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Organizacao geral da Dissertacao

A presente Dissertag@o estd organizada segundo as normas e modelos do Programa de
Pos-Graduagao em Biologia Celular ¢ Molecular (PPGBCM), sendo constituida de uma
apresentacao do tema, a qual aborda os mecanismos de resisténcia vegetal em resposta ao
estresse bidtico (enfocando principalmente microrganismos). Os resultados experimentais
estdo apresentados na forma de artigo cientifico intitulado “Defense mechanisms of Solanum
tuberosum L. in response to plant pathogenic bacteria”, formatado segundo as normas da
revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (http://www.scielo.br/revistas/pab/iinstruc.htm).

Os anexos apresentam figuras que foram incluidas na Dissertagdo no sentido de
evidenciar as interagdes de compatibilidade/incompatibilidade existentes entre as fitobactérias

e a cultivar de batata, ndo fazendo parte do artigo cientifico.
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Abreviaturas

AS: 4cido salicilico

ASM: acibenzolar-S-metil ou éster S-metil do acido benzo-(1,2,3)- tiadiazole-7- carbotidico
AB: 4cido benzobico

avr: gene de aviruléncia do patdgeno

BA-2H: acido benzdico 2-hidroxilase (do inglés, benzoic acid 2-hydroxylase)
BABA: icido B-aminobutirico (do inglés, B-aminobutyric acid)

hpi: horas pods inoculagao

HR: resposta de hipersensibilidade ou reag¢ao de hipersensibilidade (no inglés HR:
hypersensitive response)

INA: 4cido 2,6 dicloroisonicotinico (do inglés, 2,6-dichloroisonicotinic acid)
JA-Ile: jasmonato isoleucina

Kat: unidade Katal

LRR: repetigdes ricas em leucina (do inglés, leucine rich repeats)

MAP: proteina ativadora de mitose (do inglés, mitogen-activated protein)

MeJA: metil jasmonato

NO: 6xido nitrico

0, ion superoxido

OH: radical hidroxila

PAL: fenilalanina amonia-liase (do inglés, phenylalanine ammonia-lyase)
PAMPs: padrdes moleculares associados aos patogenos (do inglés, pathogen associate
molecular pattern)

Pep 13: oligopeptideo proveniente do fungo Phytophthora infestans

POX: peroxidase

PPO: polifenoloxidase (do inglés, polyphenol oxidase)

PR: relacionada a patogénese (do inglés, pathogenesys related)

pv.: classificagdo taxondmica subespecifica patovar

PVPP: polivinilpolipirrolidona

QTLs: /locus de heranga quantitativa (do inglés, quantitative trait locus)

R: gene de resisténcia do vegetal



ROS: espécies reativas de oxigénio (do inglés, reactive oxygen species)

SAR: resisténcia sist€émica adquirida (no inglés, systemic acquired resistance)

ISR: resisténcia sistémica induzida (no inglés, induced systemic resistance)

SAGase: acido salicilico glicosiltransferase (do inglés, salicilic acid glicosyl transferase)
SOD: superoxido dismutase

u.f.c: unidades formadoras de colOnias



Resumo

A resisténcia natural das plantas a doengas ¢ baseada tanto em mecanismos pré-formados
quanto em mecanismos induzidos. Esse estudo pretendeu analisar os niveis de compostos
fenolicos, incluindo o grupo dos flavonoéides e as atividades das enzimas polifenoloxidases (PPOs)
e peroxidases (POX) em Solanum tuberosum cv. Agata, em resposta as inoculagdes com as
bactérias fitopatogénicas incompativeis Xanthomonas axonopodis, Ralstonia solanacearum, e
compativeis Erwinia carotovora. A compatibilidade das bactérias foi avaliada através da
inoculacao de tubérculos. Tubérculos infiltrados com E. carotovora exibiram sinais de doenca ¢
com R. solanacearum e X. axonopodis ndo desenvolveram doenca. As inoculagdes nas folhas
foram realizadas dependendo do niimero e das localizagdes das folhas nos ramos. As inoculagdes
multiplas foram realizadas nas folhas basais, intermedidrias e apicais e as inoculagdes simples
ocorreram nas folhas intermediarias. As folhas inoculadas com as suspensodes de X. axonopodis e
R. solanacearum exibiram a resposta de hipersensibilidade (HR) dentro de 24 hpi, enquanto que
as folhas inoculadas com E. carotovora evidenciaram sintomas de doenga. Portanto, o isolado de
R. solanacearum utilizado nos experimentos ndo mostrou viruléncia a esta cultivar de batata.
Independentemente do tratamento bacteriano, as folhas basais apresentaram nas inoculagdes
multiplas, as mais altas atividades das PPOs e das POX e os niveis mais baixos de compostos
fenolicos totais e de flavonoides, quando comparadas com as folhas apicais. As folhas basais ¢ as
intermedidrias inoculadas com R. solanacearum e com X. axonopodis mostraram um aumento nos
niveis de compostos fendlicos totais e de flavondides. Esses aumentos foram similares ou maiores
que os niveis observados nas folhas apicais ndo inoculadas. De um modo geral, as inoculagdes
multiplas exibiram os maiores niveis de compostos fenolicos totais e de flavonodides, enquanto
que as inoculagdes simples apresentaram os maiores aumentos nas atividades das PPOs. Contudo,
as atividades das POX ndo apresentaram diferencas significativas entre as inoculacdes multiplas e
simples. No presente estudo, o metabolismo de defesa nesta cultivar de batata foi estimulado
pelas bactérias incompativeis, indicando a sua posterior utilizagdo como indutoras da defesa da
planta contra o ataque subseqiiente de patdgenos compativeis.

Palavras-chave: resposta de hipersensibilidade, compostos fenodlicos, flavonoides,

polifenoloxidases, peroxidases.



Abstract

The natural resistance of plants to disease is based not only on preformed mechanisms, but
also on induced mechanisms. The defense mechanisms present in resistant plants may also be
found in susceptible ones. This study attempts to analyze phenolic compounds levels, including
the flavonoid group and polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase (POX) activities in Solanum
tuberosum cv. Agata, in response to inoculation of the incompatible plant pathogenic bacteria
Xanthomonas axonopodis and Ralstonia solanacearum, and the compatible bacteria Erwinia
carotovora. Bacteria compatibility was evaluated using tubers infiltration. Tubers infiltrated with
E. carotovora suspensions exhibited disease symptoms. On the other hand, bacteria R.
solanacearum and X. axonopodis did not induce disease. Leaf inoculation was performed
depending on the number and location of the leaves on the stem. Multiple-leaf inoculation was
performed on basal, intermediate and apical leaves and single inoculations on intermediate leaves.
Leaves inoculated with bacterial suspensions of X. axonopodis and R. solanacearum showed
hypersensitive response (HR) within 24 hpi, while leaves inoculated with E. carotovora showed
disease symptoms. Therefore, the R. solanacearum isolate used in the experiments did not exhibit
virulence to this potato cultivar. Regardless of the bacterial treatments, multiple-inoculated basal
leaves presented higher PPO and POX activities and lower levels of total phenolic compounds
and flavonoids, when compared to apical leaves. Basal and intermediate leaves inoculated with R.
solanacearum and X. axonopodis showed an increase in total phenolic compounds and flavonoid
levels. These increases were similar or higher than the levels observed in non-inoculated apical
leaves. In general, multiple-leaf inoculations showed the highest levels of phenolic compounds
and flavonoids, while the single inoculations presented the highest increase in PPO activity.
However, with POX activities there were no significant differences between single and multiple-
leaf inoculations. In the present study, the plant defense metabolism in this potato cultivar was
stimulated by incompatible bacteria, indicating their potential use as inducers for further plant
defense against any subsequent attack by compatible pathogens.

Key words: hypersensitive response, phenolic compounds, flavonoids, polyphenol oxidases,

peroxidases.
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1. Apresentacido do tema

1.1 Caracterizagao da espécie vegetal

Solanum tuberosum L. ¢ uma espécie que pertence a familia Solanaceae, com grande
importancia agricultural e econdmica, constituindo a quarta mais importante colheita no mundo
(Rauscher ef al., 2006). Essa familia vegetal apresenta distribui¢do cosmopolita, sendo
concentrada na América do Sul, incluindo cerca de 150 géneros e 3 000 espécies no mundo e de
32 géneros com 350 espécies no Brasil. O maior género da familia ¢ o Solanum (Wink, 2003;
Souza e Lorenzi, 2005).

A batata ¢ uma planta herbacea, com folhas alternas e compostas (Joly, 1993, Judd et al.,
2002). O caule possui duas partes, tendo a parte aérea altura de 50-70 cm, com uma haste
principal que se desenvolve diretamente do tubérculo e as secundarias originadas da principal. A
parte subterranea do caule ¢ representada pelos tubérculos, com reservas amilaceas, constituindo
os principais o6rgaos de armazenamento e reproducdo vegetativa da planta (Fortes e Pereira, 2003).
Desta forma, Solanum tuberosum ¢ uma planta perene, que sobrevive de um ano para outro no
solo como tubérculo, mas, quando cultivada, comporta-se como uma planta anual.

A principal batata cultivada comercialmente refere-se a Solanum tuberosum subsp.
tuberosum, sendo que a cultivar Agata encontra-se entre as cultivares estrangeiras de introdugio
recente (Pereira, 2003). Esta cultivar ¢ considerada promissora, em fun¢do da uniformidade e da
boa aparéncia de seus tubérculos, além de produzir um numero elevado de hastes/m? e, portanto,
de tubérculos por planta, contribuindo para uma maior producio da cultura. Os brotos de Agata
cultivados em diferentes substratos produzem uma maior quantidade de minitubérculos para
serem utilizados como ‘“‘sementes”, em comparagdo com outras cultivares, como Monalisa e

Asterix (Silva et al., 2006).
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1.2 Bactérias fitopatogénicas

Diversas espécies de bactérias fitopatogénicas tém sido utilizadas como ativadoras de
respostas de defesa nos vegetais. Para o estudo dos mecanismos de defesa vegetal em S.
tuberosum, foram utilizadas as bactérias Erwinia carotovora subsp. carotovora, Ralstonia
solanacearum isolados de tomate pertencentes a raca 1 (biovar 1) e Xanthomonas axonopodis pv.
Citri.

Erwinia carotovora — Pertence a familia Enterobacteriae, constituida por bactérias Gram
negativas, que possuem a forma de bastonetes, sendo peritriquias (flagelos distribuidos por toda a
célula), e responsaveis pela doenga denominada de “podriddo mole,” nas solaniceas. A sua
sobrevivéncia ocorre no solo por longo tempo, podendo estar associadas aos restos culturais das
plantas, ou a rizosfera das plantas hospedeiras (Lopez e Henz, 1998). Esta espécie pode possuir
um grande numero de hospedeiros, sendo que Erwinia carotovora subsp. carotovora pode ser um
patogeno de espécies pertencentes a muitas familias vegetais, como Amaranthaceae,
Anacardiaceae, Asclepiadaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae, Compositae e outras (Romeiro,
2005). Trata-se de fitobactérias pectoliticas que degradam a pectina presente na lamela média da
parede celular do hospedeiro, incidindo em 6rgdos de reserva como tubérculos, bulbos e frutos.
Portanto, esta doenca pode provocar perdas consideraveis pelo apodrecimento tanto da batata-
semente (antes e apos o plantio) quanto das ramas e dos tubérculos no campo ou armazém (Lopes,
1981).

