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ABSTRACT

Marchi, C.E.; Borges, M. de F.; Mizubuti, E.S.G. Amilolytic and pectinolytic activities of Alternaria solani and aggressiveness in tomato plants.

Summa Phytopathologica, v.32, n.4, p.345-352, 2006.

Amilolytic and pectinolytic activities of 45 isolates of Alternaria
solani from distinct hosts were investigated. Enzyme secretion was
evaluated in glucose-free medium amended with pectin or starch as carbon
source. All isolates degraded pectin. Only 17 isolates had amilolytic
activity, and nine of these isolates were isolated from potato. Only AS18
had good amilolytic and pectinolytic activities. The role of pectinases
produced by 4. solani in its aggressiveness on tomato was examined.
Five isolates showing substantial differences regarding the ability to
produce pectic enzymes were selected, two from eggplant, two from
tomato plants, and one from potato plant. Four isolates (AS6, AS7,

AS12, and AS26) were inoculated on detached leaflets of tomato and
pectinolytic activity was correlated with lesion size (r = 0.963; P =
0.087). Pathogenicity test with five isolates (AS6, AS7, AS12, AS25,
and AS26) was conducted in tomato plants. Variation in the number of
lesions per cm? of leaf area was not detected, but isolates varied in
aggressiveness. Pectinolytic activity and aggressiveness were correlated
(r = 0.916; P = 0.042). In general, pectinases-producing isolates caused
larger lesions on tomato plants. It is possible that enzymatic profile
differences are associated with the host origin. The results contribute to
cumulative evidences of host specificity in populations of 4. solani.

Additional keywords: Early blight, enzymes, amylases, pectinases, pathogenic variability, tomato.

RESUMO

Marchi, C.E.; Borges, M. de F.; Mizubuti, E.S.G. Atividades amilolitica e pectinolitica de Alternaria solani ¢ a relagdo com a agressividade em

tomateiro. Summa Phytopathologica, v.32, n.4, p.345-352, 2006.

As atividades amilolitica e pectinolitica de 45 isolados de Alternaria
solani, provenientes de diferentes hospedeiros, foram estimadas por
meio da difusdo enzimatica em meio so6lido especifico e mensuragdo do
halo de degradacdo do substrato. Todos os isolados degradaram pectina.
Apenas 17 isolados apresentaram atividade amilolitica, sendo nove
isolados provenientes de batateira. Somente o isolado AS18 se destacou
como bom produtor de ambas as enzimas. Uma vez que a atividade
pectinolitica foi mais evidente, avaliou-se a influéncia de pectinases na
agressividade de A. solani ao tomateiro. Para isso, cinco isolados (2 de
berinjela, 2 de tomateiro e 1 de batateira) contrastantes quanto a producdo
de pectinases foram selecionados para testes em foliolos destacados e
plantas inteiras. Quatro isolados foram utilizados no teste em foliolos

destacados (AS6, AS7, AS12 e AS26), e constatou-se haver variabilidade
patogénica. A correlagdo obtida entre o tamanho das lesdes e a atividade
pectinolitica foi de r = 0,963 (P = 0,087). Cinco isolados (AS6, AS7,
AS12, AS25 e AS26) foram inoculados em plantas inteiras de tomate. Os
isolados ndo diferiram quanto ao numero de lesdes/cm? de area foliar,
porém variaram em agressividade. Houve correlagdo (r = 0,916; P =
0,042) entre a atividade de pectinases e o indice de doenga, sugerindo
possivel papel para as enzimas pécticas durante a infecgdo de A. solani
em tomateiro. E provavel que as diferencas no perfil enzimatico dos
isolados estejam associadas ao hospedeiro original de onde os mesmos
foram obtidos. Os resultados reforgaram evidéncias de especificidade por
hospedeiro em populagdes de A. solani.

Palavras-chave adicionais: Pinta preta, enzimas, amilases, pectinases, variabilidade patogénica, tomate.
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Fungos fitopatogénicos sdo capazes de produzir grande nimero
de enzimas hidroliticas extracelulares. Contudo, o perfil enzimatico é
inter ou intraespecificamente variavel (18), o que constitui ferramenta
alternativa, simples e rapida, para auxiliar na diferencia¢do de espécies
ou entre isolados de uma mesma espécie fungica (5).

