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RESUMO

ALPISTE, M. C. Avaliacao da agressividade de Streptomyces spp. em cultivares
de batata e quantificacdo da taxtomina A produzida por diferentes espécies do
género. Sado Paulo. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca

Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico.

A batata € uma cultura de grande importancia econémica em muitos paises e
sua produtividade vem aumentando gradativamente, porém a producao ainda €
considerada baixa devido a doencas como a sarna da batata, causada por
diferentes espécies do género Streptomyces. O mecanismo de patogenicidade
da maioria das espécies deste género envolve diferentes fatores, tais como as
proteinas Necl e tomatinase, que auxiliam na evasao da defesa do hospedeiro,
e a fitotoxina taxtomina A, responsavel pelo desenvolvimento das lesdes. O
objetivo deste estudo foi avaliar a agressividade de 30 linhagens de
Streptomyces em cultivares de batata Agata, Asterix, Atlantic, Challenger e
Markies por meio de testes de patogenicidade em fatias de minitubérculos. Além
disso, o trabalho também teve como objetivo extrair e quantificar a fitotoxina
taxtomina A produzida por essas linhagens e verificar se existe correlagéo entre
a producéo da fitotoxina e agressividade do patdgeno. A taxtomina extraida foi
purificada por meio de cromatografia de camada delgada (TLC — Thin Layer
Chromatography) e quantificada por leitura de absorbancia em
espectrofotometro. Nos testes de patogenicidade, as linhagens se mostraram
mais agressivas nas cultivares Challenger e Atlantic, e menos agressivas em
Agata e Markies. Entretanto, foi possivel observar variagdes no grau
agressividade dependendo da linhagem e da cultivar testadas. Nos
experimentos de quantificacdo de taxtomina A, 0os maiores valores foram
observados pelas espécies S. europaeisabiei (IBSBF 2498) e S. scabiei (IBSBF
2242, 2250 e 2359). N&o foi possivel correlacionar a quantidade de taxtomina A
produzida com a agressividade do patégeno, uma vez que algumas linhagens
com baixa producédo da fitotoxina se mostraram muito agressivas e outras com

alta producao se mostraram pouco agressivas.

PALAVRAS-CHAVE: Solanum tuberosum, resisténcia de cultivares. fitotoxina
txtA, TLC.



ABSTRACT

ALPISTE, M.C. Evaluation of the aggressiveness of Streptomyces spp. in potato
cultivars and quantification of thaxomin A produced by different species of the
genus. Sao Paulo. 2018. Dissertacdao (Mestrado em Sanidade, Seguranca

Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico.

Potato crop has a great economic importance in many countries and its
productivity has been increasing gradually, however the production is still
considered low due to diseases such as potato scab caused by different species
of Streptomyces. The pathogenicity mechanism of most species of this genus
involves different factors, such as the Necl and tomatinase proteins, which aid in
the evasion of host defense; and the phytotoxin thaxtomin A, responsible for the
development of the lesions. The objective of this study was to evaluate the
aggressiveness of 30 Streptomyces strains on potato cultivars Agata, Asterix,
Atlantic, Challenger and Markies through of pathogenicity tests on minituber
slices. In addition, the work also aimed to extract and quantify the phytotoxin
thaxtomin A produced by these strains and to verify the correlation between the
production of phytotoxin and pathogen aggressiveness. The extracted thaxtomin
was purified by thin layer chromatography (TLC) and quantified by absorbance
data in a spectrophotometer. In the pathogenicity tests, the strains were more
aggressive in the Challenger and Atlantic cultivars, and less aggressive in Agata
and Markies. However, variations in the aggressiveness level were observed
depending on the strain and cultivar tested. In the thaxtomin A quantification
experiments, the highest values were observed by the species S. europaeisabiei
(IBSBF 2498) and S. scabiei (IBSBF 2242, 2250 and 2359). There was no
correlation between thaxtomin A production and pathogen aggressiveness, since
some strains with low phytotoxin production were very aggressive and others with
high production showed low aggressiveness.

KEYWORDS: Solanum tuberosum, phytotoxin txtA, cultivars resistance, TLC.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A batata é uma cultura de grande importancia econémica e um dos
alimentos mais completos em temos nutricionais, representando o terceiro
principal cultivo, apos o arroz e trigo (AGRIANUAL, 2016). Devido as suas
caracteristicas nutricionais, a batata € um dos vegetais mais importantes na dieta
de muitos paises e, além disso, € um alimento de facil cultivo com alto
rendimento por area, quando comparada a outros alimentos e com demanda

crescente da sua producéo (FAO, 2016).

No Brasil, a produtividade da batata esta aumentando, porém, a mesma
ainda é considerada baixa devido as pragas e doencas que afetam a cultura.
Dentre as doencas bacterianas, a sarna da batata, causada por diferentes
espécies de Streptomyces, € uma das mais comuns e economicamente
importante (HOOKER, 1981). Essa doenca ja foi relatada em grande parte das
areas produtoras de batata no mundo e no pais e tem por caracteristica a
depreciacdo do produto devido a formacdo de les6es nos tubérculos, tanto
superficiais quanto profundas. Por muitos anos a sarna da batata foi considerada
uma doenca sem importancia no Brasil, mas recentemente esse quadro mudou
(Natalino Shimoyama, gerente geral da Associacdo Brasileira da Batata —
ABBA*). As perdas econdmicas causadas por esta afetam diversos setores, nao
s6 o mercado de produto fresco, mas também a producao de batata semente e
batata processada (batata frita e tipo chips) (WANNER; KIRK, 2015; CORREA,
2011).

A principal espécie causadora da sarna da batata e amplamente
distribuida no mundo é Streptomyces scabiei (LAMBERT; LORIA, 1989a),
entretanto, outras espécies associadas a essa doenca também ja foram
descritas. Embora existam diferentes espécies de bactérias deste género que
causam sintomas semelhantes, um dos principais fatores responsaveis pela sua
patogenicidade é a producdo da toxina denominada taxtomina A (STEWART,;
GLOBIG, 2011).

Comunicacéo pessoal
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Essa fitotoxina é considerada o metabdlito chave para a patogenicidade
de linhagens de Streptomyces spp., sendo responsavel pelos sintomas
caracteristicos da sarna comum (AITTAMAA et al., 2010; DEES; WANNER,
2012; LORIA et al., 2008; LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

Ao longo dos anos, trabalhos utilizaram a selecéo in vitro de genétipos de
plantas resistentes a doencas e algumas destas utilizaram fitotoxinas na selecéo
destas plantas resistentes. Agora com o avango da biotecnologia na utilizac&o
de compostos fitotoxicos, o auxilio desse composto na selecdo de plantas
resistentes ao patdégeno se tornou uma direcdo interessante para estudos, uma
vez que a resisténcia varietal também representa uma das principais formas de
controle de doengas proporcionando redugcdo no uso de defensivos e o
consequente aumento de lucro para o produtor (DAUB, 1986; DURBIN, 1981;
HENSEL; HOLDEN, 1996; WALTON, 1996; HUANG, 2001; WENZEL, 1985).

O presente trabalho teve por objetivo a avaliagdo da agressividade de
linhagens de Streptomyces spp. frente a diferentes cultivares de batata e a

quantificacdo da taxtomina A produzida por essas linhagens.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Dados de Producéao da Cultura da Batata

A producdo mundial de batata esta em crescente aumento e segundo
dados da FAO, a producdo de batata em 2016 foi cerca de 376 milhdes de
toneladas, sendo que os maiores produtores foram a China, india, Russia e
Ucréania. O Brasil, considerado o segundo maior produtor da América Latina, foi
responsavel por 1% da producdo mundial com producdo de 3,85 milhdes
toneladas de batata, em uma area de cerca de 131 mil ha, com rendimento de
29,31 t/ha (FAO, 2018).

. Os principais estados produtores foram Bahia, Goias, Minas Gerais,
Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul (IBGE, 2016). As
cultivares mais plantadas no pais atualmente sdo importadas, sendo estas,
Agata, Monalisa, Asterix, Atlantic, Cupido e Mondial (FAO, 2008).

Os problemas fitossanitarios presentes na cultura em nosso pais sao de
grande importancia, causando perdas diretas significativas e aumento nos
custos de producao ja que esta cultura é suscetivel a diversas pragas e doencas

causadas por insetos, nematoides, virus, fungos e bactérias (FIERS et al., 2012).

Estimativas realizadas pela Associacao Brasileira de Batata indicam que
a cultura da batata sofre perdas por descarte e problemas fitossanitarios que
correspondem a aproximadamente 10% da producdo (SHIMOYAMA, 2014).
Uma parcela dessas perdas pode ser devido a doencas como a murcha
bacteriana (Ralstonia solanacearum) e canela preta (Pectobacterium spp.) na
safra das aguas, enquanto que na safra da seca e de inverno destaca-se a sarna
comum (Streptomyces scabiei), que afeta principalmente os tubérculos
(ZAMBOLIM et al., 2009).
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2.2. Espécies do género Streptomyces e Sarna da batata

Atualmente, o género Streptomyces esta composto por 820 espécies
(PARTE, 2018), sendo que a maioria é considerada saprofita que vive no solo.
Essas espécies produzem enzimas responsaveis pela degradacao de polimeros
derivados de plantas, sendo esses a celulose, lignina e quitina (LORIA; KERS;
JOSHI, 2006). Esse género produz também metabolitos secundarios como
antibiéticos, antitumorais e antifingicos, sendo que, do ponto de vista do
microrganismo, € um modo de adaptacao para competi¢cao no solo (HOPWOOD,
2007; CUNHA et al., 2009; EVANGELISTA-MARTINEZ; MORENO-ENRIQUEZ,
2007).

Bactérias pertencentes a esse género sdao Gram positivas, possuem
estrutura filamentosa e esporos, uma alta proporcéo de citosina e guanina no
DNA e em sua maioria um unico cromossomo linear (LIN et al., 1993). Essas
bactérias filamentosas secretam enzimas que degradam o substrato organico
para assimilar os nutrientes, promovendo o crescimento da colbnia. As hifas
aéreas comecam a se desenvolver na falta de nutrientes e outros fatores
ambientais, fazendo com que se fragmentem formando as cadeias de esporos.
Os esporos séo resistentes a dessecacao e podem ser levados pela agua ou por
animais presentes no solo (LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

A espécie S. scabiei é a mais relata no mundo causando a sarna comum,
mas outras espécies como S. acidiscabies, S. turgidiscabies e S. caviscabies
também podem incitar sintomas da doenca. Estas espécies diferenciam-se entre
si por critérios morfoldgicos, fisioldgicos e genéticos (FAUCHER et al., 1995;
TAKEUCHI et al., 1996; MIYAJIMA et al., 1998).