Ralstonia solanacearum — Pertence a familia Pseudomonadaceae. Esta espécie ¢
representada por bactérias Gram negativas, que possuem a forma de bastonetes, sendo lofotriquias
(possuem um tufo de flagelos). As estirpes de R. solanacearum tém sido classificadas em ragcas,
de acordo com a espécie hospedeira, e em biovares, de acordo com a habilidade de utilizar ou
oxidar os acticares maltose, celobiose, lactose e trealose ¢ os alcoois manitol, sorbitol ¢ dulcitol
(Hayward, 1991). A biovar 1 (raga 1) e a biovar 2 (raca 3) infectam a batata (Hayward, 1995).
Sao representadas por bactérias responsaveis pela doenca denominada “murcha bacteriana” na
familia Solanaceae, destacando-se as culturas de batata, berinjela, jilo, pimentdo, tomate e fumo.
Espécies de outras familias vegetais podem ser hospedeiras como Compositae, Cruciferae,
Cucurbitaceae, Geraniaceae, Musaceae, Myrtaceae e outras (Romeiro, 2005). As bactérias

penetram nas plantas através de aberturas naturais como os estdmatos, lenticelas, hidatdédios,
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aberturas florais e também através de ferimentos, sendo que nas regides tropicais, as bactérias se
reproduzem rapidamente e podem viver por longos periodos no solo, infectando as plantas
principalmente pelas raizes (Bringel, 2002; Poussiet et al.; 2003). Devido ao grande nimero de
hospedeiros, trata-se de um fitopatogeno de baixa especificidade em interacdes bactéria-planta,
porém, responsavel pela principal doenga vascular de etiologia bacteriana encontrada no mundo,
devido a colonizagdo dos feixes vasculares e do tecido parenquimatoso que circunda os vasos,
com profundas alteracdes fisioldgicas, levando a necrose vascular (Romeiro, 2005). A exsudacao
do pus bacteriano em plantas de fumo pode contaminar plantas sadias, proximas as doentes, sob
condi¢des de chuva e vento, sendo responsavel por perdas agricolas significativas em solos com
alta umidade (Lopes, 1981).

Xanthomonas axonopodis — Pertence a familia Pseudomonadaceae, sendo representada por
bactérias Gram negativas, com a forma de bastonetes, sendo monotriquias (possuem apenas um
flagelo). Sao responsaveis por doengas caracterizadas por sintomas como manchas foliares,
podridao do talo, podridao dos bulbos e o cancro citrico (Agrios, 1997). O cancro citrico, causado
por Xanthomonas axonopodis pv. citri, pode ocorrer em todas as espécies e variedades de citros,
atacando a maior parte das culturas comerciais como a laranja péra (Citrus sinensis L. Osbeck)
(Koller et al.; 2006), a lima acida tahiti (Citrus aurantifolia Swingle subsp. latifolia (Tanaka)) e
outras. Embora o cancro tenha o aspecto de uma tipica lesdo do filoplano, na verdade, ele se
origina de uma infec¢do sistémica, provocando lesdes nas folhas, frutos e ramos. As bactérias
invadem sistemicamente a planta e passam a se multiplicar nos feixes vasculares. Com o
progresso da enfermidade, a colonizagdo se estende para o tecido parenquimatoso circunvizinho
que sofre alteracdes e ¢ empurrado para o exterior, rachando o caule e expondo os cancros na

forma de lesoes salientes (Romeiro, 2005).

1.3 Mecanismos de defesa vegetal

A resisténcia natural das plantas ¢ baseada tanto em mecanismos pré-formados, quanto em
mecanismos induzidos (Kortekamp e Zyprian, 2003). Os mecanismos pré-formados sao
representados por compostos constitutivos, que estao presentes na forma ativa em plantas sadias,
ou possuem precursores inativos que rapidamente sdo ativados em resposta ao estresse ou ao

ataque de patdgenos (Van Etten et al,, 1994). Os mecanismos induzidos envolvem a sintese de
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novo de compostos de defesa, representando uma resposta ativa das células da planta apds o
reconhecimento dos invasores (Siegrist et al., 2000). Apesar da identificagdio de varios
mecanismos fundamentais na resisténcia a doengas, eles ndo representam respostas estaticas, mas,
sim governadas por fatores externos e pelos estados fisioldgicos e do desenvolvimento das plantas

(Zeier, 2005).

1.3.1 Defesa bioquimica constitutiva ou pré-formada

Os metabolitos secundarios sao compostos importantes para a sobrevivéncia e reproducao
das plantas, podendo estar relacionados com a defesa contra herbivoros e microrganismos, além
de serem compostos que podem agir como sinalizadores na polinizagdo e dispersdo de sementes.
Os vegetais da familia Solanaceae produzem uma ampla variedade de metabolitos secundarios,
sendo que certos géneros sao bem caracterizados pela auséncia ou presenca desses produtos
naturais, o que contribui para sua taxonomia (Verpoort et al, 1999; Wink, 2003). Esses
compostos ocorrem nos vegetais, mesmo na auséncia de patdgenos.

Os compostos fendlicos constituem um grupo importante de metabodlitos secundarios,
apresentando em sua estrutura, um grupo hidroxila funcional em um anel aromatico (Arnaldos,
2001). Podem ser representados pelos pterocarpanos (gliceolina), flavonodis (quercetina),
isoflavonas, cumarinas, furanocumarinas e outros (Dixon e Paiva, 1995; Harbone, 1999). Acidos
fenodlicos como o p-cumadrico, caféico e fertlico, sdo raramente acumulados em altos niveis na
forma livre dentro da planta, estando normalmente conjugados a agucares, como a glicose-
salicilato (Lorenc-Kukula et al., 2005), carboidratos da parede celular, como os ésteres de ferulato
(Ascensao e Dubery, 2006), ou 4acidos organicos (como o 4cido clorogénico). Muitos
fenilpropanodides com acdo antimicrobiana sdo sintetizados em resposta ao estresse ou ataque de
patégenos, como os pterocarpanos (como a gliceolina), flavonois (como a quercetina), isoflavonas,
cumarinas, furanocumarinas e outros compostos (Dixon e Paiva, 1995). Sugere-se que a
esterificacdo de 4cidos fenilpropanodides e o cross-linking desses ésteres presentes na parede
celular da célula hospedeira funcionem como um molde para a deposi¢do de lignina e, portanto,
favorecendo sua ligacdo a matriz de polissacarideos (de Ascensdo, 2003). A lignina ¢ um
polimero de fendlicos aromaticos que pode ser formado em resposta a ferimentos e ao ataque de

patogenos (Boudet ef al., 1995). Ha uma forte evidéncia de que a lignificagdo ¢ um importante
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mecanismo na resisténcia a doencas. Tem sido observado o aumento dos niveis da lignina em
muitas espécies de plantas, a partir de infec¢des causadas por organismos patogénicos, tais como,
fungos, bactérias, virus e nematodeos (Sticher et al., 1997). Desta forma, plantas de trigo tratadas
com inibidores de ligninas, mostraram-se mais suscetiveis a infeccdo com Puccinia graminis, isto
porque as ligninas formam uma barreira fisico-quimica contra patdogenos e, podem ser
sintetizadas em resposta a ferimentos (Boudet, 2000).

Os flavondides constituem a maior classe dos fenolicos vegetais, sendo que diversos
produtos naturais, entre os quais, extratos de plantas medicinais, tém mostrado a capacidade de
controlar doengas em plantas, tanto por sua atividade antimicrobiana direta quanto indireta.
Portanto, substancias como flavonoides e os acidos ascorbico, citrico e lactico encontrados em
extratos vegetais, podem influenciar o desenvolvimento de bactérias (Motoyama et al., 2003).
Além das propriedades antimicrobianas, os flavonodides agem nas plantas como antioxidantes,
fotorreceptores e atrativos visuais.

Desta forma, varios compostos podem estar presentes, ou serem rapidamente produzidos a
partir de precursores. Van Etten et al. (1994), propuseram o termo fitoanticipinas para distinguir
0s compostos que sdo rapidamente sintetizados a partir de compostos pré-formados (Osbourn,
1996), das fitoalexinas, cujas vias biossintéticas, sao ativadas em resposta ao ataque de patogenos,
fazendo parte da defesa induzida.

A distribui¢do dos compostos pré-formados ¢ quase sempre tecido-especifica e, em geral,
acumulam-se em tecidos mais externos, onde funcionam como barreiras bioquimicas primarias
contra patogenos. Patdgenos eficientes teriam nesse cendrio, a capacidade de contornar o efeito
desses compostos (Medeiros et al., 2003). Segundo Roda et al. (2003), a superficie da folha de
Nicotiana attenuata Torr. ex S. Wats. ¢é rica em metabolitos secundarios que diminuem os danos
causados por herbivoros, patdgenos e estresses abioticos. Como exemplos, podem-se destacar a
nicotina, que ocorre tanto nos tricomas epidérmicos como no mesoéfilo foliar, os diterpenos, que
ocorrem exclusivamente no mesofilo e, a quercetina, que ocorre nos tricomas € parece ser
excretada em toda a superficie da folha. Esses mesmos autores relatam que a composicdo dos
metabolitos secundarios nesta espécie muda com o desenvolvimento foliar, em resposta ao ataque
de herbivoros e ao estresse ambiental. Em videira, a resisténcia ao fungo Plasmopara viticola ¢é
maior nas folhas mais velhas, da base dos brotos, do que nas folhas mais jovens, do &pice dos

brotos (Kortekamp e Zyprian, 2003).
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Extratos brutos e oOleos essenciais de diversas espécies de plantas medicinais podem
apresentar atividade eliciadora e antifungica (Stargalin et al., 1999). Segundo esses autores,
extratos brutos de pitanga, canfora, poejo, roma e cardo santo foram os mais efetivos em induzir o
acumulo da fitoalexina gliceolina, bem como de duas fragdes fungitoxicas em espécies como
erva-cidreira, canfora e alfavaca.

Além das defesas bioquimicas existem as estruturais, sendo que a primeira linha de defesa
da planta contra patdgenos ¢ a superficie das folhas. As barreiras estruturais incluem tanto a
quantidade quanto a qualidade das ceras e cuticula que recobrem as células epidérmicas, além da
estrutura das paredes celulares e a presenca de tricomas especializados que inibem a penetracao

dos patogenos (Agrios, 1997; Kaloshian, 2004).

1.3.2 Defesa bioquimica induzida

Segundo Medeiros et al. (2003), o contato entre o patdogeno e o protoplasma da célula
hospedeira desencadeia reagdes de sintese de compostos tdxicos para o patdogeno. Importante
ressaltar que do ponto de vista evoluciondrio, as plantas desenvolveram um sistema de defesa
latente, o qual pode ser ativado, com a finalidade de economizar energia, ao contrario da defesa
constitutiva que representa um custo para a planta, uma vez que independente da presenca do
patdgeno, a planta investe seus recursos na produg¢do desses fatores (Di Piero ef al., 2005).

A selecdo natural e a co-evolugdo com os patdgenos levaram as plantas a selecionarem
uma série de mecanismos de defesa. As defesas identificadas em plantas resistentes estdo também
presentes nas suscetiveis. Provavelmente, a diferenga entre resisténcia e suscetibilidade, pode ser
o resultado de uma variagdo de tempo, autonomia celular ou intensidade das respostas de defesa
das plantas (Moraes, 1998).

O reconhecimento rapido de patdgenos invasores pelas células vegetais e a inducdo rapida
das respostas de defesa sdo essenciais para a resisténcia das plantas. Desta forma, a resisténcia
ocorre quando respostas multiplas de defesa sdo ativadas rapidamente e coordenadamente
(Yamamizo et al., 2000).

O termo eliciador foi utilizado originalmente para se referir as moléculas e outros estimulos
que induziam a sintese ou acimulo de compostos antimicrobianos (fitoalexinas) nas células da

planta. Fitoalexinas constituem um grupo heterogéneo de substancias pos-formadas, sem
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nitrogénio na molécula e que sdao sintetizadas, primeiramente, nos sitios de infec¢do dos
patdgenos. Entre esses compostos, os isoflavonoides, os furanoacetilenos ou os terpenoides
parecem ser os mais importantes (Harborne, 1999; Romeiro, 2001). As isoflavonas e
1soflavanonas sdo as fitoalexinas derivadas dos fenilpropandides melhor caracterizadas (Dixon et
al., 2002), sendo que compostos como prenilatos isoflavondides, cumarinas, 3-
desoxiantocianidinas e flavonois sdo também fitoalexinas produzidas através da via dos
fenilpropanoides em plantas, apds o ataque de patogenos (Dixon e Paiva, 1995). Eliciadores em
solanaceas promovem a sintese de um grande numero de sesquiterpendides como rishitina,
lubimina, solavetivona, fituberin e capsidiol (Harborne, 1999). Desta forma, a infeccdo de
tubérculos de batata com o fungo Phytophthora infestans causou um aumento transitorio nos
niveis de transcritos de um precursor da luminina e da rishitina que sdo fitoalexinas
sesquiterpénicas (Yamamizo et al., 2006).

