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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma importante cultura para o Brasil, onde o Para é
o principal produtor de raizes. Em regiGes com alta umidade e temperatura, o desenvolvimento
de diversas doencas é favorecido, e se destaca as podrid@es de raiz. Os patdgenos causadores
das podridGes, ao interagir com a mandioca por infec¢do, induzem uma cascata de reacgdes
culminando na producdo de proteinas como aquelas relacionadas a patégenos (PRs) e a
resisténcia sisttmica induzida (SAR), onde biologicamente interagem, tanto no apoplasto
quanto no simplasto, mais rapidamente e com vigor ao ataque de patégeno, possibilitando
assim a planta promover uma resisténcia. O presente estudo tem como objetivo gerar
metodologia para o estudo da infec¢do do Phytophythium sp. em raizes de mandioca e estudar a
expressdo protéica de raizes de gendtipos tolerantes e suscetiveis a podriddo mole da raiz em
resposta a infeccdo com o patégeno. O meio de cultura contendo raiz de mandioca mansa no
escuro proporcionou um incremento de 19% no desenvolvimento micelial e de 615% na
esporulacdo do patégeno e € o mais adequado para o cultivo do patégeno. Quanto ao tipo de
inoculagdo, a resposta foi melhor nas raizes que obtiveram ferimentos severos, com cerca 5mm
de profundidade. Dentre as proteinas obtidas, 140 foram diferencialmente expressas com o
p<0.01, gerando grupos de proteinas relacionadas ao estresse bidtico, estresse oxidativo,
metabolismo energético e estresse abidtico bem como outro grupo de proteinas ainda néo
associadas com a interagéo planta-patogeno.

Palavras chave: Meio de cultura, Manihot esculenta, Oomiceto, Podriddo mole da raiz e

protedmica.



ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an important crop for Brazil, where it is the main
producer of roots. In regions with high humidity and temperature, the development of various
diseases is favored, and stands out as root rot. The pathogens causing rot, when interacting with
a binding cassava, with a reaction cascade culminating in the production of pathogen related
aces (PRs), and induced biosensitivity (SAR), where biology interacts, both in apoplast and in
the simplest way, more quickly and with vigor to the attack of pathogen, thus allowing an
advanced plant a resistance. The present study aims to generate the methodology for the study
of Phytophythium sp. in cassava roots and to study a protein expression of roots of genotypes
tolerant and susceptible to a root protein in response to infection with the pathogen. The culture
medium with gentle cassava root in the dark provided a 19% increase in mycelial development
and 615% in sporulation of the pathogen and is the most suitable for the cultivation of the
pathogen. "Among inoculum blends, 140 were differentially expressed with op < 0.01,
generating stress groups related to biotic stress, stress oxidative, energy metabolism and abiotic

stress as a group of proteins not yet associated with a plant-pathogen interaction.

Key words: Culture medium, Manihot esculenta, Oomycete, Root rot and proteomics.
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1.A MANDIOCA

A mandioca é uma planta arbustiva pertencente a familia Euphorbiaceae, género Manihot
e espécie Manihot esculenta Crantz. Devido a sua alta adaptabilidade e aplicabilidade, foi
possivel a extensa incorporacdo da mandioca aos habitos alimentares das populagdes, ja que
esta oferece grande fonte de carboidrato, com baixos custos de producdo, elevando sua
importancia social significativa em paises tropicais de baixa renda (O’HAIR, 1998).

Na Nigéria, foram produzidas aproximadamente 57,1 milhdes de toneladas (FAOSTAT,
2016) de mandioca em 2015, a maior parte consumida no proprio pais. No Brasil, a producéo
foi de 23,7 milhGes de toneladas de raiz em 2016 (IBGE, 2017).

A produtividade em toneladas/hectare varia bastante entre os paises. A Nigéria,
localizada na Africa, mais especificamente no Norte, possui 0 maior indice (49,1 t/ha)
(FAOSTAT, 2016). O Brasil estd acima da meédia mundial, com uma produtividade média de
13,7 t/ha em 2016 (IBGE, 2017), enquanto nos demais paises produtores a média é de 10,9 t/ha
(ESPM/SEBRAE, 2008).

Em segundo lugar na lista de maiores produtores mundiais de raiz de mandioca temos o0
Brasil, que segue a tendéncia dos paises da América Latina e do sudeste asiatico ao focar seus
investimentos na crescente industrializagdo da mandioca. Atualmente, a producdo brasileira
gira em média de 23,7 milhGes de toneladas de raiz (IBGE, 2017). No Brasil, os maiores
produtores estdo distribuidos entre Para, Parana, Bahia e Maranhdo, figurando também como
maiores consumidores de alimentos obtidos a partir da mandioca (IBGE, 2016).

Na industria, a fécula de mandioca tem grande importancia pelos seus produtos derivados
terem competitividade crescente no mercado de amilaceos para a alimentacdo humana na
fabricacdo de biscoitos, massa e panificacdo entre outros, ou como insumos em diversos ramos
industriais tais como o de alimentos embutidos, embalagens, colas, mineracdo, téxtil e
farmacéutica (MATTOS & CARDOSO, 2003).

1.2. APODRIDAO MOLE DA RAIZ DE MANDIOCA

A podriddo esta entre as doencas mais comuns causadas por fitopatdgenos habitantes do
solo, pois ocorrem na maioria das espécies cultivadas e apresentam uma ampla gama de
sintomas. Nessas doencas, as raizes das plantas sdo afetadas e os tecidos radiculares tornam-se
necroticos. O sistema radicular inteiro de uma planta ou somente uma pequena area préxima ao
local de penetracdo inicial do patdgeno, pode se tornar infectada. Entdo as plantas apresentam

murcha, amarelecimento da folhagem, ferrugem e desfolhacdo, como resultado da podriddo
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mole das raizes (MICHEREFF et al., 2005; BOARI et al., 2018), conforme mostrado na Figura
1.
Figura 1: Sintomas da podriddo mole da raiz de mandioca em campo. Em A sintoma da doenga identificada em

campo; em B colheita com perdas das raizes; em C podriddo avancada com perda total das raizes e em D a
deterioracdo da raiz caracteristica da podriddo mole.

Fonte: Cunha, 2013

Os principais agentes causadores da podriddo mole da mandioca, sdo classificados nao
mais como fungos verdadeiros e sim no reino Chromista ou Stramenopilla (ROSSMAN &
PALM, 2006). Infectam as raizes causando podriddo mole, decorrente da caracteristica
necrotréfica, dos patégenos, que atuam por maceracao dos tecidos de reserva, levando a total
desintegracdo das raizes, que liberam um odor de putrefagdo muito forte e caracteristico. A
podriddo mole é bastante comum em areas cujo solo ndo seja bem drenado, com ocorréncia de
acumulo de agua no periodo de alta intensidade pluviométrica como aqueles que ocorrem em
paises tropicais igualmente observado no periodo chuvoso amaz6nico, caracteristico da regido
norte do Brasil (TREMACOLDI, 2016).

As podriddes moles estdo associadas a 6rgaos de reserva e, em geral, 0s sintomas iniciam
com pequenas manchas de aspecto encharcado e coloracdo caramelada com rapida evolugdo
necrotica, por liberacdo de substancias pectinoliticas que matam as células em contato
rapidamente caracterizando a origem necrotréfica (Figura 1) do patdogeno (AMORIN et al.,
2011; TREMACOLDI, 2016). Muitos fitopatégenos, dentre fungos e oomicetos, podem estar
associados a podriddo radicular, sendo os principais Neoscytalidium hyalinum, Fusarium sp.,
como fungos e Phytophthora sp. (OKECHUKWU et al., 2009; MASSOLA et al., 2016; VILAS

11



BOAS et al.,, 2017) e Phytopythium sp. (BOARI et al., 2018) como oomiceto, conforme
mostrado na Figura 2.

Figura 2: Hifas e estruturas de reproducdo do Phytopythium sp. Em A placa de petri de 150 mm tomada pelo
Phytopythium sp.; Em B emaranhado de hifas indicado pelas setas; Em C hifas de oomicetos sem septos e em D
seta indicando o esporangio caracteristico do Phytopythium sp.

-
Smm

Fonte: Silva & Medeiros 201

Os oomicetos apresentam um ciclo de vida bastante peculiar, para melhor enterder esse
mecanismo de sobrevivencia dos oomicetos, devemos considerar trés diferentes tipos de
reproducao:

Na primeira, temos a reproducdo sexuada caracterizada pela interacdo da oogonia
(feminino) e anteridio (masculino) que gera um oosporo em seguido esporangio que por sua
vez germinara liberando zoosporos na solucdo do solo afim de infectar novas plantas (Figura
3).

Figura 3: Ciclo da doenca podriddo mole causada por oomicetos em batata inglesa.

12
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Os dois outros mecanismos de reproducgéo séo assexuados, onde em um temos a producao
direta de esporangios com posterior liberacdo de zo6sporo na solucdo do solo e na outra é a

propagacao da doenca por meio de partes vegetais ou mudas contaminadas (Figura 3).

1.3. INTERACAO PLANTA-PATOGENO

A interacdo planta-patdgeno pode aumentar a atividade nas plantas das mais diversas
rotas metabdlicas, podendo atuar no estimulo da NADPH oxidase na membrana plasmatica,
induzindo a producédo de H>O> no apoplasto, que ao entrar na célula atua como espécie reativa
de oxigénio, extremamente toxico ao metabolismo. Este, por sua vez, ira induzir diversas
sinalizagBes que culminardo na biossintese de &cido salicilico, resposta a hipersensibilidade,
biossintese de fitoalexina, biossintese de lignina e biossintese de enzimas hidroliticas (TAIZ &
ZEIGER, 2017), que geralmente tem um padrdo especifico para cada resposta, com suas
devidas consequéncias.

