, no entanto nao se sabe o papel desta na defesa da
planta, mas acredita-se que estas podem inibir proteases do patdégeno (BENCHABANE et al.,
2010; LIMA et al., 2015).

Estudos tem demostrado o petencial das fitocistatinas na defesa da planta frente aos
ataque de patogenos. Plantas de tabaco superexpressando o gene 7cCYS4, uma fitocistatina do
cacao, demonstraram uma reducao significativa nas lesdes necréticas causadas nas folhas de
tabaco inoculadas com o fungo Moniliophthora perniciosa (SANTANA et al., 2014), além
disso diversas fitocistatinas de plantas expressas em sistema bacteriano foram testadas in vitro
contra fungos e oomicetos e demonstraram o potencial destas em controlar o crescimento de
fitopatogenos (LIMA et al., 2015).

A nivel molecular uma cistatina da mandioca foi identificada em raizes apds a colheita
(REILLY et al., 2007) e a expressao desta quando comparado com o controle foi reduzida. No

entanto, neste trabalho a expressdao deste mesmo gene aumentou o que valida mais uma vez a
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auséncia de PPD neste estudo. Sugerindo que este gene possa estar envolvido na resposta a

deterioragdo pos-colheita e também na resposta ao ataque do patégeno.

2.3.6 Genes apresentam expressdo diferencial durante este estudo e tem potencial para

participar dos mecanismos de defesa.

As proteinas abundantes na embriogénese tardia (LEA- late embryogenesis abundant)
do grupo 3, sdo a- hélices anfipaticas e foram definidas como sequestradoras de ions
concentrados e protecdo da estrutura de proteinas e membranas durante a desidratagdo
(COSTA et al., 2011; LIU et al., 2013). Diversos estudos tem demonstrado o papel das
proteinas LEA no estresse abidtico, no entanto sao poucos os estudos que relatam o papel
deste no estresse bidtico. O gene MeLEA3 foi identificado na mandioca e codifica uma
proteina LEA do grupo 3 e teve sua expressao aumentada em folhas de mandioca destacadas
tratadas com NaCl (COSTA et al., 2011).

O gene ZmLEA3, codifica uma proteina LEA do grupo 3 em milho, e quando este foi
expressa em tabaco transgénico aumentou significativamente a reacdo de hipersensibilidade
desencadeada Pseudomonas syringae e também aumentou a expressdo de PR1a, PR2 e PR4
quando comparado com o tipo selvagem (LIU et al., 2013). No presente estudo, o gene
MeLEA3 demonstrou uma aumento significativo na expressdo nas raizes inoculadas com
Phytophytium em comparagdo com o controle 48 hai (Figura 5.), no entanto ndo ¢ possivel
inferir o seu papel.

Os fatores de transcri¢ao regulam expressao génica sao usualmente definidos como
proteinas contendo dominio de ligacdo, conhecidos como DNA-Binding domain que
reconhecem sequéncias especificas de DNA. Os fatores de transcri¢do podem ser agrupados
em diferentes classes ou familias onde apresentam estruturas relacionadas e estes
desempenham papel importante durante a defesa vegetal (MITSUDA ¢ OHME-TAKAGI,
2009; ALVES et al., 2013; FRANCO-ZORRILLA et al., 2014 ).

Os genes MebZIP e MeRZF apresentaram sua expressao aumentada 48 hai em
comparagdo as raizes controle, no entanto com 24 e 72 hai a expressdo do controle foi
significativamente superior ao inoculado (Figura 5.), padrdao de expressdao esperado para uma
proteina reguladora, que geralmente sdo expressas nas primeiras horas de infeccdo antes dos
seus genes alvos (FRANCO-ZORRILLA et al., 2014).

A predi¢do da estrutura tridimensional da proteina MeRZF revela um motivo RING

zinc finger na sua regido C-terminal e um residuo de histidina no quinto sitio do dominio,
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sugerindo assim que faz parte do subgrupo RING-H2 e o gene MeRZF teve sua expressao
aumentada em folhas de mandioca destacadas tratadas com NaCl (REIS et al., 2012). Em
arroz foi identificado o gene OsBIRF'I, que codifica uma proteina do subgrupo RING-H2, as
plantas de tabaco expressando este gene apresentam resisténcia contra o virus do mosaico do
tabaco e Pseudomonas syringae ¢ niveis de expressdo elevados de genes relacionados a
defesa, por exemplo as proteinas relacionadas a patogénese - PR-1, PR-2, PR-3 ¢ PR-5 (LIU
et al., 2008). O aumento da expressdo do gene MeRZF nos fornece indicios da participagao
das proteinas codificadas na resposta da mandioca ao estresse bidtico causado por
Phytophytium sp..

Nas plantas, os ziper de leucina basico (bZIP — basic leucine zipper) sdo reguladores
de muitos processos fisiologicos e de desenvolvimento, incluindo morfogénese, formagao de
sementes e respostas de estresse abidtico e bidtico (ALVES et al., 2013). Cardoso (2008)
isolou uma sequéncia de cDNA que codifica para uma proteina do tipo bZIP de mandioca,
denominada MebZIP, que apresenta significativa identidade com proteinas bZIP de outras
espécies vegetais, entre elas a G/HBF-1 de soja, a BZI-1 de fumo e a CPRF-2 de salsa. A
presenca dessas regides indica que o MebZIP ¢ um fator de transcri¢do relacionado ao CPRF-
2 e esta pode desempenhar um papel na expressdo do gene da chalcona sintase (CHS), pois
esta relagdo ja foi demostrada para outras bZIPs (YOSHIDA et al., 2008).

Em plantas de Arabdopsis sob o ataque de patdogenos ocorre o aumento de espécies
reativas de oxigenio (reactive oxygen species- ROS). Essas ROS promovem a mudanca
conformacional da proteina reguladora NPR1, relacionada a resposta de defesa em plantas via
acido salicilico, e essa mudanga promove a translocagdo da proteina para o nucleo através de
proteinas de poro nuclear, onde a NPR1 interage com membros da familia TGA (bZIP) se
ligando posteriormente a regides promotoras de genes relacionados a inducdo de defesa
(PIETERSE et al., 2012). Demonstrando assim que a Proteina MebZIP pode desempenhar
papel semelhante na inducao de defesa da mandioca em resposta a Phytopythium sp.

O Gene MeCu/ZnSOD apresentou expressao up-regulated 48 e 72 hai as raizes serem
inoculadas com Phytophytium sp. em comparagao com o controle, com 24 hai ndo se observa
diferenca (Figura 5.). Plantas sob ataque de patdgenos respondem de forma rapida com uma
“explosdo oxidativa”, que constituem na produ¢ao de ROS principalmente dnion superoxido
(O2) e peroxido de hidrogénio (H,O;) e o acimulo destes € toxico para a planta (HU et al.,
2009; LOPEZ- CRUZ et al., 2017).

A superoxido dismutase (SOD) pertence a uma familia de enzimas que neutralizam os

efeitos de ROS ao catalisar a conversao anion superoxido (O;) em perdxido de hidrogénio
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(H,0,), esta mudancas no equilibrio de ROS ¢ importante para ativar a respostas de defesa da
planta (LOPEZ- CRUZ et al., 2017). Este aumento na expressido de MeCu/ZnSOD apos 48 hai
pode estar relacionado a necessidade da planta decompor anions superoxidos em peroxido de
hidrogénio durante a explosao oxidativa que ocorre nas primeiras horas de infec¢do, causando
assim um mudanga no equilibrio de ROS e ativando o sistema de defesa, o que torna este gene
um candidato a programas de melhoramento.