Durante a infecgdo, as enzimas extracelulares parecem favorecer a
penetracdo, a colonizacdo, a obteng@o de nutrientes e/ou contribuir
para interferir nas reagdes de defesa da planta (2, 20).

Apesar de freqiientes no arsenal enzimatico fingico, as enzimas
amiloliticas ou amilases tém recebido pouca atengéo, e por isso, pouco
se sabe sobre seu papel na patogénese (6). As amilases promovem a
degradacdo do amido, principal polissacarideo de reserva nas células
vegetais, o qual pode ser utilizado como fonte de energia durante o
crescimento e/ou esporulagdo (11, 20).

Ao contrario das amilases, as enzimas pectinoliticas ou pectinases
sdo objetos de intensas pesquisas, por se acreditar que constituem
importantes fatores de patogenicidade e/ou viruléncia (2). As pectinases
degradam a pectina, principal componente da parede celular primaria
e da lamela média, e representam o tinico grupo de enzimas degradadoras
de parede celular a levar a maceracédo dos tecidos da planta (14).

Outras enzimas extracelulares secretadas por espécies
fitopatogénicas, e que também podem ser importantes na patogénese,
incluem: cutinases, celulases, hemicelulases, proteases, lipases,
xilanases, glucanases, manases, xilosidases e arabinosidases (5, 7, 17,
26, 27, 29, 33, 37).

Atividade enzimatica extracelular tem sido detectada em Alternaria
solani Sorauer, agente etiologico da pinta preta em solanaceas,
especialmente o tomateiro e a batateria. Atividades amiloliticas (9),
pectinoliticas e celuloliticas (25) ja foram relatadas, contudo, como na
maioria dos patossistemas, o real papel das enzimas extracelulares na
patogenicidade de 4. solani ndo esta elucidado. Acredita-se que, em
adi¢@o ao possivel envolvimento na patogénese, as diferengas na
atividade enzimatica extracelular de 4. solani contribuam para
especificidade de hospedeiro. Fancelli (9), por exemplo, evidenciou
variagdes na atividade amilolitica de isolados de A. solani obtidos de
tomateiro e de batateira, sendo que os primeiros apresentaram menor
capacidade de hidrélise do amido. A analise molecular de populagdes
de A. solani, provenientes de tomateiro e de batateira, tém corroborado
com a hipétese de especificidade de hospedeiro (19, 30, 35).

A atividade patogénica de alguns fungos, conforme Hancock &
Millar (12), esta diretamente relacionada com a sua capacidade
enzimatica. Em certos casos, correlagdes entre a presenga de certas
atividades enzimaticas e o desenvolvimento de sintomas de doengas
tém sido encontradas (5, 7, 16, 17, 22). Estudos dessa natureza sdo
importantes porque podem estimular a obtencdo de mutantes tipo
perda-de-fungdo, gerando assim informagdes consistentes acerca do
papel das exoenzimas. Por isso, objetivou-se caracterizar isolados de
A. solani, provenientes de diferentes hospedeiros e regides do Brasil,
quanto as atividades amilolitica e pectinolitica e, em seguida, verificar
se a maior producdo de enzimas extracelulares resulta em maiores
niveis de severidade em foliolos destacados e plantas de tomateiro.

MATERIAL E METODOS

Isolados do fungo

Foram utilizados 45 isolados de 4. solani, pertencentes a colegio
do Laboratdrio de Epidemiologia do Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Vigosa, UFV-MG. Os isolados, designados
pelo prefixo AS, foram coletados a partir de trés espécies de solanaceas
em diferentes localidades do pais (Tabela 1). Os isolados foram
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cultivados em meio batata-dextrose-agar (BDA), e mantidos a 25-
28°C sob luz fluorescente. Para preservagao, discos de micélio foram
mantidos em frascos de penicilina contendo agua destilada esterilizada,
a temperatura ambiente (4).

Atividade amilolitica in vitro

Foram analisados 44 isolados, 24 oriundos de tomateiro, 16 de
batateira e 4 de plantas de berinjela. Discos (9 mm de didmetro) de
BDA contendo micélio dos isolados fungicos foram transferidos para
placas de Petri com 25 mL de meio minimo (MMA), o qual teve a
glucose substituida por amido (6 g de NaNO; 1,5 gde KH,PO,; 0,5 g
de KCl; 0,5 g de MgSO,.7H,0; 0,01 g de FeSO,; 0,01 g de ZnSO ; 10

Tabela 1. Codificagao e origem dos isolados de Alternaria solani.