As plantas, como hospedeiras, apresentam diferentes niveis de resposta que auxiliam de
certa forma suas limitacOes de defesa, comumente conhecida nos vegetais como reagéo de
hipersensibilidade (HR) (STARKAWICZ et al., 1995). A HR geralmente € caracterizada pela
dréstica necrose da célula hospedeira no sitio de infeccdo. A necrose do tecido afetado é
relacionado ao acimulo, oxidacao e polimerizacdo de fendis. A ativacdo do HR pode variar de
uma célula a &reas necrdticas generalizadas e que podem limitar a proliferagdo do patdgeno,
esse processo é geneticamente programado e possibilita novas transcricdes e traducdes,

podendo ser relacionado com o inicio da resisténcia sisttmica (PACHOLATI, 2008).
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Nessas reagdes, hd um surto transitério de espécies reativas de oxigénio, seguida de uma
cascata de transducdes de sinais, que por sua vez, leva a ativacdo de genes de resposta de
hipersensibilidade (HR). Na HR, h& inducdo da producdo de um grande nudmero de proteinas
sollveis, que sdo conhecidas como proteinas relacionadas a patogénese ou proteinas PR. Sao
proteinas da planta hospedeira que interagem fisicamente entre si durante a infeccdo, causando
a apoptose celular em resposta ao ataque do patdgeno (HONG et al., 2017).

Manifestando-se a HR, ocorre em seguida a indugdo do sistema de resisténcia adquirida
(SAR) que confere resisténcia a varios patdgenos. A SAR ¢ tipicamente ativada nos tecidos
sistémicos saudaveis de plantas infectadas. Apos a infeccdo patogénica, um sinal movel se
desloca por meio do sistema vascular para ativar as respostas de defesa de tecidos distais. O
salicilato, ou &cido salicilico, € uma molécula de sinal essencial para a inducdo de SAR, pois é
necessaria para a ativacdo de um grande conjunto de genes que codificam proteinas
relacionadas a patogénese (VALLAD & GOODMAN, 2004; PIETERSE et al., 2009).

Os mecanismos de defesa de uma planta sdo controlados geneticamente e dependem da
expressdo de determinados genes no momento certo da relacdo patdgeno-hospedeiro
(PIETERSE et al., 2014). Plantas em contato com patogénos ativam receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) presentes nas células. Os PRRs reconhecem moléculas do
patdégeno, conhecidas como padrdes moleculares conservados associados a patdgenos
(PAMPs). Como esses epitetos estdo presentes também em microorganismos ndo patogénicos,
é comum encontrar o termo MAMPs (PadrGes moleculares associados a microorganismos)
(CHISHOLM et al., 2006; JONES & DANGL, 2006; PIETERSE et al., 2014).

1.4. PROTEINAS RELACIONADA A PATOGENOS

Um grupo de proteinas envolvidas em ataques de patdgenos sdo as proteinas relacionadas
a patogenos (PRs). Essas proteinas sdo encontradas em regides lesionadas e ndo lesionadas,
estando associadas ao desenvolvimento do metabolismo de reacdo, com a funcdo bésica de
adaptar as células vegetais as condi¢des de estresse (VAN LOON, 2006). Caracterizados pelo
baixo peso molecular e resisténcia a agdo de proteases, possuem estabilidade e alta solubilidade
em pH &cido. As PRs sdo amplamente distribuidas nos tecidos vegetais, ocorrendo na parede
celular, membrana plasmatica, citoplasma, nucleo e outras organelas. As proteinas PRs séo
bastante estaveis em pH em torno de 2,8, tem resisténcia a acdo de enzimas proteoliticas, se
apresentam como monémero com massa molecular de 8 a 50 kDa, podem estar localizadas no
vacuo, parede celular ou apoplasto e podem ser estaveis em altas temperaturas (PACHOLATI,

2008).
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1.5. PROTEOMICA

Frente aos avangos dos estudos na biologia molecular, uma grande quantidade de
sequéncias de DNA foi identificada pelo sequenciamento assim como ocorreu no projeto de
sequenciamento do genoma humano, fundamentais para o avanco dos estudos de proteina.
Acreditava-se que era necessario apenas a determinagdo dos niveis de mMRNA para avaliar as
interagBes entre as proteinas e suas fungdes no desenvolvimento de determinada condicdo
fisiolégica (MONTI et al., 2005). No entanto, as respostas do metabolismo em grande parte tém
influéncia direta ou indireta de proteinas ligadas as diversas rotas metabolicas.

Com o avanco dos estudos, sentiu-se a necessidade de associar 0 genoma as propriedades
dindmicas da protedmica. O rol de expressdo proteica de uma célula altera diversas vezes ao
longo do seu ciclo e por diversos estimulos, tais como temperatura, estresse abidtico (variacdes
de temperatura, salinidade e falta de agua), interacdo com patdgeno, entre outros. Com isso, as
proteinas podem sofrer modificagdes pds-traducionais e se tornarem funcionais, sendo tais
modificagdes ndo identificadas apenas com o0 conhecimento das sequencias génicas ou
transcritas (BAGGERMAN et al., 2003).

A gendmica, de um modo geral, estuda as proteinas em funcdo do sequenciamento de
Seus genes, que por sua vez ndo pode prever toda a estrutura dindmica de um proteoma. Os
estudos da expressdo, da funcdo e da regulacdo das proteinas codificadas por um organismo,
podem estar associados a gendémica. Nesse contexto as mudancgas nos rumos das pesquisas em
biologia molecular, foi chamada de Era Protebmica (DHINGRA et al., 2005).

A protedmica estd focada em avaliar niveis de inibi¢do e de superexpressao de proteinas,
investigando modelos celulares de expressdo proteica submetidos a diferentes situacOes
fisiolégicas, podendo ser bem especifica (MONTI et al., 2005). O grande nimero de genomas
sequenciados aumentou muito o nimero de sequéncia de nucleotideos descaracterizadas. 1sso
se da basicamente pela falta de estudos complexos das funcdes dessas sequencias de
nucleotideos que envolvem mecanismos particulares do ciclo celular como a interacdo
proteina-proteina, do metabolismo celular (MONTI et al., 2005).

Trabalhos com protebmica sdo o ponta pé inicial de diversos estudos a nivel proteico e
gendmico, dentre os quais podem estar associadas as mais diversas interagdes biologicas.
Franco et al. (2015) em seu trabalho estudou a taumatina, uma PR-5, com funcgéo de quitinase,
encontrada em diversos eucariotos. Estudou a taumatina inicialmente encontrada em plantas

pela proteomica, agora identificada também na Moniliophthora perniciosa (causador da
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vassoura de bruxa) com funcdo de combate contra competidores fungicos, em tecidos de
cacaueiro em senescéncia.

Shi et al. (2017), em seu trabalho com protebmica da alga Pyropia haitanensis, usou
diferentes tempos de estresse em alta temperatura para avaliar as proteinas diferencialmente
expressas em tais temperaturas. Foram identificadas 151 proteinas e as classificaram em 11
categorias funcionais. As categorias principais identificadas foram a sintese e degradacdo de
proteinas, fotossintese, resposta de defesa e metabolismo energético. Contudo, Shi et al. (2017)
em uma de suas conclusdes indicou que a fotossintese, a sintese de proteina e o metabolismo
secundario sdo inibidos pelo calor para limitar os danos a um nivel reparavel.

Nascimento et al (2018) em seu trabalho com dendé (Elaeis guinenenis Jacg.) usou a
proteémica afim de estudar as alteracdes metabolicas que tornam as plantas de dendezeiros
mais suscetiveis ao AF (amarelecimento fatal, doenca importante da cultura) e sugeriu que a
severidade da doenca estd ligada a componentes abidticos, e que a comparacdo de perfis
protéicos de plantas assintomaticas com os de plantas acometidas por esta anomalia indicaram
alteracfes metabdlicas relacionadas a tolerancia e ao desenvolvimento dos sintomas.

Neste contexto, a hipotese do presente trabalho é que alteragdes metabolicas na raiz da
mandioca em resposta a um patdgeno causador da a podriddo mole da raiz pode estar
relacionada a expressao de proteinas PR e de estresse oxidativo, e que um grupo de proteinas
deve manifestar alteracbes no metabolismo relacionado a tolerncia ou a manifestacdo dos

sintomas.
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2. Capitulo 1: Culture medium and inoculation methodology for the study of soft root rot
caused by Phytopythium sp.**
Meio de cultura e metodologia de inoculagdo para o estudo da podriddo mole de raizes

causada por Phytopythium sp.
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ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an important crop in Brazil and Paré is the most
important producer of roots. The high temperature and humidity of tropical regions favor the
development of various diseases, among them the root rot. The objective of this study was to
evaluate the effect of luminosity and culture medium on the mycelial growth and sporulation of
Phytopythium sp. associated with different methods of pathogen inoculation on excised cassava
roots. In vitro tests for pathogen growth were established in a 2 x 6 factorial design (luminosity
x culture medium) with five replicates. The culture medium containing sweet cassava root
produced greater mycelial development and higher pathogen sporulation and it was the most
suitable medium for pathogen culture. The absence of light induced better growth and
sporulation than 12h-luminated cultures. Regarding the type of inoculation, a response was
better in the races that obtained deeper results in about 2mm.

Key words: culture medium, oomycete, sporulation, mycelium
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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma importante cultura para o Brasil, onde
o Pard é o principal produtor de raizes. Regides tropicais com alta umidade e temperatura
favorecem o desenvolvimento de diversas doencas, como as podriddes de raiz. O presente
estudo tem como objetivo avaliar o efeito da luminosidade e de meios de cultura no
crescimento micelial e na esporulacdo de Phytopythium sp. e analisar métodos de inoculagéo do
patdgeno em raizes de mandioca destacadas. Os ensaios in vitro foram instalados em esquema
fatorial 2x6 (luminosidade x meio de cultura), com cinco repeti¢des e submetidos ao teste de
média Scott Knott (p<0,05). O meio de cultura contendo raiz de mandioca mansa proporcionou
maior desenvolvimento micelial e maior esporulacdo do patdgeno e é o mais adequado para o
cultivo do patégeno. A auséncia de luz gerou melhor crescimento e esporulacdo do que o
cultivo sob 12 horas de fotoperiodo. Quanto ao tipo de inoculagdo, a resposta foi melhor nas

raizes que obtiveram ferimentos mais profundos cerca de 2mm.

