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RESUMO

COSTA, Lilian Cagdo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2013.
Caracterizacio patogénica e molecular da interacido entre cultivares de batata

(Solanum tuberosum L.) e bactérias pectinoliticas. Orientador: Luis Claudio Vieira da
Cunha.

A batata (Solanum tuberosum L.) é o quarto alimento mais consumido no mundo. No
Brasil, a produtividade fica abaixo do potencial da cultura principalmente devido ao uso
de batata-semente de baixa qualidade fitossanitdria. Estas sementes servem como meio
de disseminacdo de diversos patdgenos, incluindo o complexo de espécies de
Pectobacterium e Dickeya, agentes causadores da podriddo-mole e canela-preta da
batata. Apesar destas espécies apresentarem uma séria ameaga a produgdo da cultura,
pouco se sabe sobre as respostas das cultivares brasileiras, seja a nivel de tubérculo ou
haste, com relacdo a infeccdo por estas espécies tanto a nivel patogénico quanto
molecular. Portanto, este trabalho teve por objetivo caracterizar a nivel patogénico e
molecular a resposta de diferentes cultivares de batata na interacdo com quatro espécies
pertencentes a este complexo. Para estudo, os isolados bacterianos foram previamente
transformados por eletroporacdo, com o plasmideo pPROBE-AT-GFP, conferindo
resisténcia a ampicilina. Testes de estabilidade do plasmideo foram realizados
posteriormente a transformacdo a fim de avaliar a sua permanéncia nas células
bacterianas. A viruléncia e expressdo de sintomas das espécies Pectobacterium
carotovorum, P. atrosepticum, Dickeya chrysanthemi e P. brasiliensis foram avaliadas
através da inoculacdo em mini-tubérculos e em hastes de plantas jovens de batata das
cultivares Agata, Asterix, Atlantic, Cupido e Emeraude. O estudo do perfil da expressio
relativa de 24 genes marcadores de defesa foi feito por meio de PCR em Tempo Real.
Houve interacdo significativa das diferentes cultivares em relagdo as espécies estudadas
tanto para maceramento de tubérculo quanto comprimento de lesdo em hastes. As
cultivares avaliadas apresentaram resisténcia parcial diferenciada as espécies, variando
de acordo com o 6rgio da planta infectado. Enquanto a cultivar Agata foi menos
resistente a podridao do tubérculo quando comparada as demais, as hastes apresentaram
os menores comprimentos de lesdes. Pectobacterium brasiliensis foi a espécie com
maior viruléncia em relagdo as demais espécies tanto na haste quanto no tubérculo. Em
contrapartida, Dickeya chrysanthemi apresentou-se como a espécie menos virulenta em
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todas as cultivares testadas. De um modo geral, os resultados dos testes de
patogenicidade mostram haver uma complexa rede de interagdes considerando que
diferentes cultivares apresentam respostas diferenciadas dependo da espécie em questao.
Ainda, os resultados mostraram que a resisténcia parcial de uma determinada cultivar
pode ser dependente do 6rgdo vegetal infectado. Considerando as andlises moleculares,
dos vinte e quatro genes marcadores de defesa estudados, apenas cinco, JAZ-1, ERF3,
PR-3, PR-5 e MAPK, permitiram uma melhor elucidacdo da hipétese deste trabalho.
Estes resultados apontam que a resposta de defesa de batata a bactérias pectinoliticas
depende em grande parte da acdo coordenada da sinaliza¢do hormonal baseada nas rotas
do dacido jasmonico (JA) e etileno (ET) e a consequente expressdo de proteinas
relacionadas a patogénese. Portanto, tratar o complexo de espécies bacterianas de forma
individualizada € imprescindivel para o estabelecimento de medidas de controle
eficazes, pois cada patossistema pode apresentar caracteristicas especificas dependendo
da cultivar e 6rgao afetado. Além disso, o entendimento das bases moleculares que
regulam as respostas de defesa de batata, contra estas bactérias no campo, auxiliard os

trabalhos de melhoramento na sele¢do de cultivares mais resistentes.
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ABSTRACT

COSTA, Lilian Cag¢do, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2013. Patogenic
and molecular caracterization of the interaction between potato cultivars (Solanum
tuberosum L.) and soft-rot causing bacteria. Adviser: Luis Cldudio Vieira da Cunha.

Cultivated potatoes (Solanum tuberosum L.) is forth most important food crop in the
world. In Brazil, mainly due to the use of low quality potato seeds the yield of potato
crops is considered low as far as its genetic potential is concerned. These low quality
seeds can transmit several plant pathogens, including members of the soft-rot and black-
leg causing species complex of the genera Pectobacterium and Dickeya. Even though
these bacterial species represent a serious threat to potato production, little is known
about the response of Brazilian potato cultivars, upon infection of both tuber and stems,
by these species, at the pathogenic and molecular level. Therefore, this work aimed at
characterizing at the pathogenic and molecular level the response of different potato
cultivars in the interaction with four soft-rot causing species. In order to do this, all
bacterial isolates were first transformed by electroporation, using the ampicilin resistant
plasmid pPROBE-AT-GFP. Following transformation, analyses of plasmid stability in
the bacterial cells was carried out to ensure consistency in the growth curve analysis.
Bacterial virulence and symptom expression induced by Pectobacterium carotovorum,
P. atrosepticum, P. brasiliensis and Dickeya chrysanthemi were evaluated by
inoculating mini-tubers and stems of young plants of the potato cultivars Asterix,
Atlantic, Cupido e Emeraude. At the molecular level, the relative expression profile of
24 defense-related genes was analyzed by Real Time PCR. There was a significant
interaction of the different potato cultivars in relation to the studied species not only for
tuber decaying but also lesion length in potato stems. The evaluated cultivars showed
distinct susceptibility depending on the bacterial species as well as the infected plant
organs. While Agata was the most susceptible to tuber decaying when compared with
the remaining cultivars, its stems showed the smallest lesion lengths. P. brasiliensis was
the most virulent in all cultivars when compared with all other bacterial species in both
tubers and stems. In opposite, D. chrysanthemi was the least virulent bacterial species in
all tested cultivars. In general, the pathogenicity data pointed out a complex set of
interactions since different cultivars showed distinct responses depending on the

bacterial species. In addition, the results demonstrated that the susceptibility of any
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cultivar may vary depending on the plant organ infected. Regarding the molecular
studies, 5 out of 25 defense-related genes JAZ-1, ERF3, PR-3, PR-5 and MAPK were
overexpressed in the interaction, allowing a better understanding about the molecular
mechanisms regulation the interaction between potato-pectinolitic bacterias. These
results suggest that the potato defense responses against these bacterial pathogens
depend for the most part in the coordinated hormone signaling responses regulated by
jasmonic acido (JA) and ethylene (ET) and, consequently, in the expression of
pathogenesis-related proteins. Therefore, it seems reasonable to consider each species
belonging to this bacterial complex individually for the development of effective control
strategies, since each pathosystem may show different characteristics depending on the
cultivar and plant organ affected. Hence, a better understanding about the molecular
basis that regulates potato defense responses in the field, against these bacteria, may

assist the potato breeding programs in the development of more tolerant cultivars.



1. Introducao

A batata (Solanum tuberosum L.), pertence a familia Solanaceae. Originou-se
na América do Sul, mais precisamente no Peru e Bolivia. Cultivada em
aproximadamente 120 paises e com uma producdo anual de mais de 300 milhdes de
toneladas, € o quarto alimento mais consumido no mundo, excedida apenas pelo arroz,
trigo e milho (Pereira & Daniels, 2003).

Considerada uma cultura sensivel ao clima, exigindo-se de dias quentes e noites

frias. Portanto, foi introduzida na Regido Sul do Brasil pelos colonizadores europeus no
final do século XIX, pois as condi¢gdes climdticas eram mais favoraveis a produgao
(Pereira & Daniels, 2003).
No Brasil, grande produtor de batata, esta hortalica representa a mais importante cultura
olericola, com uma producdo de aproximadamente 3,5 milhdes de toneladas por ano em
quase 140 mil hectares plantados (IBGE 2010). Embora o consumo de 14
Kg/habitante/ano seja baixo quando comparado a outros paises da Europa, em que o
consumo chega a 100 Kg/habitante ao ano, existe uma grande expectativa de
crescimento do mercado e investimento do capital internacional no setor. A producdo
brasileira estd concentrada em quatro estados da federacdo: Minas Gerais, Parand, Sao
Paulo e Rio Grande do Sul. Minas Gerais ocupa uma posi¢cao destacada no cenério
nacional como o maior produtor de batata do Brasil. Em 2010 a colheita estimada foi na
ordem de 1,1 milhdo de toneladas, o equivalente a 32% da safra nacional do tubérculo,
em uma drea de aproximadamente 39 mil hectares (IBGE, 2010).

As doencgas de ordem bidtica sdo consideradas um dos principais fatores que
contribuem para o baixo rendimento da cultura, favorecidas em grande parte, pelo uso
de batata semente de baixa qualidade fitossanitdria. Dentre estas doengas, a podridao-
mole e canela-preta, causada pelo complexo de espécies de bactérias pectinoliticas
pertencentes aos géneros Pectobacterium e Dickeya, t€m um papel relevante causando
perdas elevadas pré e pos-colheita (Carvalho, 2009). Tais bactérias t€m como principal
caracteristica, a producdo de enzimas pectinoliticas em grande escala, que levam a
rapida deterioracdo dos tecidos do tubérculo (podriddao-mole) ou da haste da planta
(canela-preta/talo-oco), dificultado muito a determinagdo da espécie bacteriana em
questdo com base apenas na sintomatologia (Tumelero, 2003). Estes sintomas variam de

acordo com ambiente em que o patossistema se encontra, com a



resisténcia/suscetibilidade da cultivar plantada e com a parte da planta afetada pela
doenca (Bain et al., 1990).