Atualmente, o termo eliciador ¢ utilizado para moléculas que estimulam algum mecanismo
de defesa na planta, como o acimulo de fitoalexinas antimicrobianas, a indu¢ao da morte celular
(reacdo de hipersensibilidade) e a sintese de proteinas que inibem as enzimas de degradacao
produzidas por patogenos (Hahn, 1996). Eliciadores, geralmente, sdo moléculas da superficie de
um microrganismo patogénico da planta, as quais, quando aplicadas em plantas hospedeiras ou
nao hospedeiras, induzirdo sintomas de reagdes de resisténcia tipicas do sistema patdégeno-planta
estudado (Kortekamp e Zyprian, 2003).

A localizagdo dos receptores do hospedeiro, que reconhecem os eliciadores dos patdgenos,
ndo ¢ em grande parte conhecida. Estudos indicam que esses receptores existem na membrana
plasmatica ou exteriormente a ela, enquanto outros parecem localizar-se no meio intracelular
(Hutcheson, 1998).

O reconhecimento do eliciador induz uma série de reagdes subseqiientes conhecidas como
transducdo de sinal, ativando a transcricdo de genes envolvidos na resisténcia (Agrios, 1997,
Yamamizo et al.; 2006). Os eventos de sinalizacao levam a producao de mensageiros secundarios
como o perdxido de hidrogénio, proteinas quinases, jasmonatos, acido salicilico e outros (Leite et
al., 1997). Desta forma, podem ser observadas mudancas muito rapidas tanto em células
hospedeiras em resposta a interagdes com patdogenos incompativeis quanto em culturas de células
tratadas com varios eliciadores. Essas mudancas, incluem fluxo de ions, com efluxo de fons K'e

- + ++ , , . ~ ~
CI' e influxo de H" e Ca = através da membrana plasmatica, com alteragdo da concentragdo de
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AMP ciclico (cAMP), eventos de fosforilagao e desfosforilagdo envolvendo proteinas reguladoras
e a explosdo oxidativa (Leite ef al., 1997; Low e Shroeder, 1997), que culminam com respostas de
resisténcia. O fluxo de ions e a geragao de H,O, que ocorre, provavelmente, pela atividade de
NADPH-dependente de oxidase e, a ativagdo de pelo menos trés proteinas-quinases, sao partes da
via de transducao de sinal que levam a estimulagdao da expressao génica de defesa (Halim ef al.
2004). Em batata, dois genes diferentes de NADPH oxidases foram caracterizados como sendo
responsaveis pelas fases da queima oxidativa (Yoshioka ef al., 2001). No sistema modelo de
células de Solanum tuberosum em cultura, uma preparagao bruta de eliciadores provenientes do
fungo Phytophthora infestans, constituida do oligopeptideo Pep-13, ¢ capaz de ativar a expressao
de genes de defesa. Neste caso, ocorre a estimulacdo da via dos fenilpropandides, sintese de
conjugados do 4cido hidroxicinamico e sintese de oxilipinas especificas, que se acredita

possuirem um papel como compostos antimicrobianos.

1.3.3 Reconhecimento de patégenos pelos vegetais

Experimentos realizados por Flor (1955), levaram ao estabelecimento da teoria gene-a-gene,
a qual postula que para cada gene de resisténcia da planta hospedeira, ha um gene correspondente
no patogeno, que confere viruléncia ou aviruléncia.

No modelo clédssico gene-a-gene (Fig. 1), plantas resistentes possuem genes R que
codificam proteinas receptoras que interagem com proteinas eliciadoras de agentes patogénicos,
codificadas pelos genes de aviruléncia avr, ativando, em muitos casos, as vias de transdugdo de
sinais, que podem levar as respostas de defesa (Hutcheson, 1998). Neste caso, a resisténcia podera
ocorrer se 0 patdgeno possuir um gene avr € a planta possuir o gene R correspondente (Delannoy

et al., 2005).
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Modelo gene-a-gene para fungos e bactérias
Parede celular

Avril Avri avri avrt

h h 4 o L

& | |
Membrana
5§ ________§F ____§ N |
Citoplasma R1 r1 R1 r1
Resistente Sensivel Sensivel Sensivel

(Planta e patogeno (Planta e patdgeno (Planta e patégeno  (Planta e patdgeno

incompativeis) compativeis) compativeis) compativeis)

\

Mecanismos de defesa vegetal

Fig. 1- Modelo gene-a-gene da interagdo planta-patégeno, segundo a teoria proposta por Flor (1955). R1 erl
representam os receptores da célula vegetal, Avrl e avrl representam as proteinas eliciadoras do patégeno

(Adaptado de Buchanan et al., 2000).

Este tipo de interagdo planta-patdégeno poderd resultar na resisténcia raca-especifica,
qualitativa ou monogénica (Kaloshian, 2004; Ruiz et al., 2005; Yamamizo et al., 2006; Rauscher
et al., 2006). No entanto, nem toda interagdo patdogeno-planta hospedeira encaixa-se nesse modelo
(Medeiros et al., 2003).

Segundo Kaloshian (2004), esse modelo explicaria o fenomeno de forma muito
simplificada, porém, constituiria um ponto de partida no estudo de interacdes planta-patdgeno,
sendo que a interagdo direta das proteinas R com suas respectivas proteinas efetoras avr, tratar-se-
ia de uma excecdo, ao invés de regra. Neste caso, a interagdo da proteina avr do patdogeno
ocorreria com uma proteina alvo na planta hospedeira, cuja mudanga conformacional seria

importante para a sua ligacdo com a proteina R e desencadear as respostas de defesa.
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O primeiro gene R a ser isolado foi o gene Pfo do tomateiro, que codifica a serina/treonina
quinase que confere resisténcia a bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato, sendo que Pto-
AvrPto constitui-se num modelo caracteristico de interagdo (Fritig et al., 1998).

Posteriormente, foram isolados quatro genes de resisténcia adicionais nas plantas, o gene
RPS2 em Arabidopsis, que oferece resisténcia a Pseudomonas syringae pv. tomato e
Pseudomonas syringae pv. maculicula que sdao portadoras do gene avrRpt2; o gene N do fumo
que confere resisténcia ao virus do mosaico do tabaco; o gene Cf9 do tomateiro que confere
resisténcia ao fungos Cladosporium fulvum que sao portadores do gene de aviruléncia avr9; o
gene L’ do linho que oferece resisténcia a certas ragas de fungos da ferrugem (Melampsora lini),
portadoras do gene de aviruléncia avr6. Esses genes de resisténcia sdo ativados pelos genes de
aviruléncia correspondentes dos patogenos, cujos produtos constituem os eliciadores das
respostas de hipersensibilidade (HR) (Agrios, 1997).

Durante a colonizagao da folha do tomateiro, o fungo Cladosporium fulvum secreta muitas
proteinas de baixo peso molecular no apoplasto da folha, e muitas dessas proteinas podem
funcionar como fatores de aviruléncia (Avr). A familia de genes Cf do tomate confere resisténcia
ao fungo através do reconhecimento desses diferentes peptideos Avr (Rivas e Thomas, 2005).

As proteinas R podem ser intracelulares, envolvidas no reconhecimento dos determinantes
AVR virais e bacterianos, como estarem localizadas numa regido da membrana plasmatica com
um dominio extracelular LRR. Exemplos do segundo caso sdo as proteinas codificadas pelos
genes Cf2 e CfY em tomateiro (Fritig ef al., 1998).

Os genes R clonados de um grande nimero de espécies de plantas conferem resisténcia a
diversos grupos de microrganismos, mas, seus produtos exibem notavel similaridade, como as
repeti¢des ricas em leucina, indicando que o reconhecimento e a ativacdo das vias de transducao
de sinal t€m sido conservados durante a evolucao (Kaloshian, 2004).

Cerca de onze genes R de resisténcia tém sido introduzidos em Solanum tuberosum, a partir
da espécie selvagem Solanum demissum Lindl., porém, destes, apenas cinco tém sido localizados
no mapa genético da batata. Estes genes t€ém mostrado uma resisténcia especifica de curta duragao,
contribuindo pouco para a resisténcia ao fungo Phytophthora infestans, que rapidamente
desenvolveu novas ragas virulentas a todas as cultivares resistentes, até entdo melhoradas

(Bisognin, 2003; Rauscher et al., 2006). Portanto, este tipo de resisténcia ¢ rapidamente vencido
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no campo, quando novas racas de patdogenos sdo originadas por recombinagdo, mutacdo ou
migracdo (Pechous, 2001; Yamamizo et al., 2006).

Além da resisténcia especifica ou qualitativa, existe a resisténcia quantitativa, parcial ou
geral, controlada por um determinado nimero de genes para a resisténcia das plantas a patogenos
(Vleeshouwers et al., 2000; Rausher et al., 2006; Tiffin e Moeller, 2006). Em batata, genes R ¢
também os loci de heranca quantitativa (do inglés QTLs), tém sido localizados em mapas
genéticos. Alguns loci R localizam-se juntamente com QTLs de resisténcia, sugerindo que a
resisténcia quantitativa pode ser o resultado de séries alélicas de genes R ou de grupos de familias
de homologos de genes R (Oberhagemann et al, 1999; Grube et al., 2000; Ruiz et al., 2005). A
resisténcia geral ¢ conferida por genes menores de resisténcia efetiva a varias racas, podendo ser
expressa em diferentes estagios do ciclo do patdgeno, desde a infeccdo até a reprodugdo e, parece
ser o unico tipo duravel de resisténcia a requeima causada por P.infestans (Bisognin, 2003). No
sistema de reconhecimento nao-especifico, as plantas identificam padrdes moleculares associados
aos patogenos, como as flagelinas e os lipopolissacarideos, que sao eliciadores gerais que
levariam as respostas de defesa. Podemos citar como exemplo, o oligopeptideo Pep-13, seqiiéncia
altamente conservada da parede celular da hifa de Phytophthora infestans, que age como eliciador
de respostas de defesa em varias plantas como na batata e na salsa, em resposta a infec¢ao de

varias espécies do género Phytophthora (Niirnberger e Lipka, 2005; Yamamizo et al., 2006).

1.4 Respostas de defesa vegetal

1.4.1 Resposta de hipersensibilidade (HR)

Uma das mais eficientes formas de defesa das plantas ¢ a resposta de hipersensibilidade
(HR — do inglés hypersensitive response), caracterizada pela morte celular localizada das células
vegetais ¢ a formagao de lesdes necroticas no sitio de penetracdo do patdgeno (Herbers et al.,
1996; Karrer et al., 1998; Kaloshian, 2004). Espécies ativas de oxigénio (ROS — do inglés
reactive oxygen species), tais como, O, , OH" e H,O, (Fig. 2), podem se acumular rapidamente no
inicio do processo infeccioso, caracterizando a queima oxidativa. Esse mecanismo representa
uma resposta de defesa da planta, apos o reconhecimento do patogeno, conduzindo a reagao de

hipersensibilidade (HR) nas interagdes incompativeis (Resende ef al., 2003).
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Fig. 2- Interconexdes do H,0,, 6xido nitrico (NO) e acido salicilico (AS) para a ativacdo e coordenagdo das
multiplas reagdes de defesa das plantas (adaptado de Buchanan et al., 2000). SOD (superéxido dismutase),
SAGase (AS glicosiltransferase) e BA-2H (acidobenzodico 2-hidrolase).