Palavras-chave: meio de cultura, oomiceto, esporulacéo, micélio

INTRODUCTION

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is widely incorporated in human diets in many
countries, since it serves as a plentiful source of carbohydrates at low production costs. In
Brazil, the most recent figures show annual root production of 23.7 million metric tons (IBGE,
2017). The state of Para is the nation’s leading grower, producing 5.01 million tons from 501
thousand hectares in 2016 (CONAB, 2017), mainly bitter cassava, due to its preference in
industrial processing.

Despite the leading place of Para in Brazilian production, the expansion of cassava

cultivation in the state is hampered by the occurrence of several diseases. Root rot caused by
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various phytopathogens in the soil is among the main problems in this aspect. This class of
diseases is characterized by root necrosis, which begins with isolated dead spots and evolves to
affect the entire root system. The specific symptoms of a plant depend on the time of infection
and the soil environment, mainly temperature and moisture (MICHEREFF, 2005).

The principal pathogens responsible for causing root rot in cassava belong to the
genera Fusarium and Phytophthora (OKECHUKWU et al., 2009). In Brazil, soft root rot in
cassava is mainly caused by oomycetes such as Phytophthora spp. and Pythium spp. (VILAS
BOAS et al., 2016). In the state of Para, Phytophthora drechsleri, P. nicotianae var.
parasitica, P. richardiae, Pythium scleroteichum (FIGUEIREDO & ALBUQUERQUE, 1970;
POLTRONIERI et al., 1997), and more recently, Phytopythium sp. (BOARI et al., 2018), have
been reported as causing soft root rot in cassava.

Oomycetes are a class included in the kingdom Chromista and phylum Oomycota. The
oomycete of the genus Pythium was defined in 1858, and is now divided into 11 clades based
on molecular analysis of the internal transcribed spacer (ITS) region of DNA (LEVESQUE &
COCK, 2004). VILLA et al. (2006), analyzing a large number of samples, found that a certain
species of Pythium stood out by generating clade K, distinguished from the other species of
Pythium for having combined traits of Pythium and Phytophthora (VILLA et al., 2006). The
genus Phytopythium was recently classified in the family Pythiaceae, containing the species
described as Phytopythium sindhum (BALA et al., 2010), which belongs to clade K.

The Phytopythium genus also occurs in another cultures, causing stem rot in tangerine
plantlets (CHEN et al., 2016), decreasing in 20% the growth of soy roots (RADMER et al.,
2017), causing root rot on rootstocks of pistachio (FICHTNER et al., 2016) and causing root rot
on avocado (RODRIGUEZ-PADRON et al., 2018). Thus it is a versatile genus that can be
pathogenic to many plant species.

Investigations of oomycetes require a reliable and efficient method to inoculate roots,

but studies in this respect are scarce for the tropical conditions in Brazil. Recently, various
22



methods have been described for this purpose, such as inoculation of excised roots, for
application in studies searching for new sources of resistance in cassava (VILAS BOAS et al.,
2016). This method can also be used in experiments where there is a need to obtain and
multiply oomycetes stored in mycology collections quickly while maintaining the pathogenicity
of the isolate.

The essential factors for a successful culture method include the composition and
concentration of nutrients in the culture medium, the physiological variability of the isolate,
and environmental conditions such as temperature and luminosity. All of these can influence
the development and sporulation of phytopathogens (CRUZ et al., 2009), such as fungi and
oomycetes. Therefore, it is important to determine the best culture medium and luminosity
conditions to obtain optimal growth followed by high production of spores in a short time
frame.

Due to the importance of the disease for cassava and the lack of studies about the
genus Phytopythium associated with cassava root rot, the aim of the study reported here was to
evaluate the effect of luminosity and type of culture medium on the mycelial growth and
sporulation of Phytopythium sp. and to analyze methods to inoculate the pathogen on excised
cassava roots.

MATERIAL AND METHODS

The isolate CT 0084 of Phytopythium sp. was obtained from the mycology collection
of Embrapa Amazonia Oriental in Belém, Para, and was used in all the tests. For the
experiment, the isolate, preserved according to the method of Castellani, considered most
suitable for oomycetes (CLARK & DICK, 1974), was plated on PDA medium (200 g potato,
20 g agar and 20 g dextrose per liter of autoclaved distilled water). Seven days after incubation
in the dark, the pathogen was transferred to plates containing sweet cassava dextrose agar

(SCDA) and kept at 25 °C + 2 °C for 7 days. Then the pathogenicity was tested by inoculation
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on excised cassava roots following the method proposed by ONYEKA et al. (2005) and
adapted by OLIVEIRA et al. (2013), for subsequent use in the experiments.

To optimize the sporulation and measure the mycelial growth of Phytopythium sp.,
there were used six types of culture medium: (i) V8 juice with CaCO3 (V8CC) (ROMERO &
GALLEGLY, 1963); (ii) V8-agar (V8 Juice, Campbell's ), leaving out the CaCQOs, (iii) potato
dextrose agar (PDA); (iv) carrot dextrose agar (CDA) (20 g carrot root, 20 g dextrose and 20 g
agar for each liter of water); (v) bitter cassava dextrose agar (BCDA), adapted from the PDA
medium with replacement of potato by bitter cassava; and (vi) sweet cassava dextrose agar
(SCDA), also adapted from PDA.

The terms sweet and bitter cassava refer to the concentrations of cyanogenic
compounds, which are extremely toxic (requiring detoxification before ingestion). Cassava is
classified as bitter when the concentration of hydrocyanic acid HCN is greater than 100 mg kg
! and as sweet when the HCN concentration is above 100 mg kg* (LORENZI et al., 1993).
Besides the culture medium types, two luminosity levels were tested (12 h of artificial light and
continuous darkness), both in a BOD chamber with average temperature of 25 °C.

The different culture media were placed in glass Petri dishes and after solidification,
mycelium disks of the pathogen (diameter of 5 mm) were placed in the center of each dish (the
basic method both for mycelial growth and sporulation).

The mycelial growth was evaluated daily by measuring the diameter of the colony
with a digital pachymeter, until the pathogen covered the entire diameter of the dish. The data
were used to calculate the mycelial growth index (MCI), based on the formula (eg. 1) adapted
by Oliveira (1991):

MCI= Y (D-Dp)/ N (Equation 1)

Where:

D = current average diameter of the colony;

Dp = average diameter of the previous day;
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N = number of days after plating.

For sporulation, the evaluation was performed 30 days after plating the pathogen. To
obtain the suspension of sporangia, 5 mL of sterilized distilled water was added to each dish,
and then, a Drigalski loop was used to scrape the colonies. The number of sporangia was
determined with a hemocytometer (Neubauer chamber), under an optical microscope. The
formula used in the count of the structures corresponded to the area C, expressed as follows:
average number of structures in area “C” x 2.5x10°=y spores/ml.

The experiment was completely randomized in a 2x6 factorial design (two luminosity
treatments and six culture media), with five replicates, each represented by a Petri dish with
diameter of 90 mm and mycelial growth and sporulation were evaluated as variables.

There were evaluated two cassava genotypes: one with a record of susceptibility to
soft root rot (accession CPATU 530) and the other, a cultivar developed by Embrapa for
tolerance to soft root rot (BRS Poti), both maintained in the cassava active germplasm bank
(AGB) of Embrapa Amazonia Oriental, located in Belém, Para, Brazil. The two genotypes
were planted in an area free of the disease. The place has humid tropical climate, with average
yearly temperature of 27 °C and average annual rainfall of 2,500 mm (INMET, 2017). The
plants were cultivated in full sunlight, with spacing of 1.0 x 1.0 m in rows of 10 plants per
genotype. The management of the crop followed the recommendations for growing cassava.

The protocol of inoculation was conducted in a growth chamber with controlled
moisture (80%) and temperature (23 °C). Three types of injuries were tested: without injury;
with superficial injury of the root, involving removal of the suber; and with deep injury,
reaching the root pulp.

Disks containing mycelia with diameter of 5 mm were removed from the SCDA
culture medium for inoculation on excised roots (ONYEKA et al., 2005). For all the materials,
three disks with diameter of 5 mm were inoculated on excised roots of 12 month-old plants,

where the control was the inoculation with disks only containing SCDA medium.
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The root samples were previously sterilized with 5% sodium hypochlorite and then
each root was injured when necessary with a flame sterilized drill with diameter of 5 mm, with
4 mm of depth on average (Figure 1 A2). After inoculation, the injured area was covered with
plastic paraffin wax to maintain moisture and the roots were placed in a small chamber. The
roots were watered twice a day with autoclaved distilled water until the end of the incubation
period of each experiment, according to the method adapted by OLIVEIRA et al. (2013) and
VILAS BOAS et al. (2016) who used different inoculum on root slices . At the end of each
inoculation experiment, the roots were cut transversally with a knife at a 90° angle to the axis
of the root, to observe the evolution of the disease inside the root.

The data were submitted to analysis of variance and the means were compared by the
Scott-Knott test at 5% significance, using the Assistat 7.7 program (SILVA & AZEVEDO,

2016).

RESULTS AND DISCUSSION

Considering the effect of the luminosity on the mycelial growth of Phytopythium sp.,
the pathogen grew significantly faster in the dark on all the culture media tested (Table 1),
occupying the entire Petri dish surface by the third day after plating. BENNETT et al. (2017)
also observed fast mycelial growth (less than three days) of Phytopythium genera, on culture
medium containing, under dark. For the culture mediums, when considering the BCDA and
SCDA mediums (which contained cassava), there was no significant difference, and, in both
cases, the MClIs were higher in continuous darkness, differing significantly from the other
treatments (Table 1). For the MCI, there was a 19% increase on medium containing sweet
cassava at the dark when comparing medium containing V8. Under 12h light increase was
10.5%.