Até pouco tempo, a podriddo-mole e a canela-preta eram atribuidas ao ataque de
bactérias chamadas “erwinias apodrecedoras” (Takatsu, 1983). Isso porque, embora
pudessem ser também associadas a outros géneros de bactérias, como Pseudomonas,
Bacillus e Clostridium, na grande maioria das vezes essas doencas eram causadas pelas
até entdo conhecidas espécies e subespécies de Erwinia: E. carotovora subsp.
carotovora (ECC), E. carotovora subsp. atroseptica (ECA) e E. crysanthemi (ECHR).
Entretanto, as espécies do género Erwinia, capazes de produzir enzimas pectoliticas,
responsaveis pelo apodrecimento ou “podriddo mole” dos tecidos, foram reclassificadas
como espécies de Pectobacterium e Dickeya (Tabela 1). Esta distingdo taxondmica tem
como finalidade bésica tratar de forma diferente os diferentes patossistemas, analisando

suas diversas formas de controle.

Tabela 1. Mudanca de nome das principais espécies causadoras de canela-preta, podridao-mole
e podriddo de rama em batata. (Adaptada de Saddler, 2009).

Hospedeiras . A .
op Nome antigo Novo nome Referéncia
(Sintomas)
Batata e outras hortalicas .. .
. (‘: Erwinia carotovora Pectobacterium (van Hall) Gardan et
(canela preta e podridao . .
subsp. atroseptica atrosepticum al., 2003
mole)
B mui r .. . n Ber
aata e muitas outras Erwinia carotovora Pectobacterium (Jones) (Bergey et

hospedeiras (canela preta al.) Hauben et al.,

¢ podridio mole) subsp. carotovora carotovorum 1998
Dickeya spp.
Batata, cravo, tomate, D. chrysanthemi*
milho, repolho, D. dadantii*
crisintemo muitas outras Erwinia chrysanthemi D. dianthicola* (Burkholder et al.)
(canela preta, podridao D. dieffenbachiae Samson et al., 2005
mole, podridao D. paradisiaca
vascular). D. zeae*
D. solani*

Situacio no Brasil (apés Carvalho, 2009)

Batata Erwinia chrysanthemi Dickeya sp.
E. carotovora subsp. P. atrosepticum
Batata . P P
atroseptica
E. carotovora subsp. P. carotvora
Batata P
carotovora
E. carotovora subsp.
Batata P. betavasculorum

betavasculorum

* Espécies de Dickeya que causam doengas em batata.




Nos ultimos cinco anos, as perdas de batata ocasionadas por espécies de Dickeya
aumentaram significativamente em muitos paises Europeus e em Israel. Em Israel,
reducdes de 20 a 25% foram reportadas em vdrias variedades (Tsror et al., 2009).
Levantamentos na Holanda e Franga detectaram niveis de incidéncia de 15% e 20% das
plantas com canela-preta, respectivamente. No Brasil, perdas no armazenamento podem
chegar a 100%; ja no campo estas perdas giram em torno de 10-40% em funcdo da
reducdo do estande e podriddo das progénies dos tubérculos (Pereira, 2003). Para
contornar estas perdas, os métodos mais recomendados para o manejo da doenga sio de
cardter preventivo e de utilizacdo conjunta, tais como, a rotagcdo de cultura, o plantio de
tubérculos-sementes livres do patégeno, a reducdo de injdrias no tubérculo,
principalmente durante a colheita e condi¢des adequadas de armazenamento. Porém,
estas técnicas, mesmo que utilizadas de forma reunidas, ndo tém se mostrado
suficientes, uma vez que a bactéria é capaz de penetrar pelas aberturas naturais dos
tubérculos.

A utilizacdo de cultivares resistentes, ou tolerantes, a diferentes patégenos tem
sido a pratica de manejo mais eficaz na cultura da batata, uma vez que os custos
associados a sua utilizacdo sdo mais baixos e inexistem defensivos quimicos eficientes,
visando garantir a sustentabilidade do sistema de produgdo (Toth et al., 2011). Um
grande nimero de cultivares de batata encontra-se disponivel no mercado brasileiro,
entretanto, pouco se sabe sobre a resposta destas cultivares a infec¢do por estas
diferentes espécies.

A resisténcia parcial a podriddo causada por pectobactérias varia com a
concentracdo de indculo, temperatura, cultivar a ser plantada e idade fisioldgica da
planta. Além disso, a aplicacdo de calcio em solos cujos niveis deste elemento
encontram-se reduzidos, € a consequente elevacdo deste no tubérculo, faz aumentar a
resisténcia a podridao pela formacdo do complexo cdlcio-pectina, tornando-os mais
resistentes a acdo das enzimas pectoliticas (Benelli et al., 2003).

Embora ocorra diferencas quanto a resisténcia entre as cultivares de batata as
pectobactérias, existem poucas, comumente cultivadas na América do Norte e na
Europa, que sdo consideradas altamente resistentes (Pérombelon et al., 1988; Toth et al.,
2011), e no Brasil, ndo ha registro de variedades resistentes. Soma-se a isso, a falta de
conhecimento no que se diz respeito a resposta das variedades brasileiras a infec¢ao por

esse complexo de espécies (Benelli et al., 2003).



Respostas de Defesa da Batata

As plantas estdo sujeitas a infeccdo por um grande nimero de patégenos e, como
resultado, apresentam um mecanismo complexo de reconhecimento e ativacdo de
defesas para se protegerem. A resisténcia de plantas a patégenos pode ser definida como
a capacidade que estas possuem em reduzir ou mesmo evitar a coloniza¢do por um
determinado agente patogénico. Basicamente, estes mecanismos se baseiam na presenca
de barreiras fisicas e quimicas pré e pés-formadas (induzidas) para conter o avango do
patdgeno (AGRIOS, 2005). Ao contrario das barreiras pré-formadas naturais, também
conhecidas como constitutivas (ou basais), estas possuem mecanismos inativos
(latentes) que sdo ativados somente apds o contato entre os dois organismos. Este
ultimo é conhecido como resisténcia induzida (Colson & Deveral, 1996).

A interacdo entre a planta e o microrganismo é dependente do reconhecimento
molecular especifico entre os dois organismos (Dangl & Jones, 2001). Os patogenos
desenvolveram mecanismos para detectar a presenca do hospedeiro através da
percepcio de fatores derivados do hospedeiro. Este reconhecimento desencadeia uma
mudanca no metabolismo do patégeno no sentido de se tornar patogénico. No caso de
patdgenos bacterianos, a patogé€nese envolve a sintese e inje¢do, dentro da célula do
hospedeiro, de fatores de viruléncia os quais alteram o metabolismo do hospedeiro no
sentido de fornecer condi¢des mais apropriadas ao crescimento do patégeno. Como as
plantas ndo s@o passivas, estas desenvolveram mecanismos sofisticados para reconhecer
a presenga de moléculas associadas ao patdgeno (PAMPs) e fatores de viruléncia
levando ao refor¢o de defesas pré-existentes (gerais ou basais) e ativagdo de outros
mecanismos de defesa induzidos. Embora os PAMPs ativem mecanismos de defesa
basais no hospedeiro, ndo especificos, as proteinas efetoras podem ativar resisténcia
raca-especifica mediada por genes-R (Dangl & Jones, 2001).

No caso da resisténcia mediada por genes R, esta estd associada a morte
programada das células em contato com o patégeno, conhecida como reacdo de
hipersensibilidade ou HR, o qual possui semelhancas com a morte programada de
células caracteristicas em animais (Takken & Joosten, 2000). Cultivares com alto nivel
de suscetibilidade podem apresentar respostas de defesa semelhantes as mediadas por

genes-R através da inducdo de resisténcia (Gilchrist, 1998). A diferenca entre
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suscetibilidade e resisténcia estd associada a velocidade e intensidade de ativagao destes
componentes mais do que a expressdo de mecanismos diferenciados, ou seja, a
diferenca entre interagdes incompativeis (ndo ocorréncia de doenca) e interacdes
compativeis (ocorréncia de doenga) € quantitativa (Yi et al., 2003).

Além da formacao de barreiras estruturais e da produgao de compostos fendlicos
téxicos, que resultam no atraso da infeccdo, a resposta local aos patégenos envolve a
explosdo oxidativa (geracdo de espécies ativas de oxigé€nio-EAOs; H,O,, O,- e OH-),
morte celular programada das células do hospedeiro, frequentemente referida como
reacdo de hipersensibilidade (HR), expressdo elevada de genes codificadores das
proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas). As PR-proteinas sdo acumuladas no
local especifico apds a inducgdo, atuando direta ou indiretamente contra o fitopatégeno.

A nivel bioquimico, um arranjo de eventos € observado em células vegetais
poucos minutos apds a interacdo planta-patogeno, resultando na sintese de novos
compostos e no aumento da atividade de enzimas importantes para a defesa da planta
tais como, peroxidases (POX), glutationa-S-transferase (GST), B1-3 glucanases,
quitinases, polifenoloxidases (PPO), proteinas da parede celular, inibidores de
proteinases (PPI), varias enzimas hidroliticas e produtos especificos de genes de
resisténcia de efeito maior (R-genes). A ativacdo destes genes € importante para o
mecanismo de defesa no local onde a infeccdo ocorre (Moraes, 1998). Virios fatores de
estresse como a infec¢do por bactérias, virus, fungos patogénicos e a alimentacdo de
insetos causam a indugdo na atividade de B -1,3 glucanases e de quitinase, sugerindo
que essas enzimas apresentem fungdo defensiva nas plantas, inclusive para o ataque de
fitobactérias (Lee & Hwang, 1996; Young et al., 1995; Hong & Hwang, 2006).

