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RESUMO 

A podridão radicular mole é uma doença ocasionada por patógenos (fungos e 

oomicetos) que habitam o solo, decorrentes, provavelmente, à abertura de lesões durante 

o manejo da cultura ou por estresse por alagamento. Considerando que genótipos 

apresentam tolerância à podridão mole, procurou-se avaliar a resposta fotossintética e 

bioquímica de dois genótipos contrastantes quanto a tolerância a infecção do 

Phytopythiumsp.. O experimento foi conduzido com manivas-sementes previamente 

caracterizadas como resistente e suscetível à podridão mole (BRS Poti e CPATU 530, 

respectivamente), ambas com e sem a inoculação do Phytopythiumsp. Foi analisada a 

incidência da doença, realizadas as determinações de trocas gasosas, fluorescência da 

clorofila a, pigmentos, amido, malondialdeído, atividade enzimática da catalase, 

ascorbato peroxidase, peroxidase e polifenol oxidase. O genótipo CPATU 530 

apresentou maiores índices de raízes com área infectadas, com média de 18,69 % no 34° 

dia de experimento. Os maiores valores médios para os parâmetros A, gs, E e C;7Ca 

foram obtidos em BRS Poti infectada, observou-se que parâmetros estiverem associados 

a eficiência fotoquímica do PSII. As concentrações de Cia, amido em folha, catalase e 

ascorbato em folhas e raízes não foram alterados. Foi observado aumento de 42,52% de 

peroxidação bpídica em CPATU 530 infectada, também apresentou um aumento de 

84,19% na atividade de peroxidase em plantas infectadas e BRS Poti aumento de 

185,98% na atividade da polifenol oxidase no tratamento infectado, mostrando que as 

enzimas que regulam o metabolismo secundário refletem resistência a planta. Portanto, 

a presença do oomiceto infectando raízes de mandioca em fase de enchimento, 

acarretou alteração na razão fonte-dreno, proporcionando um aumento em A, decorrente 

de fatores estomáticos em reposta a estímulos provenientes das raízes infectadas. 

Palavras-chaves: Phytopythium sp., trocas gasosas, antioxidantes. 



ABSTRAT 

Soft root rot is a disease caused by a pathogen that inhabits the soil, infection in the 

roots is associated with the opening of lesions occurring slight blackout symptoms or 

necroses, the aerial part may or may not present symptoms. The objective was to 

evaluate the biochemical and physiological response of the defense of cassava 

genotypes infected by Phytopythiumsp., in relation to source/drain. The experiment was 

conducted with stem cutting seeds previously characterized as resistant and susceptible 

to soft rot (BRS Poti and CPATU 530, respectively), both with and without the 

inoculation of Phytopythiumsp. The severity of the disease was analyzed, the 

determinations of gas exchange, chlorophyll a fluorescence, pigment content, starch and 

malondialdehyde, catalase enzymatic activity, ascorbate peroxidase, peroxidase and 

polyphenoloxidase. The genotype CPATU 530 promoted higher root Índices with 

infected area, with a mean of 18,69 % on the 34 Dait of experiment. Os maiores valores 

médios dos parâmetros A, gs, E e Ci / Ca foram obtidos em BRS Poti infectados, 

observou-se que os parâmetros estão associados à eficiência fotoquímica do PSII. The 

concentrations of Cia, starch in leaf, catalase and ascorbate in leaves and roots were not 

altered. It was observed an increase of 42.52% of lipid peroxidation in CPATU 530 

infected, also showed an increase of 84.19% in the activity of peroxidase in infected 

plants and BRS Poti increase of 185.98% in the activity of the polyphenoloxidase in the 

infected treatment, showing that the enzymes that regulate secondary metabolism reflect 

plant resistance. The presence of oomycete in the roots in the tuberization phase caused 

a change in the source-sink ratio, resulting in an increase in A. possibly due to stomatal 

factors in response to stimuli from infected roots. 

Key-words: Phytopythium sp., gas exchange, antioxidants. 
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO 

Manihot esculenta Crantz é uma espécie originaria da América do Sul e cultivada em 

regiões tropicais e subtropicais do planeta, possui diversas utilizações nas industriais de têxtil, 

papel e celulose, farmacêutica, energética e alimentícia (LYER et ai, 2010; ZAINUDDIN et 

ai, 2018). 

As doenças em plantas são um dos fatores que mais impactam na redução de 

produção. A mandioca pode sofrer ataque de mais de 30 agentes patogênicos, a exemplo os 

fungos, oomicetos, bactérias e vírus (OLIVEIRA et ai, 2008; BOARIeta/. 2018). A podridão 

radicular mole afeta o sistema radicular, o que compromete a absorção de água e nutrientes, 

interferindo, em último caso no crescimento da planta, consequentemente, proporcionando 

queda progressiva na produtividade e qualidade das raízes, além de inviabilizar os ciclos 

subsequentes da cultura (MASSOLA; BEDENDO, 2005; MOSES et ai, 2007; NOTARO, 

2013). Tendo em vista que os principais produtos da mandioca são provenientes das raízes 

amiláceas, toma-se necessários estudos para avaliar a podridão radicular,visando diminuir as 

perdas na produtividade. 

O Phytopythium é relatado como causador de podridão em mudas de soja (VARGAS, 

2018), abacate (RODRÍGUEZ-PADRÓN et ai, 2018) e mandioca (BOARI et ai, 2018; 

LIMA et ai, 2018). O patógeno, ao atacar a raiz da planta induz mecanismos de defesa, 

ocorrendo, primeiramente o reconhecimento do patógeno, e após, a sinalização da resposta. 

As plantas são capazes de produzir uma diversidade de reações de defesa após o ataque, entre 

elas estão à indução de síntese de proteínas-PR, peroxidase ou fitoalexinas, formação de 

radicais livres, lignificação e a suberificação (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014). 