ApoOs a planta reconhecer o patdgeno inicia-se o processo de defesa, dentre estes
processos ocorre a sintese de barreiras fisicas, aumento da lignificagdo da parede celular e a
sintese de compostos fenolicos secundérios de defesa, dentre os quais se destacam as enzimas
fenilalanina amoémia-liase (PAL) e Chalcona sintase (CHS), estes desempenham um
importante papel na defesa vegetal (DAO et al., 2011; CASS et al., 2015). Neste estudo foi
possivel observar que os genes MePAL e MeCHS foram diferencialmente expressos nas
plantas inoculadas comparadas com as plantas controle 48 hai, ndo apresentando expressao
com 72 horas, demonstrando que estes genes estdo possivelmente envolvidos nos mecanismos
de defesa da planta nas primeiras horas de infeccio (Figura 5.). A cinética do mRNA de PAL
induzido pelo elicitor ¢ bastante relacionada a observada para o mRNA de CHS.

Estes genes apresentaram diferengas na expressao génico com 24 horas, sendo que
para a MePAL os niveis de expressao no material inoculado foi significativamente maior que
nas plantas controle (Figura 5.). Por outro lado a expressio do gene MeCHS foi
significativamente maior no controle do que no material inoculado. A produgdo destas
enzimas € controlada durante o crescimento vegetal, mas também ¢ induzida em células
vizinhas ao local de infec¢do por varios estimulos ambientais, como infecgdo, ferimentos,
contaminagdo por metais pesados, luz e reguladores de crescimento (RAHMAN e PUNIJA,
2005; DAO et al., 2011; DEHGHAN et al., 2014; CASS et al., 2015) . Esta presenga no
material sem o patdgeno com 24 hai pode ser devido a inducdo pelo ferimento realizado nas
raizes.

Os resultados obtidos com os padrdes diferenciais de expressao génica em raizes de
mandioca inoculadas com o agente causador da podriddao radicular irdo contribuir para o
entendimento da interagdo Mandioca - Phytopythium sp. sendo estes os primeiros dados

moleculares do mecanismo de resposta da mandioca a estresse bidtico.
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Figura 5. Quantificacdo do mRNA dos genes em estudo. O grafico refere-se a quantificagdo relativa do gene em
estudo comparado com o controle interno (tubulina), as imagens referem-se a géis de agarose 1% corados com
brometo de etideo. Os resultados referem-se ao controle (sem patdgeno) estdo representados em azul e os em
vermelho claro referem-se ao material inoculado (com patégeno) nos diferentes tempos coletados 24, 48 e 72

hai.
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2.4 Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho nos permite concluir que:

- Foi possivel realizar a inoculagao de tecidos destacados de mandioca e a partir deste
extrair RNA de qualidade e quantidade para estudar os genes a nivel molecular.

- A auséncia da PPD foi confirmada molecularmente e visualmente, confirmando que o
método foi eficiente e nos permitiu avaliar a expressdo diferencial dos genes em
resposta ao patdgeno.

- Dos nove genes identificados sete tem potencial para contribuir no melhoramento
genético de mandioca para no futuro se obter acessos resistentes.

- Dentre os genes analisados destacam-se o gene que codifica uma cistatina de
mandioca (MeCPI), que além de mostrar-se envolvidos na resposta negativa a PPD
também mostrou-se favoravel na resposta ao patdgeno e os genes que codificam as
enzimas Chalcona sintase (MeCHS) e Fenilalanina amonia-liase (PAL) pois estas
apresentam expressao diferencial no tecido inoculado com 48 ¢ 72 hai comparado com

o controle.
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INTRODUCTION

Proteases are enzymes that catalyze the hydrolytic cleav-
age of peptide bonds, and they are classified according to
their catalytic sites into: serine-, threonine-, aspartic-, met-
allo-, and cysteine proteases [1]. Proteases are also classified
in evolutionary families and clans in the MEROPS database

[2].

Cysteine proteases are proteins showing molecular mass
about 21-30 kDa with proteolytic activity conferred by the
presence of a cysteine residue in their active site that acts as
a nucleophile in the first step of proteolysis [3]. These prote-
ases are found in a large variety of organisms, such as virus,
prokaryotes and plants [4], where they are involved in many
physiological processes requiring metabolic degradation of
peptides and proteins.

The papain family constitutes the best characterized fam-
ily of cysteine proteases and contains peptidases, which are
structurally related to papain, isolated from Carica papaya
and the first cysteine protease with its structure identified
[5]. Another cysteine protease family is the legumain family
constituted by Asn-specific cysteine proteases found in ani-
mals and plants able to cleave the asparaginyl bounds [6, 7].

The activity of cysteine proteases in the cell can be regu-
lated at transcriptional level, by the rate of protease synthesis
and degradation, as well as by their specific inhibitors,
known as cysteine protease inhibitors or cystatins. Inhibition
process involves specific and reversible interaction of

*Address correspondence to this author at the Instituto de Ciéncias Bioldgi-
cas, Universidade Federal do Pard, Belém, PA, 66075-110, Brazil;
Tel/Fax: 55 91 320 17585; E-mail: bsouza@ufpa.br

1875-5305/15 $58.00+.00

protease inhibitor with the catalytic site of target protease by
competition with substrate [8, 9]. Maintenance of equilib-
rium between free cysteine proteases and their complexes
with inhibitors is necessary for adequate functioning of all
living systems. In Fig. 1 the molecular modeling of the inter-
action between cathepsin B HvPap-19, a cysteine protease,
and its inhibitor from barley, is shown as reported by
Martinez et al. [9].

Cysteine protease inhibitors are grouped into the cystatin
superfamily, which includes animal cystatins (stefins, cystat-
ins and kininogens) [10] and plant cystatins, also called phy-
tocystatins [11]. Phytocystatins have been identified in sev-
eral monocots and dicots, where they can be involved in the
regulation of several endogenous processes and in defense
against pests and pathogens, as well as response to abiotic
stress [12, 13].

In the last 15 years significant advances on identification
of phytocystatins showing potential to control phyto-
pathogenic fungi were obtained. Despite some literature
available on phytocystatins, most of them are focused in
their application in control of insects and pests. On the other
hand, phytopathogenic fungi are one of the most important
biotic factors affecting the agriculture in the world. There-
fore, in this mini-review we aimed to present isolated and
characterized phytocystatins with potential use in control of
plant disease caused by fungi.

MAIN FEATURES OF PHYTOCYSTATINS

Phytocystatins (PhyCys) constitute a family of specific
cysteine protease inhibitors found only in plants, comprising
more than 80 members [14].

© 2015 Bentham Science Publishers
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Figure 1. Molecular modeling of interaction between the cathepsin B HvPap-19 (pink) and the cystatin HvCPI-6 (yellow) from barley.
Amino acids residues involved in the catalytic site of protease are colored in blue, while residues related to the protease inhibitory activity of
cystatin are in green. (A) Whole protease-cystatin interaction model. (B) Details of the predicted region of interaction between protease and
cystatin. Note: This figure has been previously published in Physiologia Plantarum (145:85-94, 2012) and was kindly provided by Dr Isabel
Diaz from the Universidad Politécnica de Madri, with permission of John Wiley and Sons (License number: 2936571224920).

The first identified and also the better characterized Phy-
Cys were the oryzacystatin I [15] and oryzacystatin II [16],
proteins considered important to regulation of storage protein
during developing and germinating of rice seeds. Since then,
many other PhyCys have been isolated and characterized
from different crops, such as cowpea [17], potato [18], corn
[19], soybean [20, 21], cabbage [22], carrot [23], Pearl Millet
[24], wheat [25], apple [26], pineapple [27], kiwifruit [28],
strawberry [29], cacao [30], and latex tree [31].

Studies have showed that PhyCys may be involved in
many physiological process, including programmed cell
death [32], fruit development [33, 34], developing and ger-
minating seeds [15, 21, 35-39], and defense against biotic
and abiotic stress [24, 30, 36, 40-53]. The Arabidopsis ge-
nome encodes for seven PhyCys isoforms, named AtCY1 to
AtCYS7, comprising two distantly related gene clusters [54];
among them AtCYS3 and AtCYS6 are involved in resistance
to salt and drought stresses, as well as oxidative and cold
stresses [55].

