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RESUMO

DITA RODRIGUEZ, Miguel Angel, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
mar¢co de 2003. Componentes da resisténcia de batata a Alternaria
solani. Orientador. Sérgio Herminio Brommonschenkel. Conselheiros:
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Kiyoshi Matsuoka.

Visando entender os mecanismos envolvidos na resisténcia de quatro
cultivares de batata a pinta preta, esse trabalho teve por objetivos:
1) quantificar os componentes epidemioldgicos da resisténcia dos cultivares
Aracy, Delta, Desirée e Bintje que apresentam diferentes niveis de resisténcia a
pinta preta, e estudar o efeito da idade dos tecidos nesses componentes;
2) realizar a anadlise histologica do processo infeccioso nesses cultivares,
visando identificar possiveis mecanismos estruturais e relacionados com os
niveis de resisténcia dos cultivares, e com a resisténcia de tecidos jovens;
3) verificar se a expressao diferencial de genes homodlogos aos genes que
codificam as proteinas PR gluB (glucanase basica de tabaco) e chiB (quitinase
basica de feijao) respectivamente, se correlaciona com os niveis de resisténcia
dos cultivares analisadas, e com a maior resisténcia dos tecidos jovens. Os
componentes epidemiolégicos da resisténcia, periodo de incubagado (Pl),
numero de lesdes (NL), a severidade, taxa de expansao das lesdes (TEL),
periodo latente (PL) e o numero de esporos por area foliar afetada (NEAA)
foram quantificados nos tergos inferior, médio e superior de plantas dos

cultivares Aracy (resistente), Delta (resisténcia intermediaria), Desirée
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(suscetivel) e Bintje (suscetivel) inoculadas com Alternaria solani numa
concentragdo de 10° conidios.mL™. No cultivar Aracy constatou-se maior PI,
reducao do NL, da TEL e conseqlientemente da severidade em todos os tercos
avaliados. Ja o menor NL, TEL, e severidade no terco médio explicam a
resisténcia moderada do cultivar Delta. O cultivar Desirée, classificado como
suscetivel, apresentou, no ter¢co superior, NL e severidade similar ao cultivar
Aracy. O PL e o NEAA nao foram adequados para a avaliagdo da resisténcia
em condicdes de casa de vegetacdo e, provavelmente, foram influenciados
pela falta de molhamento foliar. Todos os componentes foram influenciados
pela idade dos tecidos. Maior Pl e menores valores de NL, TEL, severidade e
AACPD foram observados no terco superior, comprovando a menor
suscetibilidade desses tecidos. Foram efetuados estudos histolégicos do
processo infeccioso de A. solani nas diferentes cultivares e tergos usando a
técnica de diafanizacdo de tecidos. Foi quantificado o numero de conidios
germinados, numero de apressorios, numero de penetracdes diretas e numero
de sitios de penetracdo exibindo células com reacdo de hipersensibilidade
(HR). Nao se constatou mecanismos de resisténcia que pudessem ser
associados com os niveis de resisténcia dos cultivares estudados, nem com a
maior resisténcia dos tecidos jovens. Constatou-se uma relagao positiva entre o
numero de sitios de penetragdo mostrando HR e a resisténcia do cultivar
Aracy. Houve associacdo desse componente com a resisténcia dos tecidos
jovens. A expressao de genes homologos a glucanase basica de tabaco (gluB)
e a chitinase basica de feijao (chiB) como resposta a infecgao de A. solani, foi
analisada nos tercos inferior e superior dos cultivares Bintje e Aracy, mediante
a técnica de “Northern Blotting”. Um aumento na expresséo de transcritos a
gluB e chiB foi constatado no tergo inferior do cultivar Aracy, mas ndo em
Bintie. Esse padrdo de expressao sugere um possivel envolvimento de
isoformas destes genes com a resisténcia de Aracy a A. solani. Essa
expressao diferenciada, nao foi observada em folhas do terco superior desse
cultivar sugerindo um padrdo de regulagcdo génica dependente da idade dos
tecidos, e o envolvimento de outros mecanismos bioquimicos na resisténcia

dos tecidos jovens.
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ABSTRACT

DITA RODRIGUEZ, Miguel Angel, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
march, 2003. Resistance components of potato to Alternaria solani.
Adviser: Sérgio Herminio Brommonschenkel. Committee Members: Eduardo
Seiti Gomide Mizubuti and Kiyoshi Matsuoka.

The resistance components of four potato cultivars to Alternaria solani
were studied in three different levels: 1) quantification of epidemiological
components related to resistance in cultivars Aracy, Delta, Desirée, and Bintje,
and the effect of age-related resistance in these components; 2) histological
analysis of the infectious process in these cultivars, aiming at identifying
possible structural mechanisms related to resistance; 3) differential expression
of genes homologous to gluB (basic glucanase of tobacco) and chiB (basic
chitinase of bean) that encode pathogenesis-related proteins (PR) and the
correlation between gene expression levels and cultivar/tissue age resistance
levels. The epidemiological components related to resistance, incubation period
(P1), number of lesions (NL), early blight severity, lesion expansion rate (TEL),
latent period (PL), and the number of spores produced by lesion area (NEAA)
were quantified in the lower, middle, and upper parts of cultivars Aracy
(resistant), Delta (intermediate resistance), Desirée (susceptible), and Bintje
(susceptible) inoculated with a suspension of 103 conidia of A. solani.mL-1.
Longer PI, reduced NL, low TEL, and low severity were recorded in Aracy in all
parts of the plant. For ‘Delta’, the reduced NL, low TEL and severity on the
middle part of the plant corroborates its intermediate resistance level. Desirée is
a susceptible cultivar, but NL and severity on the upper part did not differ from
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Aracy. The PL and NEAA were not informative when assessing resistance
under greenhouse conditions. Probably, PL and NEAA were influenced by the
shortage or lack of leaf wetness. All components were influenced by tissue age.
Longer Pl and smaller values of NL, TEL, and severity were observed in the
upper leaves, indicating higher resistance of these tissues. Histological
analyses of the infectious process of A. solani in different cultivars were carried
out by tissue discoloration. The number of germinated conidia, number of
apressoria, number of direct penetrations, and number of penetration sites with
cells exhibiting hypersensitive reaction (HR) were quantified. No mechanisms of
resistance were associated with cultivar resistance levels or with tissue age. For
cultivar Aracy there was a direct relationship between number of penetration
sites showing HR and cultivar resistance. The number of sites with HR was also
associated with resistance of young tissues. The expression of gluB and chiB in
response to A. solani infection was analyzed in the lower and upper parts of
‘Bintje’ and ‘Aracy’ plants by Northern blotting analysis. An increase in the level
of transcripts related to gluB and chiB was recorded in the lower part of Aracy,
but not in Bintje. Differential expression suggests the involvement of isoforms of
these genes in Aracy resistance. Differential expression was not observed in
leaves of the upper part of Aracy suggesting an age-dependent gene regulation
process and/or the involvement of other biochemical mechanisms associated
with young tissue high resistance level.
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1. INTRODUGAO

A pinta preta, causada pelo fungo Alternaria solani Sor., é a principal
doenga fungica que afeta a batata (Solanum tuberosum L.) em condicbes
tropicais, sendo de particular importancia em varios paises da Asia, Africa e
América Latina (HOOKER, 1980; PINA, 1980; PELLETIER e FRY, 1989;
CHRIST, 1991; SHTIENBERG et al., 1990). A doengca pode causar desfolha
precoce das plantas, reduzindo o seu ciclo vegetativo. Em condi¢des
favoraveis, reducéo de até 30% da produgado tem sido relatada (CHRIST e
MACZUGA, 1989; SHTIENBERG et al., 1990).

O controle da doenca baseia-se principalmente na aplicacdo de
fungicidas (WEINGARTNERT, 1981; CHRIST, 1989; STEVENSON, 1994). Os
custos desta pratica podem representar mais de 10% do custo total de
producdo (REIFSCHNEIDER et al., 1989). Embora o emprego de cultivares
resistentes seja uma medida eficiente no controle da pinta preta, os cultivares
resistentes disponiveis nao possuem boas caracteristicas comerciais
(REIFSCHNEIDER et al., 1985; BOITEUX et al., 1995).

A resisténcia a pinta preta é do tipo quantitativa o que dificulta a
obtencdo de variedades comerciais resistentes (FRANK et al, 1979;
HERRIOTT et al., 1990; CRIST e HAYNES, 2001). A separacao dos genotipos
segregantes em classes suscetiveis e resistentes é dificil. A resisténcia é
afetada pela idade dos tecidos, e esta associada a duragéo do ciclo vegetativo.

Tecidos mais velhos sdo mais suscetiveis, sendo as partes jovens mais
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resistentes (DOUGLAS e PAVEK, 1972; BROGGIO e RANUCCI, 1992;
STEVENSON, 1994; ROTEM, 1994). Apds o inicio da fase de tuberizagéo, a
suscetibilidade das plantas aumenta gradualmente (SHTIENBERG et al.,
1990). Os cultivares de ciclo longo apresentam elevado crescimento vegetativo,
maior resisténcia, mas baixos niveis de produgao, enquanto que cultivares de
ciclo curto apresentam menor crescimento vegetativo, elevada produtividade,
mas alta suscetibilidade (HARRISON et al., 1965; DOUGLAS e PAVEK, 1972;
JOHANSON e THURSTON, 1990; MIHOVILOVICH et al., 1990; BOITEUX et
al., 1995).

O entendimento dos mecanismos citoldgicos, bioquimicos e moleculares
envolvidos na resisténcia da batata a A. solani poderia auxiliar e acelerar o
desenvolvimento de cultivares resistentes. Por exemplo, por meio do
cruzamento de cultivares que apresentem diferentes mecanismos de
resisténcia pode ser possivel selecionar gendtipos mais resistentes que os
cultivares originais. Também seria possivel, por meios de técnicas de
engenharia genética e transformagao de plantas, alterar o nivel de expressao
de genes em cultivares comerciais suscetiveis objetivando um maior nivel de
resisténcia a pinta preta.