Poucos trabalhos avaliam a relação da podridão radicular e as respostas de defesa que 

modificam a relação fonte-dreno. Em virtude, o presente estudo analisou a magnitude das 

alterações da relação fonte-dreno em clones de mandioca previamente caracterizados como 

suscetível e resistente à podridão mole (ALBUQUERQUE; BRANDÃO, 2008; LIMA, 

2018;SILVA et ai, 2017), comparando-se as características fisiológicas e bioquímicas em 

plantas infectadas por Phytopythium sp. Como objetivo específico foi avaliado as 

modificações ocorridas no processo fotossintético através de análises de trocas gasosas, 

fluorescência da clorofila a, pigmentos cloroplastídicos e teor de amido. Além disso, as 

atividades enzimáticas da catalase, ascorbato peroxidase, peroxidase e polifenol oxidadase 

foram realizadas a fim de analisar o efeito sinérgico nas mandiocas submetidas ao patógeno. 

14 



1.1 Revisão de literatura 

1.1.1 Mandioca 

A mandioca pertence à família Euphorbiaceae, o gênero Manihot possui 98 espécies, 

de hábito subarbustivo, arbustivo ou arbóreo, das quais somente Manihot esculentaCrmtz 

apresenta importância econômica (CEBALLOS et ai, 2012). 

A planta de mandioca pode produzir de 5 a 12 raízes tuberosas, variando tamanho, 

peso, e formato, em função da variedade, idade e região de produção (HILLOCKS; THRESH; 

BELLOTI, 2002; EMBRAPA, 2005). Apresentam dois tipos de raízes (Figura 1 A), as 

adventícias, que desempenham função de fixação e absorção de água e nutrientes, e as 

tuberosas, que resultam do processo de tuberização e armazenam fotoassimilados na forma de 

amido (VIÉGAS, 1976). Esta última é dividida, principalmente, em três diferentes tecidos, o 

parênquima corresponde a 85% do peso total da raiz e é onde se encontram as células de 

armazenamento de amido; o córtex e a periderme correspondem a 11-20% e 3% do peso total, 

respectivamente (Figura 1 B) (HILLOCKS; THRESH; BELLOTI, 2002; EMBRAPA, 2005). 

As raízes tuberosas apresentam em média68% de umidade, 30% de amido, 0,2% de cinzas, 

1,3% de proteínas, 0,2% de lipídios e 0,3% de fibras (CHISTÉ et ai, 2006; 

ALBUQUERQUE et ai, 2008). As folhas são palmadas, lobuladas, pecioladas e dispostas no 

caule em forma alternada (Figura 1 C), com elevado teor de proteína, que varia entre 14,7 a 

40%, superior até ao das forrageiras tropicais, portanto, a raiz e a parte aérea podem ser 

utilizadas como fonte de alimento (ANDRÉ; SANTOS, 2012). 

Figura 1. (A) Sistema radicular. (B) corte transversal em raiz tuberosa e (C) ramo da planta de 
mandioca (DOMINGUEZ et ai, 1983). 

A B 
C 
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1.1.2 Podridão radicular causada por Phytopythhm sp. 

A podridão radicular é uma das principais doenças que acometem a cultura da 

mandioca, causada por patógenos que habitam o solo, afetam principalmente as raízes 

tuberosas e o colo das plantas, comprometendo a absorção de água, nutrientes e interfere no 

crescimento da planta (MASSOLA; BEDENDO, 2005; BANDYPADHYAY et ai, 2006). 

Além disso, a podridão radicular vem se tomando uma doença de alto impacto econômico e 

social nos principais países produtores como a África e no Brasil, provocando queda 

progressiva na produtividade, além de inutilizar as áreas para plantio ao longo dos ciclos da 

cultura (ONYEKA et ai, 2005; MOSES etal, 2007; SERRA et ai, 2009;NOTARO, 2013). 

Os sintomas da podridão radicular em mandioca variam conforme o patógeno, 

atualmente, Phytopythhm sp. foi catalogado como causador de podridão mole (BOARI et al, 

2018), pertence ao reino Chromista, filo Oomicota na ordem Pythiales e família Pythiaceas 

(BALA et al, 2010; De COCK et al, 2015; JANKOWIAK; STEPNIEWSKA; BILANSKI, 

2015), propicia características de podridão mole a raízes tuberosas de mandioca, com 

escurecimento do tecido afetado e a exsudação de liquido proporcionando mau cheiro 

(B ANDYP ADHY AY etal, 2006; BOAS et al, 2007). 

A propagação da doença pode está associada a propriedades químicas e físicas do 

solo, tais como, a textura, condutividade elétrica, pH e matéria orgânica, podem influenciar na 

propagação da doença (ROJAS et al, 2017; ZITNICK-ANDERSON et al, 2017). A 

reprodução do patógeno pode ocorrer de forma sexuada e/ou assexuada, dependendo das 

condições saturadas do solo, a reprodução sexuada acontece a partir da interação da oogonia 

(estrutura femenina) e anteridio (estrutura masculina) formando o oósporo (estrutura sexual) 

e, em seguida, esporângios, que formaram zoosporos no solo que infecta as plantas 

(WATERHOUSE, 1967). A reprodução assexual ocorre com a produção direta de 

esporângios, nos quais formam zoósporos, os zoósporos se móveis em direção a raízes das 

plantas (BRODERS et al, 2009; LI et al, 2014). 

Métodos de controle podem ser utilizados para evitar a proliferação da podridão, são 

eles: genéticos, biológicos e culturais (PATRÍCIO, 2007; BENDENDO et al, 2011; SILVA; 

MELO, 2013). O método de controle genético consiste na manipulação das variedades para 

que o cultivo apresente resistência ao patógeno, o método biológico utiliza microrganismos 

antagonistas sobre o patógeno e o controle cultural manipula as condições do meio durante o 

desenvolvimento do patógeno buscando a prevenção (PATRÍCIO, 2007; BENDENDO et al, 

2011; SILVA; MELO, 2013). 
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1.1.3 Interação planta- patógeno 

As plantas estão expostas a interações com vários agentes biológicos, possibilitando 

estratégias de defesa que permite retardar ou impedir a penetração de patógenos, tais como, 

fungos, bactérias, oomicetos e vírus (RIZZARDI et ai, 2003).A interação pode ser dividida 

em dois tipos: a interação compatível e a interação incompatível. Na interação compatível o 

patógeno invade o tecido vegetal, se multiplica e provoca a doença na planta, e na interação 

incompatível, o patógeno encontra a resistência da planta, impedindo que se multiplique. 