ISOLADO  HOSPEDEIRO LOCAL DE COLETA

AS1 Batata Teixeiras-MG
AS2 Batata Teixeiras-MG
AS3 Tomate Muniz Freire-ES
AS4 Tomate MG
AS5S Batata Sdo Mateus Sul-PR
AS6 Batata Sdo Mateus Sul-PR
AS7 Tomate Ponta Grossa-PR
AS9 Batata Ponta Grossa-PR.
AS10 Tomate Ponta Grossa-PR
AS11 Tomate Capéo Bonito-SP
AS12 Tomate Vicosa-MG
AS13 Tomate Pogos de Caldas-MG
AS14 Batata Pogos de Caldas-MG
AS15 Tomate Coimbra-MG
AS16 Tomate Coimbra-MG
AS18 Tomate Vigosa-MG
AS19 Batata Vigosa-MG
AS20 Batata Vigosa-MG
AS24 Batata Vigosa-MG
AS25 Berinjela Vigosa-MG
AS26 Berinjela Vigosa-MG
AS27 Berinjela Teixeiras-MG
AS28 Tomate Vigosa-MG
AS29 Batata Carandai-MG
AS30 Batata Carandai-MG
AS31 Tomate Vasgsouras-RJ
AS33 Tomate Bom Jardim-RJ
AS35 Tomate Cordeiro-RT
AS37 Tomate Cordeiro-RT
AS39 Tomate Cordeiro-RT
AS40 Tomate Cordeiro-RT
AS42 Tomate Itaperuna-RJ
AS43 Tomate Itaperuna-RJ
AS44 Tomate Tocanting-MG
AS45 Tomate Tocantins-MG
AS46 Tomate Tocantins-MG
AS47 Berinjela Piratba-MG
AS48 Batata Vigosa-MG
AS49 Batata Teixeiras-MG
ASS0 Batata Teixeiras-MG
AS51 Batata Teixeiras-MG
ASS2 Tomate Cajuri-MG
ASS3 Tomate Cajuri-MG
AS54 Tomate Paulinia-SP
ASSS Batata Paulinia-SP
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g de amido; 15 g de agar; 1 L de H,O destilada; pH = 6,8). Foram
preparadas quatro réplicas (placas) por isolado, as quais permaneceram
a 25-28°C sob luz fluorescente.

Decorridos cinco dias de cultivo em MMA, procedeu-se a revelagao
do halo de degradagdo do amido. Para isso, foram vertidos 2 mL de
solugdo lugol (5 g de KI; 1 g deiodo; 100 mL de H,O) sobre a superficie
do meio de cultura. Apos 10 minutos, a solugao lugol foi descartada e
a atividade amilolitica detectada pela formagdo de halo amarelado
circundando zona azulada. Com o auxilio de paquimetro, mensuraram-
se os didmetros perpendiculares do crescimento micelial e do
crescimento micelial mais o halo de degradag@o do substrato para
calculo de areas. A area de degradagdo do amido (ADA) foi obtida
subtraindo-se a area do crescimento micelial.

Atividade pectinolitica in vitro

A atividade pectinolitica de 4. solani, estimada em ensaios de
difusdo em meio solido contendo pectina, foi determinada em 45
isolados, sendo 25 provenientes de tomateiro, 16 de batateira ¢ 4 de
plantas de berinjela. Discos (5 mm de didmetro) de BDA contendo
micélio dos isolados fingicos foram transferidos para placas de Petri
com 25 mL de meio mineral tamponado (MMT) [2 g de KH,PO,; 7 g
de K.HPO,; 1 gde (NH,),SO,; 3 g de pectina; 1 g de MgSO,.7H,0;
0,6 g de extrato de levedura; 13 g de dgar; 1 L de H,O destilada; pH =
7,2]. Foram preparadas quatro réplicas (placas) por isolado, as quais
permaneceram a 25-28°C sob luz fluorescente.