O estudo dos componentes epidemiolégicos da resisténcia, além de
permitir a separagcao dos gendtipos em classes quanto a resisténcia, pode
fornecer evidéncias sobre os possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia
(PARLEVLIET, 1979). Os componentes epidemioldgicos duragéo do periodo de
incubacao, taxa de expansao da lesao, producio de espdros por area de tecido
foliar afetada, severidade e a receptividade dos tecidos a infecgdao da
resisténcia tém sido avaliados em diferentes cultivares de batata
(REIFSCHNEIDER et al., 1985; PELLETIER e FRY, 1989; CHRIST, 1991;
PELLETIER e FRY 1990; BRUNE et al., 1994). De maneira geral os cultivares
resistentes ha um atraso no periodo de incubagdo, menor numero de lesdes e
reducao da taxa de colonizagcdo dos tecidos. Assim, foi constatado que no
cultivar Rosa o periodo de incubacdo da pinta preta era maior do que nos
cultivares Norchip e Kennebec (PELLETIER e FRY, 1989), e que a resisténcia
do cultivar Aracy se caracterizava pela reducdo da taxa de progresso da
doenga (BOITEUX e REIFSCHNEIDER, 1993). Todavia, estudos utilizando os

componentes epidemioldgicos da resisténcia para efetuar inferéncias e estudar
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sobre possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia de batata a pinta preta
n&o foram constatados.

A histopatologia da interagao planta-patdégeno é um recurso que permite
identificar os eventos que ocorrem durante a patogénese, fornecendo
informagdes uteis para o esclarecimento dos mecanismos de resisténcia do
hospedeiro (MATSUOKA, 1988; LONGO et al., 1994; ARAUJO, 2000; GREEN
e BAILEY, 2000; Xl et al., 2000; SILLERO e RUBIALES, 2002). A maioria dos
trabalhos envolvendo espécies de Alternaria e seus hospedeiros, restringe-se a
descricdo do processo de infeccdo em hospedeiros suscetiveis, sendo
escassos estudos de comparacdes entre hospedeiros resistentes e suscetiveis.
Ja foram estudados os eventos de germinagdo de conidios, a formagédo de
apressorios, as formas de penetragao, a ocorréncia de matriz extracelular e os
aspectos relacionados a colonizagédo (ALLEN et al., 1983a; Van DYKE e
TRIGIANO, 1987; AVELING et al., 1994; ROTEM, 1994, McROBERTS e
LENNARD, 1996). A baixa formagao de apressoérios foi relatada como um fator
associado a resisténcia de tomateiro a A. solani (ARAUJO, 2000). A morte de
células no sitio de penetracao (reagao de hipersensibilidade, HR) parece estar
envolvida na resisténcia de plantas n&o-hospedeiras a esse patdgeno
(ARAUJO, 2000) e de Nicotiana bonariensis a A. alternata f. sp. lycopersici
(BRANDWAGT et al., 2001). Todavia, estudos histolégicos comparando
genotipos suscetiveis e resistentes, e tecidos de idades diferentes ndo tém sido
efetuados na interagcao batata-A. solani.

A producdo de compostos fendlicos, a destoxificacdo de toxinas, a
producao de fitoalexinas, a ocorréncia de reacdo de hipersensibilidade e o
acumulo de proteinas relacionadas com a patogénese (proteinas PR,
“pathogenesis-related proteins”) sdo os principais mecanismos de resisténcia
que atuam apds a penetracao de patdgenos fungicos (DANGL et al., 1996;
MULTANI et al., 1998, HAMMERSSCHMIDT, 1999; Van LOON e Van STRIEN,
1999). As proteinas PR foram descritas pela primeira vez como uma resposta
de defesa em plantas de tabaco mostrando reagdo de hipersensibilidade ao
virus do mosaico do tabaco (GIANINAZZI et al., 1970; Van LOON e Van
KAMMEN, 1970). Ha diversos relatos do aumento dos niveis de expresséo
dessas proteinas como respostas a infecgdo causada por virus (GIANINAZZI et
al., 1970; MCKENZIE et al., 2002), bactérias (PALVA, et al., 1993; ESNAULT et
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al., 1993; DOW et al., 2000), fungos (CARUSO et al., 1999; LAWRENCE et al.,
2000; HOEGEN et al., 2002), nematoides (RAHIMI et al., 1996, 1998) e insetos
(KRISHNAVENI et al., 1999; MCKENZIE et al., 2002; MAYER et al., 2002).
Fatores abidticos como ferimentos e o tratamento das plantas com elicitores
quimicos também aumentam os niveis de expressao de proteinas PR
(SCHLAGNHAUFER et al., 1997; COQUOZ et al, 1995; SPLETZER e
ENYEDI, 1999; ZHAO e CHYE, 1999; HENSEL et al., 1999; ZIADI et al., 2001).
As atividades de [-1,3-glucanase e de quitinase de algumas das
proteinas PR e o fato de quitina e glucanos serem 0s principais componentes
da parede celular de fungos, incluindo A. solani (BARTNICKI-GARCIA, 1964;
WESSELS e SIETSMA, 1981), sugerem um papel direto dessas proteinas na
resisténcia de plantas a fungos fitopatogénicos (LEGRAND et al., 1987;
KAUFFMANN et al., 1987; LAWRENCE et al., 1996). Essa atividade antifungica
das proteinas PR foi inicialmente comprovada pela acéo in vitro de uma
quitinase de feijao contra Trichoderma viride (SCHULUMBAUM et al., 1986).
Posteriormente, foi constatado o mesmo efeito contra fungos fitopatogénicos,
bem como a acgao antifungica sinérgica de glucanases e quitinases (MAUCH et
al., 1988; SELA-BUURLAGE et al., 1993; NIDERMAN et al., 1995; JONGEDIJK
et al., 1995; LAWRENCE et al., 1996; Van PELT-HEERSCHAP e SMIT-
BAKKER, 1999). Estudos de andlise de expressdo génica demonstraram
também maior acumulo e velocidade de indugdo dos genes que codificam
proteinas PR em gendtipos resistentes do que nos susceptiveis, apds a
inoculacao de patégenos (LAWRENCE et al., 1996; ANGUELOVA et al., 1999;
LAWRENCE et al., 2000; VLEESHOUWERS et al., 2000a). A expressao
constitutiva dessas proteinas em plantas transgénicas leva a um aumento do
nivel de resisténcia a seus respectivos patdogenos caracterizada por um menor
numero de lesdes e reducgao da taxa de progresso da doenca (BROGLIE et al.,
1991; LIU et al., 1994; ZHU et al 1994; JONGEDIK et al., 1995; DATTA et al.
1999; GAO et al., 2000; ROHINI e RAO, 2001; KISHIMOTO et al., 2002).
Existem evidéncias de que proteinas PR também possam estar
envolvidas com a resisténcia de plantas a A. solani, embora nao existam
estudos da expressao dessas proteinas em cultivares de batata com diferentes
niveis de resisténcia e/ou em tecidos com diferentes idades fisioldgicas. A acao

antifungica in vitro de glucanases e quitinases contra esse patégeno ja foi
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demonstrada (MAUCH et al., 1988; LAWRENCE et al., 1996) e estudos de
expressdo génica no patossistema A. solani — tomateiro (Lycopersicon
esculentum L.) revelaram que o acumulo dessas proteinas € maior em
genotipos resistentes (LAWRENCE et al., 1996, 2000). Além disso, em plantas
de batata expressando o gene ThEn42 de Trichoderma harzianum que codifica
para uma quitinase (chi42), o numero de lesées foi significativamente menor do
gue nas nao transformadas (LORITO et al., 1998).

Com base no exposto, este trabalho teve por objetivos: 1) quantificar os
componentes epidemiolégicos da resisténcia de quatro cultivares de batata
com diferentes niveis de resisténcia a pinta preta e estudar o efeito da idade
fisioldgica dos tecidos nesses componentes; 2) realizar a analise histoldgica do
processo infeccioso nesses cultivares visando identificar possiveis mecanismos
estruturais relacionados com os niveis de resisténcia desses cultivares e com a
resisténcia de tecidos jovens; 3) verificar se a expressao diferencial de genes
homodlogos aos genes que codificam as proteinas PR gluB (glucanase basica
de tabaco) e chiB (quitinase basica de feijao) se correlacionam com os niveis
de resisténcia dos cultivares analisados, e com a maior resisténcia dos tecidos

jovens.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Foram selecionados quatro cultivares de batata com diferentes niveis de
resisténcia a pinta preta. Como padrao resistente foi utilizado o cultivar Aracy.
De resisténcia intermediaria, o cultivar Delta, e como suscetiveis os cultivares
Desirée e Bintje (REIFSCHNEIDER et al., 1985), provenientes do Centro
Nacional de Pesquisa de Hortalicas (EMBRAPA, CNPH, Brasilia, DF.).
Tubérculos de aproximadamente 50 g foram plantados em vasos de plastico
com capacidade de 8 L que foram mantidos em casa de vegetagao por todo o
ciclo da cultura. Como substrato, foi utilizado solo misturado com areia e
esterco de curral, na proporcéo de 3:1:1, previamente esterilizado com brometo

de metila.

2.2. Obtencao dos isolados de A. solani e preparo do inéculo

Foram efetuados isolamentos de A. solani a partir de plantas de batata
com sintomas tipicos da doencga. Conidios presentes nos tecidos lesionados
foram transferidos com ajuda de uma agulha entomoldgica e microscépio
estereoscopico para placas de Petri de 9 cm de diametro contendo agar-agua

(1% p/v). O isolamento monospérico foi efetuado transferindo-se apenas um



conidio germinado em agar-agua para placa de Petri contendo meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) suplementado com 50 mg.L” de sulfato de
estreptomicina. As coldnias que desenvolveram foram transferidas para tubos
de ensaio com BDA e mantidas a 25°C, no escuro. Os isolados foram mantidos
por repicagens mensais.

Para verificar a agressividade dos isolados obtidos, foram inoculadas
plantas do cultivar Bintie, na fase de floragdo, com suspensao de
10° conidios.mL™. A inoculagao foi efetuada com auxilio de atomizador manual
De Vilbiss. Avaliou-se a severidade da doenca aos 10 dias apds a inoculacéo
com o uso da escala proposta por REIFSCHNEIDER et al. (1984) e selecionou-
se o isolado ASAQ2 por ter causado maiores valores de severidade da doenca.
Este isolado foi utilizado em todos os ensaios posteriormente realizados. Para
a obtencgao do inéculo foi utilizado o método de esporulagdo desenvolvido por
LUDWIG et al. (1962), com as modificagdes relatadas por NUNES (1983).

2.3. Inoculagéao

Foram utilizadas vinte plantas de cada cultivar, as quais foram
previamente divididas por tercos (inferior (base da planta), médio e superior
(parte apical) e inoculadas entre 45-50 dias apds o plantio (inicio da floragao).
Um grupo de quinze plantas foi inoculado pulverizando-se uma suspensao
10° conidios.mL™" na face adaxial dos foliolos, com a ajuda de um atomizador
manual de De Vilbiss. As outras cinco plantas foram inoculadas com a
deposicdo de uma gota de 10 uL de uma suspensao de 10° conidios.mL™ na
face adaxial dos foliolos, sendo que foram inoculados 30 foliolos por tergo por
planta. Para facilitar a aderéncia da gota no ponto de inoculagao, a suspenséao
conidial foi suplementada com gelatina (SigmaG-8150, Sigma Chemical Co. St
Louis, USA) a 1 % (p/v) (MOURICHON et al., 1987).