Esta resposta priva os patdgenos biotréficos de nutrientes essenciais e, portanto, contribui
para a limitagdo do crescimento dos patdogenos (Zeier, 2005). Os primeiros relatos da producgdo de
O, em Solanum tuberosum foram feitos por Doke (1983), nas interagdes incompativeis com o
fungo Phytophthora infestans. Em variedades de videiras resistentes ao fungo Plasmopara
viticola, a primeira reagdo que pode ser vista ¢ a producao de anions superdxido, seguido da
morte das células infectadas pela oxidacao dos radicais livres dos lipideos da membrana
plasmatica, das proteinas ou dos acidos nuclé€icos (Kortekamp e Zyprian, 2003).

A resposta de hipersensibilidade estd associada a alteragdes estruturais que podem reter
compostos antimicrobianos como fendis e fitoalexinas no sitio de infec¢do. Uma marca
histoquimica de lesdes necrdticas associadas com a resisténcia vegetal ¢ a presenca de material
autofluorescente. A autofluorescéncia ¢ devida a biossintese de compostos fenolicos soluveis

como as fitoalexinas e compostos ligados a parede celular, responsaveis pelo refor¢co da parede
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pela suberificagdo e lignificacdo (Herbers et al., 1996). O acumulo de proteinas de resisténcia
(PR-proteinas) representa a maior mudanga quantitativa na composi¢do de proteinas que ocorre
na HR (Fritig et al., 1998).

Respostas de hipersensibilidade relacionam-se também ao aumento da atividade de varias
enzimas, tais como: lipoxigenases (LOX), fenilalanina amonia-liases (PALs) (do inglés,
Phenylalanine Ammonia-Lyase), peroxidases (POX) e polifenoloxidases (PPOs) (Guzzo, 2004).

Tem-se observado que isolados fitopatogénicos, independentemente do género a que
pertencam, costumam incitar a resposta de hipersensibilidade em algumas, mas ndo em todas as
plantas nao-hospedeiras testadas (Tab. 1), e que certas plantas como o fumo, exibem facilmente
resposta hipersensivel a fitobactérias incompativeis, sendo universalmente usadas para o teste de
HR. A ocorréncia de HR confirma a patogenicidade, uma vez que bactérias saprofitas ndo levam
a essa resposta, portanto, a injecdo de bactérias patogénicas no interior dos tecidos da folha de

plantas de fumo ndo-hospedeiras, leva a resposta de hipersensibilidade (Romeiro, 2001).

Tabela 1. Tipos de interacdes bactéria-planta. Sintomas ou HR (+); auséncia de sintomas ou HR (-)

(Romeiro, 2001).

Bactérias Planta Associacao Sn,ltf)mas HR
tipicos
Fitopatogénica Hospedeira Compativel + -
Fitopatogénica Nao-hospedeira Incompativel - +

Saprofita Qualquer - - -

Analises de “microarrays” da expressao génica indicam que os genes de defesa sdao ativados
mais rapidamente e em niveis mais altos em interagdes incompativeis, quando comparados com

interagdes compativeis (Kaloshian, 2004).

1.4.2 Resisténcia sistémica adquirida (SAR)

Uma reacdo das plantas a infeccdo por patdogenos ¢ a inducdo de resisténcia de longa
duracdo e amplo espectro a infecgdes subseqiientes. Esta resposta de resisténcia induzida a

doengas ¢ conhecida, ha muitos anos, como resisténcia sist€émica adquirida (SAR - do inglés

systemic acquired resistance) (Ryals et al., 1994). Para a maior parte das plantas, a resisténcia a
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um determinado patogeno resulta da inducao dos mecanismos de defesa no sitio de infecg¢do, nas
partes circunvizinhas e em partes distantes ndo infectadas (Yu et al, 1997). Com o
estabelecimento da SAR, as plantas resistindo com sucesso ao patégeno, podem tornar-se
resistentes, ndo somente a subseqiiente infec¢do do patdégeno original, mas a infec¢do de uma
variedade de outros patdogenos (Navarre e Mayo, 2004).

O fendmeno de indugdo de resisténcia sistémica ou resisténcia sistémica adquirida foi
conceituado como sendo a ativacdo de um estado de resisténcia contra doencas, induzido
sistemicamente em plantas, pela infeccdo localizada por fitopatdgenos, ou em resposta a
tratamentos com diferentes agentes abioticos. Entre eles, podemos citar o 4cido -aminobutirico
(BABA), o 4acido salicilico (AS) e os respectivos andlogos funcionais como o acido 2,6
dicloroisonicotinico (INA) e o éster S-metil do acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico
(acibenzolar-S-metil, ASM) (Herbers et al., 1996; Guzzo, 2004). Além disso, a SAR pode ser
induzida por diferentes moléculas, como carboidratos, glicoproteinas, proteinas e lipideos (Ricci
et al., 1993; Hahn et al., 1996). Essas moléculas podem ser originadas de lipopolissacarideos
extracelulares de bactérias, glicoproteinas da parede celular de fungos patogénicos, carboidratos
da parede celular de fungos ndo patogénicos e outros (Hahn e Albershein, 1978; Koch et al., 1998;
Coventry e Dubery, 2001). Neste sentido, Wulff e Pascholati (1999), realizaram a purificacao
parcial e caracterizagao bioquimica de um eliciador glicoprotéico presente na parede celular de
Saccharomyces cereviseae, capaz de induzir a sintese de fitoalexinas em mesocotilos estiolados
de sorgo.

Em Solanum tuberosum, a SAR pode ser induzida por componentes da parede celular das
hifas do fungo Phytophthora infestans, como o oligopeptideo Pep-13 (Halim, 2004), ocorrendo
queima oxidativa local e sistémica. Desta forma, o tratamento local com o eliciador nos foliolos
das folhas compostas da planta, induziu queima oxidativa local, subsistémica, isto ¢, em outros
foliolos ndo tratados das mesmas folhas, além de sistémica (Park ez al., 1998; Vleeshouwers et al.,
2000). Em tecidos distantes do sitio de inoculagdo de folhas de Arabidopsis com o patdgeno
avirulento Pseudomonas syringae, a SAR desenvolveu-se mais efetivamente nas folhas mais
jovens e esta resposta foi associada com forte acimulo do acido salicilico (Zeier, 2005).

Nas interagdes com fitopatdogenos incompativeis onde a planta resiste a agressao, o sistema
de defesa vegetal ¢ eficientemente ativado, conduzindo a resisténcia. Contudo, esse sistema ¢

tardiamente ativado ou ndo ativado em interagdes compativeis, condicionando a doenca (Resende
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et al., 2003). Desta forma, a inoculagdo das bactérias avirulentas Pseudomonas syringae pv.
maculicula nas folhas de Solanum tuberosum, levou ao desenvolvimento de necroses e ativacao
sisttmica de genes de defesa, com a reducdo dos sintomas da doenca, apds a infecgdo
subseqiiente com o patdégeno virulento Phytophthora infestans (Landgraf et al., 2002).

Foi verificado que a inducao ou o aumento da expressao dos genes relacionados ou genes
marcadores da SAR, leva a codificagdo de proteinas com atividades diversas, que agem em
conjunto, para restringir a invasdo do patégeno (van Loon e van Strein, 1998). Entre essas
proteinas estdo aquelas relacionadas com a patogénese (PR-proteinas) e enzimas do metabolismo
secundario vegetal (Fritig ef al., 1998). As PR-proteinas sdo agrupadas em 14 familias sendo que,
entre elas, algumas possuem atividade conhecida. Segundo Hammerschmidt et al. (2001), a
importancia dessas proteinas esta no fato de que algumas delas possuem uma intensa atividade
antifingica e antimicrobiana, sugerindo um papel dessas proteinas na SAR.

Tanto em fumo como em Arabidopsis, pouca ou nenhuma expressao das PRs esta presente
na auséncia de inducao de origem exogena. Contudo, foi encontrada uma quantidade significativa
de PR-1 nas folhas de Solanum tuberosum, independente de ocorrer inducdo por eliciadores,
sendo que esse processo pode estar relacionado com a presenca de altos niveis basais de acido

salicilico (Navarre e Mayo, 2004).

1.5 Sinaliza¢ao na SAR

As respostas de defesa das plantas aos patdgenos incluem vias de sinalizagao que dependem
de moléculas como o 4cido salicilico, o acido jasmonico e o etileno. Essas vias ndo sao
independentes umas das outras, mas, ao invés disso, uma complexa rede de comunicagdo entre
elas resulta na modulacdo dessas defesas (Kaloshian, 2004; Navarre e Mayo, 2004; van Loon et
al., 2006). Estudos recentes sugerem que ocorre um interrelacionamento consideravel entre as
vias de sinalizagao dependentes do acido salicilico e 4cido jasmonico/etileno, sendo descritos
efeitos inibitorios, neutros e aditivos entre eles (Landgraf et al., 2002).

O 4cido salicilico (AS) tem sido proposto como um sinal que leva a SAR devido ao
aumento consideravel da sua concentragdo apds a infeccao do patdgeno. O nivel endogeno de AS
aumentou tanto localmente quanto sistemicamente em plantas de fumo, inoculadas localmente

com virus (TMV), o que € consistente com o seu papel como um sinal na SAR (Yu et al., 1997,
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Siegrist et al., 2000; Yasuda et al., 2003). O papel mediador do AS na sinalizagdo tem sido
melhor caracterizado em Arabidopsis, fumo e pepino, mas, pouco se sabe em plantas que
possuem altos niveis basais deste sinalizador, como na batata e no arroz. Sugere-se que, embora a
planta de batata apresente altos niveis constitutivos de AS, alteragdes nos niveis de AS livre pode
tornar os tecidos responsivos a este sinalizador (Landgraf et al., 2002; Navarre e Mayo, 2004). O
AS ¢ um produto do metabolismo dos fenilpropandides, tendo o acido benzdico como precursor

(Fig.3) (Hammerschmidt e Kuc, 1995).

Evento Funcéo
Reconhecimento do patégeno Ativagao da defesa
Geragao de O,

> l > Morte celular (Hipersensibilidade)
Formacgao de H,0,

Antimicrobiano

Acumulo de AB Seqiiestrador de radicais livres

Precursor do acido salicilico
Rapida Lenta

Ativagao df BA2H Sintese de AS
Acumulo de AS Resisténcia local
Aumento de AS sistémico Resisténcia sistémica
Formacgéo de glicosil-AS Reserva

Fig.3 - Modelo proposto da via de defesa contra patdgenos mediada pelo AS em plantas de fumo. AS (acido
salicilico), AB (4cido benzdico), BA2H (acido benzodico 2-hidrolase), O, (anion superdxido) (Modificado de Léon et

al., 1995).

A evidéncia mais indicativa que o AS é um sinal na SAR ¢ proveniente de experimentos
usando tabacos transgénicos e Arabidopsis que expressam o gene NahG que codifica um aumento

da enzima AS hidroxilase, em Pseudomonas putida (Yasuda et al., 2003). Esta enzima catalisa a
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conversdao de AS em catecol, que ndo ¢ ativo na indugao da SAR. Essas plantas geneticamente
transformadas ndo acumulam AS em resposta a infec¢do por patdogenos e sdo incapazes de induzir
a resisténcia sistémica como resposta a patdogenos como virus, bactérias ou fungos (Gaffney et al.,
1993; Lawton et al., 1995). Plantas de S.tuberosum transformadas expressando o gene NahG
tiveram a expressao de PR-1 mais baixa, sugerindo que o alto nivel basal de AS era responsavel
pela sua expressdo na auséncia de eliciadores (Navarre e Mayo, 2004).

O AS e andlogos ativos inibem especificamente a atividade da catalase. Como a catalase
converte a H,O, a H,O e O,, a sua inibi¢do resultaria em acimulo de espécies reativas de oxigénio
que poderiam agir como mensageiros secundarios na inducao dos genes SAR. Consistente com
esta idéia, inibidores da catalase ndo relacionados com o AS, como o proprio perdxido de
hidrogénio, pode induzir a expressao dos genes SAR. Dessa maneira, a inibicdo da catalase deve
ter efeitos diretos na redugdo do crescimento do patdogeno (Ryals et al., 1994).