Para definir o tempo de crescimento de A. solani em MMT, foi
determinada a atividade de pectina liase (PL) de trés isolados
selecionados ao acaso (AS12, AS39 e AS49). Todos os isolados
apresentaram o pico da atividade de PL, determinado por analise
espectrofotométrica (A,;;), no sétimo dia de incubagdo em meio
contendo pectina (dados ndo apresentados). Por essa razao, os isolados
foram cultivados por sete dias em MMT. Em seguida, a partir de cada
repeti¢ao, foi transferido disco (9 mm de didmetro) de MMT com
micélio para placa de Petri com 25 mL de meio Mac Ilvaine (7,74 g de
dcido citrico; 17,93 g de Na,HPO,; 2,5 g de pectina citrica; 13 g de
agar; 1 L de H,O destilada; pH = 6,0), o qual permitiu a difusdo
das pectinases para o meio circundante. Essas placas foram
mantidas a 40°C por 48 h. Decorrido o periodo de incubagdo,
verteram-se 2 mL de solugdo lugol sobre a superficie do meio de
cultura, os quais foram descartados apds 10 minutos de repouso.
As zonas de substrato degradado foram visualizadas, conforme
previamente descrito para pectinases (13), e tiveram os diametros
perpendiculares mensurados. Em seguida procedeu-se o calculo da
area de degradacdo da pectina (ADP).

Testes de patogenicidade de A. solani em tomateiro

Utilizaram-se tomateiros cv. Kada com 80 dias de idade, os quais
foram cultivados em casa de vegetagdo. Foliolos destacados e plantas
inteiras foram inoculados com quatro (AS6, AS7, AS12 e AS26) e
cinco (AS6, AS7, AS12, AS25 e AS26) isolados de 4. solani,
respectivamente. A escolha desses isolados foi baseada na atividade
pectinolitica detectada no ensaio de difusdo em meio so6lido. Para a
producdo de indculo, o patdogeno foi crescido em BDA. Decorridos 10
dias de incubag@o a 25°C verteu-se agua destilada sobre as colonias e,
com o auxilio de pincel, removeu-se todo o micélio aéreo da cultura
fungica. Em seguida, esta foi lavada com agua destilada e a placa
invertida para a secagem. Por fim, a placa de cultivo permaneceu
aberta sob fotoperiodo de 12 h a temperatura ambiente. A suspensdo
de conidios foi obtida pela adi¢ao de 15 mL de agua destilada na placa
de cultivo e posterior raspagem com alga de vidro. A concentragdo da
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suspensao foi determinada em camara de Neubauer e ajustada para 5,0
x 10° conidios/mL.

A. Foliolos destacados

A suspensdo de conidios foi inoculada em trés foliolos destacados
de tomateiro, os quais foram acondicionados em caixa plastica (11 x
11 x 3 cm) tipo Gerbox. Os foliolos foram representativos da parte
basal, mediana e apical da folha. Estas foram coletadas dos tercos
inferior, médio e superior da planta. Com o auxilio de micropipeta, foi
depositada uma gota de 50 L da suspensao de indculo em cada foliolo.
Os Gerboxes permaneceram a 24°C com fotoperiodo de 12 h. Um
Gerbox com trés foliolos foi considerado uma unidade experimental.
Foram preparadas quatro réplicas (Gerboxes) por isolado.

A cada seis horas foram realizadas leituras para estimar o periodo
de incubagio dos isolados (PI), o qual considerou-se completo quando
trés Gerboxes apresentaram todos os foliolos com sintomas.
Diariamente, utilizando-se régua, mediram-se os didmetros (<)
perpendiculares das lesoes, até o oitavo dia apos inoculagdo. A area da
lesdo (AL) foi calculada ao longo do tempo, segundo a féormula: AL =
nd*4. Em seguida, calculou-se a area abaixo da curva de progresso da
AL (ACPAL) para cada isolado. Ajustou-se modelo de regressdo linear
simples entre os valores de AL em fungdo do tempo. A estimativa do
parametro de inclinagdo da curva (b) serviu de estimador da taxa de
expansao da lesdo (TEL).