As plantas inoculadas foram mantidas em camara de nevoeiro, a 25°C,
com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro por 24 horas. A
seguir, foram transferidas e mantidas em casa de vegetacgéo.

Os experimentos foram repetidos trés vezes.



2.4. Avaliagao dos componentes epidemiolégicos da resisténcia

As avaliagbes dos componentes da resisténcia foram feitas
separadamente nos tercos inferior, médio e superior das plantas inoculadas.
No grupo de 15 plantas descrito em 2.3., foram avaliados os seguintes

componentes:

2.4.1. Periodo de incubacgao (PI)

Foi considerado como o tempo transcorrido entre o momento da
inoculagao e o aparecimento de sintomas em 100 % das plantas. As avaliagdes
foram efetuadas a cada 12 horas iniciando as 12 horas apds a inoculagéo, e foi
considerado como planta com sintoma, aquela que apresentou pelo menos

uma lesao de pinta preta. Cada planta constituiu uma repeticéo.

2.4.2. Numero de lesdes (NL)

Foi avaliado o numero de lesbes aos 3, 4, 5, 6 e 7 dias apos a
inoculagdo. Foram selecionadas, aleatoriamente, trés folhas em cada tergo das
plantas de cada cultivar. Cada folha em cada tergo foi considerada como uma

repeticao.

2.4.3. Severidade da doenga

Foi avaliada pela quantidade da area foliar lesionada a cada trés dias,
iniciando-se ao quinto dia apods inoculagdo e estendendo-se até o 20° dia.
Utilizou-se a escala diagramatica para a avaliacdo da resisténcia a pinta preta
em batata proposta por REIFSCHNEIDER et al., (1984). Foram avaliadas trés
folnas por terco e cada folha em cada terco foi considerada como uma
repeticao. Com os valores de severidade estimou-se a area abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD) (SHANER e FINNEY, 1977).



No segundo grupo de cinco plantas descrito em 2.3., foram avaliados os

seguintes componentes da resisténcia:

2.4.4. Taxa de expansao da lesado (TEL)

Avaliou-se, diariamente, o didmetro das lesdes em trés foliolos por tergo.
Pelo fato de as lesbes variarem a sua forma no transcurso das avaliagdes,
foram feitas as medi¢gdes sempre na mesma dire¢ao longitudinal (comprimento)

e transversal (largura) do foliolo. As areas das lesdes foram estimadas usando-

se a formula da area da elipse (A= a/2. b/2.1t, onde a= comprimento, b= largura

e =3,14).

2.4.5. Numero de esporos por area de tecido foliar afetado (NEAA)

Dez e quinze dias apés a inoculagéo coletaram-se, aleatoriamente, trés
lesdes por terco de cada planta, as quais foram fotografadas com camera
digital (Nikon Coolpix 800). A seguir, quantificou-se o numero de esporos de
cada lesdo empregando-se a metodologia descrita por PELLETIER e FRY
(1990). A area das lesbes foi estimada usando-se o programa ImageTool
(UTHSCSA, University of Texas Health Science Center, San Antonio). Cada

lesédo avaliada foi considerada como uma repeticao.

2.4.6. Periodo latente (PL)

Considerou-se como o tempo transcorrido (dias) desde a inoculagao até
que o 100% das lesdes estivessem esporuladas. Este componente foi avaliado
diariamente a partir do terceiro dia apdés a inoculacdo, utilizando-se a
metodologia descrita por NUNES (1983). Avaliaram-se trés foliolos por tergo e
considerou-se que o PL tinha sido completado quando em dois dos foliolos por
tergco observava-se esporulagdao do patdogeno. Cada foliolo, avaliado somente

uma vez no tempo, foi considerado como uma repeticao.



2.5. Estudo do processo de infecgao de A. solani em batata

Uma vez caracterizados os componentes epidemiologicos da resisténcia
nos cultivares Aracy, Bintje, Delta e Desirée, efetuou-se um estudo histolégico
com o objetivo de verificar os possiveis mecanismos de resisténcia associados
ao processo de infeccdo do patégeno, sua possivel relagdo com os
componentes epidemioldgicos da resisténcia e com a idade dos tecidos. Os

experimentos foram repetidos duas vezes na mesma época.

2.5.1. Inoculagao

Em uma area de aproximadamente 4,0 cm? previamente delimitada na
superficie adaxial dos foliolos, depositou-se uma gota de 10 yL de uma
suspensdo de 10* conidios.mL™ suplementada com gelatina 1 % (p/v) como
descrito em 2.3. A delimitagdo objetivou facilitar a posterior deteccao de
eventos citolégicos do processo de infecgdo. As plantas inoculadas foram
transferidas para camara de nevoeiro por 24 horas e, apds esse tempo, foram
transferidas para casa de vegetacdo onde permaneceram até o final do
experimento. Foram utilizadas dez plantas de cada cultivar, cinco foram

inoculadas, e cinco utilizadas como controle.

2.5.2. Diafanizagcdo de tecidos e avaliagio dos componentes
microscopicos da resisténcia

Foram coletadas amostras de tecido foliar as 0, 6, 12, 24, 36, 48 e
72 horas apo6s a inoculagao (h.a.i.). Aleatoriamente, de cada planta, foram
coletados trés foliolos previamente inoculados por terco. Fragmentos
de aproximadamente 0,5 cm? (1,0 cm x 0,5 cm) foram cortados na area
previamente marcada nos foliolos e diafanizados em cloral hidratado
(500 g/200 mL de agua), utilizando a metodologia descrita por LONGO et al.,
(1994). As amostras foram preparadas para observagao dispondo-se quatro
segmentos (aproximadamente 2 cm?) de tecido diafanizado por lamina

contendo lactofenol e azul de tripano (0,05% p/v). Avaliaram-se trés laminas
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por tratamento e cada lamina foi considerada como uma repeticdo. Foram
realizadas observacoes dos eventos que ocorreram durante o processo de

infeccéo e quantificados os seguintes componentes:

2.5.2.1. Namero de conidios germinados

Considerou-se como conidio germinado aquele conidio que apresentava
tubo germinativo (independentemente do comprimento) associado as suas

células.

2.5.2.2. Namero de apressoérios

Considerou-se como apressorio as estruturas globosas com didametro
maior ao da hifa de origem (EMMETT e PARBERY, 1975). Para a sua

quantificagao, nao foi feita distingao entre apressorios laterais e terminais.

2.5.2.3. Namero de penetragdes por estomatos

Considerou-se como penetragdo por estbmatos a penetragao de tubos
germinativos ocorrendo estritamente através do ostiolo dos estdmatos ou nas

células guardas.

2.5.2.4. Namero de penetragdes ocorrendo de forma direta

Foi considerada como penetracido direta aquela onde a penetracdo do
patégeno ocorreu diretamente nas células epidérmicas tanto na superficie

(periclinal) quanto entre as jungbes das células (anticlinal).
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2.5.2.5. Numero de sitios de penetragao com células exibindo reagao de
hipersensibilidade (HR)

Definiram-se como células com HR, as células que apresentavam
espessamento de parede, citoplasma condensado com abundante granulagéo
no seu interior, restringindo o patégeno no ponto de penetracéao.

O numero de apressoérios, de penetragbes pelos estbmatos, de
penetracdes diretas e de sitios de penetragdo com células exibindo HR foram
analisados mediante o calculo das propor¢des com relacdo ao numero de
conidios germinados.

Os eventos, quando necessario, foram fotografados utilizando

microscopia de contraste com interferéncia diferencial (Nomarski).

2.5.3. Microscopia eletronica de varredura

As observacbes ao microscopio de varredura foram realizadas em
foliolos do cultivar Bintje coletados 24 horas apds a inoculagéo. A inoculagao
foi realizada por atomizacdo como descrito em 2.3., e a concentragdao do
indculo foi de 10° conidios.mL™. As areas delimitadas foram cortadas em
fragmentos de aproximadamente 4 x 4 mm. A seguir, realizou-se a pré-fixagao
dos fragmentos em glutaraldeido (3 %, tamponado com cacodilato de sédio
pH 7, 0,05 M) durante duas horas a temperatura ambiente. Transcorrido esse
tempo, os fragmentos foram lavados seis vezes em cacodilato de sédio. Cada
lavagem teve a duracdo de 10 minutos. Posteriormente, realizou-se a fixagéo
dos fragmentos em tetréxido de ésmio (OsO4 1 %) durante 4 horas, a 4°C. Os
fragmentos ja fixados foram lavados seis vezes (uma lavagem a cada dez
minutos) com tamp&o cacodilato de sddio e desidratados em série alcodlica
(30, 50, 70, 80, 95 e 100 %). Apos a desidratagdo, os fragmentos foram
submetidos a secagem ao ponto critico, usando-se o aparelho “Critical Point
Dryer” (Balzers, modelo CPD020). Os fragmentos foram montados sobre
suporte de metal e, em seguida, foram cobertos com ouro por meio de
pulverizagdo catédica, no “Sputter Coater” acoplado a uma “Freezing Drying
Unit” (Balzers, FDU010). O material foi examinado ao microscopio eletrénico de
varredura (JEOL, modelo JSM-T2000) operando a 10Kv.
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2.6. Estudo da expressao diferencial de genes que codificam para
proteinas relacionadas a patogénese (PR)

Foi utilizado o cultivar Aracy como padréo resistente e ‘Bintje’ como
suscetivel. O preparo do material vegetal seguiu o0 mesmo critério descrito no
item 2.1., sendo que as plantas foram somente avaliadas e amostradas nos

tercos inferior e superior.

2.6.1. Inoculagao e coleta das amostras

A inoculagdo foi realizada por pulverizagcdo conforme metodologia
descrita no item 2.3. Foram utilizadas vinte e cinco plantas por cultivar. Quinze
plantas foram inoculadas com o patégeno e dez foram pulverizadas com agua
destilada estéril para servirem como controle. Em dez das quinze plantas
inoculadas com o patégeno e nas inoculadas com agua foram realizadas
amostragens as 0, 12, 24, 36, 48 e 72 horas ap6s a inoculagao (h.a.i.). De cada
planta foram coletadas, aleatoriamente, sub-amostras de trés foliolos por terco
para formar uma amostra por tratamento. As amostras coletadas foram
armazenadas imediatamente em nitrogénio liquido. O grupo restante de cinco
plantas inoculadas foi utilizado como controle da inoculagdo, sendo que aos

cinco dias ap6s a inoculagao foi avaliado o numero de lesbées/planta.