A espécie S. scabiei produz esporos de coloracao cinza, em forma de batrril,
arranjados em cadeia formando um espiral; produz melanina, utiliza todos os
acucares empregados na caracterizacdo de espécies de Streptomyces,
conforme recomendado pelo Projeto Internacional de Streptomyces (ISP)
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). Essa espécie bacteriana € encontrada em solos
secos, neutros a alcalinos e ndo se desenvolve em pH abaixo de 5 (LAMBERT;
LORIA, 1989a; WATERER, 2002).
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A espécie S. acidiscabies causadora da sarna em solos &cidos, diferencia-
se morfologicamente de S. scabies pela producdo de esporos de coloracéo
esbranquicada a avermelhada formados em cadeias flexuosas e pela nao
producdo do pigmento melanina. Essa espécie ndo € capaz de utilizar rafinose
como Unica fonte de carbono e consegue se desenvolver em meio de cultivo em
pH 4,0 (LAMBERT; LORIA, 1989b).

A espécie S. turgidiscabies, descrita no Japédo, produz esporos em cadeia
flexuosa de coloracgéo cinza; ndo produz melanina ou outro pigmento difusivel e
apresenta baixa similaridade ao nivel de DNA com as outras espécies
causadoras da sarna comum (MIYAJIMA et al., 1998; KIM et al., 1998).

Streptomyces caviscabies causadora de lesdes aprofundadas, diferencia-
se de S. turgidiscabies por apresentar os esporos de coloracdo dourada e
também pela baixa similaridade em nivel de DNA (GOYER et al., 1996).

Outras espécies como S. luridiscabiei, S. puniciscabiei, S. niveiscabiei
(PARK et al., 2003) foram descritas na Coréia causando lesdes erumpentes em
batatas cultivadas em solos &cidos. Além disso, sdo citadas as espécies S.
reticuliscabiei, causadora da sarna reticulada (BOUCHEK-MECHICHE et al.,
2000); S. aureofaciens e S. griseus causadoras da sarna avermelhada
(FAUCHER et al., 1993); S. setonii (MILLARD; BURR, 1926; LIU et al., 2005)
que eventualmente podem causar doencas em batata, S. sampsonii,
considerada saprdfita, mas que ja foi isolada de les6es de sarna (LAMBERT;
LORIA, 1989a) e S. ipomoeae que causa a sarna da batata-doce (LABEDA,
LYONS, 1992).

A sarna da batata € uma doenca bacteriana complexa com diversidade de
sintomas e de agentes causais. A severidade da sarna da batata e a ocorréncia
dos sintomas podem variar de acordo com o0 ambiente, suscetibilidade da cultivar
e agressividade do patogeno (LORANG et al., 1995; TOTH et al., 2001). E
caracterizada por lesbes que podem tomar toda a superficie do tubérculo
acarretando diminuicdo do seu valor comercial ou até mesmo impedindo a sua
comercializacdo. Os tecidos afetados variam a coloragéo de castanho claro ao

marrom (HOOKER, 1981). As lesbes podem ser caracterizadas sendo
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tipicamente arredondadas com uma textura aspera e corticosa e variam em

profundidade e coloracéo, de pardo-clara a pardo-escura (LORIA et al., 1997).

A doenca ja foi relatada em todos os continentes do mundo, sendo
considerada a quarta doenca mais importante da batata nha América do Norte
(SLACK, 1991). Porém, no Brasil a sarna da batata € uma das doencas mais
importantes economicamente e esta amplamente distribuida nas regifes

produtoras da cultura, tornando-se um fator limitante no cultivo (CORREA, 2011).

2.3. Ciclo de vida de Streptomyces spp.

O ciclo de vida de Streptomyces é€ iniciado a partir das hifas aéreas que
se diferenciam formando cadeias de esporos uninucleados e resistentes a
dessecacdo. Esses esporos germinam e formam micélios ramificados
multinucleados, podendo ser carregados pela dgua ou por nematdides e
artropodes presentes no solo. A rede de filamentos secreta enzimas que
degradam o substrato orgéanico quebrando-o em nutrientes assimilaveis que

promovem, assim, o crescimento da colonia (LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

Quando existe falta de nutrientes e outros fatores ambientais, hifas aéreas
sao desenvolvidas e fragmentam-se formando cadeias de esporos. A cadeia de
esporos de Streptomyces pode apresentar diferentes formatos e os esporos de
diferentes coloracdes, sendo essas caracteristicas taxonémicas importantes
para identificacdo do patégeno (Figura 1) (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966).
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Figura 1. Ciclo de vida de Streptomyces.

Fonte: http://Streptomyces.openwetware.org, traduzido por Corréa (2011).

Os esporos sao células resistentes a dessecacdo e a temperaturas
levemente elevadas. Sua funcdo no ciclo de vida € ajudar na dispersdo do
organismo e permitir que passe por periodos de falta de nutrientes, dessecacéao

e eventuais temperaturas elevadas no solo (DWORKIN, 2006).

Os esporos de Streptomyces normalmente sdo disseminados pela agua
de chuva se movendo pela superficie de solos contaminados e penetram no
hospedeiro através de estruturas como lenticelas, estbmatos ou ferimentos
(AGRIOS, 2005). Os ferimentos em que 0s patdgenos penetram sao produzidos
durante a fase de crescimento dos tubérculos, que normalmente estdo em solos
secos (LEWIS, 1971). No inicio da tuberizacdo, o tecido tem um crescimento
continuo, onde os nédulos séo separados devido ao alargamento dos internédios

(ADAMS, 1975). Por isso, nesse periodo ocorre a maior suscetibilidade do
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tubérculo a infec¢do por Streptomyces, ja que as lenticelas ndo estéo totalmente
suberizadas, tornam menos resistentes a infeccdo (ADAMS; LAPWOOD, 1978).

Assim que ocorre a penetracdo do patégeno no tubérculo, acontece a
colonizac&o nos espacos intercelulares e, logo apds os intracelulares (ADAMS;
LAPWOOD, 1978). A bactéria cresce entre as camadas da periderme, nutrindo-
se do tecido morto (AGRIOS, 2005) e produz fitotoxinas que induzem a producéo
de suberina nas células adjacentes e levam a formacdo de uma camada
corticosa ao redor do tecido infectado. Quando esse processo se intensifica,
empurra a periderme infectada para o exterior tornando a superficie aspera e
suberificada (BABCOCK; ECKWALL; SCHOTTEL, 1993). Este ciclo ocorre
muitas vezes durante o crescimento do tubérculo, aumentando o tamanho da
lesdo. Assim quanto mais cedo o tubérculo for infectado, maior sera a extensao
da lesdo (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008).

2.4. Patogenicidade em Streptomyces spp.

Em geral as plantas se defendem de patdgenos utilizando substancias
quimicas e barreiras estruturais, impedindo-o de entrar em seus tecidos e
produzindo substancias toxicas ou criando condi¢cdes que impecam O seu
crescimento (AGRIOS, 2005).

Mesmo que as bactérias do género Streptomyces tenham grande
diversidade de caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e genéticas, 0os genes
responsaveis pela patogenicidade e viruléncia sdo compartilhados por algumas
espécies causadoras da sarna comum, em uma regido do cromossomo
denominada ilha de patogenicidade (Figura 2) (WANNER, 2006).
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Figura 2. llha de patogenicidade de algumas espécies de Streptomyces.

Modificado de Kers e colaboradores (2005).

A ilha de patogenicidade é uma classe de ilhas gendmicas adquiridas
atraves de transferéncia horizontal, possuindo diferentes genes que contribuem
para a viruléncia das espécies. Essa ilha de patogenicidade pode ser transmitida
durante o processo de conjugacdo e inserir-se em sitios especificos no
cromossomo linear de espécies receptoras levando ao surgimento de novas
espécies patogénicas. A transmissao desses genes explica a natureza polifilética
de espécies causadoras da sarna da batata, conferindo a caracteristica de
patogenicidade em espécies consideradas ndo patogénicas (KERS et al., 2005;
LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

A ilha de patogenicidade de Streptomyces contém genes como tomA que
codifica a proteina tomatinase, necl que codifica a proteina Necl e ainda, outros
genes denominados txtAB, txtC, txtE, txtR, relacionados com a sintese da
fitotoxina taxtomina A (AITTAMAA et al.,, 2010; LERAT; SIMAO-BEAUNOIR,;
BEAULIEU, 2009).

A patogenicidade de Streptomyces requer a ligacdo ao hospedeiro,
penetragéo, colonizacdo e evasao do sistema de defesa da planta. Para isso, a
fitotoxina taxtomina afeta a biossintese de celulose, que compromete a
integridade da parede celular, causando a hipertrofia e morte da célula; ja a
proteina Necl e a tomatinase auxiliam na evasdo da defesa do hospedeiro
(LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

Os genes que codificam as enzimas tomatinase sao tipicamente
encontrados em patogenos fungicos de plantas de tomate, como Septoria

lycopersici e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. A tomatinase pertence a uma
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classe de enzimas denominadas saponinases, funcionando como glicosil
hidrolases que detoxificam fitoanticipinas, que sdo moléculas antimicrobianas
pré-formadas produzidas pelas plantas. A tomatinase detoxifica a
tomatoanticipina a-tomatina esteroide por hidrélise de um ou mais residuos de
acucar que sao essenciais para a atividade da a-tomatina (SEIPKE; LORIA,
2008).

O gene necl codifica a proteina necrogénica Necl, que é secretada e
representa um importante fator de viruléncia independente associado a
colonizacdo e supressdo da resposta de defesa da planta. Esse gene é
conservado entre a maioria de Streptomyces spp. causadoras da sarna e esta
ausente em formas nao patogénicas. (BUKHALID; CHUNG; LORIA, 1998;
JOSHI et al., 2007).

Algumas espécies de Streptomyces ndo produzem a fitotoxina taxtomina,
nem a proteina Necl, mas causam sintomas de sarna comum. Além disso,
nessas espécies nao foram identificados os genes da ilha de patogenicidade, ou
seja, provavelmente estas utilizam outras vias ainda ndo estudadas (LORIA;
KERS; JOSHI, 2006).

2.5. Fitotoxinas
As fitotoxinas sdo moléculas de baixa massa molecular e ativas em baixas
concentracdes fisioldgicas e interferem em metabolismos importantes na planta,
podendo causar sintomas de doencgas. Diversas fitotoxinas bacterianas tem sido
caracterizadas bioquimica e geneticamente e estao envolvidas na agressividade
dos patogenos (GOODMAN; KIRALY; WOOD, 1986; AMORIM; REZENDE;
BERGAMIN FILHO, 2018).