B. Plantas inteiras

Para o teste de patogenicidade de A. solani em plantas inteiras,
além dos quatro isolados listados acima, utilizou-se também o isolado
AS25. As mesmas suspensdes preparadas para o ensaio de
patogenicidade em foliolos destacados foram utilizadas para inocular
tomateiros. Com o auxilio de compressor e atomizador, foram
inoculadas quatro plantas por isolado. Apos a inoculagao, as plantas
foram mantidas em cdmara de nevoeiro a 25°C, por 72 h e, em seguida,
transferidas para camara de crescimento a 26°C com fotoperiodo de 12
h, onde permaneceram por sete dias.

A partir do sétimo dia ap6s a inoculagdo, foram colhidas imagens
de uma folha basal, duas medianas e uma apical, de cada planta,
utilizando-se cadmara digital. De cada folha foram amostrados trés
foliolos, representativos dos tergos inferior, médio e superior da folha.
Para cada isolado, foram quantificados o nimero de lesdes/cm? (NL) e
a area lesionada/cm? (AL), utilizando-se o programa ImageTool
(UTHSCSA, University of Texas Health Science Center, San Antonio).

Influéncia da atividade enzimatica de A. solani na
agressividade ao tomateiro

Verificou-se a existéncia de correlagéo entre a atividade pectinolitica
de A. solani e a agressividade em foliolos destacados e plantas de
tomate. Para isso, foram utilizados os valores médios da produgao
péctica, estimada pela area do halo de degradacdo do substrato
especifico, e das varidveis adotadas para a quantificagdo da doenca.

Delineamento e andlises dos dados

Todos os experimentos foram montados em delineamento
inteiramente casualizado. As pressuposi¢des da analise de variancia
foram verificadas por meio de teste de normalidade e padrdo de
distribuigdo de residuos. Houve a necessidade de transformar os valores
de ADAem LN (x + 1).

Os procedimentos estatisticos, incluindo as analises de variancia,
correlagdo de Pearson e regressdo foram realizados com o programa
SAS (28). Excecdo feita ao teste de agrupamento de médias Scott-
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Knott e ao célculo dos valores de area abaixo da curva de progresso
que foram realizados com o auxilio dos programas SAEG (8) e AVACPD
(34), respectivamente.

RESULTADOS

Caracterizacdo amilolitica e pectinolitica de A. solani

Embora todos os isolados tenham crescido em MMA, cerca de
62% ndo demonstraram atividade amilolitica por meio de halos de
degradag@o de amido. Estes foram produzidos nas placas de cultura de
17 isolados, sendo 9 de batateira, 6 de tomateiro e 2 de plantas de
berinjela (Figura 1 e Tabela 1).

De acordo com o teste de agrupamento Scott-Knott, os isolados
de A. solani foram diferenciados em trés grupos, os quais foram aqui
definidos como bons (AS18,AS19,AS30 ¢ AS44, com ADAde 1,79 a
2,67 cm?), moderados (AS2, AS24, AS43, AS53 e AS55, com ADA de
0,67 a 1,10 cm?) e fracos (demais isolados, com ADA < 0,49 cm?)
produtores de amilases (Figura 1). Dos isolados de A. solani originarios
de tomateiro, apenas AS18 e AS44 foram bons produtores de amilases.
Nao se verificou atividade amilolitica para grande parte dos isolados
de tomateiro.

Todos os isolados cresceram em meio MMT e, portanto, foram
capazes de utilizar pectina como fonte de carbono. Halos de degradacéo
do substrato foram observados nas placas de cultivo dos 45 isolados.
Contudo, houve variagdo quanto a difusdo de pectinases para o meio
circundante (Figura 2).

Baseado na area do halo de degradacdo da pectina, obtiveram-se
trés grupos de isolados de 4. solani, aqui definidos como bons (AS4,
AS14, AS16, AS18, AS25, AS26, AS28, AS45, AS52 e AS53, com

ADP de 1,98 a 2,19 cm?), moderados (AS 1, AS5, AS6, AS9, AS13,
AS20, AS24, AS27, AS29, AS31, AS33, AS35, AS42, AS43 e AS54,
com ADP de 1,75 a 1,94 cm?) e fracos (demais isolados, com ADP <
1,71 cm?) produtores de pectinases (Figura 1). O grupo de bons
produtores de pectinases incluiu 10 isolados, 2 originarios de plantas
de berinjela (AS25 e AS26), 7 de tomateiro (AS4, AS16,AS18, AS28,
AS45,AS52 ¢ AS53) e 1 de batateira (AS14). A maioria dos isolados
de batateira foi classificada como médio ou fraco produtor de
pectinases.