Polifenoloxidases e peroxidases sdo enzimas que frequentemente aumentam sua
atividade em respostas ao estresse, € um de seus principais papéis parece ser o de
promover a prote¢ao das células via a oxidagdo de compostos fendlicos (Siegel, 1993).
As peroxidases pertencem a familia PR-9 as quais podem catalisar ligacdes cruzadas
entre grupos fendlicos (e.g. tirosina, fenilalanina e &4cido ferdlico) em proteinas da
parede celular, pectinas e outros polimeros. Tal acoplamento é importante para a
formacgado de ligacOes cruzadas de lignina na parede (Cosgrove, 2004). As peroxidases
sdo também capazes de catalisar a oxidacdo de componentes celulares, tais como o
peréxido de hidrogénio (H,O,) ou perdxidos organicos, constituindo-se em uma

protecdo oxidativa para as células (Kvaratskhelia et al., 1997). Young et al. (1995)



citam que em arroz (Oryza sativa L.) a acumulagdo de peroxidase no fluido apoplastico
dos vasos do xilema € correlacionada com a resisténcia a Xanthomonas oryzae pv.
oryzae. Polifenoloxidases sdo enzimas que frequentemente aumentam suas atividades
em resposta ao estresse, como injuria, toxicidade de nitrogénio e ataque de patégenos,
com finalidade de proteger a célula (Siegel, 1993). Em geral, a polifenoloxidase é
elevada em tecidos infectados e apresenta grande importancia para as plantas, pois estd
envolvida nos mecanismos de defesa e na senescéncia (Agrios, 2005).

As B-1,3-glucanases sido capazes de desencadear os mecanismos de defesa da
planta e agir diretamente sobre o patégeno. A enzima B-1,3-glucanase atua diretamente
nas células fungicas, liberando fragmentos de oligossacarideos da parede celular e,
podendo elicitar respostas secunddrias de defesa das plantas (Van Loon, 1997). A sua
expressdo € induzida por elicitores como etileno, 4cido salicilico, dcido jasmonico e
também ataque de patégenos. A atividade coordenada da B-1,3-glucanase e quitinase
foram induzidas em folhas de pimentdo infectadas com Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria e ainda mais elevada com um isolado avirulento (Lee & Hwang, 1996).

As quitinases ocorrem normalmente nas plantas e sdo induzidas como resultado
de infec¢des por patdgenos bem como por agentes abioticos (Lee & Hwang, 1996). As
quitinases hidrolisam a quitina. A quitina € definida como um polimero de N-acetil-D-
glucosamina com ligacdes B-1,4, encontrada embebida numa matriz de fibras de
glucana com proteinas e carboidratos. Vdrios trabalhos indicam que as formas
extracelulares das quitinases possuem uma fun¢do imediata na defesa das plantas, com
acdo direta sobre as hifas fingicas. Esta acdo provoca a liberagdo de elicitores
oligossacaridicos a partir das paredes fungicas que podem ativar novas respostas de
defesa por parte da planta (Hammond-Kozack & Jones, 2000).

O primeiro passo do processo de infeccdo por um patdégeno € a invasdo das
bactérias nos tecidos deste hospedeiro, seguido do aumento populacional das mesmas
(Ngadze et al., 2012). A partir do reconhecimento do patégeno, as plantas reagem a
invasdo bacteriana, ativando respostas de defesa associadas a producdo de enzimas em
uma tentativa de conter o patdgeno. Porém, ao atingirem certa densidade populacional
(conhecida como quorum sensing), Pectobacterium e Dickeya ativam a producdo de
fatores de viruléncia que se correlacionam com a degradacdo da parede celular das
plantas de batata, pela acdo de isoformas da enzima pectato-liase, que por sua vez,

induzem respostas de defesa no hospedeiro. A viruléncia destas bactérias esta



diretamente relacionada a resisténcia diferenciada de cada cultivar e na agressividade
apresentada por estes patogenos.

A resisténcia a doencas nesta interacdo ¢ marcada por mudangas no metabolismo
celular do hospedeiro, principalmente na atividade enzimadtica da fenilalanina amonia
liase (PAL), responsavel pela sintese de varios compostos secunddrios relacionados a
defesa, tais como lignina e fendis; peroxidase; polifenol oxidase, o qual é aumentado
mediante ferimento ou infec¢do da planta; lipoxigenase; superoxido desmutase e -1,3-
glucanase (Ngadze, 2012).

Sendo assim, sabe-se que a cadeia produtiva da batata carece de informagdes
com relacdo a infecg¢do pelas diferentes espécies de Pectobacterium e Dickeya, tanto no
ambito de patogenicidade (sintomatologia/tolerancia) quanto na expressdo de resposta
de defesa. Portanto, um das hipéteses deste trabalho foi a de que cultivares brasileiras
apresentariam respostas diferenciadas a infec¢do por uma determinada espécie
bacteriana. A outra hipdtese se relacionou ao fato de que diferentes espécies bacterianas
apresentariam viruléncia diferenciada de acordo com a cultivar utilizada. Desse modo, é
razoavel assumir uma possivel interacdo cultivar-espécie, o que tem uma importincia
significativa do ponto de vista do manejo, onde diferentes areas agricolas podem estar
infestadas com diferentes espécies (El Tassa & Duarte, 2004). Logo, um estudo
detalhado da interac@o bactérias pectinoliticas - batata se faz imprescindivel.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar a nivel patogénico e molecular a
resposta de diferentes cultivares de batata a infec¢do pelas diferentes espécies do
complexo. Em outras palavras, buscou-se compreender as respostas de defesa de
algumas cultivares brasileiras em relacdo a infeccdo por estas diferentes espécies,
através da anélise da capacidade de maceramento de tubérculos e hastes de batata, curva
de crescimento populacional, assim como também através da andlise do perfil de
expressdo de genes marcadores de defesa por PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR). Para realizacdo desse estudo, quatro espécies de bactérias pectinoliticas (P.
carotovorum, P. brasiliensis, P. atrosepticum e Dickeya sp.), e cinco cultivares de

batata (Agata, Asterix, Atlantic, Emeraude e Cupido) foram selecionadas.



2. Materiais e Métodos

2.1. Isolados bacterianos e variedades de batata

Os isolados das espécies estudadas, Pectobacterium carotovorum (Pc863), P.
atrosepticum (Pa424) e Dicheya chrysanthemi (Dc231) foram obtidos da Colegdo de
culturas do Instituto Biolégico de Sao Paulo (IB, http://www.biologico.sp.gov.br
/bacterias.php); e P. brasiliensis (Pbr1697), gentilmente cedido pelo Dr. Valmir Duarte,
do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia, na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Apds o recebimento estes foram repicados em meio
solido 523 (Kado & Heskett, 1970), contendo 10 g de sacarose, 4 g de extrato de
levedura, 8 g de caseina 4cida hidrolisada, 2 g de K,;HPO4, 0,3 g de MgSO47H,Oe 17 g
de 4gar por litro de solugdo, e incubados a 28° C por 24 horas. Apds a repicagem, as
bactérias foram avaliadas quanto a viruléncia, utilizando-se iscas bioldgicas de frutos de
pimentdo verde (Capsicum annuum L.) (Romeiro, 2001). Para isto, os frutos foram
previamente desinfestados em etanol 50% por 1 minuto, seguido da imersdo em
hipoclorito de sédio (NaOCl) 3% por 3 minutos e triplice lavagem em agua destilada.
Pedacos de pimentdo de aproximadamente 4,0 x 2,5 cm foram inoculados com o auxilio
de um palito de dente, com uma massa de células correspondente a cada isolado, sem
perfurar por completo o fruto. Os materiais inoculados foram depositados em gerbox (2
pedacos/isolado), sobre papel toalha imido e incubados a 28°C por no maximo 24
horas, a fim de manter as condicdes ideais para o crescimento das bactérias. A partir do
tecido macerado, novas coldnias foram reisoladas pelo método de estrias compostas em
placas de Petri, contendo meio 523 sélido e incubadas a 28°C por 24 horas como
previamente descrito (El Tassa e Duarte, 2004). As etapas acima foram repetidas 3
vezes para a reativacdo da viruléncia dos isolados. Apds o isolamento final e a
reativagdo, as culturas foram preservadas pelo método de Castellani (Castellani, 1963)
em 4gua destilada autoclavada a temperatura ambiente e a -80°C em glicerol 30%.

Para a confirmacdo da identidade dos isolados a nivel de gé€nero e espécie, o
DNA foi extraido a partir de cultura pura com 24-48 horas de crescimento utilizando-se
o kit de extragdo Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A amplificacio do DNA ribossomal (rDNA) 16S e 23S e
de sua regido intergénica espagadora (16S-23S) se deu através da Reagcdo em Cadeia da

Polimerase (PCR), utilizando-se um termociclador PTC-100™ Peltier Thermal Cycler



(MJ Research), com as seguintes condi¢des de reacdo: 12,5 ul de Dream Taq PCR
Master Mix (2X; Thermo Scientific), 60 ng DNA e 0,2 uM (concentracdo final) de cada
oligonucleotideo iniciador, em um volume final de reacdo de 25 ul. As condi¢des para a
amplificacdo foram: desnaturacdo a 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de
amplificacdo, sendo 45 segundos para anelamento. As temperaturas de anelamento (Tm)
e tempo de extensdo (30 segundos para cada 500 pb) variaram de acordo as
caracteristicas de cada par de oligonucleotideos (Tabela 2). As amplificacdes
finalizaram com extensao final a 72°C por 10 minutos. Os oligonucleotideos iniciadores
utilizados estdo listados na Tabela 2. Os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5 % com tampao TAE 1X (4,84 g de Tris-base; 1,14 ml
de 4cido acético glacial; 100 ml de EDTA 0,5M por litro de solucdo), corados com

brometo de etidio (0,5 ug/L) e visualizados em um transluminador UV.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR para identificacdo dos isolados
bacterianos.