SCDA medium showed the greatest production of sporangia and produced an average

of 6.80x10° sporangia/ml under total darkness condition (Table 2), after 15 days. There was
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interaction among medium type and luminosity conditions, but total darkness was the best
condition for the two best responsive mediums (Table 2). V8 and CDA were the medium that
generated less sporangia for Phytopythium sp. For the sporulation, there was a 615% increase
on medium containing sweet cassava at the dark when comparing medium containing V8.
Under 12h light increase was 276%.

According to the comparison of the mean sporulation levels, SCDA in the dark
presented the highest means of growth and sporulation for Phytopythyum sp. (Table 2), closely
followed by the treatment with BCDA, also in the dark. It has been observed that organic
medium are the best to stimulate growth and sporulation for Phytophthora and Pythium
species (ERWIN & RIBEIRO, 1996). The use of organic portions of the common host of the
pathogen on the culture medium has been successful for Phytophthora palmivora, causal agent
of black pod disease of cocoa (Theobroma cacao) (AWUAH & FRIMPONG, 2002). P.
palmivora had better growth and sporulation in medium based on green cocoa pod and ripe
cocoa mucilage (AWUAH & FRIMPONG, 2002). Besides, the use of tomato slices had been
used successfully to isolate Phytophthora infestans, causal agent of late blight disease of
tomato (TUMWINE et al., 2000).

SIA et al. (2013) evaluated the use of cassava as a substitute starch source to isolate
endophytic fungi from leaves of guarana and olive and observed that the highest endophytic
incidence and fungal diversity occurred when using MDA medium. According to the authors,
the MDA medium is economically more advantageous for use in tropical countries, since
cassava is easily found in these places, with more accessible prices. Besides, potato plantations
are submitted to considerable applications of agrotoxics, resulting in the inhibition of
microfauna growth (SIA et al., 2013). In Brazil, among 742 samples of potato analyzed, 233
had agrotoxic levels above the concentration allowed (0.01 mg/kg). On the other hand, it was
not detectd agrotoxic residues above 0.01mg/kg and 455 showed no residue on 470 samples of

cassava root sampled all over Brazil (ANVISA, 2016). Thus, the lack of agrotoxic residues on
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cassava roots can be considered an advantage over potato for its use as feedstock of culture
medium for pathogen growth.

Our results indicated that the presence of light had a slightly negative effect on the
vegetative growth of Phytopythium sp. High sporulation values in the dark were also reported
by SILVA & TEIXEIRA (2012), studying Fusarium. They obtained the best sporulation
results in the dark in PDA medium. Besides, BRASIER (1969) verified that treatments under
light inhibited the oogonium formation and stimulated sporangia formation of Phytophthora
palmivora e P. heveae under temperatures of 22.5 a 27.5 °C.

After inoculation of roots without injury (Figure 1 Al, B1), no necrosis was observed
in either of the two genotypes and in any repetition. However, in inoculation in deep injuries
after removing all the barriers until reaching the root pulp (Figure 1A3, B3), necrosis was
observed in all the genotypes seven days after inoculation, without any distinction regarding
severity.

In order to establish the inoculation of an oomicete on cassava roots, a wound is
necessary, since physic-chemical barriers present on the set suber+periderm are enough to
avoid the disease (TREMACOLDI, 2016). In inoculations of Fusarium sp. in different cassava
genotypes with peeled roots, the same softening and necrosis were observed (VILAS BOAS et
al., 2016). The authors also found that the tolerant genotypes showed little or no necrosis or
softening, and therefore constructed a scale of severity of attack on excised cassava roots
(VILAS BOAS et al., 2016). The inoculations of Fusarium sp. in cassava roots were more
efficient due to the deeper injuries. However, these levels of severity of the disease did not
apply to Phytopythyum sp. According to the methodology used in this study, it was no possible
to discriminate among the types of wounds, but we were able to compare the absence of
wounds with the absence of suber and the absence of suber and periderm.

By analyzing Phytophythium inoculation in destached roots of cassava using the same

methodology, LIMA (2017) identified strong clues of plant-pathogen interaction when
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analysing RNA expression. RNA extracted from suscetible cassava roots indicated the
overexpression of superoxide dismutase transcripts (SOD) and of a proteis related to pathogen
(PR), among others. Thus, this study confirms that the methodology is robust to be applied in
transcription al and proteomic studies, which tends to be highly suscetible to environmental

influence.

CONCLUSIONS

The best culture media both for mycelial growth and sporulation of Phytopythyum sp.
were sweet cassava dextrose agar (SCDA) and bitter cassava dextrose agar (BCDA), under
continuous darkness. The best inoculation method was to using deeper wounds (4mm depth on
average) and keep the roots in a growth chamber with controlled temperature 25°C and
humidity 80%, around 7 days.
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Table 1: Mycelial growth index (MCI em mm) of Phytopythium sp., causal agent of soft root
rot in cassava (Manihot esculenta Crantz) in two luminosity levels and six culture media.

Treatment Luminosity
12h light Total darkness

SCDA 68.59 aB 69.47 aA
BCDA 68.15 aB 68.93 aA
V8CC 62.57 bB 64.19 bA
CDA 62.47 bB 64.42 bA
PDA 61.72 cB 63.00 cA
V8 5759 dB 62.88 CcA

The lower-case letters indicate significant differences in the MCI among the culture media and
the upper-case leters indicate differences between luminosity regimes. MCI was measured and
expressed in centimeters (cm).

*bitter cassava dextrose agar (BCDA); sweet cassava dextrose agar (SCDA), V8 joice with
CaCO3 (V8CC), V8-agar (V8), potato dextrose agar (PDA), and carrot dextrose agar (CDA)
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Table 2: Sporulation, meausred in 10° sporangia/ml of Phytopythium sp., causal agent of soft

root rot in cassava (Manihot esculenta Crantz), in six culture media and two luminosity regimes

Sporulation
Treatment Luminosity
12h Light Total darkness
SCDA 540 aB 6.80 aA
BCDA 401 bB 484 bA
V8CC 3.18 cA 2.26 dB
PDA 3.04 cA 2.73 ¢cB
V38 245 dA 1.28 fB
CDA 095 eB 1.81 eA

The lower-case letters indicate significant differences in sporulation among the culture media
and the upper-case leters indicate differences between luminosity regimes.

*bitter cassava dextrose agar (BCDA); sweet cassava dextrose agar (SCDA), V8 joice with
CaCOs (V8CC), V8-agar (V8), potato dextrose agar (PDA), and carrot dextrose agar (CDA)
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Figure 1: Different types of injuries used preceding inoculation of Phytopythium sp. on cassava
varieties: Manihot esculenta Crantz, cultivar BRS Poti — tolerant (A) and cultivar CPATU 530
— susceptible (B). 1) inoculation without injury, 2) inoculation with partial (superficial) injury

and 3) inoculation with deeper injury.
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3 CAPITULO 2: ALTERACOES NOS COMPONENTES PROTEICOS DE RAIZES DE
MANDIOCA INOCULADAS COM Phytopythium sp., CAUSADOR DA PODRIDAO
MOLE DA RAIZ

Jonny Lucio de Sousa Silva, Elisa Ferreira Moura, Roberto Lisboa Cunha, Alessandra Keiko
Nakasone, Rafael Borges da Silva Valadares, Sidney Vasconcelos do Nascimento, Marcelo
Murad Magalhaes

RESUMO

A cultura da mandioca apresenta diversos problemas fitossanitarios e entre as principais
doencas que acometem a cultura, a podriddo radicular é a principal em regi6es de clima quente
e Uumido. O género Phytopythium esta associado a podriddo mole da raiz de mandioca.
Proteinas como as relacionadas a resisténcia a patdgenos (PRs), ou a resisténcia sistémica
adquirida (SAR) tem papel fundamental na imunidade desencadeada por padrdo PAMP e
MAMPs. Além disso, plantas com SAR constitutivo reagem mais rapidamente e com vigor ao
ataque de patdgeno subsequente. O objetivo do presente estudo foi avaliar a expressdo
diferencial proteica de raizes destacadas de acessos de mandioca tolerantes e suscetiveis a
podriddo mole da raiz, inoculadas ou ndo com o patégeno Phytopythium sp.. As proteinas
foram extraidas de duas amostras compostas de trés raizes em duas condic¢des (inoculada e nao-
inoculada) para os dois acessos (suscetivel e tolerante). As proteinas foram analisadas no
equipamento 2D-UPLC-MSE. Na comparagdo dos dois acessos sob condicdo de inoculagio,
foram identificadas 860 proteinas ja descritas como de Manihot esculenta, das quais 341 foram
diferencialmente expressas de acordo com log. fold change >1 e log. fold change <-1. Em
seguida, houve a selecdo das proteinas com base na expressdo diferencial considerando p<0,01,
resultando em 140 proteinas diferencialmente expressas, onde 63 foram categorizadas como: 18
proteinas relacionados a patdgeno, 17 a estresse oxidativo, 13 ao metabolismo energético e 15 a
estresse abidtico. Por tanto, 0s acessos de mandioca tiveram uma boa resposta da interacéo
planta-patdgeno, sobressaindo diversas proteinas diferencialmente expressas relacionadas com
estresse bidtico como endoquitinase, taumatina, proteina PR-4 e provavel cinamil alcool

desidrogenase. Probable cinnamyl alcohol dehydrogenase.

Palavras chaves: Manihot esculenta, Protedmica, interacdo planta patégeno
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1.INTRODUCAO

Dentre as principais doengas que acometem a cultura da mandioca, destacam-se as
podriddes radiculares, tendo impacto econdmico e social no Brasil, pois leva a grandes perdas
na produtividade, inviabilizando areas de plantio ao longo dos ciclos da cultura (Serra et al.
2009; Vilas Boas et al. 2017). Considerando as podriddes moles, gertalmente estdo associados
0s patdgenos Fusarium sp., o Phytophthora sp. (Okechukwu et al. 2009; Massola et al. 2016),
Phytopythium sp. (Boari et al. 2018), Neoscytalidium hyalinum e o Phytophthora melonis
(Vilas Boas et al. 2017) que acometem raizes tuberosas de reserva. Em geral, os sintomas
iniciam com pequenas manchas de aspecto encharcado, descolorido com répida evolucdo
necrotica. Esses sintomas estdo relacionados com enzimas pectinoliticas que degradam o tecido
em contato (Amorin et al. 2011).