A resisténcia das plantas as doencas € expressa como tolerancia ou
insensibilidade as toxinas produzidas pelo patdgeno. Algumas fitotoxinas sao
capazes de ativar vias metabdlicas que levam a sintese de substancias
envolvidas na defesa de plantas, como as fitoalexinas. As fitotoxinas também
podem causar morte localizada de células vegetais e respostas de

hipersensibilidade do hospedeiro podendo restringir o crescimento do patégeno.
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Em outros casos, as toxinas também atuam como supressores da resisténcia
induzida (GRANITI, 1991).

Os primeiros metabolitos secundarios fitotoxicos associados a
patogenicidade de Streptomyces foram relatados em 1989 por King e
colaboradores, que descreveram o isolamento da fitotoxina taxtomina associada
a doenca da sarna comum. A taxtomina A esta diretamente relacionada com a
patogenicidade de Streptomyces, tendo a sua estrutura definida e caracterizada
como uma molécula de 4-nitroindol-3-I contendo 2,5-dioxopiperazina, um
dipeptideo, derivado da fenilalanina e triptofano com radical nitrato (KING et al.,
1989).

A biossintese dos compostos da taxtomina envolve sintetases peptidicas
ndo ribossémicas conservadas (NRPS) codificadas pelos genes TxtA e TxtB.
Esses genes, TxtA e TxtB (Figura 3), sdo responsaveis pela producdo do
dipeptideo ciclico N-metilado da toxina. A enzima P450 monoxigenase,
codificada pelo gene TxtC, é necessaria para as etapas de hidroxilacdo (HEALY
et al., 2002). O sequenciamento de genes préximos ao TxtA e TxtB revelou a
presenca de um gene com alta similaridade de sequéncia que expressa as
sintases de 6xido nitrico (NOSs) de mamiferos, sugerindo uma hipétese para o
mecanismo de nitracdo na taxtomina em Streptomyces spp. produtoras dessa

toxina, sendo uma etapa importante na sua producéo (KERS et al., 2005).
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Figura 3. (A) via biossintética da taxtomina A; (B) supostos genes envolvidos na

biossintese da taxtomina A. Fonte: Loria et al. (2008).

O gene TxtR é conservado em espécies produtoras de taxtomina e esta
envolvido na biossintese da taxtomina (JOSHI et al., 2007). Uma vez que a
proteina decodificada por esse gene liga especificamente a celobiose, pode-se
concluir que a celobiose é um ligante para este regulador e é responsavel pela
inducdo da producgéo de taxtomina. Estudos indicaram que a celotriose também
€ ativa na inducéo da producao de taxtomina (JOHNSON et al., 2007; WACH et
al., 2007).

A taxtomina age na membrana plasmatica de células vegetais, provocando
alteracdes na permeabilidade seletiva e interferindo na deposicédo de celulose,
comprometendo a integridade da parede celular. A estrutura da parede celular
comprometida combinada com a estrutura filamentosa dos Streptomyces,
permite a penetracdo do patdogeno nos tecidos em expansédo, ocupando 0s
espacos intracelulares e intercelulares. Além disso, a taxtomina estimula a
liberacdo de outras subunidades da celulose gerando um feedback positivo para

estimular sua producéo (LORIA et al., 2008).
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Com relacdo a atividade bioldgica da taxtomina A, apds a penetragéo, a
bactéria cresce entre as camadas da periderme, nutrindo-se do tecido morto, e
0 micélio se desenvolve nas areas mais velhas das lesdes. Enquanto se
multiplica, a bactéria secreta a taxtomina, que promove uma rapida divisao
celular no hospedeiro e a producéo de suberina nas células adjacentes ao tecido
lesionado, induzindo a formacdo de varias camadas corticosas de tecido
suberificado no ponto de infeccdo (BABCOCK; ECKWALL; SCHOTTEL, 1993).
Este processo determina a morte do tecido ao redor da leséo, do qual a bactéria
se alimenta (AGRIOS, 2005).

Os efeitos da taxtomina no crescimento ativo do tecido vegetal, incluindo
a expansao das células e a inibicdo da citocinese e nanismo, sugeriram que a
toxina estava direta ou indiretamente afetando a biossintese da parede celular
vegetal (FRY; LORIA, 2002). Como a taxtomina reduziu a incorporacéo de “C-
glicose na fracdo celulésica da parede celular da planta Arabidopsis thaliana, foi
sugerido que esta toxina suprimia a biossintese de celulose cristalina
(SCHEIBLE et al. 2003).

A presenca de taxtomina também mostrou desencadear mecanismos de
defesa da planta. Uma resposta precoce da planta a taxtomina A em Arabidopsis
thaliana é o influxo de Ca?*. O célcio é um mensageiro chave na reagdo de
plantas infectadas por patdgenos. Em células de cultura de A. thaliana, a
resposta da planta mediada por célcio a taxtomina A, leva a morte celular
programada (DUVAL et al., 2005; ERRAKHI et al., 2008; TEGG et al., 2005).

A associacdo da producéo de taxtomina entre espécies de Streptomyces
causadoras da sarna isoladas de diferentes regides geogréficas, a relacéo
quantitativa entre a producao da toxina e a viruléncia, e a auséncia de producao
da toxina por espécies saprofitas de Streptomyces suportam a hipétese de que
a taxtomina é um determinante da patogenicidade de Streptomyces em
tubérculos de batata (KING et al., 1989; KINKEL et al., 1998; BUKHALID et al.,
2002).

Nesse sentido, estudos que visam investigar a correlagdo entre

severidade da doenca e a producdo da taxtomina A, tornam-se de extrema
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importancia para que diferentes cultivares de batata possam ser testados antes

de irem para plantio no campo.

2.6. Estratégias de manejo da sarna da batata

A sarna da batata € uma doenca com diversos fatores que afetam seu
desenvolvimento, e devido a essa complexidade, ndo é possivel controlar a
doenca aplicando apenas um método especifico. Para que a incidéncia da sarna
seja reduzida, é necessaria a utilizacdo de varios métodos de controle em
conjunto (DIPPENAAR, 1933).

Na agricultura, o controle quimico de pragas é o método mais utilizado e
consiste no uso de aplicacbes de qualquer produto de natureza quimica. Na
cultura da batata, o controle quimico é direcionado ao controle do patbgeno em
tubérculos sementes para que limite a infestagdo do solo, além da reducédo do
in6culo em solos previamente infectados (GOUWS, 2006; WILSON et al., 1999).

Outro método de controle é a irrigacdo tendo influéncia direta na
suscetibilidade do tubérculo. A umidade adequada do solo é necesséria para o
desenvolvimento de lenticelas, onde estbmatos suscetiveis rapidamente se
desenvolvem em lenticelas resistentes. Além disso, existem efeitos diretos no
crescimento de patdgenos devido a queda de temperatura do solo e a reducdo
da disponibilidade do oxigénio (LABRUYERE, 1971; ADAMS, 1975; LEWIS,
1971).

O pH do solo é um parametro utilizado para se detectar a sarna, pois a
doenca se desenvolve gradativamente conforme o pH aumenta de 5,0 até 8,0.
Mantendo-se o pH do solo entre 5,0 e 5,2 pode-se reduzir a incidéncia da sarna,
porém, esse solo estara sujeito a infestacéo por Streptomyces acidiscabies, além
de agravar outras doencas causadas por fungos fitopatogénicos e resultar na
reducdo da disponibilidade de nutrientes importantes para a planta (GOTO,
1985; ALEXANDER, 1961; BRADY, 1974).

As bactérias do género Streptomyces podem sobreviver no solo por
longos periodos, por isso, 0 método de rotacao de culturas tem papel importante
no manejo integrado da sarna da batata. Plantar culturas como centeio, trigo,

feijdo caupi e milheto-pérola podem reduzir a ocorréncia da sarna comum. A
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rotacdo também pode aumentar a concentracdo de nitrato do solo, que ajuda a
reduzir o indculo do patégeno (PEMBERTON, 1994; OSWALD; LORENZ, 1956;
MCGREGOR; WILSON, 1964; MILLARD, 1923).

O controle bioldgico € outra forma explorada como uma estratégia de
manejo para a reducdo da incidéncia da sarna com o0 uso de agentes
antagonistas. Esses métodos oferecem meios alternativos aos dos defensivos
agricolas que além de custos elevados, prejudicam a saude do produtor e 0 meio
ambiente. O controle biolégico tem grande importancia no manejo de doencas,
sendo que atua onde outros métodos tem resultados limitados (BETTIOL;
MORANDI, 2009; COMPARONI, 2015; CHEN et al., 2017).

O uso de cultivares resistentes é considerado a melhor estratégia de
manejo da sarna. Ha4 uma grande variacdo do carater genético entre as
cultivares, sendo poucas aquelas consideradas completamente resistentes. Esta
situacdo néo é diferente no Brasil, onde as cultivares de batata mais plantadas
sao suscetiveis a doenca (NIEDERHEITMANN, 2016).

Existe pouca informacéao a respeito de gendtipos de batata mais plantados
no Brasil (FISCHER et al., 2005; GARCIA, 2008). Uma das principais cultivares
utilizadas sdo Agata, Asterix e Atlantic, que representam em torno de 60%, 15%
e 3% da producéo brasileira, respectivamente, sendo consideradas suscetiveis
a sarna comum, de acordo com observacfes da severidade da doenca nos
campos de producao (IMARK, 2007; GARCIA, 2008; FISCHER et al., 2009;
HAYNES et al., 2010; NAVARRO, 2012).

Um modelo genético para explicar a resisténcia a doenca ainda nao foi
desenvolvido, mas o padréo de distribuicdo continua sugere que a resisténcia
um carater de heranca quantitativa, sendo fortemente influenciado pelo ambiente
e heterogeneidade do solo. Consequentemente, tem-se observado pouco
progresso no desenvolvimento de um sistema baseado em marcadores
moleculares para essa caracteristica (DRISCOLL et al., 2009; HAYNES et al.,
2010).

Pesquisas tém buscado fontes de resisténcia ja existentes, utilizando

meétodos que diferenciem o grau de resisténcia entre clones, com o objetivo de



26

acumular véarios dos atributos positivos, de forma a detectar pequenas diferencas
de origem genética e obter novas cultivares mais resistentes em relacéo as ja
existentes. As caracteristicas agronémicas desejaveis tém heranca quantitativa
e sdo controladas por muitos genes de pequeno efeito. No entanto, o progresso
do melhoramento genético de muitas delas tem sido constante, mesmo que lento
(NIEDERHEITMANN, 2016).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a agressividade cultivares de batata a Streptomyces e quantificar

a fitotoxina taxtomina A produzida por diferentes espécies do género.