Do total de isolados analisados, apenas AS18, oriundo de tomateiro,
apresentou boa atividade pectinolitica e amilolitica in vitro (Figura 1).
Por outro lado, 9 isolados de tomateiro (AS3, AS7, AS10, AS11,
AS12, AS15, AS39, AS40 e AS46), 4 isolados de batateira (AS48,
AS49, AS50 e AS51) e 1 de berinjela (AS47) apresentaram fraca
atividade de ambas enzimas extracelulares. Curiosamente, observou-
se ainda, que bons produtores de amilases (AS19, AS30 e AS44)
apresentaram fraca atividade pectinolitica, a exce¢do de AS18.
Similarmente, com excegdo de AS18 e AS53, todos os bons produtores
de pectinases foram fracos produtores de amilases (AS4, AS14, AS16,
AS25,AS26, AS28,AS45 e AS52).

Agressividade de A. solani ao tomateiro

A. Foliolos destacados
De acordo com os resultados da caracterizagdo pectinolitica in
vitro de A. solani, foram selecionados os isolados AS26, maior produtor
de pectinases, AS6, com moderada producao pectinolitica, AS7 e AS12,
os quais apresentaram fraca atividade enzimatica (Figura 1).
Os primeiros sintomas de pinta preta nos foliolos destacados
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Figura 1. Atividades amilolitica e pectinolitica de Alternaria solani, estimadas por meio das areas dos halos de degradagdo dos substratos
especificos (cm?). Barras com asteriscos representam os isolados utilizados para os testes de patogenicidade em tomateiro. Médias (de quatro
repeticdes) seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de agrupamento Scott-Knott (P < 0,05). - Nao avaliado quanto a atividade

amilolitica (isolado AS37).
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Figura 2. Atividade pectinolitica de isolados de Alternaria solani (AS), estimada por meio dos halos de degradagio de pectina (areas claras ao
redor dos discos de agar colonizados por micélio), em meio Mac Ilvaine. Fungo cultivado previamente em meio contendo pectina como fonte de

carbono, por sete dias.

foram observados, aproximadamente, 60 h apos a inoculagdo. O PI
para os isolados AS26 e AS6, considerados bom e moderado produtor
de pectinases, respectivamente, foi de 72 h. Ja para AS7 e AS12,
fracos produtores de pectinases, o PI foi de 96 h.

A AL calculada no oitavo dia apos a inoculagdo dos foliolos ndo
permitiu diferenciar os isolados de 4. solani (Tabela 2). A mesma
resposta foi observada com a TEL, estimada pelo pardmetro b da
equacdo de regressdo linear simples. Por outro lado, houve diferenca
(P =0,039) entre os isolados quanto 8 ACPAL.

Nao houve correlagdo significativa entre os valores médios de
ACPAL e de area de degradagdo da pectina (Figura 3A).
Desconsiderando-se o AS6, oriundo da batateira, a correlagdo entre a
atividade pectinolitica e agressividade dos isolados tornou-se mais
evidente (Figura 3B).

B. Plantas inteiras

Foram utilizados os isolados inoculados em foliolos destacados,
mais o AS25, considerado bom produtor de pectinases. Nao houve
variagdo significativa entre os isolados quanto ao NL desenvolvidas
em tomateiro (Tabela 2). Com relagdo a AL, foi possivel classificar os
isolados em trés grupos: G1 - agressivos (AS25 e AS26), G2 -
moderadamente agressivos (AS7 e AS12) e G3 - pouco agressivo
(AS6).

Nao houve correlagdo entre os valores médios de NL e de area de
degradacdo da pectina. Quanto a AL, excetuando-se o AS6, pareceu
que os isolados com maior atividade pectinolitica desenvolveram lesdes
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maiores, o que foi confirmado pela correlagdo observada ao se
desconsiderar o isolado da batateira (Figura 3D).