Nome Sequéncia do Primer (5' - 3') Tm (°C) Pb Especificidade Referéncia
1491F GAAGTCGTAACAAGGTA Diferencia Pectobacterium .
LIR CARGGCATCCACCGT >5 >10e 550 sp.de Dickeya sp. Fessehaie et al., 2002.

Juntamente com L1R,
diferencia P. brasiliensis e
BR1F GCGTGCCGGGTTTATGACCT 55 322 algumas estirpes de P. Duarte et al, 2004.
carotovorum das demais
pectobactérias

Ech1/1’F  TGGCGCGTCAGGAAGTTTAT

Echl/'R  TCACCGGTCAGGGTGAAGTT 55 600 Especifico para Dickeya Diallo, et al.,2009.

ECA1F CGGCATCATAAAAACACG 64 690 Especifico para P. De Boer & Ward, 1995;

ECA1R GCACACTTCATCCAGCGA atosepticum Frechon et al., 1998.
GATCAGAAAGCCCGCAGCCAG

ADE1F AT Amplifica de forma

AoE2 R CTGTGGCCGATCAGGATGGTT 64 420 espeuf[l)ciikc;s gesnes pel de Nassar et al., 1996).
TTGTCGTGC yaspe.

HrpN F GAGTTGAACAACATCAGTACG 64 344 . . Dellagi et al., 2000.
C Especifico para P. brasiliensis

HrpN R ATCGCTGCATCAATACCCAGC

Os experimentos foram conduzidos com cinco cultivares de batata, comuns nas
dreas produtoras do Brasil (Agata, Asterix, Atlantic, Emeraude e Cupido), as quais
apresentam caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas tanto para o consumo in natura
quanto para o processamento e industrializagdo, como por exemplo, ciclo vegetativo e
teor de matéria seca (Tabela 3). Nenhuma destas cultivares selecionadas apresentam

resisténcia a podridao mole.



Tabela 3. Origem, ciclo da planta e principais caracteristicas dos tubérculos das variedades de
batata a estudadas.

Pais de Cicloda Matéria Aptidao
Cultivar Origem Planta Se@ culinaria
Agata Holanda Precoce Baixo Cozimento
Asterix Holanda Medio Medio Multiuso
Atlantic EUA Medio Alto Fritura
Cupido Holanda Precoce Médio Cozimento
Emeraude Franca Precoce Baixo Multiuso

I Tubérculos
Cor
Producdo

Cultivar Graidos Formato Tipo Pele Polpa Olho
Agata Alta Ovalado Liza Amarela Amare la palida Raso
Asterix Alta Oval alongado  Meioaszp. vermelha Amarelaclara Raso
Atlantic Alta Redondo Aspera Amarela Branca MWeio prof.
Cupido Alta Alongado Liza Amarela Amarelaclara Raso
Emeraude Alta COval along. Liza Amarela Amarelaclara Raso

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bacteriologia
Vegetal e em casas-de-vegetacdo, situados no Departamento de Fitopatologia (DFP) na
Universidade Federal de Vigcosa (UFV). Para os testes de patogenicidade e perfil da
expressdo génica (RT-qPCR; discutido abaixo) em hastes, batata semente pré-bdsica
(mini-tubérculos; Multiplanta) livres de qualquer patégeno, foram semeados em vasos
de 2 L contendo substrato comercial (ProPlant), adubados na base de 1,5 g do adubo 4-
14-8 /Kg de substrato no momento do semeio e mantidos sob condi¢gdes controladas de

temperatura e umidade em casa de vegetacao.

2.2. Transformacio, estabilidade e selecao dos isolados transformados.

Para a quantificacido da populacdo bacteriana nos tecidos vegetais inoculados, os
isolados das quatro espécies estudadas foram previamente transformados com o
plasmideo pPROB-AT-GFP (Czajkowski et al., 2010), que marca as bactérias
eletrotransformadas de forma fluorescente, mas cujo interesse neste trabalho estd na sua
capacidade de conferir resisténcia ao antibiético ampicilina (Amp’). Uma
minipreparacdo plasmidial antecedeu a transformagdo para obter-se uma maior
concentracdo do plasmideo. Para isto, as células foram crescidas em 4 ml de meio
Luria-Bertani (LB) liquido (10 g de triptona; 5 g de extrato de levedura; 10 g de NaCl;
17 g de 4gar) contendo antibidtico, 100 pg/ml (concentracdo final), por agitagdo, por 24

horas. Foi realizada uma centrifugacdo deste meio por 3 minutos a 14500 g e descartado
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o sobrenadante. Procedeu-se a lavagem do pellet com uma Solugdo de Lise I (glucose
50 mM, Tris-Cl 25 mM pH 8 e EDTA 10 mM pH 8). Foi feita uma nova centrifugacao
e o sobrenadante foi descartado. Seguiu-se novamente adicionando a Solugdo de Lise I,
além das Solugdes de Lise II (0,2 N NaOH e 1% (W/V) SDS) e Lise III (60 ml de
acetato de potdssio SM; 11,5 ml de 4cido acético glacial, e dgua, 28,5 ml). Realizou-se
uma centrifugacdo por 5 minutos a 14500 x g e 500 ul do sobrenadante transferido para
um novo tubo Eppendorf. O plasmideo foi decantado por centrifugacdo adicionando-se
500 pl de isopropanol gelado (4°C) ao sobrenadante. Apds 3 lavagens sucessivas do
pellet com etanol 70%, este foi secado ao ar por 15 min, ressuspendido em dgua ou TE
e posteriormente tratado com RNase.

Visando a transformacdo destas células bacterianas, foi feita uma preparacdo
para torna-las eletrocompetentes. Os isolados foram crescidos em 50 ml de meio LB até
atingirem ODgp 0,6. Em seguida, as células bacterianas foram resfriadas em gelo por
15-30 minutos e centrifugadas a 4°C por 10 minutos, a 1950 x g. Substituiu-se o
sobrenadante por 30 ml de d4gua Mili-Q gelada (4°C), dissolveu-se gentilmente o pellet
e realizou-se novamente uma centrifugacdo nas mesmas condi¢des anteriores Este
processo foi repetido, posteriormente o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 2 ml de glicerol a 10% (concentracdo final). Uma nova centrifugacao
foi realizada e em seguida, o pellet foi novamente ressuspendido, porém, em 550 ul de
glicerol 10%. Este volume foi redistribuido em tubos Eppendorfs e armazenado
imediatamente a -80°C até seu processamento.

Células eletrocompetentes de cada isolado bacteriano foram transformadas por
eletroporacio com o plasmideo pPROB-AT-GFP, como descrito anteriormente
(Czajkowski et al., 2010; Calvin & Hanawalt, 1988), utilizando o aparelho Bio-Rad nas
condig¢des de 2,5 KV, 25 mF e 200V em cubetas de 0,2 cm. Os isolados transformados
foram mantidos em meio LB liquido, sem antibidtico, por 4 horas, sob agitacdo
constante e em seguida, foram transferidos para placas de Petri com meio LB sélido
contendo 100 pg/ml de ampicilina e incubados a 28°C. Colonias individuais de cada
isolado foram selecionadas e utilizadas para a inoculagdo das hastes de batata para
confirmacdo da patogenicidade e preservadas a -80°C em glicerol 30%. Anteriormente a
instalacdo dos experimentos, testes de estabilidade do plasmideo nas células bacterianas
foram realizados por um periodo correspondente aos intervalos de coleta e avaliacao dos

experimentos. Brevemente, tecidos de pimentao macerados foram homogeneizados em
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tubos de microcentrifuga contendo solucdo tampao MgCl, a 10 mM, com auxilio de um
pistilo de plastico, seguido de dilui¢des seriadas e depdsito destas em placas de Petri
pelo método de microgotas (10 ul), tanto na presengca quanto na auséncia de ampicilina

para estimativa da perda do plasmideo.

2.3. Testes de patogenicidade
2.3.1. Maceramento de tubérculos

A viruléncia das quatro espécies bacterianas foi avaliada através da inoculagcao
dos mini-tubérculos semente, das cultivares estudadas: Agata, Asterix, Atlantic,
Emeraude e Cupido.

Primeiramente, procedeu-se a desinfestacdo dos mesmos em etanol 50% durante
1 minuto, seguida da imersdao em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) 2% por 3
minutos e, por ultimo a 3 lavagens sucessivas em dgua destilada/esterilizada. Para
inoculagio, uma suspensio bacteriana calibrada a 10’ unidades formadoras de
colonia/ml (UFC/ml; ODgy= 0,1) em tampao MgCl, 10 mM_ foi preparada a partir de
células crescidas em meio sélido 523 (Kado e Heskett, 1970) por 24 horas a 28°C.
Desta suspensdo, 10 ul foram adicionados a um orificio de aproximadamente 0,3 x 0,3
cm, no centro de mini-tubérculos partido ao meio. Os mini-tubérculos foram
acondicionados em gerbox, sobre papel de filtro umedecido com agua destilada,
caracterizando uma unidade experimental. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial de 5x4 (cinco cultivares e
quatro espécies bacterianas), com 3 repeticdes, cada uma contendo 4 pedagos (metades)
de mini-tubérculos. Como controle negativo, o mesmo tratamento foi dado aos mini-
tubérculos, porém, adicionando-se apenas tampao de inocula¢do. O ensaio foi mantido
em B.O.D. a temperatura constante de 28°C, e o indice de maceramento (podridao)
avaliado as 24, 48, 60 e 92 horas apds a inoculacdo (hai). Para tal, os tubérculos foram
pesados antes da inoculacdo e o maceramento foi estimado pela perda de massa apds a
remogado do tecido macerado utilizando hastes flexiveis de pontas revestidas de algodao
para limpeza da 4rea afetada. Os resultados obtidos foram integralizados como &rea
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD); a andlise de variancia foi feita no
programa estatistico SAS (Benelli et al., 2003), e as médias comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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2.3.2. Maceramento de haste