O etileno ¢ um hormonio vegetal volatil, de multiplas fungdes fisioldgicas e que pode ser
produzido nas respostas de defesa causadas por estresses biodticos e abioticos (Buchanan et al.,
2000). Embora muitos resultados experimentais indiquem que este hormonio nao estd diretamente
envolvido na sinalizagdo da SAR (Sticher et al., 1997), ele pode induzir a expressdo de algumas
proteinas PR, como a 3-1,3-glucanase e a quitinase. Além disso, o etileno pode levar a um reforgo
estrutural da parede celular através da lignificacao e acimulo de proteinas ricas em hidroxiprolina

(Sticher et al., 1997, Jacobs et al., 1999).

1.6 Enzimas envolvidas nas respostas de defesa vegetal

A enzima PAL, ¢ uma enzima chave responsavel pela transformagdo da fenilalanina em
acido cindmico e pela formagdo da maior parte dos fendis vegetais (Vardapetyan et al., 2003;
Camacho-Cristobal ef al., 2002).

As peroxidases (POX) (EC 1.11.1.7) podem estar envolvidas em varios processos
relacionados a defesa, como a sintese de lignina que ¢ depositada nas paredes celulares das
células vegetais e nas papilas, interferindo no crescimento e no desenvolvimento dos patégenos
(Agrios, 1997). Em videiras resistentes ao fungo Plasmopara viticola, a atividade das peroxidases
aumentou 10-12 horas ap6s a inoculagao (hpi), e este aumento foi observado somente nas células

circunvizinhas a area de infec¢do, sendo que, em seguida, ocorreu a deposicdo de compostos
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fenolicos oxidados. As variedades resistentes sdo caracterizadas tanto por uma alta atividade basal
destas enzimas, comparado com variedades suscetiveis, como por um rapido aumento na
atividade enzimatica, durante as primeiras 24 hpi. A resisténcia das folhas mais velhas da base
dos ramos parece estar relacionada com um aumento de atividade enzimatica, especialmente da
POX (KorteKamp e Zyprian, 2003).

A importancia das polifenoloxidases (PPOs) (EC 1.14.18.1 ou EC 1.10.3.2) na resisténcia a
doencas consiste na propriedade de oxidar compostos fenolicos a quinonas, as quais sao
freqiientemente mais toxicas aos microrganismos que os fenodis originais. Um aumento na
atividade dessas enzimas resulta em altas concentragdes de produtos toxicos e, portanto, em
niveis maiores de resisténcia a infecgdes (Agrios, 1997). No reino vegetal, as PPOs localizam-se
predominantemente nas membranas dos tilacoides dos plastideos (Gandia-Herrero et al., 2005).
A agdo dessas enzimas ocorre somente quando hé descompartimentalizagdo, apos ferimentos ou
ataque de insetos, sendo que as quinonas sao altamente reativas, podendo reagir entre si ou entre
outras substancias do tecido lesado, formando compostos marrons ou escuros (Mazzafera e
Robinson, 2000). Esses pigmentos marrons resultam de rea¢des de polimerizacdo e condensagdes

entre proteinas e polifendis (Gonzélez et al., 1999).
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2. Hipotese

As respostas de defesa bioquimica presentes em S. tuberosum cv. Agata podem variar
conforme a espécie de bactéria fitopatogénica e a idade foliar, indicando a ocorréncia de

susceptibilidade ou de resisténcia do vegetal.

3. Objetivos

Objetivo geral

* Analisar os mecanismos de defesa bioquimica de Solanum tuberosum L. cv. Agata em resposta

a bactérias fitopatogénicas.

Objetivos especificos

* Analisar as respostas de hipersensibilidade, modificagcdes nos niveis de compostos fenolicos e
flavonoides e as atividades das enzimas polifenoloxidases e peroxidases em plantas de S.
tuberosum inoculadas com as bactérias fitopatogénicas Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
axonopodis pv. citri ¢ Erwinia carotovora subsp. carotovora.

* Avaliar as respostas de defesa de S. tuberosum em diferentes interagdes planta-patdgeno;

» Comparar as respostas de defesa em diferentes estagios de desenvolvimento foliar.
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Abstract

The natural resistance of plants to disease is based not only on preformed mechanisms, but
also on induced mechanisms. The defense mechanisms present in resistant plants may also be
found in susceptible ones. This study attempts to analyze phenolic compounds, including the
flavonoid group and polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase (POX) activities in Solanum
tuberosum cv. Agata, in response to inoculation of the incompatible plant pathogenic bacteria
Xanthomonas axonopodis and Ralstonia solanacearum, and the compatible bacteria Erwinia
carotovora. Bacteria compatibility was evaluated using tubers infiltration. Tubers infiltrated with
E. carotovora suspensions exhibited disease symptoms. On the other hand, bacteria R.
solanacearum and X. axonopodis did not induce disease. Leaf inoculation was performed
depending on the number and location of the leaves on the stem. Multiple-leaf inoculation was
performed on basal, intermediate and apical leaves and single inoculations on intermediate leaves.
Leaves inoculated with bacterial suspensions of X. axonopodis and R. solanacearum showed
hypersensitive response (HR) within 24 hpi, while leaves inoculated with E. carotovora showed
disease symptoms. Therefore, the R. solanacearum isolate used in the experiments did not exhibit
virulence to this potato cultivar. Regardless of the bacterial treatments, multiple-inoculated basal
leaves presented higher PPO and POX activities and lower levels of total phenolic compounds
and flavonoids, when compared to apical leaves. Basal and intermediate leaves inoculated with R.
solanacearum and X. axonopodis showed an increase in total phenolic compounds and flavonoid
levels. These increases were similar or higher than the levels observed in non-inoculated apical
leaves. In general, multiple-leaf inoculations showed the highest levels of phenolic compounds
and flavonoids, while the single inoculations presented the highest increase in PPO activity.
However, with POX activities there were no significant differences between single and multiple-
leaf inoculations. In the present study, the plant defense metabolism in this potato cultivar was
stimulated by incompatible bacteria, indicating their potential use as inducers for further plant
defense against any subsequent attack by compatible pathogens.

Key words: hypersensitive response, phenolic compounds, flavonoids, polyphenol oxidases,

peroxidases.
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1. Introduction

The natural resistance of plants to disease is based not only on preformed mechanisms, but
also on induced mechanisms. The preformed defense is represented by constitutive compounds,
such as phytoanticipins (Van Etten et a/, 1994), while induced mechanisms may be represented
by compounds such as phytoalexins, which are synthesized de novo after recognition of invading
pathogens (Nicholson and Hammerschmidt, 1992; Siegrist et al., 2000). The induced mechanisms
are associated with local changes at the site of pathogen infection, such as hypersensitive
response (HR), which represents one of the most efficient forms of plant defense (Fritig et al.,
1998; Kortekamp and Zyprian, 2003). HR is characterized by cell death at the site of infection
and necrotic lesion formation following inoculation with avirulent fungal, bacterial or viral
pathogens (Herbers et al,, 1996; Lamb and Dixon, 1997; Karrer et al., 1998; Kaloshian, 2004;
Gonzaélez et al., 2006). Moreover, the HR induced by bacterial attack exhibits tissue dehydration,
which might cause a decrease in growth or long-term survival within the plant tissue (Greenberg,
1997). This response can lead not only to the accumulation of antimicrobial compounds, such as
phenolic compounds and phytoalexins, but also to an increase in enzyme activity, such as
peroxidases (Kortekamp and Zyprian, 2003) and polyphenol oxidases (Agrios, 1997).

Phenolic compounds represent an important group of secondary metabolites, widely
distributed in plants (Arnaldos, 2001), which participate in resistance to pathogens due to their
antimicrobial activity (Sudhakar et al.,, 2007). These compounds can be represented by
pterocarpans (glyceollin), flavonols (quercetin), isoflavons, coumarins, furanocoumarins and
others (Dixon and Paiva, 1995; Harbone, 1999). Phenylpropanoid compounds are essential to the
resistance to Cochliobolus heterostrophus in maize plants harboring the »hm gene (Nicholson and
Hammerschmidt, 1992). Similarly, maize and sorghum plants resistant to Peronospora sorghi
present quantitative and qualitative differences in their phenolic constituents (Anwar, 1995) and
Theobroma cacao plants with high levels of these compounds are resistant to Crinipellis
perniciosa (Nojosa et al., 2003). The resistance of Arabidopsis leaves in response to attack by
pathogens such as Pseudomonas syringae and Pythium sylvaticum is related to the presence of the
aromatic compound camalexin (Bednarek et al, 2005). In the same way, catechin synthesis in

strawberry plant leaves, in response to inoculation with a non-pathogen isolate of Alternaria
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alternata, is able to inhibit hyphae penetration of the virulent pathogen and the consequent
occurrence of symptoms of the disease (Yamamoto et al., 2000).

Flavonoids are the largest class of phenolics and show antimicrobial and antioxidant
properties (Lorenc-Kukula et al., 2005). Isoflavans and isoflavanones are the best characterized
phenylpropanoid derived phytoalexins (Dixon et al., 2002). Compounds such as prenilats
isoflavonoids, coumarins, 3-deoxyantocyanidins and flavonols are also phytoalexins produced in
plants after pathogen attack (Dixon and Paiva, 1995). Most of the known legume phytoalexins are
isoflavonoids, and the most common compounds are the isoflavanone kievitone, the isoflavan
vestitol and the pterocarpans (Harborne, 1999). The phytoalexins 3-deoxyanthocyanidins in
Sorghum sp. (Field et al., 2006) and sakuranetin and naringenin in rice (Oryza sativa L.) (Jwa et
al., 2006), are produced from the flavonoid pathway after pathogen attack. The inducible
accumulation of pterocarpan phytoalexins, the glyceollins, in Glycine max is one of the major
defense mechanisms implicated in providing resistance against attempted infection by
Phytophthora sojae [Kauf. and Gerde.] (Abbasi and Graham, 2001).

The polyphenol oxidase enzymes (PPOs) (EC 1.14.18.1 or EC 1.10.3.2)
are widely distributed within the plant and act as oxygen scavengers and in the defense against
stress (Ali et al, 2006). The induction of PPO F in tomato in susceptible responses to
Pseudomonas syringae pv. tomato and Alternaria solani implicates PPO in disease resistance
(Thipyapong and Steffens, 1997). The over-expression of PPO in tomato leads to significantly
increased resistance to P. syringae pv. tomato in compatible interactions ( Li and Steffens, 2002).
PPO activity is induced to even higher levels in chickpea leaves (Cicer arietinum L.) after
inoculation with Ascochyta rabei (Khirbat and Jalali, 1998), and in regions distal from lesions
implying that PPO may also contribute to the hypersensitive response. Polyphenol oxidases act in
disease resistance by hydroxylizing monophenols to o-diphenols and oxidizing these compounds
to quinones that are frequently more toxic to the microorganisms than the original phenolic
compounds (Mazzafera and Robinson, 2000; Gandia-Herrero et al., 2005). Quinones are highly
reactive intermediate whose secondary reactions are responsible for much of the oxidative
browning that accompanies plant senescence, wounding and response to pathogens (Thipyapong
et al., 2004). The peroxidase enzymes (POX) (EC 1.11.1.7) are related to vegetable defense
through the lignin synthesis, covalent insolubilization of hydroxyproline rich proteins and the

cross-linking of the ester of ferulic and p-coumaric acids, increasing the cell wall resistance and

41



interfering in the growth and development of the pathogen (Bradley et al., 1992; Agrios, 1997;
Kortekamp and Zyprian, 2003; Ascensao and Dubery, 2006). Plant peroxidases (class III
peroxidases) are involved in a broad range of physiological processes all along the plant life cycle.
These multifunctional enzymes can build a rigid cell wall or produce ROS to make it more
flexible; they can prevent biological and chemical attacks by raising physical barriers or by
counterattacking with a large production of ROS. In their regular catalytic cycle, peroxidases
catalyse the reduction of H,O, by taking electrons to various donor molecules such as phenolic
compounds and auxins (Passardi ef al., 2005).