Assim, a diferença entre as interações compatível e a incompatível é a presença ou ausência 

de um gene de resistência na planta, e de um gene de avirulência no patógeno (RESENDE; 

SALGADO; CHAVES, 2003). 

Em resposta aos eliciadores dos patógenos, as plantas iniciam a defesa pela ativação 

de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), localizados nas membranas celulares, 

que respondem a padrões moleculares associados a microrganismos ou patógenos, MAMPs e 

PAMPs, respectivamente (BOLLER; FELIX, 2009). As PAMPs servem como primeira linha 

de defesa contra patógenos em potencial, uma molécula PAMPs ao se ligar a um receptor de 

reconhecimento padrão gera a sinalização do evento ""dow nstream" e a indução de sistemas de 

defesa basal (RESENDE et ai, 2007), causando ativações em mecanismo de defesa que 

podem alterar os níveis de Ca+no citoplasma, ativar uma cascata de proteínas quinases, 

produção de fitoalexinas, produção de espécies reativas de oxigênio (EROS), deposição de 

calose para reforçar a parede celular e fechamentos de estômatos para prevenção de entrada 

de patógenos (HE; SHAN; SHEEN, 2007). 

1.1.4 Alterações no metabolismo fotossintético 

O metabolismo é constituído por um conjunto de processos e rotas metabólicas que 

transformam moléculas orgânicas em macromoléculas, tais como, os carboidratos, proteínas, 

lipídios e ácidos nucléicos (ROCKENBACH et ai, 2018 ). 

Infecções patogênicas, geralmente, desencadeiam alterações na fotossíntese, e 

consequentemente no metabolismo primário, devido a áreas cloróticas e necróticas que 

impactam em menor área foliar disponível para realizar fotossíntese (BERGER et ai, 2007). 

Aliado a isso, em folhas de arroz inoculada com Monographella alhescens. mesmo antes de 

apresentem os primeiros sintomas de cloroses e necroses, resulta em redução na entrada de 

CO2, taxa liquida de fixação de CO2 e na condutância estomática ao vapor de água (gs) 

(TATAGIBA et ai, 2015). Essa condição de estresse biótico aliadas à alta irradiação em 
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campo pode sobrecarrega os fotossistemas, traduzindo-se em excesso de poder redutor e ATP 

no estroma; alterando a homeostase celular e impactando diretamente na produção e acumulo 

de espécie reativas de oxigênio (EROS), tendo como conseqüência a ocorrência de danos 

celulares que podem contribuir para a diminuição do desempenho fotossintético (NOGUÈS et 

ai, 2002). Estudos mostram que as EROS também são produzidas em outros compartimentos 

celulares, como na mitocôndria e no peroxissomo (CURVÊLO et ai, 2013; IVANOV; 

BERNARDS, 2016). 

O excesso de energia pode ser dissipado na forma de fluorescência, assim, a análise 

da fluorescência da clorofila a pode avaliar os efeitos de estresse e injurias no processo 

fotossintético causado por fatores bióticos e abióticos, que qualifica e quantifica a absorção e 

o aproveitamento de energia luminosa pelo PSII e PSI (FERREIRA et ai, 2015; IVANOV; 

BERNARDS, 2016). 

O carbono assimilado é transportado para os órgãos de crescimento e 

armazenamento, principalmente, na forma de sacarose; duas enzimas, a invertase e sintase da 

sacarose desencadeiam o processo de catabolismo da sacarose. Nas folhas, a invertase cliva a 

o-glicosídica (sacarose) gerando glucose e frutose, a sacarose sintase na presença de uridina 

difosfato (UDP - substrato enzimático) converte sacarose em UDP-glucose e frutose (PAUL 

et ai, 2001; KOCH, 2004). A sacarose não utilizada como reserva temporária e translocada 

para órgão de armazenamento, nas raízes, e transformada em amido (DENARDIN; SILVA, 

2009). 

1.1.5 Metabolismo oxidativo 

Processos metabólicos aeróbicos levam a produção de EROS que ocorrem na 

mitocôndria, cloroplastos e peroxissomos, devido à alta taxa de oxidação metabólica ou ao 

intenso fluxo de elétrons. O oxigênio molecular (O2) pode produzir moléculas tóxicas, pois 

quando excitado forma o oxigênios singleto ('Oj) ou peróxido de hidrogênio (H2O2), radical 

hidroxila (OH«) e ânion superóxido (02*-) (Figura 2) através de sucessivas adições de elétrons 

ao 02(BARBOSA et al, 2014). 
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Figura 2. Representação da formação de moléculas tóxicas no cloroplasto (A) e mitocôndria (B) 
(BARBOSA eííT/.. 2014). 

Quando a planta se encontra em condições de homeostase são produzidas EROS 

como moléculas sinalizadoras que controlam os processos de morte celular programada e 

regulação sistêmica. Na ocorrência de estresse, por exemplo, a planta aciona os mecanismos 

de defesa não enzimáticos, a exemplo, produção de carotenoides e compostos fenólicos, e 

enzimáticos, que é capaz de neutralizar a citoxidade das EROS (MITTLER ef ai, 2011).No 

enzimático, varias enzimas antioxidantes são ativadas, tais como: superóxido dismutase 

(SOD), que catalisa a dismutação de Op*- para EEOp (Figura 3); a catalase (CAT), que catalisa 

a redução do EEOpem EEO e 02(Figura 3) (ZHANG et ai, 2014; ; BARBOSA et ai, 2014). E 

as enzimas ascorbato peroxidase e glutationa que catalisam a redução de EEOp em EEO 

(SERKEDJIEVA, 2011; BARBOSA et al, 2014). 
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Figura 3. Mecanismo de defesa antioxidante. Radical superóxido (02•-); radical hidroxila (OH-); 
radical hidroperoxila (OjH-); oxigênio singleto ('O,); peróxido de hidrogênio oxigênio (O,); 
água (HjO); superóxido dismutase (SOD); ascorbato peroxidase (APX); catalase (CAT); glutationa 
retutase (GR); glutationa (forma reduzida- GSH. forma oxidada- GSSG); monodehidroascorbato 
(MDHA- forma intermediária); monodehidroascorbato retutase (MDHR); dihidrorodamina (DHR) 
(HALLIWER. 2009). 