DISCUSSAO

Constatou-se haver variagdo intraespecifica quanto a atividade
amilolitica de 4. solani. Embora o amido tenha constituido fonte de
carbono assimilavel para 4. solani, apenas 39% dos isolados analisados
produziram halos de degradacdo quando cultivados em meio contendo
o substrato especifico. E provavel que o tempo de cultivo em MMA,
cinco dias, ndo tenha sido suficiente para induzir a sintese de amilases
em todos os isolados. O periodo de incubagdo é importante para a
indugdo da atividade enzimatica, e ha aumento significativo do didmetro
do halo de degradagdo apds 10 dias de cultivo no substrato especifico
(5). Por outro lado, cinco dias de incubagio foram suficientes para
observar atividade amilolitica em Cladosporium herbarum (3). Visto
que todos os isolados estabeleceram colonia em MMA, acredita-se
que A. solani permaneceu o tempo necessario para a indugéo de amilases
e que a grande parte dos isolados tenha apresentado baixa produgéo
amilolitica, ndo detectavel no ensaio de difusdo em meio so6lido
especifico.

Dos 17 isolados do fungo que produziram halos de degradagao de
amido, 9 foram coletados de batateira, 6 de tomateiro e 2 de plantas de
berinjela. Aparentemente, os isolados de batateira apresentaram maior
habilidade para hidrolisar amido do que os isolados de tomateiro,
como observado anteriormente (9). Tais constatagdes podem ser
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Tabela 2. Agressividade de isolados de Alternaria solani com diferentes atividades pectinoliticas, em foliolos destacados e em

plantas inteiras de tomate.

Foliolos destacados

Plantas inteiras

Isolado

AL! ACPAL? TEL? NL* ALS?
AS6 11,503¢ a 17,143 b 0,740 a 7,476 0,197 b
AS7 23906 a 40,250 ab 0938 a 8,928 0,292 ab
AS12 32861 a 40,348 ab 0,956 a 7,275 0,300 ab
AS25 - - - 8,500 a 0335 a
AS26 46,628 a 90,443 a 1,050 a 5,680 a 0352 a

'Area da lesdo (mm?) no oitavo dia apds a inoculag@o.
2Area abaixo da curva de progresso da area da lesdo (mm?).

*Taxa de expansido da lesao (logit/dia), estimada pelo parametro b da equagao de regressao linear simples, tendo a proporgéo do indice diario da
area da lesdo (y) na forma linearizada do modelo logistico {y =In [y/(1 —y)]} como variavel dependente e o tempo em dias ap0s a inoculacao

como varidvel independente.
“Numero de lesdes/cm? de area foliar.

5Area lesionada (cm2)/cm? de area foliar no sétimo dia apds a inoculagio.
®Médias de quatro repeticdes e seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

indicativos do possivel envolvimento de enzimas amilases na interag@o
A. solani-batateira. Pelo menos para a infecg@o de tubérculos, os quais
possuem 65 a 80% da matéria seca composta por amido (21), acredita-
se que as amilases sejam requeridas. A participagdo das amilases nesse
patossistema precisa ser melhor investigada.

Para garantir a indug@o de pectinases, maior atengdo foi dedicada
ao periodo de incubagdo de 4. solani em meio contendo pectina, o qual
foi definido com base na atividade de pectina liase (PL). Sete dias de
incubagdo em MMT possibilitaram observar atividade pectinolitica
em todos os isolados, independente da origem. A alta freqiiéncia dos
halos de degradag@o do substrato sugeriu a importancia das pectinases
em alguma fase do ciclo de vida de 4. solani. Adicionalmente, o ensaio
de difusdo em meio sélido permitiu constatar a variabilidade
intraespecifica de 4. solani quanto a atividade pectinolitica.

Os fenoétipos obtidos pela caracterizag@o enzimatica abrangeram
todas as categorias possiveis, sendo que apenas AS18 foi bom produtor
de pectinases e amilases. Em geral, os isolados de tomateiro foram
mais habeis em degradar a pectina do que o amido. Por sua vez, os
isolados de batateira apresentaram boa atividade amilolitica e fraca a
moderada atividade pectinolitica. Tais evidéncias corroboraram com a
hipotese de que o perfil enzimatico do isolado ¢ relacionado ao
hospedeiro original de onde foi coletado.

Em virtude da predominéncia da atividade pectinolitica nos isolados
de tomate, testes de patogenicidade foram conduzidos em tomateiro para
verificar apenas a influéncia das pectinases na agressividade de 4. solani.