A inoculagdo das hastes das diferentes cultivares de batata foi realizada pelo
método do palito, utilizando-se colOnias bacterianas na fase exponencial de crescimento,
em trés pontos por haste, sendo o primeiro ponto a 5 cm acima do nivel do solo e os
demais distantes entre si cerca de 3 cm (Duarte et al., 2004). Foram inoculadas 3 hastes,
com o mesmo isolado, em cada vaso e cada tratamento dispOs-se de 3 repeti¢des. Foram
realizadas avaliagGes de severidade através da determinacdo do comprimento da lesdo
ao longo do tempo, juntamente com a coleta de material para a quantificacdo
populacional (curva de crescimento bacteriano) nos periodos de 0, 12, 24, 36 e 48 horas
apos a inoculagdo. Os resultados obtidos foram integralizados como area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD); a andlise de variancia foi feita usando o
programa estatistico SAS (Benelli et al., 2003), e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A quantificacdo populacional foi realizada pelo método de diluicdo em placas
(Romeiro, 2001). Para cada repeti¢cdo, 3 discos de hastes de aproximadamente 0,5 cm de
comprimento (~0,1g) foram cortados nos pontos de inocula¢io, sendo cada um deles
provenientes de diferentes hastes de vasos distintos. Primeiramente estes discos foram
pesados para estimativa da densidade populacional e posteriormente acondicionados em
tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, imersos em 200 ul tampao de inoculagio 10 mM
MgCl2. Este tecido foi triturado com o auxilio de um pistilo de pléstico, rapidamente
centrifugado a baixa velocidade e o sobrenadante (suspensio bacteriana) submetido a 8
dilui¢des seriadas de 1:4 (5X), transferindo-se 40 pl do mesmo para 160 ul de tampao
de inoculacdo. Cada dilui¢do foi posta em placas por microgotas, 20 ul, em meio LB
acrescido de ampicilina e ciclohexamida a 100ug/ml para posterior estimativa das
UFCs. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial de 5x4 (cinco cultivares e quatro espécies bacterianas), com 3
repeti¢des. Como controle negativo, o0 mesmo tratamento foi dado as haste, porém,

utilizando-se palitos de dente esterilizados, livres de massa bacteriana.

2.4. Perfil de expressao génica

O estudo do perfil de expressao de 24 genes marcadores de defesa foi conduzido
através da analise de RT-qPCR (Reverse Transcriptase-PCR quantitativo em Tempo

Real), com os respectivos oligonucleotideos gene-especificos selecionados a partir da
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literatura (Tabela 4) cujo papel na interagdo batata-bactérias é desconhecido. Para isto,
as cultivares Agata e Asterix foram selecionadas ao acaso e as hastes inoculadas com P.
brasiliensis, espécie de grande importancia e ampla distribui¢do no Brasil. A inoculagdo
dos isolados foi feita conforme descrito (2.3.2), porém, respeitando-se os horérios de
coleta dos discos, programados para 0, 6, 12 e 20 horas apds a inoculagdo das mesmas.
As hastes coletadas destinadas a andlise da curva de crescimento bacteriano foram
imediatamente processadas, ao passo que as que se destinaram ao estudo do perfil da
expressao génica foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a

-80°C até o processamento para extracdo de RNA.

Tabela 4. Sequéncia e detalhe dos oligonucleotideos selecionados para estudo da expressdo dos
diferentes genes de defesa.

Sequéncia (5°- 3) Sequéncia (5°- 3") Tm  Comprimento Acession
Primer Forward Reverse (°C) (pb) # Referéncias
B-tub F ! ATGTTCAGGCGCAAGGCTT TCTGCAACCGGGTCATTCAT 84 101 733382 Gallou et al., 2009
EF1-o F ATTGGAAACGGATATGCTCCA TCCTTACCTGAACGCCTGTCA 34 101 AB061263 _ Gallou et al., 2009
Ubc F TGATGGTTACCCATTTGAGCC ACTGGTCCTTCAGGATGTC 82 110 DQ241834  Gallou et al., 2009
PR-1F TATCTTGCGGTTCACAACGA CACCAGTTCTTGAGTTGGCA 55 109 AJ250136  Kerchev etal., 2012
PR2F TATCATCAGCAGGGTTGCAAA TCGCGAAAAATGCTATTITCTAGG 31 100 AJ009932 _ Gallou et al., 2009
PR-3F AATAAGCCATCATGCCACAACG GCAGTATTCGGACCCATCCC 55 ND ND (\‘gillabozorgyzez]%dg
PR-5 F ATGGGGTAAACCACCAAACA GTTAGTTGGGCCGAAAGACA 60 121 X67244  Wangetal., 2008
PR10-a F TGACAATCTTATTCCTAAGTTGATGC AGGTCATCTTCTTGATGCTTCC 60 80 M29042 g}ﬂo(;lgalez—Lammhe ctal,
PPIIIF CAAGCGATTTCGAACATGCA AATATGGGCAAATCCCATAGTCA 55 81 BQI13673  Restrepo et al., 2005
PMEI F AGGCGCCATGCGTGACT AAAATCTTTAGGGGAAATGAAGG ND 80 BQ504752 Kogovsek et al., 2010

AAT

PDF2.1 F AACAGTTTCGGGTGCAGAAG GTGAGTCGAAGAGCCACCAT 60 135 DR751991  Nichl et al, 2006
ERF3 F AGGAGGAAGATCTGAAATTCCC AACCATAACCGGACTCGAC 31 92 EF091875  Gallouetal. 2011
JAZ-1F CCATGAATCTTTTCCCTCAAG TTTGTGCCTTTTCTGGTTGA 55 ND EF591123  Kerchev etal, 2012
NPR-1F AAATCCGAGAGGGGTTGACT AAACGTCGACCTGTCTCCAC 60 ND Q6GUFI __ Niehl et al., 2006
EDSI F CTTCTGCACTGGGAATAGGA TTCGGAACTCAGTTGAGAGG 73 91 STMIX37 ;(i;:t(!)qvim-l(reuze etal,
WRKY27F  ATTGAAGAAGCATCACCAAAGAG CCACTGAGGTTTGATCGGAG ND 94 ND Gallou et al., 2012
WRKY 16F  GAGTTGGAGGTGTTGGATGA ATCCTCCACTTGAACATTTGTAG ND 106 ND Gallou et al., 2012
WRKY20F  GGCTGCTGCATTCTTATTGAC CCACCGGCATATTTGTACT ND 93 ND Gallou et al., 2012
WRKY3 F GCTCTTCTTCTTGAAGGTGGA AAAACTTCACTCTTGGGACTAAT ND 110 ND Gallou et al., 2012
WRKYNF  CACCAACACATGTACACATGAAT GGTCTCAAGTTGTGTCTITGTTC ND 110 ND Gallou et al., 2012
WRKY R F ATGAGCTTGTTTGGACATGC AATCGCATGATTTGAAATCACG ND 91 ND Gallou et al., 2012
WRKY 6 F CTCACGTAAAGTACCATTGCAC GCCTAATAACTCAAACCAAGCC ND 91 ND Gallou et al., 2012
WRKY 62F  ATGTTATGTCATCTGGGGTTTAC ATCAAAATTCCAAAGACCCTCC ND 98 EU056918  Gallou et al., 2012
WRKY 6:3F  GTATGCAGGCACTACTTTAGG CTTGTGGATGGTCTTGGATT ND 92 ND Gallou et al., 2012
WRKY 30F  ACTAAGACGGATCTGTCCTTC CAAGGGCCCATCTAGCTT ND 90 ND Gallou et al., 2012
WRKY TF F  ATTCAGAGAGCAGTTCAAGTGATG TGTGTTCTTCTCTTGGTTTCTTTG 72 60 AB642198  Orlowska et al., 2012

1 B-tub (B-tubulina), EF1-a (fator de elongagao 1a), Ubc (ubiquitina), PR-1 (proteina relacionada apatogénesis 1), PR-2 (proteina relacionada a
patogénesis 2), PR-3 (proteina relacionada a patogénesis 3), PR-5 (proteina relacionada a patogénesis 5), PR10-a (proteina relacionada a patogénesis
10a), PPIII (proteina inibidora de proteases), PMEI (inibidor da pectina metil esterase), PDF2.1 (defensina), ERF3 (fator de resposta ao etileno), JAZ-
1 (proteinas JAZ), NPR-1 (proteina tipo NIM1 anquirina), EDS1 (lipase), WRKY (fatores de transcri¢do tipo WRKY).

Uma anélise temporal da expressdo relativa destes genes quando comparados ao
controle ndo inoculado, na interface da interagdo planta-bactéria, foi conduzida nos
intervalos de 0, 6, 12 e 20 horas apds a inoculagdo. A quantificacdo da populacdo
bacteriana nas amostras acima foi realizada pelo método de maceramento, diluicao
serial e incubacdo em meio seletivo como descrito acima (2.3.2). As reacdes de RT-

gPCR foram corridas em placas de 48 pogos usando o equipamento StepOne Real Time
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PCR System (Applied Biosystems) através da tecnologia Sybr Green com o kit Fast
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), com 3 repeti¢des técnicas em
duplicatas, sendo a média dos valores utilizada para quantificagdo. Os niveis de
expressdo relativa dos genes alvos foram calculados usando o gene enddgeno
constitutivo do fator de elongacdo la (EFI1-a) como referéncia para normalizagao
através do método Ct comparativo (AACt ) (Schmittgen & Livak, 2008), o qual
apresentou melhor desempenho frente a curva de dissociacdo. Seguindo-se o RT-qPCR,
a curva de dissociacdo dos produtos foi gerada para assegurar a especificidade e

qualidade da amplificacao.