As peroxidase (POD) e polifenoloxidases (PPO) também são enzimas que respondem 

a condições de estresse e são relacionadas ao mecanismo de defesa celular. A enzima 

peroxidase (POD) atua na indução de respostas fisiológicas como a hipersensibilidade, 

processo de lignificação, suberização e produção de fitoalexinas (RESENDE; SALGADO; 

CHAVES, 2003; CALVANTI etal., 2005; NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014), além 

disso, atua nas reações de oxidação de compostos fenólicos, ligação de polissacarídeos, 

oxidação do ácido indol-3-acético. A polifenoloxidase (PPO) também ajuda na prevenindo 

danos celulares contra microrganismos, catalisa a oxidação dos compostos fenólicos 

produzindo quinonas e consequentemente pigmentos escuros (CAMPOS et ai, 2004). Assim, 

as enzimas do metabolismo secundário desempenham papel fundamental na resposta de 

defesa das plantas, contribuindo na degradação das EROS, invertendo o processo de morte 

celular e a colonização do patógeno (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014). 
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2ALTERAÇÕES FISIOLÓGICAS E BIQUÍMICAS EM GENÓTIPOS DE 

MANDIOCA INFECTADOS POR Phytopythhm sp 

2.1 Introdução 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma cultura importante economicamente 

para países tropicais e subtropicais, pelo seu valor econômico e social. O Brasil como grande 

produtor mundial produziu em 2018 cerca de 20,8 milhões de toneladas de raízes em 1,4 

milhões de hectares (IBGE, 2018). 

Como toda cultura importante economicamente os fatores abióticos e bióticos podem 

comprometer o desenvolvimento e a produção vegetal num determinado ambiente (FERRÃO 

et al., 2016; ALCALÁ et ai, 2017). O clima brasileiro facilita o desenvolvimento de vários 

fungos e oomicetos que habitam o solo, a exemplo infectam raízes tuberosas de mandioca, 

podridão mole, e em folhas à ferrugem (SILVA et al, 2017). As podridões radiculares em 

geral, dependendo da severidade, podem levar a perdas significativas na produção de raízes, 

com destaque para os altos índices de podridão mole relacionada ao fungo do gênero 

Fusarium (MORAIS et al, 2013; BOAS et al, 2016), aos oomicetos Phytophthora ePythium 

(FIGUEIREDO; ALBUQUERQUE, 1970; OLIVEIRA, et al, 2016) e, recentemente, ao 

Phytopythhm sp. (BOARI et al, 2018; LIMA et al, 2018).As plantas afetadas podem 

apresentar sintomas visuais na parte aérea, como amarelecimento e/ou murcha, o patógeno 

compromete as raízes tuberosas acarretando em sintomas inicialmente leves de podridão nas 

áreas próximas ao local da infecção e pode desencadear rápida evolução necrótica, com 

odores fortes semelhantes à decomposição de matéria orgânica e coloração acinzentada 

devido aos micélios ou esporos; já em estádios mais avançados, pode atingira base do caule e, 

por último, a planta murcha (NOTARO et al, 2013; SILVA et al, 2017). 

Como resposta a presença do patógeno, as plantas ativam o sistema de defesa que 

pode induzir respostas morfológicas, químicas e moleculares (e.g. barreira física, moléculas e 

sistema antioxidante enzimático e não enzimático). As folhas podem sofrer danos diretos com 

o avanço da doença, redução na área foliar (MICHEREFF, 2014), nas células do mesofilo, 

pigmentos, abertura e fechamento dos estômatos, prejudicando em última análise a 

transpiração, e a taxa fotossintética (BERGER et al, 2007; CURVÊLO et al, 2013; 

IVANOV; BERNARDS, 2016). 

Nas raízes, enzimas do metabolismo primário diminuem os efeitos do estresse 

oxidativo sendo capazes de neutralizar a citotoxidade das EROS (BARBOSA, et al, 2014). 
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As enzimas do metabolismo secundário, tais como a peroxidase (POD) e a polifenol oxidase 

(PPO) podem retardar ou interromper a infecção, atuam diretamente em alterações na 

constituição da parede celular causados pelo patógeno e acúmulo de metabólitos secundários 

e/ou síntese de peptídeos que também atuam no mecanismo de defesa (ASHRY; 

MOHAMED, 2011; NGADZE et ai, 2012). As POD são enzimas que participam do processo 

de construção da parece celular (polímeros, lignina e suberina) que constituem uma barreira 

física contra o patógeno, o aumento da atividade dessa enzima confere resistência, assim 

como a PPO que tem o papel de oxidar compostos fenólicos endógenos em quinonas, 

substancia tóxica a patógenos (ASHRY; MOHAMED, 2011; NASCIMENTO; 

BARRIGOSSI, 2014). 

Assim, tendo em vista que a podridão mole é uma doença que possui impacto negativo 

na produção de raiz, faz-senecessário estudo para avaliar a resposta fotossintética e 

bioquímica de plantas contrastantes quanto à tolerância de genótipos de mandioca infectados 

por Phytopythium sp.. 

2.2 Material e Métodos 

2.2.1 Material vegetal 

O experimento foi conduzido na Embrapa Amazônia Oriental, Belém-PA, norte do 

Brasil (latitude 01° 27' 21 e longitude de 48° 30' 16, 10 m altitude), no período entre os meses 

de agosto de 2016 a junho de 2017. Foram selecionadas manivas sementes {Manihot 

esculenta Crantz) do banco ativo de germoplasma da Embrapa Amazônia Oriental, 

previamente caracterizados como resistente e suscetível à podridão mole (BRS Poti e CPATU 

530) (ALBUQUERQUE; BRANDÃO, 2008) causada por Phytopythium sp. 

O experimento foi desenvolvido com um total de 40 plântulas/clone por acesso, todas 

uniformes e proveniente de câmara de propagação, foram plantados em vasos (10 L de 

volume) mantidos em casa de vegetação com flutuações naturais de densidade de fluo de 

fótons (368 pmol mÃs'1) e temperatura (33,4 0C). O substrato era composto de terra preta e 

esterco curtido (3:1, v/v). As plantas foram irrigadas e fertilizadas conforme a necessidade da 

cultura (MATTOS; CARDOSO, 2003). 