2.6.2. Extragao de RNA e analise “Northern Blotting”
2.6.2.1. Extracao de RNA total

A extracao de RNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
LONGEMANN et al. (1987). As amostras coletadas foram maceradas com o
auxilio de pistilo e cadinho, juntamente com a adi¢ado de nitrogénio liquido, até
a obtengédo de um po6 fino. O material vegetal (aproximadamente 500 pL) foi
transferido para um tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL e mantido até a evaporacao
do nitrogénio liquido, mas sem permitir o descongelamento. A seguir,

foram adicionados 500 pL de tampao guanidina (Hidrocloreto de Guanidina
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8 M, Acido 4- morfolino-etano-sulfénico (MES) 20 mM, EDTA 20 mM,
Mercaptoetanol 50 mM) no tubo Eppendorf contendo o material vegetal, que foi
agitado vigorosamente com o auxilio de um vortex. Apdés a homogeneizagao,
os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm, a 4°C,durante 15 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em filtro miracloth (Calbiochem) e transferido para
novo tubo onde se adicionou igual volume de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1 v/v). A solucdo foi homogeneizada e centrifugada
(10.000 rpm a 4°C) durante 45 minutos. A fase aquosa foi transferida para um
novo tubo sendo acrescida de 0,7 volumes de etanol absoluto e 0,2 volumes de
acido acético 1 M. As amostras foram homogeneizadas e armazenadas a -
20°C durante 12 horas. Posteriormente, procedeu-se a centrifugagao
(10000 rpm a 4°C) durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento contendo o RNA total foi lavado duas vezes com acetato de sédio
esterilizado (3 M, pH 5,2), uma vez com etanol 70%, e secado a temperatura
ambiente. O RNA foi dissolvido em 50 pyL de agua estéril tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1 %.

Todas as vidrarias e utensilios utilizados durante o processo de extracao
do RNA foram previamente tratados com DEPC (0,1 %), durante 12 horas e
esterilizados em autoclave durante 20 minutos. As concentracbes de RNA
foram quantificadas com o auxilio de espectrofotbmetro e analisadas por
eletroforese em géis de agarose (1,2 %) contendo 20 mM de acido
3-[N-morfolino] propano sulfénico (MOPS), 5 mM de acetato de sédio, 1 mM de
EDTA, pH 7,0, 100 mg/L de brometo de etidio e 18 mL/L de formaldeido 37 %
(12,3 M). O tampéao de corrida foi composto por 20 mM de acido 3-[N-morfolino]
propano sulfénico (MOPS), 5 mM de acetato de sédio, 1 mM de EDTA, pH 7,0
e 20 mL/L de formaldeido 37% (12,3 M). O gel foi equilibrado por pelo menos
30 minutos no tampao de corrida antes do inicio da eletroforese, realizada a
80 V durante, 4 horas.

2.6.2.2. Analise de “Northern Blotting”

Dez microgramas de RNA total de cada amostra foram desnaturados e

submetidos a eletroforese em gel de agarose nas condigdes descritas em
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2.6.2.1. Apds a corrida eletroforética, o gel foi lavado duas vezes sob agitagao,
durante 10 minutos, com agua esterilizada e durante 20 minutos em solugéo de
NaOH (0,05 N). As amostras de RNA total foram transferidas por capilaridade
para membranas de nailon Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech)
seguindo as recomendagdes do fabricante. Como tampao de transferéncia foi
usado SCC 20X (Citrato de sodio, 88,23 g/L e Cloreto de sédio, 175,32 g/L).
Apos a transferéncia, a membranas foram lavadas em SCC 2X para a retirada
de fragmentos do gel ou de impurezas.

As membranas foram pré-hibridizadas a 65°C durante uma noite sob
agitagcdo em solugédo de hibridizagdo (5X SSC, 5X de tampao de Denhardt,
0,5% p/v SDS) adicionado de 200 pg/L de DNA de esperma de salmao
desnaturado. Apds a pré-hibridizagao, procedeu-se a hibridizacdo com 50 ng
de cada sonda. Como sondas foram utilizados os cDNAs de uma glucanase
basica de tabaco (g/uB, 1kb) e da quitinase basica de feijao (chiB, 0,9 kb)
fornecidos pela Universidad Central de Las Villas, Cuba. A sondas foram
marcadas com [a->?P] dCTP (3000 Ci mmol), utilizando-se a metodologia de
“Random Priming”, conforme as especificagcdes do fabricante (“Random priming
DNA labelling system”, InVitrogen). As sondas marcadas foram adicionadas a
solucao de hibridizacdo contendo as membranas. As membranas foram
hibridizadas por 24 horas, a 65°C. A seguir, foram lavadas duas vezes por
cinco minutos em 2x SSC, 0,1% SDS, a 65 °C, e uma vez, por vinte minutos
em1x SSC, 0,1% SDS a mesma temperatura. As membranas foram colocadas
em cassete com intensificador de sinal contendo filmes Kodak-BioMax (Kodak,
BioMax, MS Screen, Rochester, N.Y. U.S.A) e mantidas a -80°C durante sete

dias.

2.7. Analise estatistica

Nas anadlises estatisticas empregou-se o programa SAS (The SAS
Institute Inc., Version 6.01, Cary, NC, Estados Unidos). Na analise de TEL
utilizou-se a média dos trés foliolos. Efetuou-se a andlise de regressao linear
dos valores de area lesionada em funcdo do tempo (Area da lesdo =

a+B.Tempo), sendo o parametro B (inclinagao) usado como estimador da taxa
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de expansdo da lesdo (cm?.dia™). Os valores de PI, NL e AACPD foram
submetidos a anadlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade.

Na analise dos componentes microscopicos da resisténcia efetuou-se a
comparagao dos tergos dos cultivares, nos diferentes tempos de avaliagao.
Procedeu-se a analise de variancia (ANOVA) dos dados referentes a numero
de apressorios, numero de penetracdes e numero de sitios de penetragdo com
células exibindo HR e, posteriormente, a comparacdo das médias pelo teste
Fisher LSD a 95 % de probabilidade (CHURCHILL et al., 1988; GREEN e
BAILLEY, 2000).
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliagao dos componentes epidemioldgicos da resisténcia

Os componentes epidemiolégicos da resisténcia permitiram discriminar
os cultivares quanto a resisténcia a pinta preta. O numero de lesées (NL), a
taxa de expansao das lesdes (TEL) e a severidade foram os componentes que
melhor discriminaram os cultivares quanto aos niveis de resisténcia. Nos trés
experimentos realizados foi observada a mesma tendéncia de resultados. Os
dados mostrados correspondem ao experimento onde o coeficiente de variagao
foi menor.

A analise de cada componente é detalhada a seguir:

Periodo de incubagao (Pl). Os cultivares Bintje, Delta e Desirée nao
diferiram quanto ao Pl. Porém, o Pl em ‘Aracy’ foi significativamente mais longo
nos trés tercos avaliados (Tabela 1).

Numero de lesdes (NL). A analise desse componente foi realizada com
base no numero de lesdes contabilizadas aos cinco dias apos a inoculagao
(d.a.i). Nesse tempo, o NL se manteve constante em relagdo a avaliagédo do dia
anterior e ndo se observou o coalescimento das lesdes. Aracy apresentou o
menor NL nos trés tergos. Nos tergos inferior e médio e Delta mostrou menor

NL que Desirée e Bintje. O cultivar Desirée, relatado como suscetivel, ndo
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Tabela 1 - Periodo de incubagao (horas) de A. solani nos tergos inferior, médio
e superior de quatro cultivares de batata com diferentes niveis de
resisténcia a pinta preta inoculadas com 10° conidios.mL” de
A. solani. Os valores apresentados correspondem ao nimero médio
de horas apods inoculagdo onde foram observados sintomas em
todas as plantas de cada cultivar.

Cultivar® Terco

Inferior Médio Superior
Aracy (r) 58,8 a 61,2 a 76,8 a
Bintje (s) 432 b 456 b 48,0b
Delta (mr) 46,8 b 48,0b 492 b
Desirée (s) 46,8 b 432 b 516 b

@Valores na coluna seguidos da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

®Valores entre parénteses indicam o nivel de resisténcia dos cultivares,
r: resistente; mr: medianamente resistente; s: suscetivel.

diferiu de Aracy no tergo superior. Observou-se uma gradagéo da resisténcia,
em funcdo do tergo analisado. Para todos os cultivares, o maior NL foi
observado no terco superior e 0 menor, no terco inferior (Tabela 2).

Taxa de expansdo da lesdao (TEL). Independentemente do tergo
analisado a menor TEL foi observada no cultivar Aracy (Tabela 3). No tergo
inferior, os valores de TEL do cultivar Delta nao diferiram dos cultivares Bintje e
Desirée. Todos os cultivares apresentaram menor TEL no tergo superior.
Nesse terco os valores da TEL do cultivar Desirée, considerada como
suscetivel, ndo diferiram dos de ‘Delta’ (resisténcia intermediaria). No tergo
superior, as lesdes do cultivar Aracy ficaram praticamente restritas nos pontos
de infecgao, n&o se expandindo com o tempo (Figura 1).

Severidade. Os valores de area abaixo da curva de progresso da
doenga (AACPD) do cultivar Aracy foram os menores, independentemente do
terco da planta analisado (Figura 2). No terco médio, o cultivar Delta

apresentou menores valores de AACPD que ‘Desirée’ e ‘Bintje’. O valor de
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Tabela 2 - Numero de lesdes causadas por Alternaria solani nos tercos
inferior, médio e superior de quatro cultivares de batata com
diferentes niveis de resisténcia a pinta preta inoculadas com
10° conidios.mL™. Os valores apresentados correspondem a
média do numero de lesdes em trés folhas por ter¢o de 15 plantas

por cultivar.
Cultivar® Terco
Inferior Médio Superior
Aracy (r) 10,2 cA 8,1 cA 1,2 cB
Bintje (s) 34,8 aA 24,6 aB 15,8 aC
Delta (mr) 22,1 bA 16,2 bB 8,2bC
Desirée (s) 32,0 aA 28,2 aA 4,0cB

#Valores na coluna seguidos da mesma letra mintscula e valores nas filas
seguidos da mesma letra maiuscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

®Letras entre parénteses indicam o nivel de resisténcia dos cultivares, r:
resistente; mr: medianamente resistente; s: suscetivel.