2.4.1. Extracao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido a partir de hastes das cultivares Agata e Asterix,
inoculadas com as 4 espécies bacterianas (P. carotovorum, P. atrosepticum, P.
brasiliensis e D. chrysanthemi) e também de hastes ndo inoculadas (apenas perfuradas
por palitos livres de bactérias). A extracio do RNA foi realizada utilizando-se o Kit
TRizol® Plus RNA Purification Kit (Invitrogen), seguido da sintese do cDNA (DNA
complementar) a partir do RNA mensageiro usando o Kit SuperScript® III First-Strand

Synthesis Kit (Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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3. Resultados e Discussao
3.1- Caracterizacao dos isolados

Historicamente, a deteccdo e identificacio de bactérias do género
Pectobacterium tem sido realizada através de testes bioquimicos e fisioldgicos
classicos. Dentre eles podemos citar: crescimento a 37°C, degradacdo de pectato,
producdo de 4cidos a partir de alfa-metil glucosideo, lactose, maltose, sacarose, e
trealose; e a presenca de fosfatase (Schaad, 1988; Pérombelon et al., 1998). Entretanto,
esses métodos dispendem muito tempo para se ter um diagndstico conclusivo e sdo de
interpretacdo duvidosa (Schaad, 1979). De forma promissora, as técnicas
biomoleculares baseadas em PCR tem sido aplicadas em anélises de rotina, por serem
mais eficientes na identificacdo precisa tanto a nivel de género quanto espécie.

Para a realizacio deste estudo, empregamos isolados das espécies P.
carotovorum, P. brasiliensis, P. atrosepticum e D. chrysanthemi, provenientes de uma
colecdo de culturas, previamente caracterizados a nivel de espécie. Ainda assim, para a
confirmacao da identidade destes isolados, testes cldssicos aplicados no diagndstico de
bactérias pectinoliticas foram executados, incluindo a capacidade de maceragcdo de
tubérculos de batata e frutos de pimentdo, crescimento anaerdbico e, por dltimo, através
da amplificacdo com oligonucleotideos género e espécie-especificos (Tabela 2). Como
esperado, os isolados aqui estudados apresentaram reacdo positiva para os testes de
podridao-mole e crescimento anaerdbico, em acordo com a identificacdo prévia das
espécies (dados ndo mostrados). De modo similar, testes de PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores 1491F/L1R, que diferencia Pectobacterium de Dickeya,
confirmaram a identidade dos isolados, uma vez que a amplificacdo do DNA das
espécies de Pectobacterium gerou fragmentos de aproximadamente 510 e 550 pares de
bases (pb), enquanto que a amplificacdio do DNA das espécies de Dickeya gerou além
do fragmento de 550pb um fragmento de aproximadamente 480pb (Figura 1) (Duarte et
al., 2004). Embora bandas inespecificas puderam ser observadas em amplificacOes do
DNA das espécies de Dickeya com os oligonucleotideos BRIF/L1R, um fragmento de
tamanho esperado (~ 350pb) foi gerado com o DNA das espécies de Pectobacterium.
As reagdes de PCR utilizando oligonucleotideos espécie-especificos para a identificagao
de espécies de Pectobacterium, ndo proporcionou resultados conclusivos (dados ndo

mostrados).
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Uma das caracteristicas marcantes do complexo de espécies de bactérias
pectinoliticas € o seu alto grau de variabilidade fenotipica e genética (Yap et al., 2004;
Costa et al., 2006). A falha na confirmacgdo das espécies de Pectobacterium pode ser
explicada como resultado desta alta variabilidade que associada a utilizacdo de
oligonucleotideos desenhados com base em isolados estrangeiros, gerou padrdes de
bandas inespecificos impossibilitando a identifica¢do. Pouco se sabe sobre a diversidade
genética de isolados brasileiros em relagdo aos isolados de outros paises. Entretanto,
diante destes resultados e associado ao fato de que os isolados aqui estudados foram
adquiridos de uma cole¢ao de culturas, é razodavel assumir que estes pertencem as

espécies em questao.

M Pectobacterium spp. Dickeya spp. Pectobacterium spp.

. a .. -
.. -

* * * *

Figura 1. Padrio de amplificacio observado para os diferentes isolados utilizando os
oligonucleotideos 1491F/L1R (superior) e BRIF/LIR (inferior). Isolados das diferentes
espécies estudadas foram analisados e aqueles apresentando o padrao de amplificacdo esperado,
selecionados (*) para a realizacio dos experimentos. M, marcador molecular 100bp.

Para viabilizar o estudo do crescimento populacional nas hastes das diferentes
cultivares de batata, procedeu-se a transformacdo dos isolados com o plasmideo
pPROBE-AT-GFP, o qual confere resisténcia ao antibidtico ampicilina. Este plasmideo,
desenvolvido para a transformacdo e marcacao de Dickeya sp. (Czajkowski et al., 2010),
mostrou-se eficiente produzindo col6nias com as mesmas caracteristicas morfoldgicas e
patogénicas dos isolados selvagens. Similarmente, as curvas de crescimento dos
isolados transformados quando comparado aos respectivos isolados selvagens, em
hastes e tubérculos de batata, ndo apresentaram comportamento diferenciado. De um
modo geral, a presenca do plasmideo nas células bacterianas mostrou-se estavel em

repicagens sucessivas, por um periodo de tempo equivalente a avaliacdo dos
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experimentos (dados nao mostrados). A ndo utilizagdo do meio semi-seletivo cristal
violeta-pectato, CVP (Schaad, 2001), que se baseia na capacidade das bactérias de
formarem cavidades caracteristicas sobre este meio, para estimativa das unidades
formadoras de coldnia, se deu devido a dificuldade de aquisi¢ao de uma fonte de pectina

adequada para a composi¢ao do mesmo.
3.2. Testes de patogenicidade em tubérculo

Com o intuito de melhor compreender as respostas das diferentes cultivares de
batata diante da infec¢ao por diferentes espécies de bactérias pertencentes ao complexo
causador da podridao-mole, e identificar uma possivel interagdo cultivar-espécies, testes
de patogenicidade em tubérculos e hastes foram desenvolvidos. A andlise de variancia
da AACPD (para maceramento de tubérculos) indicou que houve uma interagdo
significativa das diferentes cultivares de batata frente a infecc@o pelas quatro espécies
bacterianas (Tabela 5).

Das quatro fitobactérias levantadas neste estudo, P. brasiliensis apresentou-se
como a espécie com maior viruléncia em relacdo as demais nos tubérculos de todas as
cultivares testadas, exceto quando comparada com P. atrosepticum, sendo que estas
diferiram significativamente apenas na capacidade de maceramento de tubérculos da
cultivar Agata (Tabela 5). Em contraste, D. chrysanthemi foi a espécie que apresentou a
menor viruléncia perante as cultivares, diferindo estatisticamente das demais espécies,
exceto para P. carotovorum nas cultivares Asterix e Cupido. De um modo geral, P.
carotovorum comportou-se de maneira intermedidria com relacdo as demais espécies.

Tubérculos da cultivar Agata apresentaram-se com menor resisténcia parcial as
bactérias pectinoliticas estudadas, permitindo maior capacidade de maceramento
(Tabela 5). Atlantic e Cupido comportaram se de forma intermedidria ndo diferindo
estatisticamente entre si. Diferentemente, tubérculos das cultivares Asterix e Emeraude
comportaram-se como as mais resistentes, apresentando os menores valores de
maceramento. A Figura 2 representa as curvas de progresso do maceramento de
tubérculos usadas para calculo da AACPD. As Figuras 3-7 ilustram o experimento de
maceramento de tubérculos para as cultivares Agata, Asterix, Atlantic, Emeraude e

Cupido, respectivamente.
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Tabela 5. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca, para o maceramento de tubérculos
das diferentes cultivares de batata, inoculadas com bactérias incitadoras de podriddo-mole.

) Bactérias
Cultivares

Dc Pa Pbr Pc

Agata 0,73 D ba 128,12B a 14495 A a 84.83C a

Asterix 0,00Bb 41,83 Ad 30,15 Ac 744 Bd

Atlantic 2,34 C ab 83,42 Ab 85,20 Ab 46,06 Bb
Emeraude 0,02Cb 53,00 Acd 40,60 Ac 17,01 B cd
Cupido 391B a 73,92 A bc 9045 Ab 31,98B bc

*Médias seguidas de mesma letra, maidscula na linha e mintdscula na coluna, nio diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV = 0,19. Dc, D. chrysanthemi; Pa, P.
atrosepticum; PBr, P. brasiliensis; Pc, P. carotovorum.
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Figura 2. Progresso do maceramento de tubérculos em cultivares de batata inoculadas com
Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum (Pa), Pectobacterium brasiliensis
(Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc). As barras representam o desvio padrao da média.

Os resultados de maceramento de tubérculos (avaliados como perda de massa)

ao longo do tempo (nos periodos de 0, 24, 48, 60 e 92 horas ap6s a inoculagdo), seguido

do cédlculo da AACPD, proporcionou uma melhor compreensdo da complexidade da

interacdo entre cultivares e espécies. Considerando a qualidade dos dados obtidos, pode-
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se inferir que esta metodologia foi eficiente na avaliacio dos diferentes niveis de
resisténcia das cultivares.