Seis meses após o transplante para os vasos, plantas de um metro de altura média 

foram separadas em quatro grupos (delineamento inteiramente casualizado) de 20 plantas: o 

primeiro, recebeu o inoculo sem Phytopythium sp.- CPATU 530 (Ti); o segundo recebeu o 

inoculo ás Phytopythium sp. - CPATU 530 (72); o terceiro recebeu inoculo s,Qm Phytopythium 
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sp.- BRS Poti (ri); e o quarto grupo,o inoculo de Phytopythium sp.- BRS Poti (TV). Para 

avaliação foram coletados lotes de cinco plantas para todos os tratamentos sob os tempos de 

zero dias, 7o dia, 15° dia e 34° dia após a inoculação do oomiceto. 

2.2.2 Preparação do inoculo e inoculação 

O Phytopythium sp. catalogado na Micoteca da EmbrapaAmazônia Oriental com 

isolado CT0084, foi utilizado para ser inoculado nas plantas de mandioca. Esse isolado foi 

multiplicado em meio de cultura contendo mandioca mansa dextrose ágar (MMDA) a 28 0C 

em placa de petri no escuro contínuo por 12 dias. Além disso, procedeu-se teste de 

patogenicidade de acordo com ONYEKA et al. (2005) e OLIVEIRA et al. (2013). 

O composto inoculante foi preparado com área branca e fubá de milho (3:1, v/v) e 75 

mL de água, autoclavado (lha 1210C) por duas vezes em intervalos de 24h. Após atingir 

temperatura ambiente, 50 discos coletados em pontos equidistantes, do meio de cultura 

MMDA (6X 2 mm, diâmetro e profundidade da placa) contendo os micélios e o meio de 

cultura foram inoculados em frascos de vidro por 10 dias. 

Dada à necessidade de haver o ferimento para que os oomicetos penetrassem nas 

raízes tuberosas (vide LIMA, 2017 e SILVA et al, 2017 para maiores detalhes). Procedeu-se 

a exposição da superfície das raízes mediante escavações manuais, em seguida, com auxílio 

de um estilete, foi realizada a raspagem de sua superfície, removendo-se casca e a exoderme. 

Em seguida, 100 g do inoculante, mencionada anteriormente, foram adicionados em cada 

vaso, separando-se os tratamentos; (I) composto inoculante sem patógeno (II) composto 

inoculante com patógeno Phytopythium sp. 

2.2.3 Incidência da infecção 

As raízes de TI. T2. T3 e T4 no 7o dia, 15° dia e 34° dia após a inoculação foram 

coletadas, cortadas transversalmente e fotografadas com câmera digital, com cinco repetições 

por tratamento. A incidência foi quantificada utilizando o software ImageJ, a partir das 

observações de área lesionada e foi calculada a porcentagem de área afetada nas raízes. 

2.2.4 Determinação de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 

A taxa de assimilação de CCE (A), condutância estomática (gs), taxa de transpiração 

(E) e ã relação entre as concentrações interna e externa de CO2 (Ci/Ca) foram determinadas 

nas folhas, totalmente expandidas, do terço médio das plantas, simultaneamente, pelas 
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medidas de fluorescência da clorofila a, utilizando-se analisador portátil de fotossíntese, LI- 

6400XT (Li-Cor, Inc, Lincoln, NE, USA), em sistema aberto, sob irradiância de saturação de 

1000 pmol m"2 s"1 e concentração atmosférica de CCL de 400 pmol m"2 s"1, acoplado com 

câmara de fluorescência integrada (Li-6400-40; Li-Cor, Inc) no horário entre 8 horas às 10 

horas. 

Folhas mantidas, previamente, no escuro (30 min) expondo os tecidos foliares, 

incialmente, a um fraco pulso de luz vermelho distante para determinação da florescência 

inicial (Fq). Em seguida, em pulso de luz saturante com irradiância de 6000 pmol m"2 s"1 e, 

estimando-se a fluorescência máxima (Fm); quando se estima a razão entre a fluorescência 

variável e máxima Fv/Fm= (Fm-F^/Fm. Para se obter a máxima eficiência do PSII, nas folhas 

adaptadas a luz, a fluorescência constante " steady-state" são medidas após os registros dos 

parâmetros de trocas gasosas. Em seguida, um pulso de luz saturante foi aplicado por 1 s para 

a obtenção de fluorescência máxima emitida pela amostra sob luz (Fm'). A luz actinica foi 

desligada e as folhas foram analisadas com a luz vermelho distante para a obtenção de Fq 

adaptada à luz (Fo'). Usando os valores desses parâmetros o quenching fotoquímico (qp), o 

rendimento quântico do transporte de elétrons do PSII (Opsii) e a taxa de transporte de 

elétrons (ETR) foram calculados utilizando as equações descritas por Maxwell e Johnson 

(2000). 

2.2.5 Pigmentos e metabolitos 

Amostras de tecido foliar e radicular, aproximadamente 100 mg foram extraído em 

metanol 100 %, incubadas a 70 0C por 90 min e submetidas a duas centrifugações (lOOOOg, 10 

min). Imediatamente, após a extração, na fração solúvel em metanol foi determinado o teor de 

clorofila a (Cia), clorofila b (Cló), clorofilas totais (Cl total) e carotenoides totais (Car total) 

em tecido foliar (LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001) e, as concentrações de amido 

foram determinadas, enzimaticamente, da fração insolúvel das folhas e raízes (PRAXEDES et 

ai. 2006). 

Já para o malondialdeído (MDA) foi utilizada amostras de 100 e 200 mg (tecido 

radicular) extraídos com 0,1% ácido tricloroacético (TCA) (m/v) e encubado a 90 0C com 

0,5% ácido tiobarbitúrico (TBA) em 20% TCA. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 

10000 g, por 3 min, a 40C. A leitura foi realizada a 532 e 600 nm conforme o descrito por 

Pinheiro et al. (2004). 
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2.2.6 Ensaio enzimático 

Para a determinação da atividade das enzimas CAT, APX, POD e PPO amostras de 

folhas e raízes (-200 e 400 mg MF, respectivamente, exceção das duas últimas que foram 

somente raízes) foram homogeneizados num meio extração a 40C, contendo 30% de 

polivinilpolipirrolidona (m/v) e 4 mL de tampão de extração para a CAT e APX constituído 

de 50 mM tampão fosfato de potássio (pH 7,0), 2 mM EDTA, 20 mM ascorbato, 0,1% triton x 

100 (v/v). Já para a POD e PPO a extração procedeu-se com tampão fostato potássio 200 mM 

pH 6,0. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 10000 g, por 3 min, a 40C. A leitura foi 

realizada a 240 e 290 nm para a CAT e APX conforme o descrito por Pinheiro et al. (2004); e, 

a 470 e 425 nm para a POD e PPO conforme Medeiros (2009) e Simões et al. (2015). Os 

ensaios supracitados foram previamente otimizados de acordo com a linearidade da resposta 

ao volume de extrato e tempo de reação. 