Nicholson and Hammerschmidt (1992) observed that the lignification induced in cucumber
by the POX activity, constituted one of the most important defense responses in systemic
acquired resistance. In grapevine, further inducible barriers beside the HR are formed at the
infection site to prevent the Plasmopara viticola fungus from intruding into neighbouring tissues.
Several cell-wall bound enzymes, like peroxidases, have been shown to contribute to the
reinforcement of the cell wall. In resistant varieties, there is not only a higher basal activity of
these enzymes, but also a rapid increase in enzyme activity within 24 hours post-inoculation,
when compared to susceptible ones (KorteKamp and Zyprian, 2003). In cotton infected with
Xanthomonas campestris pv. malvacearum the increase in total POX activity during HR was
associated with anionic isoforms and in transcriptional activities of class III POX genes (Dellanoy
et al.,2004).

The aim of this study was to analyze the defense mechanisms in Solanum tuberosum in
response to plant bacterial pathogens. The occurrence of hypersensitive response and changes in
the levels of total phenolic compounds and flavonoids were analyzed together with polyphenol

oxidases and peroxidases activities.
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2. Materials and Methods

2.1 Plant material
Seeds of Solanum tuberosum cv. Agata were provided by potato growers (Sao Francisco de
Paula, RS). Plants were grown in pots with organic soil in a greenhouse. Seven to ten-week-old
plants exhibiting 12-14 leaves were used for experiments. Leaves were numbered according to
their time of appearance. Leaves located at the base of the stem were numbered 1 to 4,

intermediate leaves were numbered 5 to 8 and apical leaves were numbered 9 to 12.

2.2 Plant pathogens

Cultures of phytobacteria were provided by Dr. Valmir Duarte (Laboratory of
Phytopathology, Universidade Federal do Rio Grande do Sul). Xanthomonas axonopodis pv. citri,
Erwinia carotovora subsp. carotovora and Ralstonia solanacearum race 1 (biovar 1) were grown
in liquid LB medium at 28 °C for 48h with shaking. The cultures were centrifuged (Falcon tubes)
at 1,250g for 10min at 10 °C. The supernatants were discarded, and the pellets were re-suspended
in 3 mL of sterile distilled water. The bacteria were washed three times. In the final step, the
pellet was re-suspended in 3 mL of sterile distilled water and the bacterial concentration was
adjusted to 10° — 10° cfu/mL (ODgy = 0.3-0.4) (Romeiro, 2001). The suspensions were

immediately used for inoculation of leaves and potato tubers.

2.3 Tuber infection
Tubers were infected in order to evaluate the bacterial compatibility/incompatibility. Potato
tubers were washed and immersed in sodium hypochloride 0.5% active chloro for 15min and
rinsed in sterile water three times. Bacterial suspensions were inserted with sterile toothpicks into
the tubers parenchyma to the depth of about 5 mm. Three series of five tubers were used for each
kind of bacteria and control infiltrations were performed with sterile distilled water. The tubers
were incubated at 25 °C inside sterile Magenta boxes. They were sliced horizontally 48 hours and

30 days after inoculation and the visible defense reactions or the disease symptoms were analyzed.
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2.4 Leaf infection
Experiments consisted of multiple and single inoculations, which were performed
depending on the number of leaves and their location on the stems. Multiple inoculation in each
plant consisted of inoculation of bacterial suspensions in four leaves located at the stem base, four
leaves at the intermediate level and four leaves at apical positions. Single inoculation comprised
only of inoculation in four leaves located at the intermediate position of the stems.

About 20-25 pL of the bacterial suspensions were inoculated on the abaxial surface of
leaflets using a 300 puL syringe without a needle (Zeier, 2005). Inoculations were performed by
infiltration of the suspensions at two points between veins of the terminal leaflets. Plants
infiltrated with sterile distilled water were used as control. In all experiments, before and after
infiltration, plants were incubated for 48h at room temperature and high relative humidity (80%)
(Romeiro, 2001). The experiments employing multiple and single inoculations were replicated

three and nine times, respectively.

2.5 Enzyme activities

Leaf samples (0.5 g) were ground in 5 mL of 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0),
containing 1% Triton X-100 (v/v) and polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) (1:6 w/v). Extracts were
filtered and centrifuged at 2,500g for 15min at 5 °C, and the the supernatants were used for
enzyme assays. Polyphenol oxidase activity was determined spectrophotometrically using
chlorogenic acid as substrate at 400 nm. The enzyme activity unit was defined as the change in
absorbance.min™ .mg'protein (Gonzalez et al., 1999). Peroxidase activity was determined
spectrophotometrically by the oxidation of guaiacol at 420 nm. The reaction mixture contained 50
mM sodium phosphate buffer (pH 6.0), 0.1M guaiacol as substrate and 10 mM hydrogen peroxide.
The enzyme activity unit was expressed in mkatal.min™.mg™" protein, (symbol: kat) corresponding
to the quantity of enzyme activity that transform 1 mol.s” of substrate (Randhir et al., 2002).

Protein was determined according to Bradford (1976), with bovine serum albumin as a standard.

2.6 Phenolic compounds and quercetin flavonoids
Leaf samples (0.5 g) were ground in 10 mL of 80% methanol (1:20m/v). The extracts were
filtered and centrifuged at 1,250g for 15min at 15 °C. Phenolic compounds were assessed by the

colorimetric technique using Folin-Ciocaulteau reagents (ImprintSul Ltda) and 20% Na,COs.
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Absorbancy (765 nm) was determined after 30min incubation at 25 °C in the dark (Arnaldos et al.,
2001). Gallic acid was used as standard. Levels of the quercetin flavonoid were determined
spectrophotometrically at 415 nm, using the reaction with 96% alcohol, 10% aluminum nitrate

and 1 M potassium acetate (Mattos, 2000). Quercetin was used as standard.

2.7 Chlorophyll levels in leaves

Leaves (0.2 g) were ground in 20 mL 80% acetone and 100 mg CaCOs. Extracts were used
to determine the chlorophyll a, chlorophyll b and total chorophyll levels. Absorbancy for
chlorophyll a (663 nm), for chlorophyll b (645 nm) and for total chlorophyll (652 nm) was
determined in a spectrophotometer and their concentrations were calculated as described by

(Whitham et al., 1971).

2.8 Statistics
Mean values are shown for phenolic, flavonoids, chlorophyll contents and enzyme activities.
Data were analyzed using one-way ANOVA and multivariate general linear model procedures.
Differences between means were separated by Tukey post-hoc test, with the significance level of
p < 0.05 (software SPSS version 11.5). When necessary, data were transformed by Vx+0.5, in

order to obtain homogeneity of variance.
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3. Results and Discussion

3.1. Compatible and incompatible plant responses

Tubers infiltrated with suspensions of Erwinia carotovora exhibited visible disease
symptoms up to 48 hpi (hours post-inoculation). The disease spread rapidly and was well
characterized by darkness and soft rot, indicating the susceptibility of the Agata cultivar.
According to Romeiro (2005), these bacteria produce pectinases that cause degradation of the
pectin present in the middle layer of the cell wall, affecting reserve organs such tubers, bulbs and
fruits.

Tubers inoculated with Ralstonia solanacearum showed brown spots (characterizing
cellular death), but they did not develop disease. The absence of disease symptoms and the
occurrence of HR indicate the resistance of Agata cultivar to the bacterial isolate. Therefore, the R.
solanacearum isolate used in the experiments did not exhibit virulence to this potato cultivar.
Kelman (1954) comments that the virulence in R. solanacearum isolates depends on the growing
conditions and that there are morphological differences between the kinds of colonies and the
virulence levels on a tetrazolium chloride medium. R. solanacearum may undergo a spontaneous
phenotypic conversion from a wild-type pathogenic to a non-pathogenic form. This phenomenon
is often associated with mutation in phcA4, which is a key virulence regulatory gene and represents
an alternative adaptative strategy, which provides some degree of diversity (Poussier et al., 2003).
Thus, this pathogen exhibits great variation and most of the isolates easily lose pathogenicity in
growth medium, which may be correlated with the variation of the colony (Kelman and Sequeira,
1965). In this case, the defense responses observed in this cultivar may be related to the growth
conditions of the pathogen. The virulence levels are related to the presence and to the quantity of
extracellular mucopolysaccharide (EPS), the main component of the bacterial capsule (Stanier et
al., 1986). Sequeira and Graham (1977) inoculated tobacco plants with capsuled and non-
capsuled isolates of the pathogen. They observed that the virulent isolate brought on the disease
and the avirulent one brought on a local hypersensitive reaction. On the other hand, some sources
of resistance to bacterial wilt have been found in several host plants, including potato (Lopes and
Quezado-Soares, 1994), though varieties showing high resistance in a particular location may not
survive in other environmental conditions or after infected by other strains of the pathogen

(Kelman et al. 1994).
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On the other hand, tubers inoculated with suspensions of X. axonopodis did not exhibit any
HR signal nor disease symptom in inoculated sites, confirming that potato is a non-host plant, as
this species represents a Citrus pathogen. Similarly, control treatments did not present any
defense signals after inoculations (data not shown — Anexos).

Single and multiple inoculations of leaves with bacterial suspensions of X. axonopodis and
R. solanacearum led to hypersensitive response (HR) at 24 hpi (Fig. 1), and leaves inoculated
with Erwinia carotovora showed disease symptoms (Fig. 2). HR is characterised by necrosis at
the site of the infection (Herbers et al., 1996; Karrer ef al., 1998; Kaloshian, 2004; Gonzalez et al.,
2006), with drying of the affected area and impaired growth of the pathogens (Greenberg, 1997;
Zeier, 2005). Cell death in HR is related to the process of oxidative burst that occurs following
recognition of the pathogen, due to the production of reactive oxygen species (ROS), such as O,
and OH™ and H,0,, which lead to the defense responses (Léon et al., 1995; Resende et al., 2003).
Thus, HR occurs in interactions where there is incompatibility between the pathogens (avirulents)
and the host plant and interactions between the pathogens and non-host plants (Goodman and
Novacky, 1994; Herbers et al., 1996; Fritig et al., 1998; Romeiro, 2001).

The inoculation of the avirulent bacteria Pseudomonas syringae pv. maculicula into
Solanum tuberosum leaves led to the development of necrosis and systemic activation of the
defense genes (Landgraf et al., 2002). The HR seen on the leaves of the Agata cultivar was
accompanied by biochemical defense responses, depending on the type of experiment performed,
that is, whether the inoculation was single or multiple, as well as each plant-pathogen interaction.

The visible defense responses characterized by local necrosis may be followed by
biochemical changes in cells surrounding necrotic lesions, the zone of localized acquired
resistance (Fritig et al., 1998), which lead to de novo synthesis of compounds, such as
phytoalexins (Nicholson and Hammerschmidt, 1992). Moreover, accumulation of phenolic
compounds and their oxidation by increased PPO and POX enzyme activities are also related to

plant defense (Agrios, 1997; Ascensao and Dubery, 2003; Gonzalez et al., 2006).
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3.2 Multiple inoculations (basal, intermediate and apical leaves)

The mechanical lesion (control treatments) caused by the inoculation process on the leaf
tissue, provoked changes in the PPO activity. Independently of the leaf age, PPO activity was
characterized by significant differences between evaluated treatments. There was a significant
increase in PPO activity when the bacteria R. solanacearum and E. carotovora (96 hpi) were
inoculated, while there was a significant increase in POX activity with R. solanacearum (48 and
96 hpi) and with E. carotovora (48 hpi) (Table 1). However, basal leaves did not show a
significant increase in PPO and POX activities after bacterial inoculation. It could be explained
by the highest constitutive levels of these enzymes, when compared to intermediate and apical
leaves.