AACPD do cultivar Desirée no tergo superior ndo diferiu do de Aracy. No ter¢o
superior, os valores de AACPD foram menores quando comparados com o
terco médio e inferior, respectivamente (Figura 2), mostrando que este
componente é influenciado pela idade dos tecidos (Figura 3).

Numero de esporos por area foliar afetada (NEAA). Constatou-se alta
variabilidade e baixa repetibilidade dos resultados na avaliagdo deste
componente. Nao houve relagao entre a quantidade de esporos presentes nas
amostras coletadas com o tamanho das lesbes nem com o nivel de resisténcia
dos cultivares. Nao houve relacado entre o NEAA e idade dos tecidos.

Periodo latente (PL). O PL ndo discriminou os cultivares quanto a
resisténcia a pinta preta. Foram observadas lesdes de até 4 cm? sem a
presenca de esporos e lesbées de area menor (0,5 cmz) com a presenca de

esporos. Nao houve relagao entre o PL e idade fisiolégica dos tecidos.
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Tabela 3 - Comparacgao entre as estimativas do parametro b1 das equacdes de
regressao lineal utilizadas para calcular a taxa de expansdo das
lesdes (cm?.dia™') em cultivares de batata com diferentes niveis de
resisténcia a pinta preta, inoculadas com Alternaria solani
(10° conidios.mL"). Os valores apresentados correspondem a
diferenca entre o valor b1 de Desirée (“baseline”) e o de cada
cultivar comparado.

Cultivar® Terco Inferior

Aracy Bintje Delta
Aracy (r) - - -
Bintje (s) 0,210 * - -
Delta (mr) 0,131 * 0,079 ns -
Desirée (s) 0,344 * 0,554 ns 0,475 ns

Tergo Médio

Aracy Bintje Delta
Aracy (r) - - -
Bintje (s) 0,066 * - -
Delta (mr) 0,053 * 0,118 * -
Desirée (s) 0,119 * 0,184 ns 0,066 *

Tergo Superior

Aracy Bintje Delta
Aracy (r) - - -
Bintje (s) 0,064 * - -
Delta (mr) 0,055 * 0,009 * -
Desirée (s) 0,028 * 0,036 * 0,027 ns

ns: nao significativo.

*diferenca significativa a 5% de probabilidade.

dLetras entre parénteses indicam o nivel de resisténcia dos cultivares:
r = resistente; mr = medianamente resistente; s = suscetivel.
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Figura 1 - Area lesionada média (cmz) em funcao do tempo decorrido apés a
inoculacdo com Alternaria solani (103 conl'dios.mL'1) em quatro
cultivares de batata com diferentes niveis de resisténcia a pinta
preta. A.Terco inferior. B.Terco médio. C.Terco superior.
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Figura 2 - Area abaixo da curva de progresso da doenca, por tergo, em quatro
cultivares de batata com diferentes niveis de resisténcia a pinta preta
inoculadas com 10° conidios.mL" de Alternaria solani. Foram
realizadas avaliagbes a cada trés dias desde o 5° até o 20° dia apds
a inoculagdo. Barras com a mesma letra dentro de um mesmo tergo
nao diferem pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Aracy Delta Bintje Desirée

Figura 3 - Folhas de cultivares de batata com diferentes niveis de resisténcia a
pinta preta mostrando lesdes de causadas por Alternaria solani doze
dias ap6s a inoculagdo (10° conidios.mL™ em plantas). A. Terco
superior. B. Terco médio. C. Terco inferior.
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3.2. Estudo do processo de infeccao de Alternaria solani em batata

Verificou-se que tanto a técnica de diafanizacdo de tecidos quanto a
metodologia de inoculagdo utilizada foram eficientes para a observagao e

quantificagao de eventos do processo de infecgao de A. solani em batata.

3.2.1. Descrigao do processo de infecgcao de A. solani em batata

As seis horas apds a inoculagdo (h.a.i.) foram observados os primeiros
conidios germinados, sendo que nao foram constatados conidios sem pelo
menos a presenga de um tubo germinativo em nenhuma das avaliagdes
realizadas. Cada conidio produziu em média 3,21 + 0,093, (média + desvio
padrdo) tubos germinativos os quais, freqientemente, se ramificavam e
percorriam longas distancias ao longo das juncdes das células, sem orientagao
visivelmente definida até formar apressoérios e penetrar (Figura 4A). Foram
observados conidios com tubos germinativos curtos com formagao de
apressorios e penetragédo (Figura 4B). A formagao de apressorios aumentou
significativamente as 24 h.a.i. e caracterizou-se pela presenca de dilatagbes
hialinas proeminentes formadas nas extremidades dos tubos germinativos
(apressorios terminais, EMMETT e PARBERY, 1975) ou lateralmente nas hifas
(Figuras 4C e 4D). Alguns apressoérios germinaram dando origem a tubos
germinativos, os quais podiam desenvolver novos apressorios e penetrar. A
maioria dos apressorios formou-se nas jungbes das células epidérmicas
(Figuras 5A e 5B). Na superficie dos apressorios, tubos germinativos e hifas foi
observada uma substancia semelhante a uma matriz extracelular que parece
estar envolvida com a adesdo dessas estruturas a superficie da planta
(Figura 5).

A penetracao do fungo nos tecidos do hospedeiro teve um aumento as
36 h.a.i. e aconteceu quase exclusivamente de forma direta. A penetracéo por
estdmatos foi raramente observada (Figura 6A). Os pontos mais freqlentes de
penetracao foram entres as jungdes das células epidérmicas e em células do

complexo estomatico. Verificou-se que a hifa de penetragéo tornou-se espessa
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Figura 4 - Fotomicrografias de eventos de pré-penetragdo de Alternaria solani
em batateira cultivar Bintje. A. Conidio (¢) mostrando tubos
germinativos (tg) longos; 12 horas apds a inoculagado (h.a.i).
B. Conidio (¢) com tubo germinativo (tg); 24 h.a.i. e papila (p).
C. Apressorios (a) terminais formados proximos do estdmato (e);
24 h.a.i. D. Formagao de dois apressorios laterais em um mesmo
tubo germinativo com um ponto de penetracao (pp); 24 h.a.i.
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Figura 5 - Fotomicrografias de microscopia eletrénica de varredura do processo
de infecgao de Alternaria solani no cultivar Bintje as 24 horas apés a
inoculagdo. A e B conidio (¢) germinando com formagao de
apressorio (a) nas jungdes das células epidérmicas. C. Hifa (h)
aderida na superficie foliar sugerindo a presengca de matriz
extracelular envolvida na aderéncia ao tecido. D. Hifa (h) com
formagéao de apressorio (a). As setas indicam pontos com aparente
adesao da hifa a superficie foliar.
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Figura 6 - Fotomicrografias de eventos de pds-penetragéo de Alternaria solani
em batateira as 36 horas ap6s a inoculagéo. A. Conidio germinado e
penetrando em dois sitios diferentes no cultivar Bintje. Nota-se a
necrose do tecido colonizado. B. Célula do cultivar Bintje com
micélio intracelular (mi) mais grosso que a hifa de penetragao.
C. Apressorio (a) e penetragédo por estdmato (e) no cultivar Aracy.
Nota-se a célula reagindo com HR. D. Célula do cultivar Aracy
penetrada diretamente exibindo HR. E. Apressorio (a) em fase inicial
de penetragdo direta com a célula exibindo HR, cultivar Aracy.
F. Célula do cultivar Aracy reagindo com granulagbes
citoplasmaticas (gc), evidenciando a ocorréncia de HR.
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uma vez dentro do tecido, com didmetro maior que o do tubo germinativo do
conidio, e que originou abundante e espesso micélio interno (Figura 6B). O
micélio interno ramificou-se colonizando os tecidos e provocando necrose. As
48 h.a.i. foram observadas lesdes macroscépicas nos tecidos diafanizados. A
necrose provocada pela colonizagdo do fungo impediu a quantificagdo de
eventos no processo de infeccdo nas amostras coletadas as 72 h.a.i. O
fendbmeno descrito por GEES e HOHL (1988) como penetracao abortiva, e que
se refere ao insucesso na penetracdo do patdégeno devido a formacgao de
estruturas fisicas de defesa, nao foi observado.

Independentemente do modo de penetragdo, em algumas células
adjacentes ao sitio de penetragao, verificou-se a presenga de alteragbes do
conteudo celular (Figuras 6C e 6D). Estas alteragbes caracterizaram-se pela
presenca de abundantes granulagdes no citoplasma e espessamento da
parede celular (Figuras 6E e 6F). Essas células, ao serem observadas sob
microscopia de fluorescéncia, apresentavam niveis de autofluorescéncia mais
intensos do que os observados em células necrosadas e colonizadas pelo
patégeno (dados ndo mostrados). Esse tipo de reagéo, caracterizado como
reacao de hipersensibilidade (HR), foi observada com maior frequéncia nas
penetragées que ocorreram proximo aos estdmatos. Embora, de modo geral, o
patégeno foi visivelmente restrito nos pontos de infecgéo, onde se observou a
HR, foram notados pontos de penetracdo onde apesar das células reagirem
com HR, o tecido adjacente estava visivelmente necrosado, sugerindo a
continuidade do processo de colonizagao.

A analise dos tecidos diafanizados revelou que, independentemente do
cultivar, o numero de células/area de tecido foliar, esta diretamente relacionado
com a idade dos tecidos. Tecidos mais jovens possuem maior numero de

células/cm? (Figura 7).

3.2.2. Avaliagao dos componentes microscopicos da resisténcia

Da analise das amostras coletadas nos diferentes periodos apds a

inoculagao do patdgeno, verificou-se que 36 h.a.i. foi o tempo que permitiu a
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Figura 7 - Variagdo no numero de células por area de tecido foliar em
diferentes tecidos de batateira cultivar Bintje. A. Células
epidérmicas de foliolo do tergo inferior. B. Células do tecido
palicadico de foliolo do terco inferior. C. Células epidérmicas de
foliolo do tergo médio. D. Células do tecido paligadico de foliolo do
terco médio. E. Células epidérmicas de foliolo do tergo superior.
F. Células do tecido paligadico de foliolo do tergo superior.
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melhor descricdo dos componentes avaliados nos quatro cultivares. Uma vez
que nao se constatou interacdo entre o tempo de ocorréncia dos eventos e
cultivares, esse tempo foi escolhido para as analises estatisticas. Nao foram
observadas diferengas entre cultivares quanto as caracteristicas morfo-
fisiolébgicas do processo infeccioso. Essas caracteristicas ndo foram
influenciadas pela idade dos tecidos.