2.2.7 Análise estatística 

Os dados foram submetidos à comparação de médias pelo teste t, a 5% de 

significância, usando o Sisvar 5.6. 

2.3 Resultados 

2.3.1 Incidência da infecção 

Em relação ao TI e T3 foram verificadas infecções, %, em cortes transversais sobre as 

áreas lesionadas (quando presentes) de raízes de mandioca, nessa ordem, em que a partir do 7, 

15 e 34° DAIT de inoculaçãoforam de 4,95, 9,52 e 18,69 % em CPATU 530 (Ti); enquanto 

para a BRS Poti3,61, 6,07 e 5,93 % (TV). 
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Figura 4. Corte transversal de raízes de mandioca CPATU 530 não infectada (TI). CPATU 530 
infectada (T2). BRS Poti não infectada (73) e BRS Poti infectada (7V) no 7o dia. 15° dia e 34° dia após 
a inoculação do Phytopythium sp. RI, R2, R3, R4 e R5 denotam repetições. 
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Figura 5. Porcentagem de área infectada nos genótipos CPATU 530 e BRS Poti no 7o dia. 15° dia e 34° 

dia após a inoculação do Phytopythium sp. 
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2.3.2 Trocas gasosas e fluorescência da clorofilaa 

Observou-se que os maiores valores médios de A. gs, E. Ci/Ca (Figura 6)foram nas 

plantas infectadas, independente do genótipo, com destaque para o valores de T2 em relação a 

TI no 7o DAIT (aumento de 20%, 52%, 27% e 7%, respectivamente) e 15° dia (aumento 27% 

apenas em A), e T4 em relação a T3 no 15° DAIT (aumento de 66, 120 e 64% os valores de A, 

gs e E, respectivamente) e em 34° DAIT (aumento de 50 e 159% de A e Ci/Ca). 

Quanto as parâmetros de fluorescência da clorofila a expostos na Figura 7, a Fv/Fm 

não diferem significativamente (p < 0,05) para os dois genótipos, exceto em BRS Poti em 0 

dias. ETR houve aumento de 28% em T2 comparado a T7 no70 DAIT, e T4 apresentou 

aumento de 46 %, 27 %, e 41 % no 7o 15° e 34° dia em relação a TJ.O quenching fotoquímico 

(qp) e o rendimento quântico do transporte de elétrons no fotossistema II 

aumentaram,significativamente, em 72 em 0 e 7o DAIT e, em /'-/em 7, 15 e 34° DAIT. 

2.3.3 Pigmentos e metabolitos 

As concentrações de clorofila não diferem significativamente (p < 0,05) (Tabela 1) 

para todos os tratamentos, com exceção dos parâmetros de clorofila b em BRS Poti no 15° 

DAIT e carotenoides totais em CPATU 530 no 7o DAIT. 

As concentrações de amido foram menores nas plantas infectadas independente do 

tecido avaliado nos 7 e 15° DAIT (Tabela 1), em raízes do genótipo BRS Poti os teores de 

amido foram de 27 e 18% menores em relação as plantas não infectadas, possivelmente 

associado ao fato que o oomiceto utiliza o amido como principal fonte de carboidrato. 

A presença do oomiceto pouco ou mesmo nada alterou a concentração de MDA em 

todos os tratamentos (Tabela 1) (p < 0,05). 
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Figura 6. (A) taxa de assimilação de CCF (A) em CPATU 530. (B) taxa de assimilação de CCF (A) em 
BRS Poti. (C) condutância estomática (gs) em CPATU 530. (D) condutância estomática (gs) em BRS 
Poti. (E) taxa de transpiração (£) em CPATU 530. (F) taxa de transpiração (£) em BRS Poti. (G) 
relação de contração interna e externa de CCF (Ci/Ca) em CPATU 530 e (H) relação de contração 
interna e externa de CCT (Ci/Ca) em BRS Poti. A coluna em branco com pontos pretos indica o 
tratamento não infectado e a coluna escura o tratamento infectado. O eixo horizontal exibe valores 
referentes das medições no 0 dia (sem patógeno). 7o. 15° e 34° dias após a inoculação. As barras 
representam o erro padrão. Os asteriscos indicam que as médias entre não infectada e infectada 
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diferem significativamente (teste t. p <0.05). ns indica que as médias não diferem significativamente 
(teste t. p > 0.05). 
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Figura 7. (A) 

Relação entre a fluorescência variável e máxima (Fv/Fm) em CPATU 530. (B) Relação entre a 
fluorescência variável e máxima (Fv/FM) em BRS Poti. (C) taxa de transporte de elétrons (ETR) em 
CPATU 530. (D) taxa de transporte de elétrons {ETR) em BRS Poti. (E) quenching fotoquímico (qP) 
em CPATU 530. (F) quenching fotoquímico (qP) em BRS Poti. (G) rendimento quântico do transporte 
de elétrons do PSII (®psn) em CPATU 530 e (H) rendimento quântico do transporte de elétrons do 
PSII (Opsn) em BRS Poti. Para maiores detalhes estatísticos vide figura 4. 
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Tabela 1: Concentrações de pigmentos (Cln'. C\h. Cl. totais cCar totais).nietabolitos (Amido e MD A) e atividade enzimática (CAT e APX) em folhas e raízes 
de genótipos de mandioca. CPATU 530 e BRS Poti não infectados e infectados com o Phytopythium sp. 