On the other hand, there was a significant increase in the levels of phenolic compounds on
the leaves inoculated with the bacteria X. axonopodis and R. solanacearum, while the highest
flavonoid levels were found with R. solanacearum. These responses were more accentuated at 96
hpi in both bacteria, independently of the leaf age (Fig. 3 A, B). Leaves inoculated with E.
carotovora presented the lowest levels of phenolic compounds.

Independently of the treatments used, when leaf age is taken into consideration, the plants
from the Agata cultivar had the same response pattern, in which the apical leaves (the youngest),
had significantly higher levels of total phenolic compounds and flavonoids and lower levels of
PPO and POX activities, when compared to the basal leaves (Table 2).

The suspensions with R. solanacearum and X. axonopodis produced an increase in the
levels of phenolics and flavonoids in all the inoculated leaves. Accordingly, the inoculation of the
intermediate and basal leaves with incompatible bacteria led to an increase in the levels of
phenolic compounds equivalent to, or greater than the constitutive levels found in the younger
leaves of the non-inoculated plants.

These results indicated that the incompatible bacteria acted as inducers of the defense
metabolism in this cultivar, suggesting the use of these pathogens in order to promote an increase
in defense responses in potato, minimizing the effects of a later infection by compatible bacteria.

Phenolic concentration depends on the stage of leaf development (Lavola ef al., 1998). In
general, young leaves contain higher amounts of phenolics which decrease with leaf maturation
(Manetas, 2006). The production of the aromatic metabolite, phytoalexin camalexin, in

Arabidopsis, is dependent on the leaf age and is accumulated in larger amounts in younger than in
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older leaves (Zeier, 2005). During compatible or incompatible interactions with the bacterial
pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato and the oomycota Pythium sylvaticum, in
Arabidopsis, (Bednarek et al, 2005), young leaves accumulated about seven times more
camalexin than old leaves.

On the other hand, the basal leaves showed greater PPO and POX enzyme activity. PPO
clearly plays a role in the resistance of tomato to P. syringae. Plants possessing PPO
downregulated by antisense expression show significantly higher susceptibility to this pathogen in
both compatible and incompatible interactions (Thipyapong et al., 2004). PPO activity is induced
to even higher levels in leaves of chickpea (Cicer arietinum L.) after inoculation with Ascochyta
rabei (Khirbat and Jalali, 1998) and in regions distal from lesions, implying that this enzyme may
also contribute to hypersensitive response.

Many hypotheses surround the possible function of PPOs in plants. Roles in the
phenylpropanoid pathway (i.e., coumarate 3-hydroxylase), the Mehler reaction, electron cycling,
oxygen regulation and plant defense have been proposed (Thipyapong et al., 2004). It is
interesting to note the association of PPO expression with programmed cell death. Thus,
expression of PPO during senescence or wounding could be expected to promote cell death and to
generate an environment that would discourage adventitious colonization by pathogens
(Thipyapong et al., 1997).

Heightened POX activity (48 hpi) in the basal leaves inoculated with compatible bacteria
was insufficient to inhibit the development of the disease. Nevertheless, with multiple
inoculations, independently of the leaf age, the increase in enzymatic activity in leaves inoculated
with E. carotovora (48 hpi) was similar to those increases seen after inoculation with R.
solanacearum at both times. Nicholson and Hammerschmidt (1992) noted that, in cucumber,
lignification occurred by POX activity constituted one of the most important systemic acquired
resistance defense responses. Kortekamp and Zyprian (2003) report that in grapevines resistant to
the fungus Plasmopara viticola, there occurs a higher basal level or fast enhancement of
peroxidase activity during the first 24 hpi, when compared to susceptible varieties. Furthermore,
the resistance seen in relation to leaf age, where the older leaves from the base of the branches
were more resistant, appears to be related to an increase in enzymatic activity, especially POX.
This accumulation of POX at high levels in old leaves does not occur passively over time, but is

instead regulated differentially in old versus young leaves by the plant (Barto and Cipollini, 2005).
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Total peroxidase activity increased during A. thaliana leaf expansion as well as in the
senescent tissues, with a stronger increase at the end of the leaf expansion (Abarca et al., 2001).
POX catalyzes the peroxidative degradation of indolylacetic acid and other growth regulators
(Barz and Koster, 1981) and exhibits a cell wall cross-linking activity, promoting an increase in
the resistance of cell walls, interfering against the pathogen attack (Agrios, 1997; Ascensao and
Dubery, 2006). Leaf senescence is associated with cell wall stiffening and cross-linking.
Moreover, plant peroxidases (class III) create a highly toxic environment by massively producing
ROS (oxidative burst), which results in adverse growth conditions for microorganisms. Thus,
these multifunctional enzymes can prevent biological and chemical attacks by raising physical
barriers or by counterattacking with a large production of ROS (Passardi ef al., 2005).

When untreated leaves (intact leaves) were analyzed, the leaf soluble proteins and
chlorophyll contents (Table 3), showed a lower concentration in basal leaves than in apical leaves.
Low levels of proteins and chlorophyll in the leaves indicate a process of senescence. During
senescence, leaf cells undergo drastic metabolic sequential degeneration of cellular structures,
starting with the chloroplast (Gan and Amasino, 1997). Normally, leaf ontogeny includes an early
phase of increasing photosynthetic rates when the leaf is actively expanding, a mature phase with
maximal rates, and a senescence phase with declining photosynthetic rates (Miller ef al., 2000).
Chlorophyll catabolism and protein and RNA degradation occur in parallel with the loss of
photosynthetic activity in senescent chloroplasts (Himelblau and Amasino, 2001). Declines in
total protein concentrations with leaf age are often associated with degradation of rubisco, the
predominant stromal protein (Hortensteiner and Feller, 2002). The senescence process has also
been associated with an increase in the oxidative stress, as revealed by hydrogen peroxide
accumulation, lipid peroxidation and antioxidant enzyme activities, such as superoxide
dismutases, catalases, peroxidases and the ascorbate-glutathione cycle enzymes (Cabello et al.,

2006).

3.3 Single inoculation (intermediate leaves)

Treatments in intermediate leaves showed a significant increase in polyphenol oxidase
activity when leaves were inoculated with Ralstonia solanacearum (96 hpi) and Xanthomonas
axonopodis (48 and 96 hpi) (Fig. 4A), suggesting that PPO may represents a plant defense

response against incompatible bacteria. The significant increase in peroxidase activity occurred
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when leaves were inoculated with Erwinia carotovora (48 hpi) (Fig. 4 B). In the same way, with
the multiple inoculations, the increase in POX activity failed to prevent the development of the
disease, spreading from the inoculated sites of the intermediate leaves to the adjacent non-
inoculated leaves. Therefore, independently of the type of inoculation used, the plants inoculated
with E. carotovora were unable to offer defense capable of deterring the invasion of the pathogen,
confirming the susceptibility of this potato cultivar to this pathogen.

The increase in the levels of total phenolic compounds and flavonoids were less significant
when compared to those that occurred with multiple inoculations. The highest increase in
flavonoids was observed when leaves were inoculated with X. axonopodis (48 and 96 hpi) (Table
4). Therefore, the highest levels of phenolic compounds and flavonoids were found with multiple
inoculations treatments, while the highest PPO enzymatic activity was seen in the experiments
consisting of a single inoculation (Table 5). Multiple inoculations with R. solanacearum and X.
axonopodis (48 and 96 hpi) showed a significant increase in phenolic compounds and flavonoid
levels, while the single inoculations with these bacteria led to an increase in PPO activity (Table
6). With regard the POX activity, there was no significant difference comparing the two types of
treatments.

The data suggest that the defense responses, which vary in accordance with the type of
treatment, may be related to systemic acquired resistance (SAR) mechanisms.

The defense mechanisms existing in resistant plants may be also found in susceptible ones.
The difference between resistance and susceptibility depends on the cell autonomy and the timing
and intensity of defense responses (Moraes, 1998). Thus, when these responses occur in a fast and
coordinated manner (Yamamizo et al., 2006), they result in resistance against pathogens.

Resistance or susceptibility in S. tuberosum cv. Agata led to defense responses that differed
qualitatively and quantitatively, depending on leaf age, type of inoculation performed (single or
multiple) and the plant-pathogen interaction. Therefore, the disease resistance mechanisms do not
represent static responses, but, depend on external factors, as well as the physiological state and

development of the plants (Zeier, 2005).
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6. Figures

C D

Figure 1. Hypersensitive response in the adaxial surface of the terminal leaflets of intermediate leaves infiltrated
with bacterial suspensions. A, leaflet and B, detail of the leaflet infiltrated with Xanthomonas axonopodis, C,
leaflet and D, detail of the leaflet infiltrated with Ralstonia solanacearum. Photographs were taken 96 hours
post-inoculation. (Bars A and C represent 1 cm, Bars B and D represent 0.5 cm).

A B

Figure 2. Disease symptoms in an intermediate leaf infiltrated with Erwinia carotovora. A, whole leaf; B, detail
of the apical infiltrated leaflet. Photograph was taken 30 days post-inoculation. (Bar A represents 3 cm; Bar B

represents 1.5 cm)
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Figure 3. S. tuberosum leaves analyzed after multiple inoculation with bacterial suspensions (48 and 96 hpi - hours
post-inoculation). A, Phenolic compounds and B, flavonoid contents. The different letters indicate means significant
differences (ANOV A, Tukey p<0.05). Independent experiments were repeated three times with similar results.
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Figure 4. S. tuberosum leaves analyzed after single inoculation with bacterial suspensions (48 and 96 hpi - hours
post-inoculation). A, Polyphenol oxidase and B, peroxidase activities. The different letters indicate significant

differences (ANOVA, Tukey p<0.05). Independent experiments were repeated nine times with similar results.
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7. Tables

Table 1. S. tuberosum leaves analyzed after multiple inoculation. Polyphenol oxidases (PPO) and peroxidases (POX)
activities analyzed after inoculation of bacterial suspensions. Enzyme assays were performed 48 hpi and 96 hpi.
Different letters in columns indicate significant differences between means (ANOVA, Tukey p<0.05). Independent
experiments were repeated three times with similar results. Hours post-inoculation (hpi).

. PPO POX
Treatments hpi (AAbs.min™ g protein) (mkatal .ug™ protein)
48 19.59 ab 0.25 bed
Intact leaves
96 18.06 be 0.26 bed
48 17.33 be 0.184
Water
96 10.754d 0.20 cd
Xanthomonas 48 14.43 cd 0.22 bed
axonopodis 96 13.13 4 0.184d
Ralstonia 48 17.33 be 0.30 ab
solanacearum 96 22.75a 0.37a
L. 48 21.48 ab 0.30 ab
Erwinia
carotovora 96 22364 0.25 bed
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Table 2. S. tuberosum leaves were analyzed after multiple inoculation. Polyphenol oxidase and peroxidase activities,
phenolic compounds and flavonoid levels analyzed at different leaf ages, independently of the treatments used.
Means were agroup independently of the time (48 or 96 hpi - hours post-inoculation). The different letters in columns

indicate significant differences (ANOVA, Tukey p<0.05). Independent experiments were repeated three times with
similar results.

Leaf location . .mif:f/g'lpmtein) (mkatall.)/g');mtein) }:nlf:;?}jvclfi F(Lagv.g?gvirg ’
Basal 24.77 a 0.30 a 1.05b 1.22b
Intermediate 17.05b 0.25b 1.16 ab 1.25 ab
Apical 11.35 ¢ 0.20 ¢ 140 a 143 a
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Table 3. S. tuberosum intact leaves analyzed at different leaf ages. Polyphenol oxidase and peroxidase activities,
protein and chlorophyll levels were analyzed. Means were agroup independently of the time (48 or 96 hpi - hours
post-inoculation). The different letters in columns indicate significant differences (ANOVA, Tukey p<0.05).
Independent experiments were repeated three times with similar results.