3.1. Objetivos especificos

Avaliar a agressividade de diferentes linhagens de Streptomyces
spp. e a suscetibilidade das cultivares de batata Agata, Asterix,
Atlantic, Challenger e Markies por meio de testes de

patogenicidade em minitubérculos;

Verificar a presenca do operon txtAB em linhagens de
Streptomyces spp. por meio de amplificacdo por PCR com primers

especificos;

Extrair, purificar e quantificar a fitotoxina taxtomina A de 30
diferentes linhagens de Streptomyces spp. por meio de
experimentos de cromatografia de camada delgada (TLC).

Verificar se existe correlacdo entre a quantidade de taxtomina A

produzida e a agressividade do patdégeno.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Linhagens e meio de cultivo
As linhagens utilizadas neste estudo foram cedidas pela Colecdo de
Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico (IBSBF), Campinas, SP. Trinta
linhagens foram analisadas, sendo 18 pertencentes a espécie S. scabiei, 4 a S.
europaeiscabiei, 3 a S. ipomoeae, 4 a S. caviscabiei e uma Streptomyces sp.
(Tabela 1).

Tabela 1. Linhagens de Streptomyces spp. utilizadas neste estudo

Espécie IBSBF* Procedéncia Cultivar/Hospedeiro
1774 Desconhecida Desconhecida
1884 Capao Bonito (SP) Agata
1886 Ibicoara (BA) Monalisa
1936 Itapeva (SP) Monalisa
2124 Bueno Brandéo (MG) Monalisa
2147 Ibicoara (BA) Agata
2203 Tambad (SP) Agata
2204 Tambad (SP) Monalisa
2228 Ibicoara (BA) Agata
S. scabiei i
2239 Ibicoara (BA) Agata
2242 Ipuiuna (MG) Cupido
2250 Ibicoara (BA) Mondial
2298 S&o Gotardo (MG) Agata
2359 Cristalina (GO) Beta vulgaris
2809 Sao Francisco de Paula (RS) Asterix
2860 Irinedpolis (SC) Agata
2950 Canoinhas (SC) Asterix
2501 Piedade (SP) Monalisa
1945 Holanda Vivaldi
2474 Holanda Cupido
S. europaeiscabiei |
2498 Holanda Agata
2510 Holanda Carreira
2401 Santa Juliana (MG) Agata
S. ipomoeae 2431 Tapira (PR) Atlantic
2468 Vargem Grande do Sul (SP) Cupido
2260 Mucugé (BA) Agata
2391 Cristalina (GO) Cupido
S. caviscabies ;
2398 Cristalina (GO) Agata
2400 Itapetininga (SP) Mondial
Streptomyces sp. 2507 Ibicoara (BA) Agata

*IBSBF (Colecéo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Brasil).
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As linhagens foram cultivadas em meio YME (extrato de levedo 4 g,
extrato de malte 10 g, glicose 4 g, agar 18 g, agua destilada g.s.p. 1000 mL; pH

7,2) e incubadas a 28° C, por aproximadamente sete dias, no escuro.

4.2. Testes de patogenicidade em fatias de tubérculos de batata das
cultivares comerciais Agata, Asterix, Atlantic, Challenger e Markies

A suscetibilidade das cultivares de batata Agata, Asterix, Atlantic,
Challenger e Markies foi avaliada em experimentos de testes de patogenicidade
em fatias de tubérculos, cedidos pela Associacdo Brasileira da Batata (ABBA) e

pela empresa Irish Potato Marketing Ltda (IPM).

Os tubérculos de batata tipo Il (30 a 40 mm) receberam 0 seguinte
tratamento: desinfestacéo superficial com NaOCI 0,5% por 15 min, sob agitacao;
lavagem em agua destilada esterilizada, por 15 min, também sob agitacdo, para
a retirada da solucdo de hipoclorito da superficie do tubérculo. Apds esse
processo, os tubérculos foram secos a temperatura ambiente, cortados em
cilindros de 2 cm de didmetro com o auxilio de um cortador de rolhas e,

posteriormente, em fatias com cerca de 0,25 cm de espessura com bisturi.

As linhagens de Streptomyces testadas foram cultivadas em meio de
aveia Oatmeal Broth (OMB) acrescido de agar (LORIA et al., 1995), durante sete
dias, a 28 °C. Apés o crescimento e esporulacao, discos do meio de cultivo com
a bactéria (aproximadamente 5 mm de didametro) foram recortados e invertidos
sobre as fatias dos tubérculos de batata. Foram utilizadas quatro fatias por
tratamento, colocados em placas de Petri revestidas com papel de filtro
esterilizado e umedecido com agua destilada esterilizada. As placas foram
incubadas a 28°C em estufa bacteriol6gica e os sintomas de necrose foram
avaliados ap6s dez dias da inoculacdo. Como controles negativos foram
utilizados discos de meio de cultura sem inéculo, invertidos sobre os tubérculos
(LORIA et al., 1995, com adaptac6es). Foram efetuadas 12 repeticbes (trés

placas contendo quatro fatias de batata) para cada cultivar testada.
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De acordo com a capacidade de causar necrose e sua intensidade, no
décimo dia, as linhagens foram classificadas como néo patogénicas (-), que néo
foram capazes de causar necrose em fatias de batata; e patogénicas,
causadoras de necrose (Figura 4). As linhagens patogénicas foram, ainda,
classificadas em diferentes graus de agressividade de acordo com a area de
necrose causada. As linhagens que resultaram em necrose com area de até 13
mm? foram consideradas como pouco agressiva (+), com area de 13,1 até 24
mm?, medianamente agressiva (++), com area de 24,1 até 44 mm?, muito
agressiva (+++) e finalmente, com uma area maior do que 44 mm? a linhagem

foi considerada altamente agressiva (++++) (Figura 5).

Fatia de batata /Faﬁa de batata
//_\ Mecrose ao redor
( b do meio de cultivo
. Meio de cultiva \\ Meio de cultiva
inoculado com a inoculado com a

bactéria bacteria

Figura 4. Esquema da avaliacdo do teste de patogenicidade de linhagens de
Streptomyces. (A) Exemplo de linhagem ndo patogénica (-); (B) necrose
causada por linhagem patogénica. A largura da faixa de necrose utilizada na

classificacdo em diferentes graus de agressividade.
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Figura 5. Teste de patogenicidade de linhagens de Streptomyces em

minitubérculos de batata da cultivar Agata. (A) Controle negativo; (B)
considerada pouco agressiva (+); (C) medianamente agressiva (++); (D) muito

agressiva (+++); e (E) Altamente agressiva (++++).

Para a avaliagdo da necrose causada nas fatias de batata, foi medido o
didametro da lesdo em dois pontos distintos e calculado a média desses valores.
A partir deste dado, foi aplicada a forma do calculo de area da circunferéncia (A
= 1. r?). Além disso, para realizacéo do teste estatistico de Tuckey foi utilizado
o0 software SASM-Agri (CANTERI et al. 2001).

4.3 Extracdo de DNA cromossOmico

As linhagens de Streptomyces spp. selecionadas para a analise de
taxtomina A foram submetidas a extracdo de DNA, de acordo com a metodologia
descrita por Pitcher; Saunders; Owen (1989), com algumas modifica¢cdes.

Cerca de 100 mg de biomassa de bactéria, contida na placa com meio YME
incubada 10 dias a 28°C, foi utilizada na extracdo. As células foram lavadas com
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3 mL de tampao NaCl (NaCl 0,1 M e EDTA 0,1 M). O micélio foi desagregado
mecanicamente, com auxilio de um pistilo, em 1,8 mL de tampéao de lise (EDTA
40 mM; Tris-HClI 50 mM pH 8; sacarose 0,75 M). Posteriormente, foram
adicionados 180 pL de SDS 10% e 90 pL de lisozima (20 mg/mL), misturados
com a utilizacdo de vortex e a mistura incubada a 37 °C por uma hora. Apés,
foram adicionados 100 pL de proteinase K (10 mg/mL), incubando-se a 55 °C
durante duas horas. Em seguida, 1 mL de cloroférmio-alcool isoamilico na
proporcao 24:1 (v/v) foi adicionado e apds agitacdo manual vigorosa a mistura
foi centrifugada a 14.500 g por 10 min e a fase aquosa transferida para um novo
tubo. Esse procedimento foi realizado duas vezes. O DNA foi precipitado com
0,1 volume de NaCl 5 M (cerca de 200 uL) e 2 volumes de etanol absoluto (cerca
de 4 mL) com incubacéo a -20°C por aproximadamente 18 h. A seguir, a solucéo
foi centrifugada a 14.500 g por 15 min e o sedimento lavado de duas a trés vezes
com etanol 70%, aplicando-se pulsos curtos de centrifugacdo. O sedimento foi
seco a temperatura ambiente e depois suspendido em 400 uL de tampéao TE pH
8 (10 mM Tris; 1 mM EDTA). Foram adicionados 8 pL de RNAse (10 mg/mL) e a
solucéo foi incubada a 37 °C por duas horas. Posteriormente, 80 pL de LiCl (4
M) e 1 volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) foi adicionado a solucao
(cerca de 500 pL). Apés centrifugacdo 14.500 G por 10 min, a fase aquosa foi
transferida para um novo microtubo e o DNA foi precipitado com 2 volumes de
etanol absoluto (cerca de 1 mL). Os sedimentos foram lavados duas vezes com
etanol 70%, secos em temperatura ambiente, o DNA foi suspendido em 40 uL
de TE pH 8 e estocado a 4 °C.

A pureza e a quantificagdo do DNA das amostras foram realizadas por meio
de eletroforese em gel de agarose 0,6% em tampdo TAE 1X (0,04 M Tris-
acetato/0,001 M EDTA). Os géis foram corados com brometo de etideo (10
mg/mL), visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta e fotografados em

sistema digital de fotodocumentacéo Alpha Innotech 2200.

4.4. Amplificacdo do operon txtAB de linhagens de Streptomyces por
PCR
A analise da presenca do operon txtAB, relacionado a sintese da fitotoxina

taxtomina A, foi realizada por PCR utilizando-se os primers especificos TxtAB1
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(5" CCA CCA GGA CCT GCT CTTC 3) e TxtAB2 (5 TCG AGT GGA CCT CAC
AGA TG 3’) (WANNER, 2006), com fragmento esperado de 385 pares de bases
(pb).