De modo geral, durante a infec¢do por patdgeno, as proteinas de resisténcia das plantas
(PRs) reconhecem os fatores de aviruléncia de patdégenos (Avr) e iniciam a resposta
hipersensibilidade (HR) e, interagindo fisicamente entre si durante a infe¢cdo causando, em
Gltima instancia, apoptose (morte celular programada) no local da infeccdo (Coll et al. 2011;
Hong et al. 2017), caracterizando resisténcia vertical de gene a gene, ou seja, o alelo Avr
codifica um elicitor que é reconhecido por um receptor codificado pelo alelo R na planta
hospedeira, induz uma rota de transducdo de sinais que ativam o0s genes envolvidos na resposta
de HR (Bespalhok et al. 2007). Ademais, as PRs podem ser induzidas por MAMPs (padrdes
moleculares associados a microrganismos) como o0s oligdmeros de quitina liberados das
paredes celulares dos fungos durante a infec¢do, que sdo reconhecidos no apoplasto e
desencadeiam a ativacdo das PRs (Jashni et al. 2015). Ocorrendo um novo processo infecioso,
desencadeado por patdgenos, podem conferir as plantas mais resisténcia a um amplo espectro
de espécies de fitopatdgenos (resisténcia sisttmica adquirida, SAR). Plantas com SAR ativado
exibem expressdo sisttmica aumentada para proteinas PR antimicrobianas e outras respostas
imunes aumentadas. Além disso, plantas com SAR ativada reagem mais rapidamente e com
vigor a ataques de patdgenos subsequentes (Bernsdorff et al. 2016).

As alteragBes metabdlicas baseadas em proteinas sdo facilmente identificadas pelo
protedmica. Nascimento et al (2018) em seu trabalho com dendé (Elaeis guinenenis Jacg.) usou
a protebmico afim de estudar as alteracdes metabdlicas causadas pela interacdo planta-
patégeno. Onde estudou niveis de acumulacdo de proteinas em funcdo da severidade dos

sintomas do AF (amarelecimento fatal).
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Para o entendimento da interacdo planta-patdogeno (mandioca e Phytophytium), fez-se uso
de ferramentas de andlise avangadas, 2D-UPLC cromatografia bidimensional, acoplados a
detectores de massas, no intuito de se identificar e quantificar um conjunto de proteinas
diferencialmente expressas, durante a inoculacdo sob condicdes controladas. Para tal, alteracéo
de perfil protéicos em raizes inoculadas de mandioca auxiliardo o entendimento da interacao
mandioca-Phytopythium sp., com a possibilidade de promover uma melhor descricdo das
principais proteinas envolvidas na resposta da planta ao patégeno. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a expressdo diferencial protéica de raizes destacadas de acessos de
mandioca tolerantes e suscetiveis a podriddo mole da raiz, inoculadas com o patdgeno
Phytopythium sp. e identificar proteinas que estejam ligadas a tolerdncia ou a resposta

suscetivel ao patdgeno.

2.MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Foram selecionados dois acessos de mandioca: um com histdrico de suscetibilidade a
podriddo mole da raiz, genotipo CPATU 530 e o0 acesso BRS Poti com tolerancia a podriddo
mole da raiz. Ambos 0s acessos estdo depositados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de
mandioca da Embrapa Amazoénia Oriental Belém-PA. Os dois acessos foram plantados em
Belém, PA, Brasil, em area livre da ocorréncia da doenca. A regido de Belém possui clima
tropical Umido, com temperatura média anual de 27 °C e precipitacdo média anual de 2500 mm
(INMET 2017). As plantas foram cultivadas a pleno sol, sob espacamento de 1,0 x 1,0 m em
fileiras de dez plantas por acessos. A conducdo da cultura seguiu as recomendagdes
preconizadas no sistema de producdo da mandioca (Mattos e Cardoso 2003).

2.2. O isolado de Phytopythium sp.

O isolado CT 0084 de Phytopythium sp. foi obtido da micoteca da Embrapa Amazonia
Oriental, em Belém, PA, e usado em todos os ensaios. O isolado foi preservado pelo método de
Castellani de preservacédo, mais adequado para oomicetos (Clark e Dick 1974).

Para uso no experimento, o isolado foi repicado para o0 meio BDA (200g de batata
cortada, 20g de agar e 20g de dextrose para cada litro de dgua destilada autoclavada) e apds 7
dias de incubacdo no escuro, o patdgeno foi novamente repicado para MMDA (mandioca
mansa dextrose aga) e mantido a 25 °C + 2 °C por 7 dias. Em seguida, foi realizado um teste de
patogenicidade em raizes destacadas de mandioca seguindo a metodologia proposta por
Onyeka et al. (2005) adaptada por Oliveira et al. (2013), para s6 entdo serem utilizados nos

experimentos.
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2.3.Ensaio de inoculacdo de Phytopythium sp. em raizes de mandioca

Foram retirados discos de 5 mm de diametro de meio de cultura MMDA contendo
micélio para inoculagdo em raiz destacada, seguindo metodologia adaptada por Oliveira et al.
(2013). No tratamento de infeccdo, foram inoculados em raizes destacadas com 12 meses de
idade dos acessos suscetivel e tolerante, trés discos de 5 mm de diametro contendo o patdgeno,
e no tratamento controle foi realizada a inoculagéo de discos contendo meio MMDA sem o
patdgeno.

As raizes foram previamente esterilizadas com hipoclorito de soédio 0,01% e depois
feridas com furador de 5mm de diametro esterilizado (flambado). Apds a inoculagdo, 0s
ferimentos gerados foram envolvidos com parafilme (da marca Parafilm), para manter a
umidade em uma pequena camara. As raizes foram irrigadas duas vezes por dia com agua
destilada e autoclavada, até o final do periodo de incubacdo, metodologia adaptada de Oliveira
et al. (2013) e Vilas Boas (2016). As raizes, foram submetidas ao corte transversal, a fim de
constatar a evolucdo da doenga no interior da raiz apds 7 dias. A fim de acentuar o contraste
entre a raiz controle e a raiz inoculada, foram utilizadas as raizes que apresentaram maiores
areas necrosadas para a extracao de proteinas.

2.4. Extracdo e quantificacdo de proteinas

A extracdo foi realizada a partir de quatro amostras compostas, constituidas por trés
raizes em duas condicdes (inoculada e ndo-inoculada), com um geno6tipo suscetivel (CPATU
530) e outro tolerante (BRS Poti) a podriddo mole da raiz. As trés raizes de cada acesso em
cada uma das condi¢cdes foram homogeneizadas em apenas uma amostra, afim de diminuir o
efeito da interacdo gen6tipo x ambiente.

As amostras foram maceradas separadamente em nitrogénio liquido. Em cada amostra,
foram adicionados 10 mL de tampdo contendo sacarose 1,5 M, Tris-HCL 1 M (pH 8), SDS
10% (dodecilsulfato de sdédio) PMSF 100 mM (fluoreto de metilfenilsulfonil), PVPP
(polivinilpolipirrolidona) e H2O ultrapura, com a adigdo de 100 puL de inibidor de proteases
(Protease Inhibitorcocktail- P8340 Sigma-Aldrich) e 500 uL de -mercaptoetanol. As amostras
foram mantidas por 10 minutos em temperatura ambiente até serem sonicadas por
aproximadamente cinco repeti¢des de 30 segundos. Em seguida, os extratos foram divididos em
dez microtubos de 5 ml cada, adicionando-se 700 pL de fenol por microtubo (Wang et al.
2006).

As amostras foram vortexadas por 15 segundos e centrifugadas por oito minutos a 14.000
rpm, para separacdo da fase fenolica, que foi transferida para novo microtubo e em seguida

novamente centrifugadas a 14.000 rpm por oito minutos para eliminar residuo da fase aquosa
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ou de SDS. Foram adicionados 1300 pL de acetato de amdnia em metanol ambos 100% para a
precipitacdo das proteinas por aproximadamente 24 horas a -80 °C. Decorrido o tempo de 24h,
uma nova centrifugacdo foi realizada a 14.000 rpm por oito minutos, sendo posteriormente
descartado o sobrenadante. O precipitado foi transferido para um novo microtubo e lavado por
quatro vezes com acetona 80 %. Uma ultima lavagem foi realizada com etanol 70 % e o
precipitado foi seco a temperatura ambiente em concentrador a vacuo por aproximadamente
sete minutos. Os extratos foram solubilizados em 200 pL de tampdo de uréia (7 mols.LY) e
tiouréia (2 mols.L™) (Wang et al. 2006).

Para cada uma das quatro amostras, foram realizadas trés extracdes. As quantificacdes
das proteinas foram realizadas em equipamento Qubit 2.0 (Invitrogen).

2.5.Digestéo de proteinas

Na digestdo se utilizou 50 pg do produto final da extracdo, de cada amostra. Sendo
completadas com uréia 8 M para um volume final de 150 pL cada. O primeiro passo na
digestdo foi a reducdo de proteinas com ditiotreitol (DTT, 5 mM), incubando-as por 25 minutos
a 56 C°, seguida pela alquilagdo com iodoacetamida (IAA, 14 mM) por 30 minutos em
temperatura ambiente. A remocdo de IAA residual foi realizada adicionando novamente DTT
(5 mM), com incubacdo de 15 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram diluidas
em 1:5 de bicarbonato de amonio (50 mM), seguida pela adi¢do de CaCl (1 mM). A digestéo
foi realizado com tripsina (20 ng/ul) por 16 horas a 37 °C, em seguida adicionado acido
trifluoacético (TFA) na concentracdo final de 0,4 % do volume das amostras para interromper a
reacao enzimatica.