The PhyCys have been grouped according to the presence
of conserved domains and their molecular weight. The
group-1 represent the most PhyCys and is constituted by
proteins containing only 1 cystatin domain with about 100
residues and molecular weight ranging between 12 and 16
kDa, such as those found in chestnut and sugarcane [41, 44].
The group-2 is constituted by PhyCys showing a highly con-
served cystatin domain at the amino-terminal and an ex-
tended cystatin-like domain at the carboxy-terminal, and a
molecular weight about 23 kDa [21, 29, 30, 47]. The group-3
is constituted by proteins with high molecular weight, such
as the 86 kDa phytocystatin expressed in potato tuber, also
known as a multicystatin, since this protein contains eight
cystatin-like domains [18]. Some examples of PhyCys with

their number of amino acid residues and molecular weights
are shown in Table 1.

One of the main features of PhyClys, is that these proteins
contain neither sulfite bridges nor putative site of glycosyla-
tion. In addition to the three motifs common to all cystatins
(a conserved amino-terminal glycine residue, a highly con-
served QXVXG motif in the central loop region and a P/AW
near the carboxy-terminal) all PhyCys contain an amino-
terminal conserved motif [LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-[AS]-
[VI]-X-[EDQV]-[HYFQ]-N, also known as LARFAV-like
motif (Fig. 2) that comprises the o-helix in the cystatin struc-
ture [55, 59-61]. Studies have showed that the three motifs
common to all cystatins are important to their functional
roles and ability of interaction with their target-proteases,
since changes in specific amino acid residues have decreased
drastically their inhibitory activity [45]. Also, in pineapple a
cystatin containing an extended amino-terminal trunk of 63
residues rich in alanine and glutamate important to its inhibi-
tory activity was identified [34]. Furthermore, some PhyCys
may contain an amino-terminal signal peptide (Fig. 2) for
transport into the lumen of the endoplasmic reticulum [29,
30, 47].

The main targets of PhyCys are the papain-like proteases;
however group-2 PhyCys showing an extended region at
carboxy-terminal contain the motif SNSL, which has been
involved in the inhibition of legumain-like proteases [6]. In
addition, a recent study reported by Chu et al. [61] showed
that the inhibition role of the conserved amino-terminal cys-
tatin domain of tarocystatin, a group-2 phytocystatin isolated
from corn of taro (Colocasia esculenta), might be increased
by its carboxy-terminal cystatin-like extension during inter-
action with the papain. In Fig. 2 the alignment between Phy-
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Table 1. Number of amino acid (aa) residues and theoretical molecular weight (Mw) of PhyClys.
Organism Protein name Length (aa) Mw (kDa) References
Fragaria ananassa Fa-CPI-1 235 23.1* [29]
Amaranthus hypochondriacus AhCPI 247 28* [47]
TeCYS-1 185 21.5*
Theobroma cacao TeCYS-2 127 14.1 [30]
TcCYS-3 100 11.6*
TeCYS-4 205 22.8
Castanea sativa ND#** 102 11.4 [41]
Colocasia esculenta CeCPI 205 29 [56]
Saccharum officinarum Canecystatin 106 11.9 [44]
Solanum tuberosum Potato multicystatin 756 86.8 [18]
Glycine max Soyacystatin 245 26 [21]
Triticum aestivim L. cv. Chihoku mTaMDCI 243 23%* [57]
Dianthus caryophyllus L. cv. Reiko rDC-CPIn 98 10.8 [58]
Hordeum vulgare HvCPI-1 107 11.8 [36]
Actinidia deliciosa KCPI-1 116 11 [28]
Sesamum indicum SiCYS 199 22 [53]

* Predicted signal peptides were not included in the analysis. **ND: not designed.

Cys highlighting their main conserved motifs/elements and
their predicted secondary structure is depicted.

EXPLOITING THE PHYTOCYSTATINS' ANTIFUN-
GAL ACTIVITY TO CONTROL PLANT DISEASES

Among diverse factors that affect the growth and devel-
opment of plants, phytopathogenic fungi are one of the most
damaging plant parasitic organisms. Worldwide, the diseases
caused by fungi in important crops greatly and negatively
impact agricultural production and the environment [62],
including the Brazilian Amazon region, where the produc-
tion of black pepper (Piper nigrum L.) and cassava (Manihot
esculenta Crantz) has been severely damaged by disease
caused by Fusarium solani f. sp. piperis and Phytophthora
drechsleri, respectively [63, 64].

The main control methods used to combat plant patho-
gens and pests are those based on the use of chemical prod-
ucts (fungicides and insecticides), which increases cost and
can leads to environment contaminations. Since many stud-
ies have reported the important roles played by PhyCys in
plant defense response, their utilization in control of patho-
gen and pests has emerged as a powerful biotechnological
tool.

For this purpose, many PhyCys have been recombinantly
produced by expression in bacteria, followed by evaluation
of their ability to inhibit the pathogen growth in vitro assays.
PhyCys exhibiting high antifungal activity have included
those identified in pearl millet [24], chestnut [41], tomato

[42], sugarcane [44], carnation [65], barley [45], taro [56],
strawberry [29], wheat [57], cacao [30], amaranth [47], kiwi-
fruit [52] and sesame [53].

In Table 2 some antifungal PhyCys showing differences
on their inhibitory activity, where a specific phytocystatin
may inhibit different fungi species, at equal or different con-
centration of recombinant protein, are listed. For example,
the FaCPI-1 from strawberry (Fragaria ananassa) is able to
inhibit Botrytis cinerea and Fusarium oxysporum at a con-
centration of 1.9 pM and 2.28 puM, respectively [29]. An-
other example is the CeCPI from taro that inhibits Rhyzocto-
nia solani, Sclerotium rolfsii, Alternaria brassicae and Py-
thium aphanidermatum at 80pg/mL, while F. oxysporum and
Glomerella cingulata are inhibited at 200pg/mL [56]. Re-
garding the action spectrum of phytocystatins listed on Table
2, most of them showed inhibitory activity against at least
two fungal species. The CeCPI, for example, could be con-
sidered a candidate to control different plant diseases, since
showed inhibitory activity against more than five fungal spe-
cies.

Moreover, data shown here confirm the potential use of
PhyCys in control of phythopathogenic fungi with impor-
tance to agriculture. Among them, the fungus B. cinerea can
infect more than 200 plant species and ranks the second
place in the Top 10 fungal plant pathogen list based on scien-
tific/feconomic importance, according to international com-
munity of plant mycologists [66]. Also included on this fun-
gal plant pathogen list, F. oxysporum is a soil-borne patho-
gen causing vascular wilt on a wide range of plants, and gen-
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Figure 2. Alignment of PhyCys highlighting the G/GG residue at the N-terminal sequence, the LARFAV-like motif, a conserved region
found in all PhyCys that comprises the a-helix (£2—2) in the cystatin structure, the QXVXG sequence in central part, and the P/PW se-
quence at the C-terminal end. Also is shown the SNSL domain found in the C-terminal end of PhyCys from group-2. SP: signal peptide.
CAHG60163.1: Fa-CPI-1 from Fragaria ananassa, NP_001237734.1: Soyacystatin from Glycine max, AAM88397.1: CeCPI from Colocasia
esculenta, ACF49366.1: mTaMDClfrom Triticum aestivurn L. cv. Chihoku, CAA11899.1: PhyCys from Castanea sativa, AAK30004.1:
rDC-CPIn from Dianthus caryophyllus L. cv. Reiko, ABG89856.1: AhCPI from Amaranthus hypochondriacus, AAM78598.1: Canecystatin
from Saccharum officinarum, CAD60537.1: HvCPI-1 from Hordeum vulgare, AAK15090.1: SiCYS from Sesamum indicum and A-

AR92223.1: KCPI-1 from Actinidia deliciosa.

erating severe losses in crops such as melon, tomato, cotton
and banana [66]. Then, taking into account the action spec-
trum of phytocystatins listed on Table 2, the FaCPI-1 could
be a candidate to control plant diseases caused by these two
important pathogens. Interestingly, besides the control of
diseases in agriculturally important crops, the potential use
of PhyCys as an antifungal agent could be extended to hu-

man health, since studies have shown that F. oxysporum is
able to infect immune compromised patients [67].