Os experimentos de amplificacdo foram realizados preparando-se reacoes
de 25 pL, contendo 200 ng de DNA cromossomico, 2,0 U da enzima Taq DNA
polimerase (Fermentas); 1X tampao da enzima; 1,5 mM de MgClz; 1X BSA
(Bovine Serum Albumine) (10 mg/mL); 0,2 mM de uma mistura de dNTPs; 0,4
UM de cada primer, em termociclador MyCycler, Axygen. O programa de
amplificagéo consistiu de um ciclo de desnaturagao inicial 95 °C por 2 min;
seguido de 30 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 1 min; anelamento a 57 °C por
1 min; extensao a 72 °C por 2 min; e um ciclo de extensao final a 72 °C por 5 min.
Os produtos da amplificacéo foram analisados por meio de eletroforese em gel
de agarose 1,5%. Os géis foram corados com brometo de etideo (10 mg/mL),

visualizados e fotografados em sistema digital de fotodocumentacéo.

4.5. Extracao e preparacao bruta da fitotoxina taxtomina A

Baseado em estudos realizados anteriormente (CORREA, 2011), 30
linhagens de Streptomyces spp. consideradas altamente agressivas,
medianamente e pouco agressivas foram selecionadas para a realizacado dos
testes producdo e extracdo de taxtomina, com o intuito de se verificar se ha

correlacéo direta entre a producéo da toxina e a agressividade do patdgeno.

Para a producéo e extracdo de taxtomina A, foi adotada a metodologia
descrita por Kinkel e colaboradores (1998). Para se determinar a quantidade de
taxtomina produzida, as linhagens foram cultivadas em meio de aveia sélido por
30 dias e apos esse periodo, trés discos de 10 mm foram recortados e colocados
em frascos erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de aveia liquido
(OMB) (LORIA, et al. 1995). Cada linhagem foi cultivada com sete repeticoes,
sob agitacdo orbital (150 rpm) em temperatura de 28°C por 4 dias no escuro,
guando o conteudo de cada frasco foi filtrado em papel de filtro Whatmann n°1.
De cada repeticédo, 15 mL do filtrado foi transferido para um funil de separacéao,
onde se procedeu a extracdo da toxina com 25 mL de acetato de etila. A seguir,
foi coletada a fracdo referente ao acetato de etila e o filtrado submetido

novamente a extragdo em mais 25 mL do solvente. As duas fases de acetato de
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etila, contendo a toxina, foram combinadas, desidratadas com sulfato de sodio
anidro e o solvente evaporado sob temperatura ambiente. O pé resultante foi
suspendido em 2 mL de metanol e armazenado a -20 °C para posterior

realizacdo dos experimentos (Figura 6).

Meio de cultivo Aveia Agar Funil de separagao
30 dias - 28°C

Acetato de Etila

e Taxtomina
”’ ¥ o
Trés discos de 10 mm —’
E
I |

15 mL do filtrado Suspendido em
* 2 mL metanol
50 mL Acetato de Etila l
Meio de cultivo Aveia liquido Filtrado

Extrato bruto de
taxtomina

4 dias - 28°C — 150 rpm

Figura 6. Método de producéo e extracdo de taxtomina bruta utilizado.

Para cada linhagem desse estudo foram realizadas sete repeticdes da
extracdo. Os sete extratos de cada linhagem foram medidos em
espectrofotometro a 400 nm, e a amostra que apresentou maior absorbancia foi
selecionada para o experimento de quantificacdo de taxtomina A por

cromatografia de camada delgada (TLC) (Anexo 1).

4.6. Purificacao e quantificacdo da fitotoxina taxtomina A
A taxtomina A foi identificada por cromatografia de camada delgada -TLC,
de acordo com Goyer e colaboradores (1998) com base no coeficiente relativo

de retencédo - Rf (Rf = Retention factor) das amostras.
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O extrato bruto proveniente das 30 linhagens de Streptomyces com maior
absorbancia em 400 nm foi aplicado em placas de TLC (Thin layer
chromatography) utilizando micropipeta, sendo que de cada amostra, foram
aplicados 100 pL do extrato na placa de silica gel 60 com indicador para
ultravioleta e espessura de 250 um. O solvente utilizado foi cloroférmio/metanol

na proporcao de 9:1 (v/v).

Com o auxilio de uma lamina, foi raspada a regido com a banda amarela
correspondente a taxtomina A e suspendida em 1 mL de metanol. Para
separacao da amostra da silica, a mesma foi centrifugada a 10.000 rpm em micro

centrifuga por 3 min e recuperado o sobrenadante.

A quantidade de taxtomina produzida pelas linhagens foi avaliada a partir
de leituras de absorbancia efetuadas em espectrofotbmetro no comprimento de
onda de 400 nm. O célculo da concentracdo da taxtomina A purificada foi obtido
a partir do parametro: 0,525 de absorbancia (400 nm) corresponde a
aproximadamente 143 pg/mL da toxina, de acordo com Garcia (2008) e
Pascholati, S. F. (ESALQ/USP¥).

*Comunicacéo pessoal
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5. RESULTADOS

5.1. Testes de patogenicidade em fatias de tubérculos de batata das
cultivares comerciais Agata, Asterix, Atlantic, Challenger e
Markies

A agressividade das 30 linhagens de Streptomyces analisadas foi
avaliada por meio de testes de patogenicidade em fatias de tubérculos das
cultivares de batata. Nos testes realizados, todas as linhagens causaram
sintomas com graus de agressividade variados nos tubérculos, que foram
avaliados pela intensidade da necrose ap6s dez dias da inoculacéo (Figura 7,

Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6).

Figura 7. Teste de patogenicidade de linhagens de Streptomyces spp. em
minitubérculos de batata da cultivar Agata apés 10 dias de inoculacdo. (A)
Controle Negativo; S. scabiei (B) IBSBF 1886 , considerada pouco agressiva (+);
(C) IBSBF 2239, medianamente agressiva (++); S. europaeiscabiei (D) IBSBF
2498, muito agressiva (+++); (E) IBSBF 2498, altamente agressiva na cultiva
Atlantic.
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Tabela 2. Area de necrose nos testes de patogenicidade de diferentes linhagens de Streptomyces scabiei em minitubérculos de

batata.
Espécie Streptomyces scabiei
IBSBF/ Cultivar 1774 1884 1886 1936 2124 2147 2203 2204 2228
Agata 14,6* b 189¢c 12,4 b 142 b 12,3 b 11,2 cd 13,7b 14,3 cd 145c
Asterix 17,8 b** 148 c 109 b 11,7b 143 b 14,5 bc 15,8 b 16,6 c 213b
Challenger 474 a 57,6 a 21 a 115b 14,1b 16,6 b 149b 214b 209b
Markies 25,4 b 42,8 b 216a 109b 140b 74 d 16,3 b 12,3d 14,0c
Atlantic 22,4b 419b 25 a 355a 42,8 a 445 a 56,5 a 3l6a 38,7a

*Média da area de necrose de discos de minitubérculos de batata com 12 repeticdes (mm?2) ap6s 10 dias da inoculagéo.
** Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si significativamente, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade na

comparacao entre as cultivares no sentido vertical.

Tabela 3. Area de necrose nos testes de patogenicidade de diferentes linhagens de Streptomyces scabiei em minitubérculos de

batata.
Espécie Streptomyces scabiei
IBSBF/ Cultivar 2239 2242 2250 2298 2359 2501 2809 2860 2950
Agata 18,1* c 14,0c 16,3 ¢c 86 b 16,1d 22,3b 42,6 b 18,6 b 29,1b
Asterix 23,9 ab** 26,0 b 34,6 b 12,3 b 379b 23,3b 47,0b 225b 47,1a
Challenger 21,9 abc 26,9b 13,6 ¢ 12,0b 29,3 bc 252 b 53,6 ab 19,3 b 48,8 a
Markies 20,4 bc 16,0 c 63,4 a 13,4b 21,0 cd 228b 223c 24,4 ab 21,4b
Atlantic 26,1a 41,1a 34,8b 223a 49,8 a 349a 70,8 a 30,1a 579 a

* Média da area de necrose de discos de minitubérculos de batata com 12 repeticdes (mm?) apds 10 dias da inoculagdo.
** Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si significativamente, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade na

comparacdao entre as cultivares no sentido vertical.
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Tabela 4. Area de necrose nos testes de patogenicidade de diferentes linhagens de Streptomyces europaeiscabiei e Streptomyces

ipomoeae em minitubérculos de batata.

Espécie S. europaeiscabiei S. ipomoeae
IBSBF/ Cultivar 1945 2474 2498 2510 2401 2431 2468
Agata 27,0 ab 11,8 b 30,0c 14,5 ab 17,8a 21,2 ab 9,7 bc
Asterix 31,6 a 14,7 ab 49,2 b 14,5 ab 88 b 150¢c 13,8b
Challenger 19,6 ¢ 13,7 ab 46,1 b 11,8 b 73 b 13,2 ¢ 94 c
Markies 23,9 bc 16,0 ab 58,5a 18,0 a 78 b 17,6 bc 11,1 bc
Atlantic 22,8 bc 183 a 60,7 a 125b 12,9 ab 25,6 a 33,2a

* Média da area de necrose de discos de minitubérculos de batata com 12 repeticdes (mm?) ap6s 10 dias da inoculagéo.
** Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem entre si significativamente, segundo o teste de Tukey a 5% de

probabilidade na comparacéo entre as cultivares.

Tabela 5. Area de necrose nos testes de patogenicidade de diferentes linhagens de Streptomyces caviscabies e Streptomyces sp.

em minitubérculos de batata.