Não infectada Infectada 
raiaiiicuuò 

0 dias 7o dias 15° dias 34° dias 0 dias 7o dias 15° dias 34° dias 

Cia 240,6 ± 28,99 188,22 ± 9,9 178,49 ± 15,25 172,49 ± 15,25 211,67 ±20,26 235,43 ±25,91 191,47 ± 14,57 197,22 ±20,21 

C\h 72,28 ± 11,20 78,67 ± 23,70 57,67 ±7,21 57,67 ± 9,34 61,29 ±2,01 70,56 ± 9,49 55,23 ± 3,99 55,23 ± 7,03 

Cltotal 317,88 ±38,72 266,89 ±31,26 236,46 ±21,69 230,16 ±20,14 272,96 ±21,9 305,99 ±35,18 246,7 ± 18,46 252,45 ± 26,87 

Car total 57,75 ± 5,78 35,65 ± 7,05 * 50,63 ±6,31 43,92 ±5,59 61,03 ± 5,78 63,44 ±3,92* 46,74 ± 4,29 56,96 ± 5,69 

CPATU 
530 

Am idof 

CATF 

4,09 ± 0,84 8,46 ± 1,03 3,22 ±0,59 4,65 ± 0,95 

0,26 ± 0,05 

5,09 ± 0,80 5,23 ± 0,43 2,62 ±0,13 4,26 ± 1,36 

0,29 ± 0,05 

APXF - - - 2,50 ± 0,50 - - - 2,95 ±0,41 

AmidoR 23,52 ±2,58* 12,75 ± 0,57 15,55 ±0,95 9,82 ± 1,03 11,98 ± 1,42* 13,90 ± 1,28 13,58 ±0,93 7,27 ± 0,94 
MD AR 9,19 ±0,41 11,25 ±2,29 7,93 ± 1,14 8,30 ± 0,63 9,63 ± 0,47 9,12 ±0,52 11,97 ± 1,73 9,89 ± 0,92 

catr - - - 0,21 ±0,02 - - - 0,23 ± 0,03 
apxr - - - 10,42 ± 1,23 - - - 17,13 ±3,23 

dor a 261,82 ±25,7 160,33 ±9,12 192,82 ± 12,81 211,92 ± 17,33 211,19 ± 21,37 225,72 ±23,05 170,52 ± 13,76 184,7 ± 11,12 

Clor b 82,65 ± 16,38 44,91 ± 3,28 46,91 ±2,44* 46,91 ±4,29 65,21 ±8,21 76,4 ± 10,78 32,81 ± 2,87* 32,81 ±4,97 

dor total 344,47 ±39,30 204,87 ± 10,93 239,73 ± 15,22 258,83 ±21,02 276,4 ± 27,56 302,12 ±32,7 203,33 ±13,68 217,51 ±32,97 

Car total 62,23 ± 8,71 40,7 ±2,13 50,73 ± 4,26 60,98 ± 5,63 60,63 ±7,01 52,18 ±5,31 49,05 ± 4,02 47,25 ± 3,71 

Amidop 6,31 ±0,96 2,90 ± 0,57 6,24 ± 0,84 4,22 ± 1,22 4,06 ± 0,43 3,00 ± 0,35 4,09 ± 0,75 4,13 ±0,74 

BRS Poti CATp 

APXp 

- - - 0,47 ± 0,09 

7,29 ± 0,89 
- - - 0,75 ± 0,09 

8,36 ± 0,43 

Amido raiz 13,82 ±0,86 8,63 ±0,91* 17,43 ± 1,04 * 5,39 ± 0,65 10,50 ± 0,84 6,32± 0,49 * 14,24 ± 0,75 * 5,66 ± 0,83 

MDA raiz 6,8 ±0,91 8,67 ± 0,58 7,8 ± 0,92 6,33 ± 0,73 9,97 ± 1,11 9,54 ± 1,09 8,64± 1,13 7,52 ± 0,46 

CATr - - - 0,25 ± 0,03 - - - 0,18 ±0,04 
APXR - - - 10,48 ± 2,25 - - - 12,79 ± 1,43 

Clorofila a. clorofila h. clorofila total e carotenoides expressos em pg. g de massa fresca. Amido em folhas (Amido f) e amido em raízes (Amido r) expresso 
mg de glucose eq. g de massa fresca. MDA em raízes (MDAR) expressos em nmol g"1 de massa fresca. Catalase em folhas (CAT F) e catalase em raízes 
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(CATr) expresso cmpmol. min"1, g "1 de MF . Ascorbato peroxidase em folhas (APXF) e ascorbato de peroxidase em raízes (APXR) expresso em pmol. min" 
1. g "1 de MF.Médias ± erro padrão. Valores seguidos asteriscos indicam que o genótipo não infectado e infectado no mesmo tratamento e período de análise 
diferem significativamente (teste t. p <0.05). as demais médias sem asteriscos não diferem significativamente (teste t. p > 0.05). 
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2.3.4 Ensaio enzimático 

A atividade das CAT e APX manteve-se inalteradas, em resposta a presença do 

oomiceto, em todos os tratamentos e épocas avaliadas (Tabela 1). 

Enquanto, a atividade da PPO e POD apresentaram diferenças significativas em 72 

quando comparados ao TI (incremento de 84%) e, T3 em relação ao T4 (incremento de 

186%), nessa ordem (Figura 8). 
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0.2 
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0,6 
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Figura 8. (A) atividade da peroxidase (POD) em raízes de mandioca. (B) atividade enzimática 
da polifenoloxidase (PPO) em raízes de mandioca. O eixo vertical exibe os valores das enzimas 
obtidas na coleta de material no 34° dias após a inoculação do oomiceto. O eixo horizontal 
refere-se aos genótipos não infectados e infectados. Os asteriscos indicam que as médias entre 
não infectada e infectada diferem significativamente (teste t. p <0.05). ns indica que as médias 
não diferem significativamente (teste t. p > 0.05). 

2.4 Discussão 

Nas raízes de CPATU 530, genótipo caracterizado como suscetível, houve maior 

penetração do Phytopythium sp.acarretando em aumentos crescentes de área 

infeccionada no decorrer do período experimental, maiores índices de lesões foram 

observados quando comparadas com o BRS Poti. Ao termino de 34 dias de avaliações a 

raízes de CPATU 530 apresentaram em média 18,69 % de área lesionada e BRS Poti 

5,93 %. Lima et al. (2018) recentemente avaliaram cultivares suscetíveis do 

Phytopythium sp. ratificando a importância de genótipos resistentes ao patógeno. Silva 

et al (2017) e Lima et al. (2018) relatam que a infecção nas raízes está associada. 
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provavelmente, a lesões ocasionadas pelos tratos culturais e ou pelo encharcamento do 

solo. 