De forma contraditéria, D. chrysanthemi tem sido apontada como a espécie
mais virulenta quando comparada a P. carotovorum e P. atrosepticum (Benelli et al.,
2003). Entretanto, deve-se levar em consideracao as diferentes condi¢des ambientais na
conducdo dos experimentos, as diferentes cultivares testadas e, principalmente, o fato de
que D. chrysanthemi foi decomposta em seis outras espécies (Tabela 1). Portanto, é
plausivel a possibilidade de que em tais experimentos foram utilizadas espécies
diferentes. Até o presente momento, nao temos informacao sobre as espécies de Dickeya
presentes no Brasil.

As caracteristicas fisico-quimicas das diferentes cultivares sdo atributos
importantes que podem ter papel nas respostas diferenciadas observadas aqui. As
cultivares selecionadas para este estudo apresentam teores matéria seca e amido
diferenciados, podendo assim influenciar os diferentes aspectos da interacdo batata-
pectobactérias.

O termo “soélidos soltveis” agrupa diferentes compostos em dgua presentes nos
tubérculos, como por exemplo, acucares, amido e aminoacidos que servem como fonte
de nutrientes para as bactérias (Chitarra & Chitarra, 1990). Deve-se levar em conta que
em uma mesma planta pode-se encontrar tubérculos em diferentes fases de
desenvolvimento os quais variam no seu ter de sélidos soldveis, incluindo o amido
(Heemest, 1986; Publio, 2008). Contudo, os experimentos aqui apresentados foram
conduzidos usando mini-tubérculos com idade fisioldgica padronizada. Especula-se que
quanto maior o teor de sélidos soldveis que compde o tubérculo de uma variedade,
maior a sua suscetibilidade a podriddo-mole, mas ainda faltam dados na literatura para

dar suporte a esta visao.
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Figura 3. Maceramento de tubérculos em fun¢io do tempo na cultivar Agata, inoculados com
Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum (Pa), Pectobacterium brasiliensis
(Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).

Controle

Figura 4. Maceramento de tubérculos em func¢do do tempo na cultivar Asterix, inoculados com
Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum (Pa), Pectobacterium brasiliensis
(Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).
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Controle Dc

Pa Pbr Pc

Figura 5. Maceramento de tubérculos em fun¢do do tempo na cultivar Atlantic, inoculados
com Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum (Pa), Pectobacterium
brasiliensis (Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).

Controle

Figura 6. Maceramento de tubérculos em funcéo do tempo na cultivar Emeraude, inoculados
com Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum (Pa), Pectobacterium
brasiliensis (Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).
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Controle

Figura 7. Maceramento de tubérculos em funcio do tempo na cultivar Cupido, inoculados com
Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum (Pa), Pectobacterium brasiliensis
(Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).

3.3. Teste de patogenicidade em haste

De maneira similar, a andlise de variancia da AACPD para comprimento de
lesdo indicou que houve uma interacdo significativa entre cultivares de batata e as
espécies bacterianas estudadas (Tabela 6) dando suporte aos resultados obtidos com de
maceramento de tubérculos.

Através da andlise dos comprimentos das lesdes, calculados como AACPD,
pode-se afirmar que, assim como em tubérculo, as espécies P. brasilliensis e P.
atrosepticum foram as mais virulentas (Tabela 6). De um modo geral, P. brasilliensis
foi mais virulenta que P. atrosepticum, sendo que seus dados de comprimento de lesdo
foram significativamente superiores, exceto para as cultivares Asterix € Emeraude. Em
contrapartida, D. chrysanthemi apresentou os menores comprimentos de lesdo, diferindo
estatisticamente das demais espécies, exceto para P. carotovorum nas cultivares Asterix
e Cupido. A similaridade dos resultados apresentados, no que se refere a inoculagdo de

tubérculos e hastes, sugere que a viruléncia de um determinado isolado independe do
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orgao vegetal infectado. Mesmo ndo sendo conclusivo, é possivel notar que D.
chrysanthemi apresentou uma maior capacidade de colonizagdo das hastes quando

comparada aos tubérculos (Tabela 6).

Tabela 6. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca, para o comprimento de lesdes em
hastes das diferentes cultivares de batata, inoculadas com bactérias incitadoras de podridao-
mole.

. Bactérias
Cultivares
Dc Pa Pbr Pc

Agata 13,67CbHb 38,13Bb 67,27 Ab 3447B b

Asterix 2420B b 63,07 A a 68,87 Ab 3727B b

Atlantic 16,00CHb 61,60B a 11490 A a 50,87 Ba b

Emeraude 19,60 Cb 46,60 A b 6727 Ab 51,13Ba b

Cupido 4447 C a 69,33 B a 113,07 A a 61,67 BC a

*Médias seguidas de mesma letra, maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV = 0,11. Dc, D. chrysanthemi; Pa, P.
atrosepticum; PBr, P. brasiliensis; Pc, P. carotovorum.

Com relacdo a resposta das cultivares em relacdo as espécies estudadas,
observou-se que a cultivar Cupido foi a menos resistente a canela-preta, seguida da
cultivar Atlantic, as quais diferiram estatisticamente somente com relagdo a infec¢ao por
D. chrysanthemi. Em contraste, cultivar Agata apresentou a maior resisténcia parcial a
doenca nao diferindo significativamente de Emeralde e Asterix, sendo a ultima
significativamente diferente apenas com relagdo a P. atrosepticum.

Como um todo, baseado tanto nos resultados de patogenicidade em tubérculo
quanto em haste, pode-se inferir que as diferencas na resisténcia parcial das cultivares
dependem, em grande parte, do tecido vegetal infectado. Em outras palavras, as
cultivares apresentaram respostas diferenciadas quando analisado podriddo-mole em
tubérculos e canela-preta em hastes. Uma explicacdo para esta observagdo seria devido
a diferencas fisico-quimicas apresentadas pelas diferentes cultivares. No entanto, até o
momento, inexistem estudos analisando esta correlagdo, visto que muitos trabalhos
publicados estdo voltados para o estudo das respostas de tubérculos, parte
comercializavel da planta.

A anélise da curva de crescimento bacteriano nas hastes suporta os resultados
observados, mostrando uma menor capacidade de crescimento de D. chrysanthemi

(Figura 8), quando comparado com as outras espécies. Com excecdo de D.
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chrysanthemi, as demais espécies apresentaram um crescimento exponencial nas
primeiras 12 horas, atingindo apds este periodo uma populacdo da ordem de 8 a 9 na
escala logaritmica. Aparentemente, o crescimento populacional nos tecidos nado
correlacionou com o comprimento de lesdo, sendo que as curvas de crescimento de cada
espécie nas diferentes cultivares sdo praticamente semelhantes.

As Figuras 9 a 13 representam o padrdo de comprimento de lesdes as 48 hai,

para as diferentes cultivares.
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Figura 8. Curvas de Crescimento bacteriano, no periodo de 0 a 48 horas apds a inoculagdo, nas
cultivares Agata, Asterix, Atlantic, Emeraude e Cupido. Dickeya chrysanthemi (Dc),
Pectobacterium atrosepticum (Pa), Pectobacterium brasiliensis (Pbr) e Pectobacterium
carotovorum (Pc). As barras representam o desvio padrdo da média.
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Figura 9. Expressido dos sintomas de canela-preta em hastes da cultivar Agata 48 horas apds
inoculac¢do com Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum (Pa), Pectobacterium
brasiliensis (Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).

Asterix

Figura 10. Expressdo dos sintomas de canela-preta em hastes da cultivar Asterix 48 horas apds
inoculagdo com Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum(Pa), Pectobacterium
brasiliensis (Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).
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Atlantic

Figura 11. Expressdo dos sintomas de canela-preta em hastes da cultivar Atlantic 48 horas apds
inoculagdo com Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum(Pa), Pectobacterium
brasiliensis (Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).

Emeraude

Figura 12. Expressdo dos sintomas de canela-preta em hastes da cultivar Emeraude 48 horas
ap6s inoculagdo com Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum(Pa),
Pectobacterium brasiliensis (Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).
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Figura 13. Expressdo dos sintomas de canela-preta em hastes da cultivar Cupido 48
horas apds inoculagdo com Dickeya chrysanthemi (Dc), Pectobacterium atrosepticum (Pa),
Pectobacterium brasiliensis (Pbr) e Pectobacterium carotovorum (Pc).

3.4. Perfil da expressao dos genes de defesa

No caso especifico do patossistema estudado aqui, encontra-se, de um lado, as
espécies bacterianas até entdo caracterizadas, amplamente disseminadas em todas as
areas produtores de batata ao redor do mundo; e do outro as diferentes cultivares de
batata comercialmente plantadas, as quais respondem diferentemente ao apodrecimento
pelas diferentes espécies de bactérias pectinoliticas. Mesmo diante da grande
importancia que esta doenca apresenta para a sustentabilidade da cultura da batata,
pouco se sabe sobre as bases moleculares das respostas de defesa das cultivares
brasileiras em relacdo as diferentes espécies. Portanto, para avangar o conhecimento a
respeito dos mecanismos moleculares que atuam na interface da interagdo, um total de
24 genes marcadores de defesa, com papel conhecido em respostas a estresses bidticos e
abidticos em plantas de batata foram selecionados para estudo (Tabela 4). Apenas 5 dos
24 genes seguiram na elucidagdo das hipoteses deste trabalho, uma vez que
apresentaram melhor especificidade a amplificacdo, observados pela curva de
dissocia¢do, ou ainda, porque os demais genes nao ajudaram no entendimento do
patossistema em questdo. Em estudos posteriores, pretende-se fazer uma andlise mais
detalhada sobre o papel destes genes na interagdo. Apesar de muitos destes genes terem
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sido relatados atuarem nas respostas de cultivares de batata a estresses bidticos, ndo se
conhece até o momento o seu papel nas respostas da interagdo batata-pectobactérias.

Até o momento, ndo existem variedades de batata resistentes a podridao-mole e
a canela-preta para as condi¢des brasileiras. Portanto, a busca por respostas moleculares
envolvidas nesta interacdo leva em conta um patossistema compativel, mesmo
considerando as diferencas fisico-quimicas observadas para as variedades (Tabela 3).