Espécie S. caviscabies S. sp.
IBSBF/ Cultivar 2260 2391 2398 2400 2507
Agata 151c 10,9d 140b 70c 70b
Asterix 17,8 bc 17,7¢ 154 b 16,0 b 10,2 ab
Challenger 24,9 a 23,0 bc 15,8 b 154 b 10,7 a
Markies 21,7 ab 239b 14,4 b 16,3 b 111a
Atlantic 236a 31,2a 226a 289 a 125a

* Média da area de necrose de discos de minitubérculos de batata com 12 repetigcbes (mm?) apés 10 dias da inoculagéo.
** Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si significativamente, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade na

comparacao entre as cultivares no sentido vertical.
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Tabela 6. Agressividade de linhagens de Streptomyces spp demonstrando a
suscetibilidade de diferentes cultivares de batatas em testes de patogenicidade

em minitubérculos

Espécie IBSBF* Procedéncia Agata  Asterix Challenger Markies Atlantic
1774 Desconhecida S ++ ++++ +++ ++
1884 Capg(lgFl;’:)onito ++ ++ +H++ +++ +++
1886 Ibicoara (BA) + + ++ ++ 4+
1936 Itapeva (SP) ++ + + + +
Bueno Brandao
2124 (MG) + ++ ++ ++ +++
2147 Ibicoara (BA) + ++ ++ + 4+
2203 Tambau (SP) ++ ++ ++ ++ 444+
2204 Tambal] (SP) ++ ++ ++ +4+ +++
2228 Ibicoara (BA ++ ++ ++ ++ +++
S. scabiei (BA)
2239 Ibicoara (BA) ++ ++ ++ ++ +++
2242 Ipuiuna (MG) ++ +++ +++ ++ F++
2250 Ibicoara (BA) ++ +++ ++ ++++ F++
2298  Sé&o Gotardo (MG) + + + ++ ++
2359 Cristalina (GO) ++ +++ +++ ++ ++++
2501 Piedade (SP) ++ ++ +++ ++ +++
2809 SéOPZLEIIQ(EEg de +++ ++++ ++++ ++ ++++
2860 Irinedpolis (SC) ++ ++ ++ +++ I
2950 Canoinhas (SC) +++ ++++ ++++ ++ ++++
1945 Holanda +++ +++ ++ ++ ++
S 2474 Holanda + ++ ++ ++ ++
europaeiscabiei 2498 Holanda +++ 4+ 4+ ++++ +H++
2510 Holanda ++ ++ + ++ +
Santa Juliana
2401 (MG) ++ + + + +
. 2431 Tapira (PR) ++ ++ ++ ++ 4+
S. ipomoeae
Vargem Grande
2468 do Sul (SP) + ++ + + 4+
2260 Mucugé (BA) ++ ++ ++ ++ ++
2391 Cristalina (GO) + ++ ++ ++ +++
S. caviscabies
2398 Cristalina (GO) ++ ++ ++ ++ ++
2400 Itapetininga (SP) + ++ ++ ++ +++
Streptomyces sp. 2507 Ibicoara (BA) + + + + ++

*IBSBF — Colec¢éo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico
**Escala de agressividade das linhagens de Streptomyces: (+) pouco agressiva; (++) medianamente

agressiva; (+++) muito agressiva; (++++) altamente agressiva.
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Com relacdo aos testes de patogenicidade das linhagens de
Streptomyces inoculadas, verificou-se diferentes graus de agressividade de
acordo com as cultivares avaliadas. Estatisticamente, as linhagens mostraram-
se mais agressivas nas cultivares Challenger e Atlantic, sendo que IBSBF 2809
(S. scabiei), 2950 (S. scabiei) e 2498 (S. europaeiscabiei) foram as que
causaram a maior area de necrose. De acordo com a escala de agressividade
estabelecida no item 4.2, essas trés linhagens foram consideradas muito (+++)

e altamente agressivas (++++) em nas cultivares testadas.

As cinco cultivares apresentaram pouca suscetibilidade quando testadas
com as linhagens IBSBF 2298 (S. scabiei), 2510 (S. europaeiscabiei) e 2401 (S.
ipomoeae). A cultivar Agata se destacou como menos suscetivel, pois nenhuma

linhagem testada causou area de necrose superior a 44 mm? (++++) (Figura 8).

Figura 8. Necrose em fatias de minitubérculos de batata das cultivares (A)
Agata, (B) Asterix, (C) Challenger, (D) Markies e (E) Atlantic, com 10 dias de

inoculacdo no teste de patogenicidade com a linhagem de Streptomyces

europaeiscabiei IBSBF 2510, considerada pouco agressiva.

Levando-se em consideragao todas as avaliagdes, em quatro cultivares
predominou-se area de necrose de 13 mm?até 24mm? (++) e somente na cultivar
Atlantic foi observada area de necrose maior, compreendida entre 24mm? e

44mm?2 (+++).

Foi possivel notar também que muitas linhagens apresentaram variagédo
de agressividade dependendo da cultivar testada, como S. scabiei IBSBF 2359
e 1774, que se mostraram medianamente agressivas (++) nas cultivares Agata,

Asterix e Atlantic, mas nas cultivares Markies e Challenger essas linhagens se
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mostraram muito (+++) e altamente agressivas (++++), respectivamente, como

ilustrado parcialmente na Figura 9.

L8P
2

— L

Figura 9. Necrose em tubérculos de batata das cultivares (A) Asterix e (B)
Challenger ap6s 10 dias de inoculacéo no teste de patogenicidade utilizando a
linhagem de S. scabiei IBSBF 1774.

Outro exemplo dessa variacdo de agressividade foi verificado com a
linhagem IBSBF 2400 (S. caviscabies), que causou grande area de necrose
(+++) na cultivar Atlantic e media area de necrose (++) nas cultivares Asterix,
Challenger e Markies. A cultivar que se destacou no teste contra esta linhagem
foi a Agata, que em média n&o ultrapassou a area de necrose de 13 mm?2 como

ilustrado parcialmente na Figura 10.
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Figura 10. Necrose em minitubérculos de batata causada por S. caviscabies
IBSBF 2400 nas seguintes cultivares: (A) Agata, (B) Asterix, (C) Challenger, (D)

Markies e (E) Atlantic, apds 10 dias de inoculagéo.

A partir dos resultados obtidos pode-se notar que a cultivar Agata
apresentou menor suscetibilidade quando comparada com as outras cultivares,
levando-se em conta as linhagens testadas até o momento. Também pode-se
notar que a cultivar Atlantic apresentou maior suscetibilidade, sendo que a média
da area de necrose foi maior em 24 linhagens das 30 testadas (Figura 11).
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Figura 11. Agressividade de Streptomyces spp. em minitubérculos de batata das
cultivares Agata, Asterix, Challenger, Markies e Atlantic, ap6s 10 dias de
inoculacao. Os numeros das escalas 1, 2, 3 e 4 correspondem a pouco agressiva
(+), medianamente agressiva (++), muito agressiva (+++) e altamente agressiva

(++++), respectivamente.
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Baseado nos dados apresentados, concluiu-se que as cultivares utilizadas
no Brasil s&o muito suscetiveis a Streptomyces spp. Tendo isso em vista, seria
preciso a selecdo de cultivares menos suscetiveis de acordo com as espécies
de Streptomyces que ocorrem nas diferentes regides do pais, aliada a um
conjunto com diferentes estratégias de manejo, para se alcancar reducédo dos

prejuizos causados pela sarna da batata.

5.2. Amplificacdo do operon txtAB ligado a patogenicidade de
Streptomyces spp.

As 30 linhagens de Streptomyces desse trabalho foram avaliadas quanto

a presenca do operon txtAB, responsavel pela biossintese da taxtomina A, por

amplificagéo por PCR (Tabela 7). A Figura 12 ilustra parte dos experimentos

dessa amplificacéo.

Todas as linhagens de S. scabiei e S. europaeiscabiei apresentaram
amplificacdo do fragmento especifico de 385 pb, correspondente ao operon
txtAB. As linhagens de S. scabiei IBSBF 2250, 2228, 2147, 2124 e S.
europaeiscabiei IBSBF 1945 (Figura 12) apresentaram sinal forte de
amplificacdo do operon txtAB (+++), assim como todas as outras linhagens

dessas duas espécies bacterianas.

Todas as linhagens de S. ipomoeae e S. caviscabies apresentaram sinal
fraco de amplificacdo do operon txtAB (+), com excecdo de S. ipomoeae IBSBF
2431 que apresentou sinal médio de amplificacdo (++). Apenas a linhagem de
Streptomyces sp. IBSBF 2507 nado apresentou amplificacdo desse operon
(Figura 12).
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Figura 12. Amplificagdo por PCR do operon txtAB das diferentes linhagens de
Streptomyces. (M) Marcador de peso molecular 100 pb; S. ipomoeae (1) IBSBF
2401; S. caviscabies (2) IBSBF 2260; S. scabiei (3) IBSBF 2250; (4) IBSBF 2228;
(6) IBSBF 2147; (7) IBSBF 2124; Streptomyces. sp. (5) IBSBF 2507;
S. europaeiscabiei (8) IBSBF 1945.

5.3. Quantificacdo de taxtomina A produzida por linhagens de

Streptomyces spp.

Nesse experimento utilizou-se como controle positivo de producéo de
taxtomina as linhagens de S. scabiei IBSBF 2501 e Streptomyces sp. IBSBF
2507, que produziram 17,7 e 18,1 pg/mL de taxtomina purificada,
respectivamente, em estudo realizado por Garcia (2008). Para o calculo de
qguantidade de taxtomina A produzida utilizou-se o parametro de absorbéancia
0,525 correspondendo a 143 pg/mL de taxtomina de acordo com Garcia (2008)
e Pascholati, S. F. (ESALQ/USP*).

*comunicacgdo pessoal
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Baseado nos resultados de cromatografia de camada delgada (TLC) foi
possivel identificar a presenca da banda amarela, caracteristica da taxtomina A,
em 20 das 30 linhagens testadas. Das 18 linhagens de S. scabiei, 16
apresentaram banda caracteristica da toxina, com excec¢édo de IBSBF 2298 e
2501 (Figuras 13A e 14A). Todas as quatro linhagens de S. europaeiscabiei
apresentaram a banda de taxtomina (Figura 14), porem as linhagens de S.
ipomoeae, S. caviscabies e Streptomyces sp. ndo apresentaram a banda
caracteristica (Figuras 15A).

Nas analises das placas de TLC sob luz ultravioleta ficou claro que
algumas linhagens ndo apresentaram a banda correspondente a taxtomina,
porém apresentaram outras bandas de altura diferente, indicando tratar-se de
outra toxina ou metabodlito (Figuras 13B, 14B e 15B).

Figura 13. Cromatografia de camada delgada (TLC) de extratos de linhagens de

S. scabiei, evidenciando a producéo de taxtomina (A) sob luz visivel e (B) sob
luz ultravioleta. (M) Controle negativo com metanol; (1) IBSBF 1774; (2) IBSBF
1884;(3) IBSBF 1886; (4) IBSBF 1936; (5) IBSBF 2124; (6) IBSBF 2147; (7)
IBSBF 2203; (8) IBSBF 2204; (9) IBSBF 2228; (10) IBSBF 2239; (11) IBSBF
2242,
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Figura 14. Cromatografia de camada delgada (TLC) de extratos de linhagens de
Streptomyces evidenciando a producédo de taxtomina (A) sob luz visivel e (B)
sob luz ultravioleta. (M) Controle negativo com metanol; S. scabiei:(1) IBSBF
2250; (2) IBSBF 2298; (3) |IBSBF 2359; (4) IBSBF 2501,
(5) IBSBF 2809; (6) IBSBF 2860; (7) IBSBF 2950; S. europaeiscabiei (8) IBSBF
1945; (9) IBSBF 2474; (10) IBSBF 2498; (11) IBSBF 2510.