Since the first studies revealing the potential use of
PhyCys in control of pest and pathogens, one of the most
challenges of researchers has been to understand the
mechanism of PhyCys action against different organisms. In
pests, for example, it is known that PhyCys inhibit proteases
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Table2. PhyCys with in vitro inhibitory activity against different fungi.
Fungi PhyCys name* Concentration References
Botrytis cinerea FaCPI-1 1.9 M [29]
Hv-CPI 3uM [45]
rDC-CPIn 5uM [65]
KCPI-1 5,8 uM [52]
Fusarium oxysporum FaCPI-1 2.28 uyM [29]
AhCPI 17 nM [47]
CeCPI 200 pg/mL [56]
Sclerotium cepivorum AhCPI 5 uM [47]
Rhyzoctonia solani AhCPI 10 uM [47]
CeCPI 80 pg/mL [56]
Colletotrichum graminicola Hv-CPI 1.5 uM [45]
Plectosphaerella cucumerina Hv-CPI 6 uM [45]
Trichoderma viride Hv-CPIL 6 pM [45]
Trichoderma reesei Canecystatin 200 pg/mL [44]
SiCYS 45 pg/mL [53]
Sclerotium rolfsii CeCPI 80 pg/mL [56]
Alternaria brassicae CeCPI 80 pg/mL [56]
Glomerella cingulata CeCPI 200 pg/mL [56]
Pythium aphanidermatum CeCPI 80 pg/mL [56]
TeCYS-1
Moniliophthora perniciosa TeCYS-2 5 uM [30]
TeCYS-3
TeCYS-4
Microdochium nivale mTaMDCl1 50 pg/mL [57]
Sclerotiana sclerotium rDC-CPIn 10pM [65]
Phytophthora nicotianae rDC-CPIn 2.5uM [65]
Aspergillus sydowii SiCYS 45 pg/mL [53]
Helminthosporium sesamum SiCYS 45 pg/mL [53]
Alternaria radicina KCPI-1 11,6uM [52]

*These PhyCys are thesame cited on the Table 1.

interfering in dietary protein assimilation and causing growth
delays and mortality [68]; moreover, in this case, PhyCys
can be considered anti-metabolite molecules, because they
produce a deficiency of protein in those organisms. Although
the mechanism by which PhyCys inhibit fungi growth is not
yet elucidated, it has been suggested to be related to the di-
rect inhibition of fungal cysteine protease [47, 56]. Likewise,
Wang et al. [46] showed that the N-terminus of CeCPI, pro-
duced by heterologous expression in bacteria, is implicated
in papain-inhibitory activity as well as antifungal activity
against 8. rolfsii. In contrast, other studies have indicated
that antifungal activity of PhyCys could involve a different

mechanism. For example, Martinez et al. [45] reported that
inhibition of B. cinerea by the barley cystatin Hv-CPI is not
associated with its cysteine-proteinase inhibitory properties,
and correlates with the absence of intra- and extra-cysteine
protease activity in this fungus. Also, the same authors [45]
have suggested that action of PhyCys could involve changes
in the permeability of fungal membrane, in a similar
mechanism to inhibition of Sclerotiana sclerotium by the
trypsin inhibitor SAP16 from Helianthus annuus [69]. Other
studies have also corroborated that antifungal activity of
PhyCys cannot be directly related to their enzymatic activity.
As reported by Cheng er al. [53] the whole PhyCys from
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sesame seeds (SiCYS), as well as its N- and C-terminal do-
mains (SiCYS-N and SiCYS-C, respectively), recombinantly
produced by expression in bacteria, showed comparable abil-
ity to inhibit spore germination of Trichoderma reesei, As-
pergillus sydowii, and Helminthosporium sesamum. On the
other hand, SiCYS exhibited more effective papain-
inhibitory activity than SiCYS-N while SiCYS-C had almost
no inhibitory activity, indicating no correlation between anti-
fungal and papain-inhibitory activities for this PhyCys.

In addition to in vitro studies, transgenic approaches have
also contributed in understanding of mechanisms by which
plants over-expressing or silencing PhyCys genes respond to
attacks by insects and pathogens. Enhanced resistance
against insects in transgenic plants over-expressing PhyCys
genes has been shown [70, 71]. In Arabidopsis the over-
expression of PhyCys gene from barley increased the resis-
tance against two aphid species [70]. In fungi, however, it
has been shown that PhyCys can inhibit their growth when in
vitro conditions, but not in transgenic plants [72]. As
reported by Carrilo et al. [72] HvCPI from barley inhibited
the in vitro growth of some phytopathogenic fungi, including
Magnaporthe oryzae, but Arabidopsis plants over-expressing
this PhyCys showed no differences in fungal resistance
levels in comparison to non-transformed plants. On the other
hand, another study on in vitro and in vivo PhyCys anti-
fungal properties revealed a kiwifruit cystatin able to prevent
artificial infection of apple and carrot by spore suspension of
B. cinerea and Alternaria radicina, respectively [73]. This
purified cystatin was also able to inhibit the in vitro growth
of these two fungal species [73]. In addition, a recent study
reported by van der Linde et al. [74] revealed an interesting
role of cystatin-9 from maize during interaction with
biotrophic pathogen Ustilage maydis. Transgenic plants by
silencing of the cystatin-9 gene resulted in reduced infection
by U. maydis, showing that this PhysCys suppresses host
immunity by inhibition of apoplastic cysteine proteases [74].

CONCLUSION

In the last years several PhyCys with antifungal
properties have been isolated and characterized; however,
taking into account the whole immense plant diversity in the
world, many PhyCys remain yet unexploited. A potential
application of these antifungal PhyCys is their use in stable
transformation of plants to control phythopathogenic fungi
with importance to agriculture, since the development of
genetically engineered plants by the over-expression and/or
the silencing of specific genes has been the more viable op-
tion to the production of pathogen resistant crops. Despite
significant advances on PhyCys studies, our knowledge
about mechanism of their action against fungi is yet limited.
Therefore, further studies are necessary to a better under-
standing of plant defense systems, including the elucidation
of functional roles of PhyCys in inhibition of fungal growth
that will help us in development of new strategies to control
plant diseases caused by these pathogens.
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6. A FAMILIA DE GENES DE FITOCISTATINAS EM MANDIOCA:
CARACTERIZACAO E ORGANIZACAO GENOMICA

RESUMO As fitocistatinas sdo moléculas com atividade antifungica amplamente
reconhecida, tornando-a com isso uma alternativa viavel no combate a patdgenos.
Estudos relataram uma fitocistatina da mandioca down-regulation durante a
deterioragdo pos-colheita. Esta fitocistatina foi posteriormente identificada como
potencialmente envolvida na defesa da mandioca ao ataque de Phytophythium sp. Este
trabalho tem como objetivo caracterizar in silico a familia de genes de fitocistatinas da
mandioca sob aspecto evolutivos relacionando-os com a diversidade funcional das
mesmas. Pesquisas foram realizadas no genoma da mandioca através do banco de dados
Phytozome e as sequencias obtidas foram analisadas por bioinformatica. A busca
resultou em nove sequéncias e as analises computacionais revelaram ampla conservagao
dos motivos principais caracteristicos das fitocistatinas de planta. Sendo possivel
identificar e caracterizar nove sequencias gendmicas de fitocistatinas distribuidas em 7
cromossomos, com padrdes diferenciados de organizacdo de introns e exons. Foram
identificadas fitocistatinas dos grupos I e do grupo II com pesos moleculares diferentes,
e com diferentes localizacdes subcelular. O potencial destas fitocistatinas do grupo II
em inibir papaina e legumaina foi predito por meio das analises da possivel estrutura
tridimensional, bem como o potencial da fitocistatinas do grupo I em inibir papaina. Os
resultados mos permite concluir que a familia de fitocistatinas possuem nove isoformas
e que estas podem atuar em diferentes processos celulares, inclusive nos mecanismos de
defesa contra o ataque de patdgenos ja demonstrado para PnCPI-5, indicando a

necessidade de conhecer suas atividades enzimaticas e biologicas.