Numero de conidios germinados. Foram observados conidios de A.
solani germinados em todos os cultivares estudados, independentemente dos
niveis de resisténcia. O cultivar Bintje apresentou a maior quantidade de
conidios germinados nos trés tergos diferindo apenas de ‘Delta’ no tergo inferior
e de ‘Aracy’ e ‘Desirée’ no tergo médio e dos demais cultivares no tergo
superior (Tabela 4). Quando a analise foi efetuada por tercos nao houve
relagdo entre o numero de conidios germinados com a idade dos tecidos
(Tabela 5).

Numero de apressorios. Nao houve associagcdo entre o numero de
apressorios por conidios germinados (apressorios/conidios germinados), e a
resisténcia dos cultivares. Apenas no terco superior Delta diferiu do resto dos
cultivares (Tabela 4). Este componente ndo foi influenciado pela idade dos
tecidos (Tabela 5).

Numero de penetragées diretas. Nos quatro cultivares, a penetragéao
do fungo ocorreu predominantemente de forma direta. O numero de
penetracdes (penetragdes/ conidios germinados) diferiu entre os cultivares
apenas no tergo inferior, esse valor foi menor no cultivar Aracy o qual diferiu
somente de ‘Bintje’ (Tabela 4). A penetracao do fungo foi maior no ter¢o médio,
e nao foram detectadas diferengas significativas do numero de penetragbes
entre o terco inferior e superior (Tabela 5).

Numero de sitios de penetragdo exibindo células com reacgao de
hipersensibilidade (HR). Constataram-se células exibindo HR em todos os
cultivares. Nao se observou, diferenga entre cultivares e os tercos quanto a
velocidade de ocorréncia de células com HR (dados ndo mostrados). Nos trés
tergos, ‘Aracy’ apresentou o maior numero de sitios de penetragdo exibindo
células com HR (Tabela 4). Este valor foi significativamente maior no tergo

superior dos quatro cultivares (Tabela 5).
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Tabela 4 - Quantificagdo dos componentes microscopicos da resisténcia no
processo de infeccdo de Alternaria solani em quatro cultivares de
batata as 36 horas apds a inoculagdo. Os dados do numero de
conidios germinados correspondem a média de trés repeticbes em
uma darea avaliada de 2 cm?repeticdo. Os valores referentes as
variaveis apressoérios, penetracdes diretas e de sitios de
penetracao com células exibindo HR correspondem a proporgdes
calculadas em relagdo ao numero de conidios germinados.

Cultivar® Tergo Inferior
Numero de  Apressorios/ Penetracdes Sitios de penetragdo com
conidios conidios diretas/conidios células exibindo
germinados germinados germinados HR/conidios germinados
Aracy (r) 24,0 ba 0,510 a 0,105 b 0,080 a
Delta (mr) 16,3b 0,600 a 0,386 ab 0,022 b
Bintje (s) 29,0 a 0,600 a 0,424 a 0,011 b
Desirée (s) 20,0 ba 0,592 a 0,375 ab 0,013 b
Tergco Médio
Aracy (r) #17,3b 0,890 a 0,447 a 0,064 a
Delta (mr) 30,6 a 0,961 a 0,606 a 0,010 a
Bintje (s) 36,0 a 0,559 b 0,385 a 0,012 a
Desirée (s) 14,0b 0,782 ab 0,662 a 0,018 a
Terco Superior
Aracy (r) 116 b 0,656 b 0,303 a 0,282 a
Delta (mr) 16,0 b 1,165 a 0,389 a 0,015¢
Bintje (s) 29,6 a 0,330 b 0,186 a 0,025 ¢
Desirée (s) 14,6 b 0,328 b 0,296 a 0,109 b

#Valores na coluna seguidos de uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo
teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.

®Letras entre parénteses indicam o nivel de resisténcia dos cultivares:
r = resistente; mr = medianamente resistente; s = suscetivel.
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Tabela 5 - Quantificagdo dos componentes microscopicos da resisténcia de
tercos de quatro cultivares de batata ao processo de infecgao de
Alternaria solani, as 36 horas apds a inoculacdo. Os valores do
numero de conidios germinados correspondem a média dos quatro
cultivares. Os valores referentes as variaveis apressorios,
penetracdes diretas e de sitios de penetragao com células exibindo
HR correspondem a proporgdes calculadas em relagdo ao numero
de conidios germinados.

Tercos Numerode Apressorios/ Penetracdes Sitios de penetragdo com
conidios conidios diretas/conidios células exibindo
germinados  germinados germinados HR/conidios germinados
Inferior 422 3a 0,575 a 0,322 b 0,031b
Médio 24,5 a 0,798 a 0,525 a 0,026 b
Superior 18,0 a 0,619 a 0,294 b 0,108 a

#Valores na coluna seguidos de uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo
teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.

3.3. Estudo da expressao diferencial de genes que codificam para
proteinas relacionadas a patogénese (PR)

A avaliagdo do numero de lesbes confirmou o sucesso da inoculagao
(Tabela 6).

Tabela 6 - Numero de lesbes causadas por Alternaria solani nos tercos inferior
e superior de dois cultivares de batata Aracy (Resistente) e Bintje
(Suscetivel) inoculadas com 10° conidios.mL™. 2Valores
correspondem a média do numero de lesdes em trés folhas por
terco de 5 plantas por cultivar.

Cultivar Terco
Inferior Superior
Aracy 126 a 21a
Bintje 38,1b 200b
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Os métodos de extracao e quantificagdo de RNA utilizados garantiram a
obtencdo de RNA total de qualidade, bem como a “equalizacdo” da
concentracdo das amostras para a realizacdo das analises de “northern
blotting” (Figura 8).

Aracy Bintje
| Plantas inoculadas| Controle (4gua) | | Plantas inoculadas| Controle (agua) |
- .- — - - - .- —
Terco .E.E...iﬂ".aiii...iuii..
Superior ' : '
-

Tergo "”"""'ii -ii-t-- i-"-i
Inferior HERN ;. ' ...iiiiii ' .

0 12 24 36 48 72 0 12 24 36 48 72 0 12 24 36 48 72 0 12 24 36 48 72
Horas apds a inoculagao

Figura 8 - Analise eletroforética do RNA total isolado de tecido foliar de dois
cultivares de batata, Aracy (resistente) e Bintje (suscetivel) coletado
em diferentes tempos apds a inoculagdo com Alternaria solani
(10° conidios.mL™). Em cada canaleta foram carregados 10 ug de
RNA total, que foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1,2%) contendo 20 mM de acido 3-[N-morfolino] propano sulfénico
(MOPS), 5 mM de acetato de sédio, 1 mM de EDTA, pH 7,0,
100mgL™ de brometo de etidio e 18 mL/L de formaldeido 37%
(12,3 M). A corrida eletroforética foi realizada a 80 V, durante
4 horas.

A analise de expressao dos genes da glucanase basica de tabaco (g/uB)
e a quitinase basica de feijao (chiB) em batata revelou que transcritos
correspondentes a esses genes estdo presentes em foliolos do tergo superior e
inferior dos cultivares Bintje e Aracy, independente da interagdo com A. solani
(Figuras 9 e 10).
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Plantas inoculadas

Plantas controle (agua)

Aracy

gluB

chiB

P _ ’_, “ A
0 12 24 36 48 72 0 12 24 36 48 72
Horas apés a inoculagao

Figura 9 - Expressdo de genes homologos ao da glucanase basica de tabaco
(gluB) e da quitinase basica de feijao (chiB) no terco inferior dos
cultivares Aracy (Resistente) e Bintje (Suscetivel) inoculadas com
10° conidios.mL” de Alternaria solani. Para cada amostra
empregaram-se 10 yg de RNA total. O RNA foi fracionado por
eletroforese em gel de agarose, transferido para membrana Hybond-
N+ (Amsersham Pharmacia) e hibridizado durante 24 horas, a 65°C,
com os cDNA dos genes gluB e chiB marcados com [*’P]. A
autoradiografia foi realizada a —80 °C durante sete dias utilizando
filmes Kodak-BioMax.
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Horas apés a moculagao

Aracy

Bintje

Aracy

ChlB

Bintje

Figura 10 - Expressao de genes analogos ao da glucanase basica do tabaco
(g9/luB) e da quitinase basica do feijao (chiB) no terco superior dos
cultlvares Aracy (ReS|stente) e Bintje (Suscetivel) inoculadas com
10® conidios.mL™ de Alternaria solani. Para cada amostra
empregaram-se 10 pg de RNA total. O RNA foi fracionado por
eletroforese em gel de agarose, transferido para membrana
Hybond-N+ (Amsersham Pharmacia) e hibridizado durante
24 horas, a 65 °C, com os cDNA dos genes gluB e chiB marcados
com [*P]. A autoradiografia foi realizada a -80 °C durante sete dias

utilizando filmes Kodak-BioMax.
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Um aumento nos niveis desses transcritos em resposta a inoculacao
com A. solani foi somente detectado no tergo inferior do cultivar Aracy, as 12 e
24 horas apds a inoculagao (Figuras 9A, 9B, 9E e 9F). Embora em niveis
menores, no tergo inferior das plantas nao inoculadas de ‘Aracy’ foi detectado
um aumento nos transcritos correspondentes a gluB e chiB, neste mesmo
periodo (Figuras 9B e 9F). No cultivar Bintje nado foi detectada a indugao destes

genes em nenhum dos tratamentos (Figuras 9 e 10).
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4. DISCUSSAO

A resisténcia do cultivar Aracy a pinta preta caracterizou-se por um
aumento no PI, reducdo do NL, da TEL e consequentemente da severidade em
todos os tercos avaliados. Ja o menor NL, TEL, e severidade no terco médio
explicam a resisténcia moderada de ‘Delta’. O cultivar Desirée, considerado
como suscetivel, apresentou, no terco superior, valores de NL e AACPD
similares a ‘Aracy’.

Embora o Pl tenha diferenciado o cultivar Aracy dos demais, esse
componente nao detectou a resisténcia intermediaria de ‘Delta’. O Pl tem sido
relatado como um componente correlacionado com a resisténcia a pinta preta
em batata, assim como em outros patossistemas (PELLETIER e FRY, 1989;
ROTEM, 1994; PARLEVLIET, 1979). E possivel que o Pl permita diferenciar
classes de resisténcia a pinta preta em batata quando o nivel de resisténcia
presente nos genotipos é alto, sendo pouco eficiente para detectar niveis de
resisténcia intermediaria. Assim, a utilizagdo do Pl como critério de sele¢gao em
programas de melhoramento para a resisténcia a pinta preta em batata deve
ser considerado cuidadosamente, pois genotipos com niveis de resisténcia
intermediarios e com caracteristicas agrondmicas de interesse podem ser
descartados durante o processo de selecgao.