Figura 15. Cromatografia de camada delgada (TLC) de extratos de linhagens de
Streptomyces, evidenciando a produgdo de taxtomina (A) sob luz visivel e (B)
sob luz ultravioleta. (M) Controle negativo com metanol; S.ipomoea: (1) IBSBF
2401; (2) IBSBF 2431; (3) IBSBF 2468; S. caviscabies: (4) IBSBF 2260: (5)
IBSBF 2391, (6) IBSBF 2398; (7) IBSBF 2400;
(8) Streptomyces sp. IBSBF 2507.



Streptomyces no teste de patogenicidade nas cinco cultivares de batata testadas.

Tabela 7. Amplificacdo do operon txtAB, quantificacdo de taxtomina A, e agressividade das linhagens de

Espécie IBSBF txtAB* Taxtomina** Agata  Asterix Atlantic Challenger Markies
1774 +++ 33,8 i ++ ++ ++++ +++
1884 +++ 23,7 ++ ++ +++ ++++ +++
1886 +++ 18,5 + + +++ ++ ++
1936 +++ 13,9 ++ + +++ + +
2124 +++ 6,8 + ++ +++ ++ ++
2147 +++ 10,4 + ++ ++++ ++ +
2203 +++ 422 ++ ++ ++++ ++ ++
2204 +++ 0 ++ ++ +++ ++ ++
2228 +++ 6,3 ++ ++ +++ ++ ++
S. scabiei
2239 +++ 31,3 ++ ++ +++ ++ ++
2242 +++ 53,7 ++ +++ +++ +++ ++
2250 +++ 53,1 ++ +++ +++ ++ ++++
2298 +++ - + + ++ + ++
2359 +++ 54,7 ++ +++ ++++ +++ ++
2501 +++ - ++ ++ +++ +++ ++
2809 +++ 7.9 +++ ++++ ++++ ++++ ++
2860 +++ 0 ++ ++ +++ ++ +++
2950 +++ 22,6 +++ ++++ ++++ ++++ ++
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(-) ndo houve amplificacdo do operon txtAB; (+) sinal fraco de amplificagao;(++) sinal médio de amplificacéo; (+++) sinal forte de amplificacéo.
**Concentracdo de taxtomina A calculada de acordo com Garcia (2008).
(-): Auséncia de banda amarela correspondente a taxtomina A no TLC. (0): sinal fraco da banda da taxtomina A, porém leitura de absorbancia igual a zero.

**Agressividade das linhagens nos testes de patogenicidade: (+) pouco agressiva; (++) medianamente agressiva; (+++) muito agressiva; (++++) altamente agressiva.



Tabela 7. Continuacao

Espécie IBSBF  txtAB* Taxtomina** Agata Asterix Atlantic Challenger Markies
1945 +++ 19,3 +++ +++ ++ ++ ++
S. europaeiscabiei 2474 +++ 0 + ++ ++ ++ ++
2498 +++ 60,5 +++ ++++ ++++ ++++ ++++
2510 +++ 351 ++ ++ + + ++
2401 + - ++ + + + +
S. ipomoeae 2431 ++ - ++ ++ +++ ++ ++
2468 + - + ++ +++ + +
2260 + - ++ ++ ++ ++ ++
2391 + - + ++ +++ ++ ++
S. caviscabies 2308 . ) ++ ++ - - -
2400 + - + ++ +++ ++ ++
Streptomyces sp. 2507 - - + + ++ + +

(-) ndo houve amplificagcdo do operon txtAB; (+) sinal fraco de amplificagao;(++) sinal médio de amplificacéo; (+++) sinal forte de amplificac&o.

**Concentracdo de taxtomina A calculada de acordo com Garcia (2008).

(-): Auséncia de banda amarela correspondente a taxtomina A no TLC. (0): sinal fraco da banda da taxtomina A, porém leitura de absorbancia igual a zero.
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**Agressividade das linhagens nos testes de patogenicidade: (+) pouco agressiva; (++) medianamente agressiva; (+++) muito agressiva; (++++) altamente agressiva.
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As linhagens de S. scabiei IBSBF 2501 e Streptomyces sp IBSBF 2507
foram utilizadas nesse estudo como controle positivo da producao de taxtomina
A, de acordo com Garcia (2008). Entretanto, essas linhagens ndo apresentaram
banda amarela correspondente a taxtomina nos experimentos de TLC do nosso
estudo. Porém, a linhagem IBSBF 2501 apresentou sinal forte na amplificacéo
do operon txtAB e foi considerada muito agressiva (+++) nos testes de
patogenicidade nas cultivares Challenger e Atlantic. Ja a linhagem Streptomyces
sp. IBSBF 2507, nédo apresentou amplificagdo do operon txtAB e nos testes de
patogenicidade foi considerada pouco agressiva (+) nas cultivares Agata,
Asterix, Challenger e Markies (Tabela 7).

As linhagens da espécie S. scabiei com maior producéo de taxtomina A
foram IBSBF 2359, 2242 e 2250 com valores de 54,7, 53,7 e 53,1 pg/mL,
respectivamente. Essas trés linhagens foram consideradas de média (++) a
altamente agressivas (++++). Por outro lado, algumas linhagens dessa espécie
bacteriana que produziram pouca taxtomina como IBSBF 2809 com 7,9 pg/mL e
IBSBF 2860 que n&o produziu taxtomina A, mostraram-se muito (+++) ou
altamente agressivas no teste de patogenicidade. Contrariamente, pode-se notar
que a linhagem IBSBF 2203 apresentou alta producédo de taxtomina A (42,2
pg/mL) e foi considerada como medianamente agressiva (++) no teste de
patogenicidade em quatro cultivares, sendo apenas altamente agressiva (++++)

na cultivar Atlantic.

Com relacdo as linhagens da espécie S. europaeiscabiei, a que
apresentou maior producdo de taxtomina A foi IBSBF 2498 com 60,5 pug/mL,
sendo também a maior producdo entre todas as linhagens testadas nesse
estudo. Essa linhagem apresentou forte amplificacdo do operon txtAB e mostrou-
se altamente agressiva (++++) no teste de patogenicidade em quatro cultivares
e muito agressiva (+++) na cultivar Agata. A linhagem IBSBF 2474 apresentou
sinal forte de amplificacdo do operon txtAB, porém banda fraca da taxtomina A

(TLC), que resultou em leitura zero de absorbancia.

As linhagens de S. ipomoeae e S. caviscabies ndo apresentaram banda
caracteristica da taxtomina A. A auséncia da producdo de taxtomina nessas
espécies pode ser explicada por apresentarem sinal fraco de amplificacéo por

PCR do operon txtAB. Além disso, a agressividade dessas espécies nos testes
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de patogenicidade em minitubérculos foi predominantemente medianamente

agressiva (++) e pouco agressiva (+) com excecao da cultivar Atlantic.

Quando comparada a quantidade de taxtomina produzida com a
agressividade de cada linhagem no teste de patogenicidade em diferentes
cultivares de batata, pode-se notar que ndo houve correlacéo direta entre alta
producdo de taxtomina e alta agressividade do patégeno, uma vez que foram
observados casos de linhagens com altos valores de taxtomina e pouca
agressividade no teste de patogenicidade da mesma linhagem (Figuras 16,
17,18, 19 e 20).
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m Taxtomina A ® Agressividade em Agata

Figura 16. Comparacédo da producédo de taxtomina A e agressividade no teste
de patogenicidade em minitubérculos da cultivar Agata de linhagens de
Streptomyces spp. Os numeros da escala de agressividade 1, 2, 3 e 4

correspondem a pouco agressiva (+), medianamente agressiva (++), muito

agressiva (+++) e altamente agressiva (++++) respectivamente.
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B Taxtomina A ® Agressividade em Asterix

Figura 17. Comparacéao da producdo de taxtomina A e agressividade no teste
de patogenicidade em minitubérculos da cultivar Asterix de linhagens de
Streptomyces spp. Os numeros da escala de agressividade 1, 2, 3 e 4
correspondem a pouco agressiva (+), medianamente agressiva (++), muito

agressiva (+++) e altamente agressiva (++++) respectivamente.
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B Taxtomina A @ Agressividade em Atlantic

Figura 18. Comparacdo da producdo de taxtomina A e agressividade no teste
de patogenicidade em minitubérculos da cultivar Atlantic de linhagens de
Streptomyces spp. Os numeros da escala de agressividade 1, 2, 3 e 4
correspondem a pouco agressiva (+), medianamente agressiva (++), muito

agressiva (+++) e altamente agressiva (++++) respectivamente.
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B Taxtomina A @ Agressividade em Challenger

Figura 19. Comparacao da producdo de taxtomina A e agressividade no teste
de patogenicidade em minitubérculos da cultivar Challenger de linhagens de
Streptomyces spp. Os numeros da escala de agressividade 1, 2, 3 e 4

correspondem a pouco agressiva (+), medianamente agressiva (++), muito

agressiva (+++) e altamente agressiva (++++) respectivamente.
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B Taxtomina A @ Agressividade em Markies

Figura 20. Comparagéo da producdo de Taxtomina A e agressividade no teste
de patogenicidade em minitubérculos da cultivar Markies de linhagens de
Streptomyces spp. Os numeros da escala de agressividade 1, 2, 3 e 4

correspondem a pouco agressiva (+), medianamente agressiva (++), muito

agressiva (+++) e altamente agressiva (++++) respectivamente.
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Baseado nas Figuras 16, 17, 18, 19 e 20 podemos observar que as
melhores produtoras de taxtomina A foram IBSBF 2498 (S. europaeiscabiei),
IBSBF 2359, 2242 e 2250 (S. scabiei). Comparando-se os valores de taxtomina
com a agressividade das linhagens, podemos verificar que a linhagem IBSBF
2498 produziu alta quantidade da toxina e foi considerada como altamente
agressiva (++++) em diferentes cultivares. Por outro lado, as linhagens IBSBF
2242, 2250 e 2359 também produziram alta quantidade de taxtomina, mas se
mostraram medianamente agressivas (++) nas cultivares Agata, Challenger e

Markies.

A linhagem de S. scabiei IBSBF 2809, mesmo com pouca producédo de
taxtomina, se mostrou altamente agressiva (++++) em trés cultivares. A
agressividade também variou nas linhagens IBSBF 2124 e 2228 também dessa
espécie, com baixa producédo de taxtomina, mas as notas variaram de pouco

agressivas (+) a muito agressivas (+++) no teste de patogenicidade.