2.6.Dessalinizacdo das amostras

As amostras foram submetidas as colunas Sep-Pak C18 de 50 mg de fase sélida e 1 mL
de capacidade. As colunas foram ativadas com 3 mL de acetonitrila (ACN, 100 %), em seguida
equilibrada com 1 mL de ACN 50 % contendo 0,1 % de acido férmico, e 3 mL de acido
trifluoacético 0,1 %. As colunas foram carregadas com as amostras individualmente e lavadas
com 3 mL de &cido trifluoacético 0,1 %, sendo equilibradas com 1 mL de &cido formico 0,1 %.
A eluicéo foi realizada em 2 mL e 1 mL de ACN 50 % e 80 %, respectivamente, contendo 0,1
% de acido férmico. Por fim as amostras foram secas em concentrador a vacuo e
ressuspendidas em 50 uL. de formiato de aménio (10 mM) (Nascimento et al. 2018). Antes de
injetar no 2D-UPLC-MS.

2.7 2D-UPLC-MSE

Nesse passo da metodologia, foi utilizado o cromatégrafo Nano Acquity UPLC (Waters),

configurado para um fracionamento em duas dimensdes. Na primeira dimensdo foi utilizada
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uma coluna analitica de 5 pmXBridge™ BEH130 C18 (300 pm x 50 mm) em um fluxo de 2 pL
por minuto. A segunda dimensdo foi montada com uma coluna trap C18,5 um (180 pum x 20
mm) e uma coluna analitica 1.7 um BEH130™ C18 1.8 um (100 um x 100 mm) em um fluxo
de 400 nL.min%. As amostras foram separadas em 5 fragdes a partir de um gradiente de 10.8,
14.0, 16.7, 20.4 e 65.0 % de acetonitrila.

O cromatdgrafo foi acoplado a um espectrdmetro de massas ESI-Q-ToFSynapt G2S
(Waters) configurado para operar em modo positivo, e fragmentacdo continua (MSF) com a
energia de colisdo oscilando entre 5 a 40 eV. Foram adquiridos espectros de massas dentro da
faixa de 50 a 1200 Da, com scan de 0,5 segundos e um intervalo entre scans de 0,1 segundos.
A largura do pico e resolucdo dos espectros de massas foram configurados no modo
automatico. O peptideo (lockmass) [Glu-1]-fibrinopeptideo, de massa 785.4827 Da e cargas *2,
foi utilizado como referéncia e lido a cada 30 segundos (segundo configuracbes do lockmass
spray).

2.8. Bioinformatica

Os dados brutos foram processados com o programa Proteinlynx Global Server (PLGS)
3.0.2, utilizando a base de dados de Manihot esculenta 43286 sequencias obtida no site do
NCBI (Resource Protein, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/425892087). A identificacao
das proteinas foi estabelecida na probabilidade de identificacdo dos peptideos maior que 90%,
calculada pelo algoritmo Peptide Prophet, e as proteinas com 95 % (Nesvizhskii et al. 2003). A
validacdo dos resultados, quantificacdo relativa e as tabelas de alteracBes de niveis proteicos
foram geradas no Scaffold 4 (Proteome Software), a ultima com algumas modificacfes. Neste
mesmo programa foi aplicado o teste de permutacdo considerando p<0.1 e selecionadas um
grupo de proteinas com p>0.01. A anotacdo funcional das proteinas foi realizada no programa
Blast2GO versdo 4.0 (Biobam).

Foi realizada ainda uma selecdo bruta com base nas informacdes obtidas no site do
UniProt (ResourceProtein, http://www.uniprot.org/uploadlists/), e das funcbes proteicas
relacionadas com resposta a estimulos (Biotico), estresse oxidativo, metabolismo de energético
e estresse abiotico.

Os dados de saida foram caracterizados como: JM1 (BRS Poti/ tolerante inoculado), JM2
(BRS Poti/ tolerante controle), JIM3 (CPATU 530/ suscetivel inoculado) e JIM4 (CPATU 530/
suscetivel controle).

2.9. Desenho experimental das analises de bioinformatica

Com o auxilio do Scaffold 4, foram selecionadas as proteinas que apresentaram expressao

diferencial considerando p<0.01. Em seguida, foi realizada uma selecdo manual considerando
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as funcdes basicas contidas no site: http://www.uniprot.org/uploadlists/, para a identificacéo

das proteinas relacionadas ao estresse biotico, estresse oxidativo, metabolismo de energético e
estresse abiotico. Objetivaram identificar quais proteinas foram acumuladas com a infecgdo do
patdgeno Phytopythiumsp. na raiz de mandioca.

Para melhor comparar as proteinas diferencialmente expressas e funcdo basica entre os

tratamentos foi confeccionado um heatmap pelo site http://www?2.heatmapper.ca/expression/,

onde as especificacfes basicas alteradas foram a Distance Measurement Method com Pearson e

Clustering Method com Centroid linkage.

3. RESULTADOS

3.1. Proteinas diferencialmente acumuladas em plantas infectadas e nédo infectadas
pelo Phytopythium sp.

Comparando os perfis protéicos iniciais segundo o banco de dados base obtidos dos
acessos tolerante e suscetivel separadamente, foram identificadas 710 proteinas comuns entres
elas. Quanto as diferencialmente expressas, para a tolerante controle foram obtidas 52 proteinas
(Figura 1A) e 46 para a inoculada (Figura 1B). Considerando o gendtipo suscetivel, 87
proteinas foram detectadas para suscetivel inoculada e 42 para controle (Figura 1A). Quando se
comparou a tolerante inoculada com a suscetivel inoculada, 94 proteinas foram comuns entre
elas e apenas 40 proteinas foram diferencialmente expressas (Figura 1B).

As proteinas foram agrupadas de acordo com diferentes processos biologicos. Aplicando
um p<0.01, foram selecionadas 140 proteinas. Adequando os resultados aos objetivos do
estudo, foi necessaria uma nova selecdo baseada na relacdo planta-patdgeno. Neste contexto,
foram selecionadas proteinas relacionadas a estresses bioticos, estresse oxidativo e
metabolismo de carboidratos. Assim, foram selecionadas 63 proteinas diferencialmente
acumuladas (Tabela 1), excluindo sempre as proteinas ndo caracterizadas (pelo baixo
alinhamento com as sequéncias de referéncia no banco de dados).

As proteinas observadas na Tabela 1 foram agrupadas de acordo com seus espectros
totais normalizados. O genotipo suscetivel apresentou maior nimero de proteinas
diferencialmente expressas, incluindo as proteinas de 27 a 63 da Tabela 1, totalizando 36
proteinas, sendo 30 mais acumuladas (33 a 63 da Tabela 1) nesse acesso. As proteinas mais
acumuladas no genotipo tolerante foram as proteinas iniciais da Tabela 1. As proteinas de 13 a
26 foram mais acumuladas no tolerante controle, e estdo relacionadas principalmente a estresse

biodtico e oxidativo.
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Em busca de obter maior clareza dos dados e evidéncias de respostas bioguimicas da
mandioca aos estimulos causados pelo Phytopythium sp., foi produzido um heatmap, afim de
comparar as 63 proteinas em funcdo das varidveis (tolerante e suscetivel ambas inoculada e
controle) agrupando-as de acordo com valores de Espectros Totais Normalizados, bem como de
acordo com suas fungdes basicas. No heatmap (Figura 2), as regides destacadas em vermelho
determinam valores de log> fold change <O e em verde valores de log> fold change >0,
determinando assim padrbes de coloracdo especifico para cada resposta mais ou menos
acumuladas.

As proteinas relacionadas com a defesa de plantas mais acumuladas como Peroxisomal
fatty acid ~beta-oxidation (XP_021597222.1), 1Pathogenesis-related protein PR-4-like
(XP_021621262.1), 1 Thaumatin-like protein (XP_021601423.1), 2GDSL esterase/lipase-like
(XP_021627517.1), 1Endochitinase-like (XP_021627349.1) e ~Glutathione S-transferase F9-
like (XP_021620730.1) foram mais acumuladas em duas situa¢Ges: nas plantas inoculadas e
controle da suscetivel (Tabela 1 e Figura 2).

Por outro lado, as proteinas menos acumuladas no gendtipo suscetivel controle foram as
mesmas que se apresentaram mais acumuladas no genotipo tolerante controle. As proteinas
relacionadas com a defesa de plantas em plantas inoculadas como 1MPLAT domain-containing
protein 3-like (XP_021632198.1), 1 Pectinesterase 31 (XP_021595750.1), trés sequencias de
M Heatshock e Myosin heavy chain (XP_021612724.1) foram mais acumuladas no controle
(Tabela 1, Figura 2) da tolerante em relacdo ao controle da suscetivel.

Dentre as 140 proteinas identificadas a partir do p<0,01, obtivemos diversas proteinas
relacionadas ao estresse oxidativo mais acumuladas, onde as proteinas Probable protein
disulfide-isomerase (XP_021612090.1), 1 Probable nucleoredoxin 1 (XP_021630912.1),
ACBS domain-containing protein CBSX3 (XP_021601952.1) foram mais acumuladas no
suscetivel controle e inoculado em relagcdo ao gendtipo tolerante. Enquanto que a 1Superoxide
dismutase [Cu-Zn] (XP_021609177.1) e Ferritin-4 (XP_021619150.1) foram mais acumuladas
no tolerante controle do que no tolerante inoculado. A proteina tL-ascorbate peroxidase,
cytosolic-likeisoform X2 (XP_021610874.1) uma proteina com grande importancia para o
metabolismo oxidativo, foi mais acumulado na tolerante controle e suscetivel controle e
inoculado (Tabela 1). Para a tolerante inoculada foram superexpressas apenas trés proteinas
uma ~Chaperone (XP_021615851.1) e duas variantes de ~DJ-1 (XP_021607432.1;
XP_021592628.1).

Outro grupo de proteinas ndo menos importantes, foram aquelas relacionadas ao

metabolismo energético (Tabela 1, Figura 2). Nesse grupo de proteinas, foram identificadas
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diversas proteinas, entre elas a *NADP-dependent malic enzyme (XP_021596446.1), que esta
diretamente relacionada ao metabolismo do malato, que por sua vez esta associada ao
metabolismo energético do ciclo de Krebs. Esta proteina foi presente apenas no suscetivel
controle e inoculado (linha 51 da Tabela 1), assim como a fpyrophosphate-fructose 6-
phosphate (XP_021613305.1), que esta relacionada com a biossintese da frutose-6-fosfato,
componente fundamental na rota oxidativa das pentoses-fosfato.