ABSTRACT

Phytocystatins are molecules with antifungal activity widely recognized, thus they are
an alternative for combat against pathogens. Studies related one Mandioca’s
Phytocystatins down-regulation under post-harvest deterioration, this Phytocystatin was
posteriorly recognized with potentially involved in the defense of mandioca against
Phytophythium sp. This research aims to characterize in silico the Phytocystatin gene
family of mandioca under evolutionary aspects relating them to their functional

diversity. Research were done in the mandioca genome through the Phytozome database
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and the sequences obtained were analyzed by bioinformatics The search resulted in nine
sequences and the computational analyzes revealed wide conservation of the main
characteristic motifs of plant phytocystatin. It is possible to identify and characterize
nine genomic sequences of phytochistides distributed in 7 chromosomes, with
differentiated patterns of organization of introns and exons. Phytotic agents of groups I
and II with different molecular weights and with different subcellular locations were
identified. The potential of these group II phytotic agents to inhibit papain and
legumaine was predicted by analyzing the possible three-dimensional structure as well
as the potential of group I phytotic agents to inhibit papain. The results allow us to
conclude that the phytochistosin family has nine isoforms and that these can act in
different cellular processes, including the mechanisms of defense against the pathogen
attack already demonstrated for PnCPI-5, indicating the need to know its enzymatic and

biological activities.

6. 1. Introducio

Ao longo da evolugdo, as plantas desenvolveram mecanismos de protecdo que
lhes permitiram resistir com sucesso a diferentes tipos de condi¢cdes desfavoraveis,
incluindo insetos e microrganismos fitopatogénicos. Dentre estes mecanismos podemos
citar os inibidores de proteases, uma vez que tanto 0s insetos como 0s microrganismos
patogénicos usam enzimas proteoliticas para penetrar no tecido da planta hospedeira
(WAR et al., 2012; PANDEY et al., 2016; ZUST e AGRAWA, 2017).

As cistatinas sdo inibidores competitivos de proteases cisteinicas que,
interagindo com o sitio ativo das enzimas-alvo, bloqueiam o acesso ao substrato. Foi
identificada primeiramente em animais (em clara de ovo de galinha (FOSSUM e
WHITAKER, 1968)). Alguns anos apods a identificacdo de cistatinas em animais
verificou-se que estes inibidores de proteases cisteinicas também estavam presentes em
plantas, através do isolamento e caracterizagdo de uma cistatina em arroz (ABE et al.,
1987).

Fitocistatinas (PhyCys) sdo inibidores de proteases da familia C1A, composta
principalmente por proteases do tipo papaina e integradas em uma subfamilia
independente na arvore filogenética da cistatina (MARTINEZ e DIAZ, 2008;
MARTINEZ et al.,, 2009; RAWLINGS et al, 2016). Adicionalmente algumas

fitocistatinas também conseguiam inibir proteases de uma familia bastante diferente das
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papainas (familia C1A), as legumainas que pertencem a familia C13 (MARTINEZ et
al., 2007). Na base de dados MEROPS (versao 11.0), varias isoformas de cistatina e
genes que codificam a cistatina, com diferentes padrdoes de expressdo espaciais e
temporais, foram caracterizados em Arabidopsis thaliana, Castanea sativa, Manihot
esculenta, Hevea brasiliensis € Oryza sativa (RAWLINGS et al., 2016 ).

Uma alternativa ao uso de defensivos quimicos no combate de doencas de
plantas ¢ a busca por biomoléculas que confiram resisténcia ou tolerancia a planta. A
espécie Manihot esculenta Crantz, conhecida popularmente como mandioca, ¢ atacada
por Phytopythium sp., causador da podriddo radicular nas raizes, principal produto para
comercializa¢do (Boari et al., 2018). Esta doenca causa sérios prejuizos a produgao de
mandioca no Estado do Para, principalmente em pequenos produtores ou agricultores
familiares, pois nao ha acessos comercial resistente nem controle quimico eficaz
(VIEIRA, 2011).

O papel exato das PhyCys nao estd determinado, mas sugeri-se que podem atuar
em diversos mecanismos, tais como no estresse biotico e abiotico (BENCHABANE et
al., 2010; WAR et al., 2012; LIMA et al., 2015; PANDEY et al., 2016; ZUST ¢
AGRAWA, 2017). As fitocistatinas pertencem sdo moléculas com atividade antifiingica
amplamente reconhecida, tornando-a com isso uma alternativa vidvel no combate a
patogenos. No capitulo 2 foi identificada uma sequéncia diferencialmente expressa de
fitocistatinas em raizes de mandioca destacadas inoculadas com Phytophytium sp.,
agente causador da podriddo radicular nesta cultura. Sendo assim necessario a
caracterizar in silico a familia de genes de fitocistatinas da mandioca sob aspectos
evolutivos, relacionando-os com a diversidade funcional das mesmas, para possibilitar a

analise de suas atividades enzimaticas e bioldgicas no futuro.

6.2. Material e Métodos

As sequencias gendmica, cDNA e protéica de PhyCys de mandioca foram
obtidas por meio das ferramentas de busca disponivel no Phytozome
( http://www.phytozome.net/cassava). A busca foi realizada utilizando a palavra
Cystatin e as sequencias obtidas foram avaliadas quanto a presenca dos dominios
conservados através dos programas InterPro Scan (https://www.ebi.ac.uk/interpro)
(HUNTER et al, 2008) e CDD (Conserveded Domains Database;
www.ncbi.nlm.nig.gov/cdd) (MARCHLER-BAUER et al., 2010) e quanto a
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similaridade com proteinas de estrutura resolvida depositadas nos bancos de dados, para
tal foi utilizada a ferramenta BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nig.gov) (ALTSCHUL et al.,
1997).

Para confirmar se as sequéncias encontradas correspondem as fases de leitura
aberta - ORFs (“open reading frame”) foi utilizado o software ORF FINDER
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) (ROMBEL et al., 2002). O alinhamento
das sequencias de nucleotideos e aminoacidos foram realizados com o auxilio do
programa CLUSTALW utilizando os parametros padrdes (THOMPSON et al. 1994).
As sequéncias de aminoacidos deduzidas foram avaliadas através de programas e
ferramentas computacionais. Para a predicdo da presenca e tamanho do peptideo sinal
foi utilizado o programa SignalP v.2.0 (http:// www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
(NIELSEN e KROGH, 1998). O peso molecular e o ponto isoelétrico da sequéncia de
aminoacidos deduzida foram previstos pelo ExPASy Proteomics Server
(http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html). A localizagdo subcelular foi obtida utilizando
SherLoc2 (BRIESEMEISTER et al., 2009). A estrutura tridimensional da sequéncia de
aminodcidos foi modelada pelo programa SWISS-MODEL. A andlise filogenética foi
realizada utilizando o software Molecular Evolutionly Genetics Analysis (MEGA),
versao 7.0 (KUMAR et al., 2000), usando o método Neighbor-Joining, apds o
alinhamento realizado pelo programa CLUSTALW das sequencias de mandioca com

sequéncias de outras espécies.