Total
. PPO POX Protein
Leaf location (AAbs .min'I.,ug'[protein) (mkatal .,ug'Iprotein) (mg .g'IFW) Chlorgphyll
(mg g FW)
Basal 24.47 a 0.31a 1.8 ¢ 11.72 ¢
Intermediate 16.84 b 0.25b 2.32b 16.01 b
Apical 10.89 ¢ 0.21c¢ 2.87a 19.43 a
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Table 4. S. tuberosum leaves were analyzed after single inoculation. Phenolic compounds and flavonoids analyzed
after inoculation with bacterial suspensions (48 and 96 hpi - hours post-inoculation). The different letters in columns
indicate significant differences (ANOVA, Tukey p<0.05). Independent experiments were repeated nine times with
similar results.

. Phenolics Flavonoids

Treatments hpi (mg ¢ W) (g &' FW)

48 0.86 abc 0.8 cd
Intact leaves

96 0.75 ¢ 0.8 cd

48 0.88 abc 0.4f
Water

96 0.77 be 0.8 cd
Xanthomonas 48 0.87 abe 14 a
axonopodis 96 1.08 abe 1.3 ab
Ralstonia 48 1.13 ab 0.5 ef
solanacearum 96 0.93 abe 1.0 be

.. 48 0.96 abc 0.7 de

Erwinia
carotovora 96 120 1.0 be

64



Table 5. S. tuberosum leaves analyzed after multiple and single inoculations treatments. Polyphenol oxidase (PPO),
peroxidase (POX), phenolic compounds and flavonoids were analyzed independently of bacterial treatment. The
different letters in columns indicate significant differences (ANOVA, Tukey p<0.05). Independent experiments were
repeated three and nine times on multiple and single and inoculations, respectively, with similar results. Hours post-

inoculation (hpi).

Phenolic
. . PPO Flavonoids POX
Inoculation hpi (A4bs .min ug” protein) comp(_JIunds (ug .g'FW) (mkatal .ug™ protein)
(mg .g FW)
48 22.62 ab 0.99 b 0.83 b 0.25a
Single
96 29.23 a 1.07b 1.10b 0.22 a
48 16.70 b 1.20 ab 1.54 a 0.27 a
Multiple
96 19.64 b 149 a 1.59 a 0.28 a
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Table 6. S. tuberosum leaves analyzed after multiple and single inoculations treatments. Polyphenol oxidase (PPO),
peroxidase (POX), phenolic compounds and flavonoids were analyzed. The different letters in columns indicate
significant differences (ANOVA, Tukey p<0.05). Independent experiments were repeated three and nine times on

multiple and single and inoculations, respectively, with similar results. Hours post-inoculation (hpi).

PPO Phenolic . POX
Inoculation  Hpi Treatments (Adbs .min” ug”! compounds FlaVOF[lOldS (mkatal .ug”’
b 2 (ug .g'FW) ;
protein) (mg .g' FW) protein)
Intact leaves 17.48 de 0.86 cde 0.78 efg 0.24 cd
Water 17.24 de 0.87 cde 040 ¢ 0.21 cd
48 Xanthomonas 30.70 abe 0.87 cde 1.40 be 0.21 cd
axonopodis
Ralstonia 19.035 de 1.13 bede 0.45 ¢ 0.19 ¢
solanacearum
Erwinia 18.64 de 0.96 bede 0.71 fg 0.37 ab
. carotovora
Single
Intact leaves 16.84 de 0.75 de 0.80 defg 0.25 bed
Water 14.15 de 0.77 de 0.77 efg 0.21 cd
96 Xanthomonas 33.28 ab 1.08 bede 1.31 bed 0.21 cd
axonopodis
Ralstonia 34.61 2 0.93 bede 0.98 cdef 0.27 bed
solanacearum
Erwinia 18.63 de 1.19 abed 1.03 cdef 0.19 4
carotovora
Intact leaves 17.48 de 0.86 cde 0.78 efg 0.24 cd
Water 18.03 de 0.92 bede 0.75 fg 0.17 d
48  Xanthomonas 12.79 de 1.52a 1.66 b 0.19 4
axonopodis
Ralstonia 14.44 de 1.60 ab 1.68 b 0.29 abed
solanacearum
Erwinia 22.86 bed 0.49 ¢ 1.28 bede 0.33 abe
. carotovora
Multiple
Intact leaves 16.84 de 0.75 de 0.80 defg 0.25 bed
Water 9.12¢ 0.96 bede 0.79 defg 0.194d
96  Xanthomonas 13.90 de 1.83a 1721 0.21 cd
axonopodis
Ralstonia
22.13 cd 1.86 a 2.26a 0.40 a
solanacearum
Erwinia 22.87 bed 0.77 de 0.79 defg 0.24 cd
carotovora
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Anexos

Figure 1. Tubers of S. tuberosum treated with different bacterial suspensions (48 hpi - hours post-inoculation).
Whole tubers (left) and transverse slices (right). A-B, infiltrated with distilled water; C-D, infiltrated with
Ralstonia solanacearum; E-F, infiltrated with Xanthomonas axonopodis; G-H, infiltrated with Erwinia
carotovora. (Bars A, C-H represent 1cm; Bar B represents 0.5cm)
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A B C

Figure 2. Tubers of S. tuberosum 30 days post-inoculation with Ralstonia solanacearum (A), Erwinia carotovora (B)
and Xanthomonas axonopodis (C). (Bars represent 1cm).
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Consideracoes finais

O presente estudo visou analisar as respostas de defesa em S. tuberosum a bactérias
fitopatogénicas compativeis e incompativeis.

Considerando-se a ocorréncia de HR, as respostas de defesa observadas nos tubérculos da
cultivar Agata evidenciaram a incompatibilidade tanto com R. solanacearum quanto com X.
axonopodis. Porém, comparando-se as respostas dos tubérculos com as folhas inoculadas com X.
axonopodis, houve expressivas diferengas. Nos tubérculos ndo ocorreu reagao visivel de defesa
com esta bactéria, enquanto que nas folhas, se observou formagdao de HR. As diferencas nas
respostas visiveis de defesa entre tubérculos e folhas podem ser explicadas através da sintese e do
acumulo de compostos provenientes do metabolismo secunddrio, variando conforme o tecido e o
orgao considerado.

Nas inoculagdes com E. carotovora, tanto os tubérculos quanto as folhas apresentaram
sintomas de doenca (podriddo-mole, clorose e murcha), indicando a susceptibilidade desta
cultivar de batata.

A HR nas folhas foi acompanhada de respostas bioquimicas de defesa, dependendo do tipo
de experimento realizado, considerando-se a inoculagao simples ou multipla e a interacao planta-
patogeno.

Independentemente dos experimentos realizados, as folhas apresentaram sempre um mesmo
padrao de respostas, onde as folhas apicais apresentaram niveis constitutivos mais elevados de
compostos fendlicos e flavondides quando comparadas com as folhas basais. Dentre as bactérias
utilizadas nos experimentos, observou-se que R. solanacearum e X. axonopodis promoveram o
aumento de fenodlicos e de flavondides nas inoculagdes multiplas e o aumento das atividades das
PPOs nas inoculagdes simples. Entretanto, o aumento dos niveis de fendlicos e flavondides nas
folhas basais e intermedidrias inoculadas com X. axonopodis € com R. solanacearum foram
equivalentes ou maiores que os niveis constitutivos apresentados pelas folhas jovens nao
inoculadas. Os resultados indicam que estas fitobactérias atuaram como indutoras do metabolismo
de defesa nesta cultivar.

Em relacdo a X. axonopodis, sugere-se a sua utilizacdo para promover o aumento das
respostas de defesa em batata, no sentido de minimizar os efeitos de uma posterior infeccao com

bactérias ou fungos compativeis. Porém, a utilizacdo de R. solanacearum vivas como indutoras
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pode nao se constituir uma estratégia muito segura, por apresentarem grande variacdo de
viruléncia dependendo do meio de cultivo. Além disso, dependendo da cultivar utilizada e das
condi¢des ambientais, pode ocorrer o desenvolvimento de doenga ou da resisténcia.

Desta forma, uma abordagem interessante seria a identificagdo de moléculas tanto em X.
axonopodis quanto em R. solanacearum que funcionem como eliciadoras. Neste sentido, apds a
identificacdo e o isolamento dos eliciadores, ¢ necessaria a determinagdo de suas concentracoes e
métodos de aplicagdo no vegetal, visando a estimulacdo das defesas. Da mesma forma, sdao
necessarios estudos para verificar o custo metabodlico das plantas em resposta aos eliciadores,

visando ndo comprometer o crescimento e a produtividade vegetal.
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CONCLUSOES

* No presente estudo observou-se que as respostas de defesa as fitobactérias incompativeis e
compativeis em S. tuberosum cv. Agata foram distintas, em relagcdo a ocorréncia de respostas de
hipersensibilidade, e as alteragdes nos niveis de compostos fendlicos soluveis totais, flavonodides e

atividades das enzimas polyphenol oxidases e peroxidases.

* Esta cultivar de batata apresentou resisténcia ao isolado da bactéria R. solanacearum, nao
desenvolvendo a doenga. A viruléncia em isolados de R. solanacearum pode depender das
condi¢des de cultivo, sendo que pode haver diferengas morfoldgicas entre os tipos de coldnias e
niveis de viruléncia. Desta forma, a maioria dos isolados pode perder facilmente a patogenicidade
quando em meio de cultura, sendo este fendmeno correlacionado com a variagdao da colonia. Isto
pode explicar a resisténcia apresentada em relagdo as respostas de hipersensibilidade e ao
aumento das respostas bioquimicas de defesa, porém, pode se tratar de uma cultivar com

resisténcia ao isolado do patégeno.

* A cultivar ndo ¢ hospedeira a X. axonopodis, por se tratar de um patdogeno das espécies de
Citrus, porém, a planta reconheceu a presenca do patogeno. Este reconhecimento culminou com o
desenvolvimento de respostas de hipersensibilidade nas folhas e aumento nos niveis dos

compostos e das atividades das enzimas relacionadas a defesa vegetal.

* Nas inoculagdes de tubérculos com suspensodes de E. carotovora, ocorreram os sintomas
da doenca caracterizados pela podriddo-mole, indicando a susceptibilidade ao patdgeno,
caracteristica das interagdes compativeis. Nas inocula¢des simples das folhas, o aumento da
atividade da POX nao foi suficiente para impedir o desenvolvimento da doenca, que se espalhou
dos locais de inoculagdo nas folhas intermedidrias, as folhas adjacentes ndo inoculadas. Essa
resposta também confirmou a suscetibilidade ao patéogeno nesta cultivar de batata. As folhas

apicais (nao inoculadas), porém, ndo desenvolveram a doenca.
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* A HR nas folhas inoculadas com X. axonopodis € com R. solanacearum foi acompanhada
de respostas bioquimicas de defesa, dependendo do tipo de experimento realizado, considerando-
se as inoculacdes simples ou multiplas e a interacdo planta-patdgeno. As respostas de defesa as
fitobactérias variaram em relacdo aos niveis de compostos fenolicos e flavondides e em relagao as
atividades enzimaticas da PPO e da POX em cada tipo de experimento, sugerindo a existéncia de

mecanismos relacionados com a resisténcia sist€émica adquirida (SAR).

* Independentemente dos tratamentos realizados na inoculacdo maultipla, os niveis de
compostos fenolicos totais e flavonoides e as atividades da PPO e da POX variaram em relagdo a
idade das folhas inoculadas. As folhas basais (ou mais velhas) apresentaram as maiores atividades
enzimaticas e os niveis mais baixos de compostos fenolicos e flavonoides, em relagdo as folhas
apicais (ou mais jovens). Porém as folhas basais e as intermedidrias inoculadas com R.
solanacearum e com X. axonopodis mostraram um aumento nos niveis de compostos fenolicos e

de flavonoides similares ou maiores que os niveis observados nas folhas apicais nao inoculadas.
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