As proteinas relacionadas ao estresse abidtico foram basicamente de reposta a
temperatura (frio/ calor), ions inorganicos e sais. Essas proteinas foram detectadas em ambos 0s
tratamentos, como as proteinas tChaperone protein ClpB4, mitochondrial (XP_021607240.1),
15-methy tetrahydropteroy triglutamate (XP_021610267.1), 1Formate--tetrahydrofolate
ligase (XP_021607315.1) e ~Small heat shock protein, chloroplastic (XP_021619516.1).

4. Discusséo

Cada proteina tem sua fungdo prépria que a caracteriza dentro de sua classificacdo, para
melhor visualizar e exemplificar uma rota de defesa de forma sintetizada. Com base nas
proteinas mais acumuladas com o tp<0.01, em tecidos de raizes de mandioca atacadas, foi
sugerido uma resposta ao ataque de patégenos (Figura 3). A célula sob o estimulo de elicitores,
liberados pelo patdgeno, desencadeia uma cascata de reaces que culmina na sintese de
proteinas direcionadas a defesa que conferem resisténcia como a calmodulin (Figura 3)
(encontrada no rol de resultados com p>0,01), que esta diretamente ligada a biossintese de
acido jasménico (Taiz e Zeiger, 2017), sendo relacionada a defesa a patdgenos, nesse caso
especifico, ao oomicetos.

Dentre os oomicetos, os do género Phytophthora tém a capacidade de infectar diferentes
espécies de plantas, crescendo inicialmente como biotréficos, em seguida mudando para uma
fase necrotrofica. Apds a penetracdo da parede celular por apressérios, 0os oomicetos geram
hifas vegetativas que crescem inter-celularmente, e haustorios se desenvolvem como ramos
laterais de hifas intercelulares, terminando por penetrar em células hospedeiras. Na fase de
infeccdo, o oomiceto patogénico e necrotrofico estabelece a infeccdo a partir da germinacéo do
esporo e em seguida hd o lancamento do tubo germinativo e do opressorio, que ao ser
favorecido pela topografia da superficie, libera enzimas de degradacdo da parede celular
(Fawke et al. 2015), provocando uma serie de sinalizagdes que desencadeia uma cascata de
reacOes como resposta da planta.

O esquema apresentado na Figura 3 mostra uma pequena fracdo do que ocorre na planta

durante uma infec¢do. Podemos observar em “1F (Fase 1 de resposta)” da Figura 3 o
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estabelecimento do patdgeno com a liberacdo do eliciador, que em seguida é rapidamente
reconhecido por um receptor inerente da planta. Esse receptor pode estar atuando no NADPH
oxidase (2F) promovendo a producdo de H>O> no meio extracelular. O H20, ao entrar na
célula, atua como espécie reativa de oxigénio extremamente toxico ao metabolismo, este por
sua vez ird induzir resposta a hipersensibilidade, com biossintese de fitoalexina, lignina, acido
salicilico e de enzimas hidroliticas (Figura 3).

Na Figura 3, a biossintese de Acido salicilico esta relacionada a resisténcia sistémica com
producdo de proteinas como a 1TEG45-like domain containing protein (XP_021634516.1)
(Tabela 1) que atua ao primeiro contato com o patdgeno, gerando resisténcia da planta, ou seja,
a resisténcia é basicamente pontual e abrange a regido de infec¢do. Marazo et al. (2015), em
seu trabalho com acerola, mostrou que o &cido salicilico ativa rotas de defesa vegetal (proteinas
PR quitinases e PB-1,3-glucanase), rota dos fenilpropandides (com alteracdo na atividade da
fenilalanina aménia-liase) e nos compostos do metabolismo secundario (antocianinas e
flavonoides).

O ROS (espécies reativas de oxigénio) como mediador na resposta a hipersensibilidade
pode estar induzindo a produgdo de “peroxidase 15-like (XP_021595914.1) na suscetivel
(controle e inoculada) (Tabela 1), proteina responsavel pela quebra dessas espécies reativas de
oxigénio. A morte celular por hipersensibilidade ¢ um mecanismo de defesa, caracterizado pela
rapida morte celular no local da infeccdo, restringindo o crescimento fungico. Esse mecanismo
pode ser caracterizado pelo reconhecimento inicial de PAMPS (padrdes patogénicos associados
a patdgenos) evitando a entrada do patdgeno pela membrana plasmatica do hospedeiro (Danna
et al. 2011) e pelo aumento no influxo de Ca?* (Lee et al. 2011) como no mecanismo descrito
3F (Figura 3) que consiste no bombeamento de Ca?* para dentro da célula. Estes fons calcio, ao
entrar na célula, associam-se a calmodulin [(XP_021614276.1), p>0.01] para formar CAM-
Ca?" que também desencadeard a biossintese de acido salicilico, producio de fitoalexinas,
ligninas, enzimas hidroliticas e resposta a hipersensibilidade (Figura 3) (Taiz e Zeiger 2017).
Ao nivel de membrana existe a cooperagdo de um sistema integrado de sinalizacdo, englobando
proteinas canais na mudanca de potencial de concentracdo. Um importante integrante desse
sistema é o cétion célcio, por ser mantido em baixas concentracfes no citosol e quando ocorre o
seu aumento ha reconhecimento e ativacdo do mecanismo de defesa (Lamb e Dixon, 1997)
(Figura 3).

Na biossintese de fitoalexinas, dentre todas as na literatura, a maioria deriva da via
biossintética dos fenilpropanoides, que sdao uma classe de compostos organicos sintetizados a
partir do aminoacido fenilalanina intermediada pelo phenylalanine ammonia-lyase |
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[(XP_021622419.1), p>0.01] (Figura 3). As plantas geralmente produzem mais de 100.000
produtos de baixo peso molecular conhecidos como metabdlitos secundarios, alguns desses
atuam na defesa contra patdgenos de plantas como as fitoalexinas (Arruda et al. 2016).

Outro composto importante na relacdo planta x patdégeno é a biossintese de lignina, que
pode ser regulada pela proteina tprobable cinnamyl alcohol dehydrogenase
(XP_021602317.1) (Figura 3) diferencialmente expressa na tolerante inoculada. O cinnamyl
alcohol dehydrogenase (CAD) catalisa a reducdo final dos cinamaldeidos aos seus
correspondentes alcodlicos, que por fim sdo oxidados e usados para formar polimeros de
lignina (Hao e Mohnem, 2014).

Para finalizar a Figura 3, temos a biossintese de enzimas hidroliticas como a
1endochitinase (XP_021601423.1), uma variavel de quitinase, encontrada apenas na suscetivel
(inoculada e controle). Esta enzima é extremamente importante na defesa de plantas contra
patdgenos, ja que a quitina € um dos principais componentes das células fangicas e € um
proeminente PAMP indicando a presenca de injurias nas plantas. Portanto, as plantas evoluiram
produzindo proteinas que hidrolisam quitinas conhecidas como quitinases, para atacar pragas
ou patoégenos e gerar oligdmeros de quitina para atuar como SAR (Das et al. 2015).

Os elicitores liberados pelos patdégenos durante o processo de infeccdo também podem
estar atuando nas mitocondrias e produzindo o fperoxisomal fatty acid (XP_021597222.1),
uma proteina peroxisomal, precursora do acido jasménico, este por sua vez ira atuar no
peroxissomo seguindo para o cloroplasto produzindo o &cido linolénico (Wasternack e Hause,
2013), que por sua vez ird enviar uma mensagem para o nucleo e entdo induzir a sintese de
proteinas como a AThaumatin (XP_021601423), “pathogenesis related protein
(XP_021621262.1), ~1Major Allergen Pru (XP_021595051.1) e ~Endochitinase
(XP_021627349) (Figura 2) (Taiz e Zeiger 2017), proteinas fundamentais na geracdo de

resisténcia da planta a patégenos e foram todas mais acumuladas na suscetivel.

5.Concluséo

Os acessos de mandioca tiveram uma boa resposta ao patdégeno Phytophythium sp.
causador da podriddo mole da raiz, com diversas PRs da interacdo planta-patégeno,
sobressaindo diferentes proteinas diferencialmente expressas relacionadas com estresse bidtico,
oxidativo e metabolismo energético. Esses resultados possibilitaram inferir que nos dois
acessos estudados existem diversas proteinas que podem, em um estudo mais aprofundado,
diferir qual acesso tem o aparato proteico capaz de resistir por mais tempo ao ataque do

patogeno.
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Tabela 1: Selecdo das 63 proteinas diferencialmente expressas com base em p<0.01 em acesso tolerante e
suscetivel de mandioca (Manihotesculenta) a podriddo mole da raiz em raizes destacadas inoculadas com
Phytopythiumsp.. As proteinas estdo divididas de acordo com suas funcfes basicas. Setas para cima (em cinza)
NUmero de acesso no site:

indicam valores de hiperexpressas e setas para baixo (em branco) hipoexpressas.

https://www.ncbhi.nlm.nih.gov.