O NEAA e o PL provavelmente foram influenciados pelo fato de os
experimentos terem sido conduzidos em condi¢des de casa de vegetagado onde

a umidade relativa é baixa e o molhamento foliar é praticamente zero. Um fator
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importante para a esporulagao de espécies do género Alternaria bem como de
outros fungos nos tecidos do hospedeiro é a umidade ou molhamento do tecido
foliar (MILLER, 1975; HOLLEY et al., 1985; EVERTS e LACY, 1990). NUNES
(1983) encontrou diferengas entre gendtipos de batata quanto a resisténcia a
pinta preta avaliando estes dois componentes em condicbes de casa de
vegetacdo. Esta discrepancia de resultados pode ser devido as caracteristicas
dos isolados utilizados, gendtipos de batata avaliados, assim como a
metodologia de quantificagcdo empregada.

Em trabalhos conduzidos em campo houve correlacdo entre resisténcia
a pinta preta e a quantidade de esporos produzidos por area foliar afetada
(PELLETIER e FRY, 1989). O NEAA tem sido relatado como um componente
que nao € afetado pela duragéo do ciclo da cultura nem pela idade dos tecidos
(ROTEM, 1994; MORETTO e BARRETO, 1997). Segundo JOHNSON e
TAYLOR (1976), o NEEA é uma variavel adequada para avaliar tanto a
patogenicidade quanto a resisténcia, uma vez que mede a multiplicacdo do
patdégeno “per se”. Segundo os autores, o NEAA representa a soma dos efeitos
de todos os componentes da resisténcia. A importancia deste componente na
resisténcia tem sido constatada no patossistema milho-Bipolaris maydis, onde
a resisténcia conferida pelo gene rhm1 é caracterizada por uma inibigao
marcante da esporulagdo (SIMMONS et at., 2001). Assim é importante que, em
trabalhos futuros, seja aprimorada a metodologia de incubacéo e inoculagao
para averiguar se a resisténcia do cultivar Aracy é também caracterizada por
um menor NEAA.

Todos os componentes foram influenciados pela idade dos tecidos.
Maior Pl e menores valores de NL, TEL e severidade foram observados no
tergco superior, comprovando a menor suscetibilidade desses tecidos a A.
solani. A variabilidade de reagdo desses tecidos nos diferentes cultivares
sugere que caracteristicas genéticas do cultivar, além do estado fisiologico de
seus tecidos, determinam o grau de suscetibilidade a pinta preta. Uma
descricao da resisténcia dos cultivares similar a descrita por REIFSCHNEIDER
et al. (1985) é obtida quando se considera o terco médio das plantas. Esses
resultados corroboram os resultados de CHRIST (1991). Este autor ao estudar

o efeito do método de avaliagdo na caracterizacdo de cultivares de batata

38



quanto a resisténcia a pinta preta, sugeriu que a avaliagdo no ter¢co médio € a
mais eficiente na diferenciagao de cultivares.

A relagao entre idade fisioldgica dos tecidos e suscetibilidade parece ser
caracteristica de todos os patossistemas envolvendo o género Alternaria. Esta
relacédo ja foi relatada para A. macrospora em algodao (BASHI et al., 1983),
para A. helianthi em girassol (ALLEN et al., 1983b), para A. porri em cebola
(AVELING et al., 1994), e para A. cirsinoxia em Cirsium (GREEN e BAILLEY,
2000). O maior numero de células por unidade de superficie nos tecidos mais
jovens sugere uma relagdo com a resisténcia tanto do ponto de vista fisico,
pelo fato de haver maior compactagao celular nos tecidos mais jovens, quanto
do ponto de vista bioquimico, pelo fato de que uma maior quantidade de
células por unidade de area ser capaz de produzir maior quantidade de
transcritos relacionados a resposta de defesa. Porém, a auséncia diferengas no
numero de penetragdes entre os tercos ndo condiz com a hipoétese de fatores
fisicos contribuirem para a maior resisténcia dos tecidos jovens. E possivel que
fatores relacionados a qualidade e/ou a quantidade dos metabdlitos nestes
tecidos sejam responsaveis pela resisténcia.

Embora os menores valores de NL sugiram a possibilidade da existéncia
de mecanismos atuando na fase de pré-penetragéo, a analise histoldgica nao
permitiu determinar nos cultivares Aracy e Delta fatores de resisténcia que
atuem sobre a germinacdo dos conidios, elongacdo dos tubos germinativos,
formacdo de apressorios e penetracdo do patdégeno. A resisténcia desses
cultivares estaria relacionada com mecanismos atuando apés a penetracdo do
patogeno.

O numero de sitios de penetragdo com células exibindo HR foi o
componente microscopico de maior associagao com a resisténcia do cultivar
Aracy. A autofluorescéncia detectada nas lesbées consideradas como HR, ja foi
relatada em pimentdo (Capsicum annuum L.) uma planta ndo hospedeira,
como resposta & infeccdo por A. solani (ARAUJO, 2000). Essa
autofluorescéncia é devido ao acumulo de sustancias de defesa como
polifendis (KAMOUN et al., 1999; FREYTAG et al., 1994; VLEESHOUWERS et
al., 2000b). Reacbes de defesa com caracteristicas similares as descritas neste
trabalho e denominadas de HR foram igualmente detectadas em gendtipos

resistentes e suscetiveis de batata quando desafiados com P. infestans
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(SCHRODER et al., 1992; FREYTAG et al., 1994; VLEESHOUWERS et al.,
2000b) e PVY (HINRICHS-BERGER et al., 1999). A maior freqiéncia de HR
observadas em areas do complexo estomatal poderiam estar relacionadas com
um acumulo diferencial e érgao especifico de substancias relacionadas com
este fenébmeno. BUCHTER et al. (1997) e HOEGEN et al. (2002) constataram
maior acumulo de proteinas PR em areas do complexo estomatal de tecidos de
batata como resposta a infeccdo de P. infestans. Embora nao tenha sido
confirmado, os autores especulam que esse padrao de expressao poderia estar
relacionado com o fato de os estdbmatos serem aberturas usadas por muitos
patdogenos para a penetragdo. Assim, o acumulo destas proteinas poderia
representar um mecanismo de defesa constitutivo contra o ataque de
patégenos.

A associagdo entre o numero de sitios de penetragdo mostrando HR
com niveis de resisténcia parcial tem sido demonstrado para Melampsora lini
em linho (KOWALSKA e NUIKS, 1999), e para P. infestans em batata (GEES e
HOHL, 1988; VLEESHOUWERS et al., 2000b). No caso da resposta a
P. infestans em batata, VLEESHOUWERS et al. (2000b) verificaram que nao
s6 o numero de células envolvidas na HR, mas também a velocidade de reacao
dessas células se correlaciona com a resisténcia dos cultivares. Genétipos
silvestres do género Solanum com resisténcia “completa” reagiram mais
rapidamente e com menor numero de células envolvidas do que cultivares
comerciais com resisténcia parcial. Segundo KOMBRINK e SCHMELZER
(2001), este tipo de resposta pode ser explicado utilizando o modelo classico
de interacdo dos genes R-Avr (de WIT et al., 1992), considerando-se a
existéncia de diferengas na afinidade de proteinas R e AVR. Dessa maneira
interagdes “fortes” ocorrem quando o nivel de afinidade € elevado e interagdes
“fracas” quando este nivel € menor. No caso das interagdes “fortes”, a HR seria
rapida e intensa e confinaria o patdégeno nos sitios de penetragédo, enquanto
que nas interacdes fracas, levariam a uma HR tardia incapaz de conter o
avancgo do patégeno. E possivel também que apesar das células terem reagido
com HR na “velocidade apropriada”, a quantidade de sustancias
antimicrobianas (ex. proteinas relacionadas com a patogénese, fitoalexinas,

compostos fendlicos) que normalmente sdo acumuladas como parte do
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processo que leva ao fendbmeno de HR, ndo foram produzidas na concentracao
necessaria para conter ao patégeno no ponto de penetracéo.

Embora A. solani seja um patdégeno necrotrofico, € possivel que nas
etapas iniciais do processo de infecgdo ocorram interagdes entre substancias
produzidas pelo patégeno e receptores na planta levando a ocorréncia de HR.
Reacdes de HR que ocorreram no tempo apropriado poderiam entdo explicar o
menor NL no cultivar Aracy. A possibilidade de ocorréncia de HR é suportada
pelo trabalho de LAWRENCE et al. (2000). Esses autores constataram que
elicitores obtidos a partir do tratamento de esporos e tubos germinativos de A.
solani com enzimas hidroliticas purificadas de tomateiro resistente ao patégeno
sao capazes de provocar HR em tomateiro.

A observagao de HR nos cultivares suscetiveis sugere que esta reagao
de defesa obedece a critérios quantitativos e temporais. Assim, a freqiéncia e,
ou, a velocidade com que sado detectadas pode estar associada com os niveis
de resisténcia presentes nos gendtipos em estudo. GEES e HOHL (1988)
compararam as respostas de defesa a infecgao de P. infestans de um gendétipo
de batata com resisténcia raga especifica (interacdo incompativel) com outro
genotipo com resisténcia parcial. Na interagdo incompativel, todas as células
penetradas pelo patdgeno reagiram com HR, enquanto no gendtipo com
resisténcia parcial a frequéncia de esta reagdo variava de 33 a 98 %. Os
autores destacam que reagdes de defesa exibidas em interacbes compativeis e
incompativeis apresentam um fendtipo indistinguivel em nivel citoldgico.
Similarmente, XI et al. (2000) estudando a interagdo cevada - Rhynchosporium
secalis verificaram que a resisténcia no cultivar Johnston estava associada com
a presenca de halos e aposigdes que confinavam o patégeno nos pontos de
penetracdo. Essa reagdo de defesa também foi observada no cultivar
suscetivel, embora em menor frequéncia. Reagdes de hipersensibilidade em
genodtipos suscetiveis também foram observadas em estudos citolégicos
realizados nas interagdes  batata-P. infestans  (FERRIS, 1955;
VLEESHOUWERS et al., 2000b), batata-PVY (HINRICHS-BERGER et al.,
1999) e milho-Colletotrichum graminicola (MIMS e VAILLANCOURT, 2002).
Embora uma maior velocidade de ocorréncia de pontos de penetracdao com HR

nao tenha sido constatada no presente trabalho, € possivel que com a

41



utilizacdo de intervalos de amostragens menores e a execugdo de maior
numero de observagdes se detectem efeitos semelhantes.