As linhagens que ndo produziram taxtomina nesse estudo se mostraram
menos agressivas com predominancia de notas atribuidas para pouco (+) e

medianamente agressivas (++).
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6. DISCUSSAO

A sarna comum tem ocorrido com maior intensidade em cultivares de
batata que antes eram consideradas relativamente resistentes. Esta mudanca
na incidéncia da doenca pode estar associada a diversos fatores como potencial
de indculo do patdégeno no solo, devido as mudancas no clima que podem alterar
a populacdo de Streptomyces patogénicos e de seus competidores; ao
surgimento de novas espécies causadoras da sarna ou de linhagens melhores
adaptadas as novas condi¢des ou as novas cultivares de batata; ou as linhagens

gue adquiriram novas caracteristicas de viruléncia (WANNER, 2007).

Considerando as diferentes etapas do desenvolvimento da cultura da
batata e os fatores favoraveis ao desenvolvimento da doenca, diferentes
estratégias de controle podem ser adotadas a fim de se reduzir a incidéncia e
severidade da sarna. Dentre elas, podemos citar o uso de cultivares resistentes
a doenca (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008). O uso de
cultivares resistentes pode evitar ou reduzir o uso de defensivos, diminuindo com
isso 0 impacto ambiental e os custos de producdo (AMORIM; REZENDE;
BERGAMIN FILHO, 2018).

A cadeia produtiva da batata no Brasil € dependente do uso de cultivares
e tubérculos-semente de paises de clima temperado, locais com caracteristicas
edafocliméticas muito distintas. Quando as cultivares estrangeiras sédo plantadas
no Brasil, apresentam redug&o no ciclo de desenvolvimento e demandam um
uso intensivo de insumos (NIEDERHEITMANN, 2016). No Brasil, as poucas
cultivares com determinada resisténcia a sarna ndo estao disponiveis para todas
as areas produtoras e ocupam menos de 2% da producdo nacional
(ANDREATTA, 2007; GARCIA, 2008; FISCHER et al., 2009).

As cultivares mais plantadas e comercializadas no Brasil sdo Agata,
Asterix, Cupido, Mondial e Markies para mercado fresco e pré-fritas congeladas,
e Atlantic destinada a industria de batata chips (SHIMOYAMA, 2014).
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Nesse estudo a cultivar Agata foi considerada menos suscetivel que as
demais e Atlantic considerada a mais suscetivel, diferentemente do trabalho
realizado por Niederheitmann (2016) que verificou que a cultivar Altantic recebeu
menores notas de severidade que Agata. Mesmo existindo essa diferenca
nessas cultivares, a cultivar Markies recebeu notas intermediarias de severidade,
assim como no nosso trabalho em que as linhagens foram consideradas
medianamente agressivas, corroborando a classificacdo da empresa
Margossian Sementes (2016). Essa mesma diferenca na agressividade em
Agata também foi relatada por Fischer e colaboradores (2009), que verificaram
altos niveis de severidade da doenca nessa cultivar quando inoculada com S.
scabiei. Os mesmos autores verificaram, ainda, que a cultivar Asterix apresentou
suscetibilidade intermediaria, ficando entre Agata e Atlantic, como observado no

presente estudo.

Testes de patogenicidade realizados por Corréa (2015) indicaram que as
cultivares utilizadas para plantio no Brasil s&o muito suscetiveis aos diferentes
grupos genéticos que representam novas espécies de Streptomyces no pais e
que a variacdo do grau de agressividade foi dependente da linhagem de

Streptomyces.

A classificacdo de cultivares quanto a resisténcia a sarna pode ser uma
importante ferramenta no controle integrado da doenca, pois a suscetibilidade
das cultivares pode variar com a espécie da bactéria envolvida (PASCO et al,
2005), e como visto nesse estudo, a agressividade de linhagens da mesma

espécie variou frente as diferentes cultivares testadas.

De acordo com Loria e colaboradores (2006), a quantidade de taxtomina
produzida pode estar associada as diferencas na agressividade do patégeno,
porém, sabe-se que ela ndo é hospedeiro-especifica, o que dificulta a obtencdo

da resisténcia de cultivares a doenca.

A taxtomina A pode ser utilizada para selecéo de cultivares resistentes em
programas de melhoramento genético, como relatado por Wilson e
colaboradores (2010), que empregaram a taxtomina A em cultura de tecidos
como fator de selecdo para células somaticas de batata resistentes a sarna,

chegando a plantas com resisténcia estavel a sarna.
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Segundo King e Calhoun (2009), a relagdo da producdo de taxtomina
produzida e agressividade de diferentes espécies de Streptomyces da suporte
ao conceito de que essas toxinas sdo determinantes da patogenicidade. Por
esse motivo, o presente trabalho quantificou a producéo de taxtomina A de 30
linhagens de Streptomyces e comparou a agressividade do patdégeno em

diferentes cultivares de batata plantadas no Brasil.

Embora a taxtomina seja considerada o metabdlito importante para a
patogenicidade de linhagens de Streptomyces, ha hipéteses de que outras vias
metabdlicas podem ser responsaveis pelo aparecimento dos sintomas da
doenca (AITTAMAA et al., 2010; DEES; WANNER, 2012; LORIA et al., 2008;
LORIA; KERS; JOSHI, 2006). Levando-se isso em consideragcédo, podemos
inferir que o alto nivel de agressividade demonstrado por algumas linhagens com
baixa producdo de taxtomina pode estar relacionado com outras vias

metabolicas ainda ndo conhecidas.

A divergéncia na agressividade e quantidade de fitotoxina entre algumas
linhagens ja foram relatadas em estudos com Streptomyces que ndo produziram
taxtomina A e causaram sintomas da sarna da batata (CONN et al., 1998; PARK
et al, 2003). Ainda, o estudo realizado por Conn e colaboradores (1998) também
mostrou que linhagens de S. scabiei que produziram a taxtomina A néo

apresentaram lesdes em tubérculos de batata em testes em casa de vegetacao.

Uma hipotese para a correlacdo da quantidade de fitotoxina produzida e
severidade da doenca seria a sinergia entre diferentes toxinas produzidas por
Streptomyces spp. Em estudo realizado por Natsume e colaboradores (2017)
foram observadas maiores lesdes em fatias de tubérculos de batata quando na

presenca de taxtomina e concanamicinas.

Cao e colaboradores (2012) associaram o composto fitotoxico borrelidina
a sarna da batata, mesmo sendo seu alvo provavelmente diferente da taxtomina.
Nesse estudo em que a borrelidina foi isolada, a linhagem causou necrose em
tubérculos de batata, mas ndo houve indicios de producdo de taxtomina,
sugerindo a correlacdo entre a presenca desse composto e 0s sintomas da

doenca.
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Assim, a produgéo de taxtomina A contribui para a severidade da doenca,
mas nao impede seu desenvolvimento em sua auséncia. Alguns compostos
como toxinas do tipo concanamicinas, proteina Necl e enzimas hidroliticas,
também podem ter impacto diferenciado na patogenicidade com a auséncia da
producéo da taxtomina A (GARCIA, 2008).

Né&o foi possivel identificar a razéo pela qual determinadas linhagens que
produziram alta quantidade de taxtomina, ndo causaram necrose no teste de
patogenicidade em minitubérculos. Uma das possibilidades seria a baixa
sobrevivéncia do in6culo nas fatias de batata, mas isso necessita ser confirmado
por testes em vasos (casa de vegetacao). Outra explicacdo poderia ser que a
resisténcia das cultivares testadas tenha influenciado a habilidade da bactéria de
causar necrose, acarretando maior ou menor suscetibilidade do tubérculo a

taxtomina.

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que a produgéo de
taxtomina ndo esta diretamente relacionada com a agressividade do patdgeno,

embora esteja associada ao aparecimento dos sintomas.
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7. CONCLUSOES

Nos testes de patogenicidade em minitubérculos linhagens de mesma
espécie apresentaram graus variados de agressividade nas cinco

cultivares testadas;

A cultivar Atlantic foi considerada mais suscetivel, enquanto que Agata se

mostrou mais resistente;

Os maiores valores de producéo de taxtomina A foram obtidos por
linhagens de S. scabiei (3) e S. europaeiscabiei (1);

As linhagens de S. ipomoea e S. caviscabies ndo produziram taxtomina
A

A quantidade de taxtomina A produzida ndo pode ser correlacionada com

agressividade do patdégeno.
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ANEXO 1 — ABSORBANCIA DOS EXTRATOS DE TAXTOMINA A

IBSBF Absorbancia*

1774 1,145 1,013 1,009 1,043 0,986 0,92 0,841
1884 1,045 1,016 0939 089 0,841 0,739 0,729
1886 1,692 1,462 1,461 1,438 1,057 0,787 0,536
1936 1,628 1,562 1,101 1,08 0,975 0,938 0,82

2124 1,005 0,976 0,973 0,827 0,7 0,582 0,565
2147 1,45 1,432 1,364 1,334 1,136 0,779 0,504
2203 2,663 2,593 259 2574 2438 2,347 2,252
2204 0519 045 0,439 0,423 0,396 0,336 0,27

2228 1,42 1,357 1,333 1,023 0,971 0,937 0,516
2239 235 2,282 2,25 1,92 1,728 1,725 1,405
2242 2,725 2,712 2,69 266 2,463 2,4 2,245
2250 2,758 2,6 2,46 2,42 2,281 2,137 2,02

2298 206 0341 0,225 0,207 0,5 0,098 0,084
2359 2,65 2,6 2,6 2,49 248 2,261 2,192
2809 1,193 1,147 0,883 0,841 0,719 056 0,891
2860 0,756 0,726 0,666 0,585 0,575 0,53 0,5

2950 2,275 2,256 2,167 2,069 2,023 1,745 1,669
2501 1,11 0,766 0,74 0,655 0,647 0,588 0,426
1945 1,793 1,439 1,243 1,202 1,157 1,084 1,026
2474 0,777 0,715 0,66 0,658 0,557 0,482 0,642
2498 3 2667 2538 0,796 0,682 0,582 0,531
2510 2,914 2,9 2,861 2,853 2,82 2,728 1,604
2401 0,99 0,845 0,794 0,698 0,666 0,625 0,623
2431 2,46 1,88 1,56 1,49 1,455 1,448 1,285
2468 1,885 1,873 1,87 1,646 1,31 1,187 1,012
2260 0,787 0,768 0,744 0,74 0,734 0,716 0,687
2391 0,87 0,807 0,783 0,741 0,737 0,734 0,713
2398 0,921 0,872 0,868 0,857 0,848 0,814 0,777
2400 0,694 0,633 0,61 0,57 055 0487 0,481
2507 0,78 0,75 0,654 0,635 0,63 0,62 0,506

*Absorbancia dos extratos de taxtomina com leitura a 400 nm