NUmero de acesso

Funcéo Baésica

Proteinas identificadas de Manihot esculenta

Tolerante
Inoculada

Tolerante
Controle

Suscetivel
Inoculada

Suscetivel
Controle

XP_021632198.1
XP_021601885.1
XP_021607432.1
XP_021592628.1
XP_021615851.1
XP_021616456.1
XP_021619516.1
XP_021604944.1
XP_021600123.1
XP_021592304.1
XP_021610874.1
XP_021592138.1
XP_021611292.1
XP_021597369.1
XP_021630848.1
XP_021612724.1
XP_021595750.1
XP_021610372.1
XP_021609177.1
XP_021619150.1
XP_021620786.1
XP_021605758.1
XP_021625499.1
XP_021616738.1
XP_021610612.1
XP_021614140.1
XP_021602317.1
XP_021628542.1
XP_021626266.1
XP_021607240.1
XP_021610267.1
XP_021607315.1
XP_021621262.1
XP_021605174.1
XP_021634516.1
XP_021627517.1
XP_021603162.1
XP_021601423.1
XP_021627349.1
XP_021595051.1
XP_021595914.1
XP_021630912.1
XP_021601952.1
XP_021630461.1
XP_021612090.1
XP_021617742.1
XP_021594181.1
XP_021613305.1
XP_021610359.1
XP_021596446.1
XP_021633444.1
XP_021620486.1
XP_021591740.1
XP_021620730.1
XP_021604434.1
XP_021617701.1
XP_021604639.1
XP_021621034.1
XP_021616679.1
XP_021597222.1
XP_021600197.1
XP_021625996.1
XP_021631363.1

Estresse Bidtico
Estresse Bidtico
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Met. Energ.
Estresse Abidtico
Estresse Abidtico
Estresse Abiotico
Estresse Abidtico
Estresse Oxidativo
Estresse Abidtico
Estresse Bidtico
Estresse Biético
Estresse Bidtico
Estresse Biético
Estresse Biético
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Met. Energ.

Met. Energ.

Met. Energ.

Met. Energ.
Estresse Abidtico
Estresse Abidtico
Estresse Biético
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Abiotic stress
Abiotic stress
Abiotic stress
Estresse Bidtico
Estresse Bidtico
Estresse Bidtico
Estresse Bidtico
Estresse Bidtico
Estresse Bidtico
Estresse Bidtico
Estresse Bidtico
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Met. Energ.

Met. Energ.

Met. Energ.

Met. Energ.

Met. Energ.

Met. Energ.

Met. Energ.
Estresse Abiotico
Estresse Bidtico
Estresse Oxidativo
Met. Energ.
Estresse Abidtico
Estresse Abidtico
Estresse Abiotico
Estresse Bidtico
Estresse Oxidativo
Estresse Oxidativo
Estresse Abiotico

PLAT domain-containing protein 3-like
Aspartyl protease AED3-like

DJ-1 protein homolog E-like

Protein DJ-1 homolog D

Chaperoneprotein ClpB1
Glutamatedecarboxylase-like

Small heat shock protein, chloroplastic
Persulfidedioxygenase ETHE1 homolog
Abscisic stress-ripening protein 2-like

BAG family molecular chaperone regulator 7
L-ascorbateperoxidase, cytosolic-likeisoform X2
Aldehyde dehydrogenase family 2 member B4,
Heat shock 70 kDa protein 14-like

17.3 kDa class Il heat shock protein-like

Heat shock protein 90-6, mitochondrial isoform X2
Myosin heavy chain

Pectinesterase 31

26.5 kDa heat shock protein, mitochondrial
Superoxidedismutase [Cu-Zn], chloroplastic
Ferritin-4, chloroplastic-like
1,4-alpha-glucan-branching enzyme 1
Alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme
Triosephosphate isomerase, cytosolic
Putative glucose-6-phosphate 1-epimerase
Nascentpolypeptide-associated

Dehydrin ERD14

Probable cinnamyl alcohol dehydrogenase
Ferredoxin, root R-B2
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase-like
Chaperoneprotein ClpB4, mitochondrial
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate
Formate—tetrahydrofolateligase
Pathogenesis-related protein PR-4-like
6-phosphogluconate dehydrogenase
EG45-like domain containing protein

GDSL esterase/lipase-like

GDSL esterase/lipase-like

Thaumatin-like protein

Endochitinase-like

Major allergen Pruar 1-like

Peroxidase 15-like

Probablenucleoredoxin 1

CBS domain-containing protein CBSX3
Probablenucleoredoxin 1
Probableproteindisulfide-isomerase A6
Anthocyanidin 3-O-glucosyltransferase 1-like
Epidermis-specific secreted glycoprotein EP1-like
Pyrophosphate--fructose 6-phosphate
Pectinesterase-like
NADP-dependentmalicenzyme

UDP-glucose 6-dehydrogenase 1-like
2,3-bisphosphoglycerate-independent
Histone H4

Glutathione S-transferase F9-like
Triosephosphateisomerase, cytosolic-like
Beta-glucosidase 24-like isoform X1
Proteindisulfide-isomerase-like
S-formylglutathionehydrolase
Betainealdehydedehydrogenase 1, chloroplastic
Peroxisomal fatty acid beta-oxidation
Peroxidase 4-like
Methylmalonate-semialdehydedehydrogenase
Annexin D2
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A BRS Poti Controle CPATU 530 Inoculado

CPATU 530 Controle

B BRS Poti Incoculada CPATU 530 Inoculado

o

CPATU 530 Controle

Figura 1: Agrupamento de todas as proteinas que foram expressas. Comparagdo entre 0s
tratamentos das quantidades de proteinas obtidas. Em A intersecdo da Tolerante Controle com
a SUSCETIVEL controle e inoculada; Em B intersecdo da Tolerante Inoculada com a

SUSCETIVEL controle e inoculada.
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Row Z-Score

|

o

Poti Inoc
Poti Inoc

Agrupamento hierarquico de proteinas
diferencialmente expressas

Poti Inoc
Poti Cont
Poti Cont
Poti Cont

C_530 Inoc

C_530 Inoc
C_530 Inoc
C_530 Cont
C_530 Cont
C_530 Cont

19 peroxidase 4-like
11 peroxisomal fatty acid beta-oxidation
61 annexin D2

35
62 aldehyde dehydrogenase family 2 member B4

41 pectinesterase-like

38 epidermis-specific secreted glycoprotein EP1-like
24 probable nucleoredoxin 1

5 6-phosphogluconate dehydrogenase

3 GDSL esterase/lipase-like

2 GDSL esterase/lipase-like

37 anthocyanidin 3-O-glucosyltransferase 1-like

1 thaumatin-like protein

43 NADP-dependent malic enzyme

28 CBS d g protein CBSX3

40 pyrophosphate--fructose 6-phosphate

6 EGAS-like domain containing protein

32 probable protein disulfide-isomerase A6

18 major allergen Pru ar 1-like

9 endochitinase-like

56 histone Ha4

47 23-bisphosphoglycerate-independent

54 formate--tetrahydrofolate ligase

4 Pathogenesis-related protein PR-d-like

20 peroxidase 15-like

44 UDP-glucose 6-dehydrogenase 1-like

30 probable nucleoredoxin 1

33 L-ascorbate peroxidase cytosolic-like isoform X2
58 s-formylglutathione hydrolase

46 beta-glucosidase 24-like isoform X1

50 protein disulfide-isomerase-like

10 glutathione S-transferase F9-like

60 betaine aldehyde dehydrogenase 1 chloroplastic
34 triosephosphate isomerase cytosolic-like

59 chaperone protein ClpB4 mitochondrial

26 delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase-like
22 ferredoxin root R-B2

63 dehydrin ERD14

51 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate

14 probable cinnamyl alcohol dehydrogenase
17 PLAT domain-containing protein 3-like

15 aspartyl protease AED3-like

57 nascent polypeptide-associated complex

16 heat shock 70 kDa protein 14-like

36 14-alpha-glucan-branching enzyme 1

7 myosin heavy chain

21 26.5 kDa heat shock protein mitochondrial

12 17.3kDa class Il heat shock protein-like

31 ferritin-4 chloroplastic-like

8 pectinesterase 31

13 heat shock protein 90-6 mitochondrial isoform X2
45 triosephosphate isomerase cytosolic

52 persulfide dioxygenase ETHEL homolog

42 alpha-14 glucan phosphorylase Lisozyme

29 dismutase [Cu-Zn]

25 protein DJ-1 homolog D

23 DI-1protein homolog E-like

27 chaperone protein ClpB1

55 BAG family molecular chaperone regulator 7-like
53 abscisic stress-ripening protein 2-like

49 small heat shock protein chloroplastic

39 glutamate decarboxylase-like

48 putative glucose-6-phosphate 1-epimerase

Estresse Bidtico
Estresse Oxidativo
Metabolismo Energético
Estresse Abidtico

Figura 2: Grupos de proteinas indicadas a partir do Heatmap com base em p<0.01 em acesso tolerante e suscetivel
de mandioca (Manihot esculenta) a podriddo mole da raiz inoculados com Phytopythium sp. Correlacdo de

Pearson e p<0.01.
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CAM-Ca?

Resposta a Hipersensibilidade

Biossintese de Fitoalexinas
Biossintese de Lignina

Calmodulin (po1)}

Biossintese de Acido Salicilico Jeﬂs“nda Sl

Adquirida (P02)t

(P03) t
(P04) |
(P05) 1
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Ac. Jasmonico

Biossintese de enzimas hidroliticas (P06) t

Thaumatin (P08) 1

. {bé\b Pathogenesis-Related Protein (P08)
X5
o&‘b\R ®\ Major Allergen Pru PO,
&6
Qe‘ Endochitinase (PO6)1,

J

Figura 3: Esquema estrutural da reposta ao ataque do patégeno a uma célula de um acesso de mandioca
considerado resistente a podriddo mole da raiz (Tolerante). As legendas Px presentes referem-se as proteinas
diferencialmente acumuladas como: (/P01 (Calmodulin-7-like/ XP_021614276.1), TP02 (EG45-like domain
containing protein/ XP_021634516.1), P03 (Peroxidase 15-like/ XP_021595914.1), | P04 (Phenylalanine
ammonia-lyase-like/ XP_021622419.1), 1P05 (Probable cinnamyl alcohol dehydrogenase/ XP_021602317.1),
MP0O6 (Endochitinase-like/ XP_021627349.1), P07 (Thaumatin-like protein/ XP_021601423.1), P08
(Pathogenesis-related protein  PR-4-like/ XP_021621262.1), TP09 (Major allergen Pru ar 1-like/
XP_021595051.1) e 1MP10 (Peroxisomal fatty acid beta-oxidation/ XP_021597222.1). Setas (") para cima indica
as proteinas mais acumuladas com o p<0.01, setas ({,) para baixo indicam proteinas com o p>0.01.

(.

Autor: Silva (dados ndo publicados)
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