6.3. Resultados e Discussao

O sequenciamento de genomas completos possibilitou a busca por genes
homologos em diferentes organismos, revelando assim uma grande variedade de genes
de cistatinas conservados entre eucariotos e procariotos (MARTINEZ e DIAZ, 2008;).
Foram obtidas nove sequéncias de PhyCys de mandioca no Phytozome. Estas foram
denominadas de MeCPI-1 a MeCPI-9 (Tabela 1) de forma aleatoria. As nove sequéncias
de fitocistatina mostraram-se distribuidas em sete dos dezoito cromossomos de
mandioca (Figura 1). Analises comparativas das sequéncias de cDNA utilizando o
programa mostraram que as sequencias obtidas possuem identidade com cistatinas de
outras espécies vegetais com proteinas de estruturas ja resolvidas e depositadas nos

bancos de dados.
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Tabela 1 — Nome do gene, Locus, Tamanho da sequencia gendmica em pares de bases (gDNA (bp)),
Numero de Introns, Numero de residuos de aminoécidos (aa), massa molecular tedrica (MM) e ponto
isoelétrico (PI), grupo e localizacdo subcelular das isoformas dos genes de fitocistatinas identificadas
neste estudo.

Nome do Locus gDNA Numero  Tam. MM PI Grupo Localizagao
gene (bp) de Intron  (aa) (kDa) subcelular
MeCPI-1 Manes-05G198500 369 0 122 13.5 5.07 I Secretada
MeCPI-2 Manes-05G198300 405 0 134 15 9.47 I Nucleo
MeCPI-3 Manes-04G155400 2077 3 245 27 6.06 II Cloroplasto
MeCPI-4 Manes-11G008700 1347 3 167 18.3 6.45 I Outra
MeCPI-5 Manes-09G039400 603 0 111 12.1 9.52 I Secretada
MeCPI-6 Manes-02G134700 2163 1 101 11.2 5.12 I Secretada
MeCPI-7 Manes-08G063200 7470 2 195 223 7.08 I Secretada
MeCPI-8 Manes-08G041000 527 0 111 12.6 6.60 I Secretada
MeCPI-9 Manes-03G153900 702 0 111 12.6 7.9 I Secretada

O alinhamento das sequencias de aminoacidos de sequencias de fitocistatinas da
mandioca nos permitiu observar a presenga dos motivos conservados: um ou dois sitio
de glicina (G) na por¢do N-terminal, um motivo QXVXG no loop central e um
triptofano (W) na regido C-terminal na maioria das sequencias. Quanto ao motivo
LARFAV, comum a todas as fitocistatinas, se observa substituigdes relacionadas em
todos os aminoacidos, mas sempre se observa a sequéncia conservada [LVI] - [AGT] -

[RKE] - [FY] - [AS] - [VI] (Figura 2.).

Figura 1. Localizagao das sequencias de fitocistatinas nos cromossomos da mandioca.
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Figura 2. Alinhamento das nove sequéncias de aminoacidos das fitocistatinas de mandioca. As regides referentes aos peptideos sinais estdo sublinhadas. A regido em amarelo
mostra um motivo conservado entre as fitocistatina. As regides em vermelho mostram os residuos de aminoacidos conservados no local inibitério. A regido conservada entre
as legumainas SNSL ¢ mostrado em verde. O intervalo gerado no alinhamento ¢ indicado por tracos.
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Nas nove sequéncias proteicas preditas para as fitocistatinas de mandioca,
juntamente com os motivos proteicos encontrados, sugere que elas possuem a
capacidade de atuar nos processos bioldgicos, tais como, como reguladores da
proteolise durante a maturagao e germinacao das sementes (LEPELLEY et al., 2012) , e
/ou durante a morte celular programada (PIROVANI et al., 2010; DIAZ MENDOZA et
al., 2014), e/ou contribuir para a defesa das plantas pela inibi¢do de proteases exdgenas
de insetos, nematodeos, fungos, oomicetos e bactérias (BENCHABANE et al., 2010;
WAR et al.,, 2012; PANDEY et al., 2016; ZUST E AGRAWA; 2017). Ja que se
observou nas nove sequencias de aminoacidos preditas para as PhyCys de mandioca,
uma ou duas Glicina (G) na parte amino-terminal da molécula e o site reativo QxVxG
localizado na parte central. Quanto ao triptofano (W) conservado na por¢ao Carboxi-
terminal, este esta ausente nas MeCPI-4 e MeCPI-5 (Figura 2) e presente nas demais.

O motivo LARFAV apresenta substituicdes relacionadas em todos os
aminoacidos. As alteracOes observadas no motivo LARFAV-Like das fitocistatinas de
mandioca também foram observadas quando se comparou as familias de genes de
Arabdopsis, Arroz e cevada (MARTINEZ et al., 2005a). Uma vez que substituicdes no
motivo Larfav-like sdo comuns e sempre se observa a sequéncia conservada [LVI] -
[AGT] - [RKE] - [FY] - [AS] - [VI] (BENCHABANE et al., 2010).

Ao analisar a possivel localizagcdo subcelular das predita para as fitocistatinas de
mandioca, trés isoforma, estao predidas para atuarem no interior da célula, enquanto que
as outras seis isoformas, provavelmente sdo exportadas para fora da célula (Tabela 1.).
Indicando assim possivel potencial das isoformas exportadas para o meio extracelular
estar envolvidas na inibi¢do de proteases secretadas por patdégenos e as restritas ao
citoplasma desenvolver atividades relacionadas a processos enddgenos

Analises das sequéncias de aminodcidos permitiram predizer a massa molecular
e o ponto isoelétrico das sequencias obtidas, e estes variaram de 12 a 26 KDa. A maioria
das PhyCys tem uma massa molecular entre 12-16-KDa, porém ja foram descritas
PhyCys com massa molecular estimada superior como a de soja (26 KDa), morango
(26,39 KDa), TcCYS4 de cacao (22,84 KDa) e inhame (29 KDa). A diferenca se deve
ao fato destas PhyCys possuirem uma extremidade Carboxi-terminal mais longa
(MARTINEZ et al., 2005b; PIROVANI et al., 2010).

A descoberta de fitocistatinas com sequéncias maiores levou a uma

diferenciagdo destes genes, os mesmos sao conhecidos como fitocistatinas carboxi-
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estendidas (MARTfNEZ et al., 2005b; MARGIS-PINHEIRO et al., 2008). Alguns
inibidores carboxi-estendidos possuem dois dominios principais, neste caso, o primeiro
deles ¢ o dominio cistatina, localizado na parte amino-terminal da proteina. O segundo
dominio, na regido carboxi-terminal ¢ um dominio similar a cistatina, mas que de fato,
ndo possui similaridade de sequéncia com as cistatinas, ao invés disto, em alguns casos
ele possui o dominio SNSL conservado (BENCHABANE et al., 2010).

Estudos anteriores propdem que a regido carboxi terminal das fitocistatinas do
grupo II podem ter possiveis papeis: (1) A regido C-terminal de fitocistatina de inhame
(CeCPI) mostrou uma baixa capacidade de inibir Papaina (WANG et al., 2008); (2) um
domininio SNSL na regido C-terminal de uma fitocistatina de cevada (HvCPI-4)
mostrou atividade inibitdria contra legumaina (MARTINEZ et al., 2007).

A andlise de modelagem tridimensional realizada com a fitocistatina carboxi-
estendida de mandioca, MeCPI-3 e MeCPI-4, demonstram que a estrutura desta proteina
tém duas regides principais separadas espacialmente em dois lobos, de acordo com os
dominios inibitérios preditos (Figura 3.). A extensdo carboxi-terminal encontrada nas
sequencias MeCPI-3 e MeCPI-4 sugeri que essas duas proteinas pertencem ao grupo II
de fitocistatinas e que estas podem ser um inibidor bifuncional de proteases cisteinicas
em mandioca, atuando sobre proteases do tipo papaina (C1A) com a regido amino-

terminal, e também sobre legumainas (C13) com o dominio carboxi-terminal.