Em resposta ao ataque do patógeno,a planta ativa rotas metabólicas que 

culminam no mecanismo de defesa. No tecido foliar, a presença da infecção acarretou 

em aumentos nas taxas de trocas gasosas independente dos genótipos durante o período 

experimental, particularmente em 7 e 15 DAIT em T2 e T4, respectivamente. Esses 

resultados são surpreendentes, pois sob a presença do oomiceto há incrementos médios 

nas trocas gasosas. Contudo, esses resultados deste trabalho contrastam com a maioria 

da literatura (BERGER et ai. 2007; DALLAGNOL et ai, 2011, RUBIO; 

CARRASCAL; MELGEREJO, 2017).O aumento de A, possivelmente, está relacionado 

ao período de enchimento das raízes que tende a aumentar na demanda do dreno 

preferencial, e também pode ser relacionado a intensificação da glicólise para suprir a 

necessidade de biossíntese de compostos de defesa (TAIZ; ZEIGER, 2017). 

Registra-se que, nas raízes de T4 a redução na quantidade de amido por unidade 

de massa, decorre que provavelmente o oomiceto se utilizou da reserva de amido como 

principal fonte de carboidrato para suportar seu crescimento, tendo como conseqüência 

um aumento na força do dreno, uma vez que há relatos que patógenos radiculares 

podem alterar a mobilidade de açúcar nos tecidos foliares e não foliares (KANWAR; 

JHA, 2018). Plantas lenhosas, de modo geral, ajustam sua carga de frutos) tubérculos à 

disponibilidade de carboidratos e minerais (KOZLOWSKIL; PALLARDY, 1997). 

Sugere-se que aumentos em A deve ter ocorrido principalmente em função dos 

incrementos nos parâmetros de fluorescências (fotoquímica) o que se traduz em maior 

disponibilidade de CO2, pois, maior gs seguiu o mesmo comportamento de A, conforme 

se depreende na Figura 6. Adicionalmente, o aumento concomitante de ETR, qP e 

rendimento quântico, sugerem ganho na capacidade fotoquímica em folhas de mandioca 

infectadas pelo Phytopythium sp. independente do genótipo avaliado (Figura 7). Este 

ganho fotoquímico poderia ser resultado de maior produção de ATP e poder redutor 

para assimilação de CCE. Neste caso, estímulo bioquímico, provavelmente, relatado pela 

maior difusão de CO2 ao sitio de carboxilação da RubisCO, que previsivelmente, 

poderia ser a principal explicação para a maior capacidade fotossintética observada nas 

folhas durante a infecção pelo oomiceto nas raízes. Assim, uma vez que a fotossíntese 

foi estimulada pela inoculação do oomiceto para suportar a elevada demanda por 

fotossimilados na raízes em fase de maior demanda. 
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Aliado a isso, diferenças encontradas em gs em resposta a presença do 

Phytopythium sp., provavelmente estiveram associadas com a diferença na 

disponibilidade de CO2, uma vez que maiores valores de gs não foram acompanhadas de 

menores valores de Ci/Ca (Figura 6). Logo estas alterações provavelmente refletiram a 

habilidade da mandioca em regular positivamente a fotossíntese, independentemente de 

alterações no sistema antioxidante, conforme se depreende nos valores encontrados 

neste trabalho. 

Ademais, apesar das diferenças em A entre os tratamentos, os valores da razão 

Fv\Fm não foram superiores a 0,78, indicando ausência da fotoinibição da fotossíntese 

(VERÍSSIMO et ai, 2010), bem como na Tabela 1, quando nenhuma alteração na 

atividade da CAT e APX, e de peroxidação lipídica (MDA) ocorreu. 

Consequentemente, nenhum indicativo de maior formação de radicais livres para a 

formação de FLO^. Além disso, as concentrações de pigmentos fotossintéticos se 

mantiveram, praticamente, inalterados, independentes dos tratamentos, a exceção do 

incremento em plantas infectadas em carotenoides totais {T2 em relação a TI) e, 

redução de clorofila b (TV em relação a 73); isto posto pode indicar que houve 

capacidade diferente na proteção do aparato fotossintético e da eficiência no uso da 

radiação para a fotossíntese (MATSUDA et ai, 2004; VERÍSSIMO et ai, 2010; 

KANGASJARVI et al, 2012). 

A ação da polifenoloxidase e peroxidase geralmente são elevadas em tecidos 

infectados, além de degradar as EROs são responsáveis pela degradação oxidativa dos 

compostos fenólicos próximos ao local da infecção, provocando como conseqüência o 

aparecimento de substâncias escuras (BARROS et al, 2010). Corroborando com os 

maiores valores de atividade da peroxidase {T2 em relação a 77 - 84%) e da polifenol 

oxidase (TV em relação a 73 - 186%) observada neste trabalho. Muito embora tenha 

sido sugerido que o mecanismo de toxicidade das quinonas geradas pela enzima 

resultam em barreira de propagação do hospedeiro Khodadadi et al. (2016) e Li e 

Steffens (2002). 
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2.5 Conclusão 

O genótipo BRS Poti previamente caracterizado como resistente a podridão 

mole apresentou mecanismo de defesa que minimizaram o efeito da infecção nas raízes 

no decorrer do experimento. 

A presença do Phytopythium sp.nas raízes no período de enchimento acarretou 

alteração na razão fonte-dreno, proporcionando um aumento em A, decorrente 

possivelmente de fatores estomáticos em reposta a estímulos provenientes das raízes 

infectadas. 

A utilização do amido nas raízes pelo patógeno, possivelmente, intensificou 

mobilidade de açúcar nos tecidos da planta para suprir a necessidade de biossíntese de 

compostos de defesa. As atividades das enzimas do metabolismo secundário conferiram 

maior grau de resistência à planta, formando uma barreira para a propagação do 

oomiceto. 
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