Para a interpretacdo correta do perfil de expressdo dos genes marcadores,
procedeu-se a quantificacdio da populagdo bacteriana nos tecidos das plantas,
eliminando-se assim a possibilidade de diferencas no perfil de expressao devido a
diferencas na taxa de crescimento nas diferentes variedades (Figura 14). Como a curva
de crescimento bacteriano mostrou 0 mesmo padrdo de crescimento para ambas as
variedades estudadas, ou seja, atingiu praticamente o mesmo nivel populacional em
todos os hordarios de avaliacio, pode-se concluir a existéncia de variacdes na expressao
génica entre as duas variedades como um resultado devido as diferencas genéticas entre

ambas.

10,00

9,00

8,00
~

7,00

6,00 +

Log UFC/g de tecido

5,00 T T T 1
0 6 12 20

Tempo (horas)

—4—Agata —M=—Asterix

Figura 14. Curva de Crescimento de Pectobacterium brasiliensis nas variedades Agata e
Asterix, no intervalo de 0 a 20 horas apdés a inoculacdo. Subamostras de tecidos de hastes
utilizadas para estudo do perfil de expressdo génica foram utilizados para determinacdo da
densidade populacional nas duas variedades. As barras representam o desvio padrao da média.

Os mecanismos moleculares de resposta de defesa de plantas a patégenos
dependem em grande parte do balanco hormonal nos tecidos, os quais funcionam como
moléculas sinalizadoras para o reconhecimento e ativacdo de defesas (Dong, 1998 ;
Robert-Seilaniantz et al, 2011). Uma maneira utilizada pelas bactérias fitopatogénicas

para manipular esta regulacdo a seu favor, € através da secrecao de enzimas e proteinas
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efetoras no inicio do processo infeccioso. O balango hormonal assim como as relacdes
entre eles é de fundamental importancia para o resultado final da interacdo, resisténcia
ou doenca. Entre os hormdnios com fung¢do bem estabelecida o 4cido salicilico (SA),
dcido jasmonico (JA) e o etileno (ET) tem papel direto nas principais vias de resposta
(Jones & Dangl, 2006; Pieterse et al., 2009). Estes hormonios atuam de forma
quantitativa e qualitativa nas respostas de defesa a patégenos, como por exemplo, o AS
estd geralmente associado a respostas de defesa a patégenos biotréficos e
hemibiotréficos, ao passo que o JA/ET tem um papel essencial nas respostas de defesa a
patégenos necrotréficos (Bari & Jones, 2009). Adicionalmente, estes hormonios podem
apresentar antagonismo, como por exemplo, ativacdo das rotas do AS suprimem as
respostas mediadas por JA/ET, e vice-versa. Em outras palavras, um ajuste fino destas
moléculas € determinante para a interagdo. Por isso, genes marcadores das diferentes
rotas hormonais foram selecionados para andlise, como por exemplo ERF3 (ET), JAZ
(JA), PR-1 (AS), PDF1.2 (JA/ET).

Baseado na andlise de RT-qPCR (Figura 15), os cinco genes estudados PR-3
(Aghabozorgy & Mohammad, 2009), PR-5 (Wang et al., 2008), ERF3 (Gallou et al.,
2011), JAZ (Kerchev et al., 2012) e MAPK, foram superexpressos na interacdo quando
comparados ao controle nio inoculado. Como espécies de Pectobacterium e Dickeya
sdo classificadas como patégenos necrotréficos, os resultados da expressao relativa dos
genes ERF3 e JAZ, para P. brasiliensis, apontam um papel critico nas regulagdes de
defesa dependentes das rotas sinalizadas por JA e AS, na interacao.

Muitos dos processos bioldgicos de regulacio da maquinaria de transcricado
celular sdo regulados de forma negativa, ou seja, por proteinas repressoras. Isto implica
que a ativacdo dos mecanismos negativamente regulados por esta molécula depende de
estimulos especificos que levam a sua degradacdo, resultando na consequente ativagao
das rotas “downstream”. Especificamente, este € o caso das proteinas JAZ, em que a sua
degradacdo induzida pela toxina coratina, secretada por isolados de Pseudomonas
syringae pv. tomato, leva a um aumento da expressao de JA, antagonizando as rotas do
SA essenciais para a defesa da planta contra estas bactérias (Thines et al., 2007;
Pauwels & Goossens, 2011). Esta via se sinalizacdo € bem caracterizada em diversas
interagdes abrangendo desde a acdo de herbivoros (Schilmiller; Howe, 2005), plantas e

ferimentos (Thines et al., 2007; Pauwels & Goossens, 2011).
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A expressao de genes codificando proteinas JAZ foi induzida por P. brasiliensis
a partir da 6 hai e sendo reduzida apds as 12 hai, de forma maior na cultivar Asterix.
Considerando que bactérias pectinoliticas sdo patégenos necrotréficos, ativando assim
defesas baseadas em JA, e que proteinas JAZ sdo repressoras, a superexpressao
observada (20-50 vezes) indica um possivel mecanismo de supressdo de defesas
induzido por P. brasiliensis através do aumento da expressdao de genes codificadores de
proteinas JAZ (Fig. 14). Como estes estudos sdo em interagdes compativeis, em que a
partir das 6 hai a populagdo de P. brasiliensis ja tenha se estabelecido (Fig. 13),
observa-se uma reducdo nos niveis de expressdo provavelmente como resultado da
supressdo das defesas. Estes resultados sdo reforcados pela superexpressao dos fatores
de transcricio ERF3 (4-8 vezes) em ambas as cultivares, os quais aparentemente tem
um papel positivo na regulagdo de defesas (Brown et al., 2003; Champion et al., 2009).
Estes fatores de transcri¢cao (TFs) conhecidos como Ethylene Response Factor (ERF)
atuam na regulacdo dos vdrios processos fisiolégicos das plantas, incluindo a regulacdo
de respostas de defesa. Diversos relatos apontam estes TFs como moléculas importantes
na defesa de plantas, conferindo resisténcia tanto a estresses bidticos quanto abidticos
(Park et al., 2001; Pan et al., 2010). Portanto, as rotas hormonais dependentes da
sinalizacdo por JA e ET parecem desempenhar um papel importante nas respostas de
defesa de batata a bactérias pectinoliticas.

Os genes codificadores das proteinas PR-3 e PR-5 apresentaram expressao
significativa para ambas as variedades. Estas proteinas conhecidas como proteinas
relacionadas a patogénese (PR proteins) atuam de forma direta e indireta na respostas de
defesa de plantas a diversos patdégenos (Sudisha et al., 2012). Estas proteinas estdo
diretamente relacionadas com a patogenicidade sendo assim abundantemente expressas,
explicando assim a superexpressdo observada neste trabalho a niveis superiores aos
demais genes estudados. Estas proteinas sdo encontradas internamente nas células
vegetais, compartimentalizadas nos vacuolos, assim como algumas sdo secretadas nos
sitios de infec¢do e em tecidos distantes (resisténcia sist€émica adquirida) atuando de
forma direta sobre os patdgenos (Sticher et al.,1997). As proteinas PR-3, também
conhecidas como endoquitinases, sdo codificadas por uma familia de genes e agrupadas
em diferentes classes (I-VII). Diversos relatos apontam a atuacdo direta das quitinases

sobre fungos (Guzzo, 2003), mas também contra patégenos bacterianos (Guan & Chye,
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2008). Assim como as proteinas PR-3, PR-5 também apresentam atividade
antimicrobiana atuando, como por exemplo, proteinas inibidoras de proteases.

Por ultimo, altos niveis de expressao de MAPK foram observados em tecidos
infectados quando comparado a ndo infectados (Figura 15). As proteinas quinases ativas
por mitégenos (MAPK) sdo universalmente ativas nas respostas de sinalizacdo iniciais e
processos de estresses bidticos e abidticos. Sdo consideras como moléculas transdutoras
de sinais atuando na sinalizacdo e respostas que vai ativar a expressdao de genes de
defesa, incluindo as proteinas PR (Montesano et al., 2001). Em resumo, estes resultados
nos permite compreender melhor as bases moleculares envolvidas na resposta de batata
a bactérias pectinoliticas. De um modo geral, pode-se observar que as respostas
induzidas e suprimidas nesta interacdo enquadra nos resultados ja relatados para outros
patossistemas necrotroficos, em que a sinalizacdo mediada pelos hormonios JA/ET e
MAPKSs assim como a posterior expressao de proteinas PR tem papel relevante na

interacao.
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Figura 15. Expressio relativa de genes de defesa selecionados para estudo da interagio batata-
pectobactéria, por RT-qPCR, nas cultivares Agata e Asterix, inoculadas com Pectobacterium
brasiliensis pelo método do palito e normalizadas com plantas destas mesmas cultivares néo
inoculadas, submetidas a andlise temporal da expressao.

33




4. Conclusoes

Os estudos produziram resultados que nos permite compreender melhor as
respostas que as cultivares de batata brasileiras apresentam a infeccao por pelas
diferentes espécies do complexo causador da podriddo-mole e canela-preta. Sendo
assim:

A cultivar Agata foi a menos resistente a nivel de tubérculo mas nio a nivel de
haste;

* A resisténcia parcial das diferentes cultivares é dependente do 6rgao vegetal
infectado;

* P. brasiliensis apresentou-se como a espécie mais virulenta em todas as
cultivares, independente do 6rgdo infectado;

* A viruléncia das diferentes espécies bacterianas independe da cultivar analisada.

* A respostas de defesa de batata a pectobactérias depende da acdo coordenada da

sinaliza¢do hormonal a nivel de JA/ET e da expressao de proteinas PR.
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