Figura 3. Modelo estrutural das fitocistatina da mandioca. As setas indicam o dominio cistatina, o qual é
formado por trés motivos proteicos conservados: um residuo de glicina na regido amino-terminal; o
motivo QxVxG; e um triptofano (PW) na regido carboxi-terminal, sendo que, estes dois tltimos motivos
estruturais localizam-se no primeiro e segundo /oops entre as folhas-f3 da estrutura terciaria.
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Enquanto que as andlises de modelagem tridimensional realizadas com a
fitocistatina carboxi-estendida de mandioca, MeCPI-7, demonstram que a estrutura
desta proteina ttm uma Unica regido, de acordo com os dominios inibitorios preditos
(Figura 4.). Esta por sua vez pode ser um inibidor de proteases cisteinicas em mandioca,
pertencentes ao grupo II, demonstrando assim potencial para atuar sobre proteases do
tipo papaina (C1A). Estrutura similar ja foi descrita para uma fitocistatina de inhame
(CeCPI) (WANG et al., 2008).

Nas familias de genes de Fitocistatinas de plantas dicotiledoneas geralmente se
observa duas proteinas carboxi-extendidas, conforme encontrado no genoma de Populus
trichocarpa (MARGIS-PINHEIRO et al., 2008), Arabdopsis thaliana (MARTINEZ et
al., 2005a), Theobrama cacao (PIROVANI et al., 2010) e também no genoma de
Manihot esculenta neste estudo. Em contrapartida nas monocotiledoneas geralmente se
encontra apenas uma proteina carboxi-extendida como observado em Oryza sativa e
Hordeum vulgare (MARTINEZ et al., 2005a).

A andlise filogenética permitiu-nos identificar quatro fitocistatinas (Figura 4.)
que se agrupam com fitocitastinas de cacao, seringueira e inhame, estas ja foram
identificadas com potencial para inibir o crescimento de patégenos de plantas in vitro
(PIROVANI et al., 2010; BANGRAK e CHOTIGEAT, 2011) e in vivo (SANTANA et
al., 2014), portanto, estas fitocistinas podem desempenhar papel semelhante. Podendo
contribuir para obteng@o de acessos resistentes a insetos, dcaros € microrganismos.

Dentre os microrganismos que causa graves prejuizos na mandiocultura no
estado do Para se observa o oomiceto Phytophythium sp., causador da podridao
radicular nas raizes de mandioca. Uma fitocistatina de mandioca foi identifica por
Reilly et al. (2007) como dow-regulated em raizes apds a colheita em processo de
deterioracdo pos colheita acesso nimero DT883603 e este mesmo gene teve sua
expressao superior em raizes de mandioca infectadas por Phytophytium sp. demostrando
potencial no mecanismo de defesa da planta. O gene denominado neste estudo por
MeCPI-5 tem 100% de similaridade com o acesso DT883603, sendo este portanto um
candidato a estudos que visem identificar o papel deste em inibir o crescimento de
patogenos. Fitocistatina isolada de Seringueira ja demostrou ter potencial para inibir in
vitro o oomiceto Phytophthora palmivora (BANGRAK e CHOTIGEAT, 2011),
reforcando o potencial das fitocistatinas podem desempenhar sobre o oomiceto

Phytophythium sp.
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Figura 4. Analise filogenética de cistatinas vegetais (destacado em rosa) e animais (destacados em azul). (A) Analises evolutivas foi realizada usando o software Molecular
Evolutionly Genetics Analysis (MEGA), versao 7.0 (, usando o método Neighbor-Joining,. A porcentagem de arvores replicadas em que os taxons associados agrupados no
teste bootstrap (10000 replicacas) sdo mostrados ao lado dos ramos. As sequéncias utilizadas para comparacdo com as fitocistatinas de Manihot esculenta foram: Anolis
carolinensis ( numero de acesso - XM 003220026.3), Crotalus horridus ( nimero de acesso - GBKC01000883.1), Theobroma cacao (TcCYS - Numero de Acesso
KM361432 ; TcCYS 2 - Numero de Acesso KM361433; TcCYS 3 - Numero de Acesso KM361434 ¢ TcCYS 4 - Numero de Acesso KM361435), Colocasia esculenta
(CeCPI - Numero de Acesso AF525880) e Hevea brasiliensis ( HbCPI - Numero de Acesso FJ850964). (B) Alinhamento esquematico das sequéncias de aminoacidos
deduzidas caixa verde escura destacandoo residuo G / GG na sequéncia N-terminal, o motivo semelhante a LARFAV, uma regido conservada encontrada em todos os PhyClys,

a seqiiéncia QXVXG na parte central e a sequéncia P/ W / PW na extremidade C-terminal . A caixa verde claro representa extremidade C-terminal de PhyCys do grupo 2 e o
dominio SNSL esta destacado. O peptideo sinal previsto (SP) é indicado na caixa vermelha.
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A organizacao genOmica das fitocitatinas de mandioca ¢ bastante varidvel e esta de
acordo com o relatado para outras espécies estudas tais como Arabidopsis e arroz
Comparando-se o padrao encontrado neste estudo com cistatinas de outras vegetais
observamos que quatro nao apresentam intron, assim como observado em oito sequéncias de
arroz (OC-IV a XI), duas sequéncias de Arabidopsis (AtCYS-4 e AtCYS-5). O padrao
observado para as sequéncias MeCPI-3 e MeCPI-4, com quatro éxons e trés introns ¢ o
mesmo observado para uma proteina de arroz (OC-XII) e duas de Arabidopsis (AtCYS-6 e
AtCYS-7). O padrao da sequéncia MeCPI-7 com trés éxons e dois introns nao foi observado
em arroz ¢ em Arabidopsis. O padriao observado para MeCPI-6 com um intron e dois exons ¢
0 mesmo observado para trés proteinas de arroz (OC-I, OC-II e OC-III) e trés de Arabidopsis
(AtCYS-1, AtCYS-2 e AtCYS-3) (MARTINEZ et al., 2005a) (Figura 5). Nas sequéncias de
mandioca que apresentam intron podemos observar que o primeiro intron esta localizado entre
o motivo conservado LARFAV e o sitio ativo QXVXG, e os demais apds este sitio, este
padrdo também foi observado em arroz, Arabidopsis e cevada (MARTINEZ, et al., 2005a)
morango (MARTINEZ, et al., 2005b) e seringueira (BANGRAK e CHOTIGEAT, 2011).

Figura 5. Organizagdo genomica dos genes de cistatinas de mandioca. Os éxon sdo indicados pelos boxes e os
introns pelas linhas. O tamanho dos introns estdo informados abaixo da linhas em pares de bases (pb). O motivo
LARFAV e os trés motivos envolvidos na interagdo com suas proteinases alvo (um G proximo a regiao N-
terminal N, motivo QxVXG no loop central e um W conservado na regido C-terminal) sdo representados nos
boxes hachurados e pretos, respectivamente. Também ¢ mostrado o dominio SNSL encontrado na extremidade
C-terminal de PhyCys do grupo 2 indicado pelas caixas cinza.

Nome do - . T N° de
Predicdo da estrutura da sequencia gendomica L
gene Aminoacidos

323pb

Fonte: Este estudo
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6.4 Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho nos permite concluir que:

-Familia de fitocistatinas da mandioca possui 9 isoforma, nas quais foram possiveis identificar
as regides conservadas caracteristicas desta familia.

- Dos nove genes analisados trés pssuem localizac¢do predita para o interior da célula enquanto
seis sdo provavelmente extracelulares, podendo assim atuar contra proteases de patdgeno.