A freqliéncia de HR parece explicar s6 em parte a resisténcia presente
em Aracy, uma vez que apenas 33,3 % dos sitios de penetragdo no cultivar
Aracy (dados ndo mostrados) apresentaram HR. E possivel que existam outros
mecanismos de defesa que atuem conjuntamente com a HR retardando a
colonizacao dos tecidos. No tercgo inferior, parece que o mecanismo adicional é
a indugao de proteinas PR em resposta a infeccdo uma vez que foi observado
um aumento na expressdo coordenada de genes homdlogos ao gene da
glucanase basica de tabaco (g/uB) e ao da quitinase basica de feijao (chiB) as
12 e 24 h.a.i. Maior nivel de expressao basal e indugédo de expressao de genes
PR em resposta a infecgéo tém sido observados em tomateiro resistentes a A.
solani (LAWRENCE et al.,, 1996, 2000) e em cultivares de tomate com
diferentes niveis de resisténcia a P. infestans.

Além da acdo direta sobre as estruturas do patégeno mediante a
hidrélise da quitina e glucanos presentes na parede celular fungica, as
proteinas PR podem também contribuir com a liberagdo de fragmentos
(quitosanas, glucanos) que poderiam atuar como elicitores da resposta de
hipersensibilidade (KOMBRINK et al., 1988; Van LOON e Van STRIEN, 1999).
No caso do cultivar Aracy, foi constatada uma maior freqiéncia de células
reagindo com HR como resposta a infeccdo de A. solani do que no cultivar
Bintje. Esta reacdo teve um incremento as 24 h.a.i. coincidindo com o tempo de
maior acumulo de transcritos dos genes gluB e chiB neste cultivar. Embora
estudos simultdneos de citologia e expressdo génica precisem ser feitos, os
resultados obtidos fornecem evidéncias sobre o possivel envolvimento direto
ou indireto destes genes na resposta de HR no tergco inferior neste
patossistema.

A auséncia da expressao diferencial no tergo superior, onde se observou
maior frequéncia de células exibindo HR, pode ser explicada por uma
regulacdo da expressdao dos genes PR dependente do estagio de
desenvolvimento, do tipo de tecidos e de 6rgaos especificos relatada para
outros genes PR (BUCHTER et al., 1997; ANCILLO et al., 1999; HORNER et
al., 1999; HOEGEN et al.,, 2002). De modo geral, tem-se verificado maior

acumulo de glucanases e quitinases basicas nas folhas velhas do que nas
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jovens (LOTAN et al., 1989; SAMAC et al., 1990; SHCRODER et al., 1992;
BEERHUES e KOMBRINK, 1994; LAWTON et al., 1994). A expressado
relacionada a idade dos tecidos e ao tipo de érgéo, parece ser regulada de
forma especifica. BUCHTER et al. (1997) constataram que os niveis de
expressao basal do gene da quitinase acida (chtA) em batata eram maiores
nas folhas velhas do que as jovens. No entanto, quando analisaram o padrao
de expressao nos internddios encontraram um gradiente oposto. ANCILLO et
al. (1999) clonaram dois genes que codificam para quitinases (chtB e chtC) em
batata e verificaram que chtC era expresso em maior quantidade nas folhas
jovens. Ao contrario, a quantidade de mRNA de chtB e da proteina
correspondente aumentou proporcionalmente com a idade fisiolégica da folha.
Os autores concluiram que a regulagdao da expressao de genes da quitinase
em batata € um processo dependente tanto da posi¢ao da folha quanto do
estadio de desenvolvimento da planta.

O aumento da expressao de genes PR detectado nas plantas do cultivar
Aracy nao inoculadas com A. solani pode ter sido devido a estresses ocorridos
durante o processo de inoculacdo. Embora vinte e quatro horas antes da
inoculagao as plantas tivessem sido transferidas para a camara de inoculagao,
€ possivel que a manutengao por vinte e quatro horas em camara de nevoeiro
apos a inoculagdo possa ter induzido a expressdo das proteinas PR neste
cultivar. E interessante observar que este fendmeno ndo foi observado em
plantas do cultivar Bintje submetidas as mesmas condi¢des. Isto também
poderia ser considerado como uma evidéncia de sua baixa capacidade de
expressar proteinas PR como resposta a estresses. O aumento nos niveis de
expressao de genes PR encontrado nas plantas controle em experimentos
conduzidos com patégenos, bem como as variagbes detectadas entre
experimentos, tém sido atribuidos a possiveis condi¢des de estresse (Van
PELT-HEERSCHAP e SMIT-BAKKER, 1999; KEMP et al, 1999;
VLEESHOUWERS et al., 2000a). Estresses provocados por ferimentos
(KRISHNAVENI et al., 1999), aplicagado de produtos quimicos (COQUOZ et al.,
1995; SPLETZER e ENYEDI, 1999), exposicdo a raios ultravioletas (EL
GHAOUTH et al., 2003), poluentes do ar (BAHL et al., 1995) entre outros,
podem causar um aumento nos niveis de expressao de genes PR, na auséncia

de interagdo com patdégenos.
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O isolamento dos genes PR de expresséao diferencial, no cultivar Aracy e
posterior transformagéo genética de Bintje com estes genes sob o controle de
promotores tecido-especificos, ou constitutivos poderia fornecer evidéncias
mais concretas sobre sua fungdo especifica nestes tecidos e comprovar o
papel direto desses genes na resisténcia do cultivar Aracy.

A relagdo entre senescéncia dos tecidos e a suscetibilidade ou
resisténcia a doengas é ainda pouco conhecida. A regulagdo de ambos
fendbmenos é complexa, sendo que 0 mesmo processo que regula a morte
celular na senescéncia pode ser utilizado em outros tipos de morte celular
programada como, por exemplo, na reagdo de hipersensibilidade (NOODEN e
PENNY 2001; YOSHIDA, 2003). A senescéncia e a HR tém aspectos
fisioldgicos e moleculares em comum. Genes que regulam a senescéncia
compartilham homologia com genes de resposta de defesa como dominios
LRR (‘leucine rich repeat’), dominios transmembranas e dominios
Serina/Treonina quinase (TORII, 2000, YOSHIDA, 2003). Estudos que
relacionem estes processos devem ser conduzidos para um maior
entendimento dos mecanismos que governam a resisténcia associada a idade
dos tecidos. Tais conhecimentos poderao fornecer subsidios em estratégias de

melhoramento genético e controle de doengas em plantas.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A pinta preta é a principal doenga fungica da batata em condigdes de
clima quente é umido. Os cultivares resistentes disponiveis normalmente nao
apresentam boas caracteristicas comerciais. Visando entender os mecanismos
envolvidos na resisténcia de quatro cultivares de batata a pinta preta, esse
trabalho teve por objetivos: 1) quantificar os componentes epidemiolégicos da
resisténcia de quatro cultivares de batata com diferentes niveis de resisténcia a
pinta preta e estudar o efeito da idade dos tecidos nesses componentes;
2) realizar a analise histolégica do processo infeccioso nesses cultivares
visando identificar possiveis mecanismos estruturais e/ou bioquimicos
relacionados com os niveis de resisténcia dos cultivares e com a resisténcia de
tecidos jovens; 3) verificar se a expressao diferencial de genes homdlogos aos
genes que codificam as proteinas PR gluB (glucanase basica de tabaco) e chiB
(quitinase basica de feijao) respectivamente, se correlaciona com os niveis de
resisténcia dos cultivares analisadas, e com a maior resisténcia dos tecidos
jovens.

Os componentes epidemioldgicos da resisténcia, periodo de incubagao
(PI), numero de lesdes (NL), a severidade, taxa de expanséao das lesbes (TEL),
periodo latente médio (PL) e o numero de esporos por area foliar afetada
(NEAA) foram quantificados nos tergos inferior, médio e superior de plantas das
cultivares Aracy (resistente), Delta (resisténcia intermediaria), Desirée

(suscetivel) e Bintje (suscetivel) inoculadas com Alternaria solani (isolado
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ASA02) numa concentragao de 10° conidios.mL™". Os componentes que melhor
diferenciaram as cultivares quanto a resisténcia a pinta preta foram o NL, a TEL
e a severidade, sendo influenciados pela idade dos tecidos. O PL e o NEAA
nao se mostraram adequados para a avaliagao da resisténcia em condigdes de
casa de vegetacdo e, provavelmente, foram influenciados pela falta de
molhamento foliar. Pela confiabilidade dos resultados e facilidade de avaliagéao,
a severidade no terco médio mostrou-se como o componente mais adequado
na avaliagdo da resisténcia, contudo, esta escolha estara sujeita aos interesses
especificos da pesquisa.

A andlise histologica do processo infeccioso de A. solani nas diferentes
cultivares e tecidos, foi realizada por meio da técnica de diafanizacdo de
tecidos. Avaliou-se qualitativa e quantitativamente o numero de conidios
germinados, a formacao de apressorios, a penetragéo, e sitios de penetragao
mostrando reacdo de hipersensibilidade (HR). Os resultados dessa analise
demonstraram que mecanismos de resisténcia atuando na fase de pré-
penetracdo do patdogeno nao sdo responsaveis pelos niveis de resisténcia dos
cultivares estudadas, nem pela maior resisténcia dos tecidos jovens.
Constatou-se uma relacdo positiva entre o numero de sitios de penetracao
mostrando HR e a resisténcia dos cultivares e tecidos jovens.

A expressao de genes homodlogos a glucanase basica de tabaco (g/uB) e
a chitinase basica de feijao (chiB) como resposta a infecgdo de A. solani foi
analisada nos tercgos inferior e superior das cultivares Bintje e Aracy, mediante
a técnica de “Northern Blotting”. Um aumento na expressao de transcritos a
gluB e chiB foi constatado no tergo inferior da cultivar Aracy, mas ndo em
Bintie. Esse padrdo de expressao sugere um possivel envolvimento de
isoformas destes genes com a resisténcia da cultivar Aracy a A. solani. Essa
expresséo diferenciada n&o foi observada em folhas do tergo superior dessa
cultivar sugerindo um padrédo de regulagdo génica dependente da idade dos
tecidos, e o envolvimento de outros mecanismos bioquimicos na resisténcia de
folhas jovens.

Estudos detalhados envolvendo técnicas mais sensiveis como
“microarrays” hibridizagdo ‘in situ” e utilizando um numero maior de genes,
deverdo ser conduzidos visando entendimento dos mecanismos de resisténcia

associados a idade dos tecidos neste patossistema. A superexpressido ou
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silenciamento destes genes mediante o uso de plantas transgénicas também
poderia ser uma ferramenta util no intuito de entender a funcédo de genes com

expressao tecido-especifica.
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