Em foliolos destacados, observou-se que os isolados do fungo
com maior atividade pectinolitica apresentaram menor PI, o que sugere
a contribuicdo das pectinases a partir dos estagios iniciais da doenga.
Contudo, ndo foi constatada correlagdo entre a producédo de pectinases
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e a severidade da pinta preta (ACPAL). O resultado foi influenciado
pelo isolado de batateira (AS6), o qual mesmo apresentando moderada
atividade pectinolitica foi classificado como pouco agressivo. A menor
agressividade do isolado AS6 pode ter sido reflexo da especificidade
de hospedeiro, a qual tem sido relatada entre os isolados de batateira
e de tomateiro, inclusive por meio de marcadores moleculares (9, 19,
30, 35). Isolados de batateira sdo menos agressivos em diferentes
genotipos de tomateiro (9, 19). Com a exclusio do isolado de batateira
(AS6) da analise houve indicio de que o aumento da atividade
pectinolitica facilitaria o desenvolvimento da lesdo em foliolos
destacados de tomateiro.

Visto que a remogao dos foliolos do tomateiro poderia influenciar
nos resultados, teste de patogenicidade foi conduzido também em
plantas inteiras. Os cinco isolados de 4. solani, com distintas atividades
pectinoliticas, apresentaram diferengas quanto a agressividade ao
tomateiro. Novamente, ndo houve correlagdo entre atividade
pectinolitica e a severidade da pinta preta quando a analise foi realizada
com dados referentes ao isolado AS6. Quando se confrontaram os
valores da produg@o de pectinases e da AL, desconsiderando o isolado
da batateira, observou-se correlago positiva.

E possivel que o conjunto de pectinases e suas isoenzimas
sintetizadas pelo isolado AS6 ndo o tenha favorecido ao longo da
infec¢do do tomateiro, constituindo uma das causas da agressividade
reduzida. Algumas dessas enzimas parecem afetar a agressividade de
isolados em diferentes hospedeiros, ou seja, podem contribuir para
especializagdo patogénica (1). Por outro lado, essa menor agressividade
pode ter sido provocada pela auséncia e/ou presenga de outros fatores
intrinsecos ao isolado.

Existem evidéncias consideraveis sobre a importancia das enzimas
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Figura 3. Relagdo entre atividade pectinolitica de Alternaria solani, estimada pela area do halo de degradagdo de pectina (cm?), e a patogenicidade
em foliolos destacados (A e B) ou plantas inteiras de tomate (C e D), com (A ¢ C) e sem (B ¢ D) o isolado AS26 de batateira. Pontos representam

médias de quatro repeticdes.

pécticas no estabelecimento de doengas (23, 24, 36). Ao hidrolisar os
polissacarideos pécticos, os quais correspondem a 1/3 dos
componentes totais da parede celular em dicotiledoneas (32), as
pectinases podem atuar como fatores de patogenicidade, viruléncia ou
agressividade. Na espécie 4. citri, por exemplo, o estabelecimento de
infecgdo em citrus foi dependente da atividade de
endopoligalacturonidase (15). A inativagdo de genes codificadores para
pectinases em A. citri (15), Botrytis cinerea (31) e Nectria hematococca
(23) tém resultado em mutantes com viruléncia reduzida em citros,
tomate e ervilha, respectivamente, comprovando o envolvimento dessas
enzimas na patogénese.

Houve alta correlagdo (r=0,900; P = 0,05) entre os resultados dos
ensaios de patogenicidade conduzidos em foliolos destacados e em
plantas inteiras de tomateiro. O potencial de foliolos destacados de
tomateiro para a selecdo de genotipos resistentes a pinta preta foi
descartado por Foolad et al. (10). Contudo, € possivel que a técnica de
foliolos destacados possa ser explorada para a avaliagdo da
patogenicidade de A. solani. Aremocao do foliolo pode afetar a fisiologia
do hospedeiro, mas no teste de patogenicidade, esse efeito parece ndo
interagir com os isolados do fungo.

As informagdes geradas vém somar as evidéncias de especificidade
por hospedeiro em populagdes de 4. solani, e apontar para a possivel
participagdo de enzimas pécticas na infec¢do de 4. solani em tomateiro.
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