- A andlise da estrutura tridimensional preditas para as fitocistatinas de mandioca revelam que
duas proteinas podem atuar na inibi¢ao de papaina e legumainas e as outras sete possuem
apenas atividade inibitoria de papainas.

- A andlise da organizacdo gendmica permite concluir que cinco sequencias nao possuem
introns € que quatro possuem e dentre as que possuem o primeiro intron esta localizado senpre
entre os motivos LARFAV e QxVxG.

- A analise das sequencias indicam que estas podem atuar em diferentes processos celulares,
inclusive nos mecanismos de defesa contra o ataque de patdgenos ja demonstrado para

PnCPI-5, indicando a necessidade de conhecer suas atividades enzimaticas e biologicas.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos neste trabalho nos permite concluir que:

- Foi possivel identificar nove genes na literatura de proteinas efetoras potencialmente
envolvidas na resposta de Manihot esculenta Crantz ao patdgeno Phytopythium sp. Dos nove
genes identificados sete tem potencial para contribuir no melhoramento genético de mandioca
para no futuro se obter acessos resistentes.

- A revisao da literatura indica que as Fitocistatinas possuem potencial no controle de doencgas
de plantas causadas por fungos.

- A familia de fitocistatinas de mandioca possuem nove isoformas, distribuidas em 7
cromossomos ¢ todas as sequencias identificadas possuem as regides conservadas
caracteristicas desta familia. Destacando o potencial delas no controle de doencas tais como
na resposta d a mandioca ao patdégeno Phytopythium sp.

- O método de propagacao rapida da mandioca foi adaptado as condi¢des de Belém e permitiu
obter mudas em quantidade e qualidade suficiente para realizar estudos que visem elucidar os
mecanismos de resposta da mandioca ao patdgeno Phytopythium sp.

- A inoculacdo utilizando solo infestado com areia e fuba foi eficiente para reproduzir em
condi¢gdes controlada o ataque do patdogeno Phytopythium sp. em raizes de mandioca

tuberosas, ndo se observando sintomas em raizes adventicias.
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Abstract Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of
the most important tropical crops showing tolerance to
abiotic stress and adaptations to a wide range of environ-
mental conditions. Here, we aimed to isolate and charac-
terize the full-length ¢cDNA and genomic sequences of a
cassava translationally controlled tumor protein gene
(MeTCTP), and evaluate its potential role in response to
salt stress. The MeTCTP full-length ¢cDNA sequence
encodes for a deduced protein with 168 amino acid resi-
dues, with theoretical isoelectric point and molecular
weight of 4.53 and 19 kDa, respectively, containing two
putative signatures of TCTP family and one site for
myristoylation. The MeTCTP genomic sequence includes
four introns and five exons within a 1,643 bp coding
region, and a 264 bp partial promoter sequence containing
several putative cis-acting regulatory elements, among
them, two putative GT-1 motifs, which may be related to
response to sodium chloride (NaCl) and pathogen infec-
tion. Semi-quantitative RT-PCR assays showed that MeT-
CTP transcripts were higher in roots than leaves, and were
significantly increased in detached leaves treated with
NaCl. Furthermore, the recombinant MeTCTP conferred a
protective function against salt stress in bacterial cells. We
report for the first time the molecular cloning and charac-
terization of a cassava TCTP with potential role in salt-
stress response. Since salinity is one the most important
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abiotic factors affecting the production of crops worldwide,
the MeTCTP gene could be a candidate gene for generation
of salt tolerant crops.

Keywords Cassava - TCTP - Abiotic stress - Salt stress
response - Gene expression - Heterologous expression in
bacteria - Semi-quantitative RT-PCR

Introduction

Translationally controlled tumor protein (TCTP) was firstly
described as a protein related to growth in many tumoral
cells, when their mRNAs are stored as mRNA/protein
complexes translationally inactive-mRNP [1].

Despite TCTP was firstly identified in mouse sarcoma
ascites cells [1], it is not a tumor-specific protein, being also
found in normal cells and widely expressed in eukaryotes [2—
6]. Also, itis known that TCTP expression is regulated at both
the transcriptional and translational levels [4, 7]. Neverthe-
less, there is no description of this gene in prokaryotes [8].

Most studies have reported that TCTP is related to
proliferation and growth cell, since it is found to be highly
expressed in proliferating and physiologically active tis-
sues [3, 9, 10]. TCTP is a key component of the TOR
signaling pathway (target of rapamycin), an important
growth regulator in animals, fungi and plants [11-13].
Studies show that among the molecular functions of TCTP,
it is a calcium-binding protein [7, 14] and also a tubulin-
binding protein that associates with microtubules [15].

There are few studies reported in plant TCTPs in com-
parison to animal TCTPs. Some authors have reported
changes in TCTP transcript or protein levels under various
environmental conditions, such as darkness [16], toxic
aluminum stress [17], water deficit and salinity [18, 19],
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ABSTRACT. Endophytic bacteria have been found to colonize
internal tissues in many different plants, where they can have several
beneficial effects, including defense against pathogens. In this study,
we aimed to identify endophytic bacteria associated with roots of the
tropical piperaceae Piper tuberculatum, which is known for its
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Chapter 3

Advances in Molecular Cloning
Directing the Production of Plant
Proteins and their Applications in

Pathogens Control

Liliane Souza Conceicio Tavares, Sdvie Pinho dos Reis,
Diehgo Tuloza da Silva, Aline Medeiros Lima

and Cldudia Regina Batista de Souza
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para, Belém-PA, Brazil

Abstract

Plants are frequently exposed to adverse conditions that affects the crop production,
mainly when are submitted to pathogens attack such as virus, bacterial or fungal. Like
animals, plants have an innate immunity system composed by two defense layers at
cellular and molecular level against pathogens attack. The first layer of the immune
system is composed by extracellular surface receptors. These are transmembrane
receptors or pattern recognition receptors (PRR’s) that recognize pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs). When the pathogens overcome the first layer. the second
layer is activated. composed by genes that encode resistance proteins which recognize
highly variable pathogen molecules called avirulence (Avr) effectors. Other molecules
involved in defense against pathogen are vegetable proteins, such as lectins, peroxidases
and Pathogenesis-Related proteins (PRs). All these biomolecules are of great
biotechnological interest in plants breeding program. The molecular cloning allows us to
study them deeply. by providing pure samples of genes that can be expressed later. It is
possible due to rapid growth of bacterial. producing large amounts of identical DNA
fragments which alone have no capacity to reproduce themselves. Once a gene has been
cloned there is a lot of information that can be obtained about the structure and the
expression of that gene. The popularization of cloned fragments has stimulated the
improvement of methods for studying genes, with new approaches being used along the
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Chapter 4
Plant Molecular Adaptations
and Strategies Under Drought Stress

Savio Pinho dos Heis, Deyvid Novaes Margues, Aline Medeiros Lima
and Cliwdia Hegina Butista de Sonra

4.1 Introduction

Cirowth and development of planlx can be significantly influenced by several
environmental factors. Among them, dmuaght ix one of the man abwotic Factors
limiting the prodedivity of crops. Furthermore, as an aggrovate aspec, droaght is
increasingly growing in dimension of ssverity in many regpons of the wordd [1].
Thus, the development of crops tolerant (o drowght will be sigmficantly advanize
peous in regions where such stress frequent]ly oocurs.

Stre=x = am allered phy=siological condition caused by factors thal tend 10 disrupt
the equilibrivm of an orgamism. In planis, the waler deficit cosed by dmoaght
reduces gmowth and development, arsing fom the reduction of waler condend.
dimanished leaf water potential and rgor loss, closure of slomata. and decrease in
cell enlargement and growth (Fig. 4.1a) [Z]. Other effects of drowght that Emst plamt
growth amd crop productivity inclode the reduction of photosymibesis. osmotic
stressaimposed comstraints on plam processes, amd mterference with nutrient
availabality as the sl dries [3].
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