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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar, in vitro, a reagdo
de gendtipos de batata a pinta-preta ¢ comparar as espécies Alternaria grandis e
Alternaria solani, agentes etiologicos da doenga, por meio da avaliagdo de
caracteristicas fisiologicas. Foram avaliados 22 genotipos do Programa de
Melhoramento Genético de Batata da UFLA, sendo duas cultivares, Aracy e
Bintje, padrdoes de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente. Foram
utilizados, na inoculagao, trés isolados de A. grandis e dois isolados de A. solani.
As plantulas, obtidas in vitro, foram inoculadas com um disco micelial de 5 mm
de didmetro dos isolados de Alternaria spp. Estas foram incubadas e
classificadas quanto a severidade, de acordo com a escala de notas proposta por
Van der Waals, Korsten e Slippers (2004). Os isolados de Alternaria spp. foram
avaliados quanto ao indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e a
formac¢do de grupos de compatibilidade micelial (GCM). A metodologia de
avalia¢do precoce in vitro da reagdo dos genoétipos a severidade da pinta-preta
foi eficiente tanto para isolados de A. grandis quanto para isolados de A. solani.
Os isolados de A.grandis ¢ A. solani apresentaram comportamento semelhante
quanto a agressividade. Os isolados de A. grandis apresentaram IVCMs
superiores e, portanto, crescimento micelial mais rapido, quando comparados
aos isolados de A. solani. A ocorréncia de compatibilidade micelial entre
isolados de A.grandis e A. solani indica a possivel ocorréncia do ciclo
parassexual.

Palavras-chave: Alternaria solani. Alternaria grandis. Compatibilidade micelial.
Agressividade. Resisténcia a pinta preta.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in vitro the reaction of potato
genotypes to the severity of early blight and compare the species Alternaria
solani and Alternaria grandis, etiologic agents of disease, through the evaluation
of physiological characteristics. Twenty-two genotypes of the Potato Breeding
Program for UFLA, two cultivars, Bintje and Aracy, patterns of resistance and
susceptibility, respectively were evaluated. For inoculation, three isolates of A.
grandis and two isolates of A. solani were used. The plantlets obtained in vitro
were inoculated with a mycelial disk 5mm diameter of isolates of Alternaria
spp. These were incubated in severity and classified according to the rating scale
proposed by Van der Waals, Korsten e Slippers (2004). The isolates of
Alternaria spp. were evaluated for mycelial growth index (MGI) and the
formation of mycelial compatibility groups (MCG). The methodology for
evaluating the in vitro reaction of genotypes to the severity of early blight was
efficient for both isolates. The isolates of A. solani and A. grandis were similar
in their aggressiveness. The isolates of A. grandis MGI's had higher, and
therefore mycelium grew faster when compared to those isolated from A. solani.
The occurrence of mycelial compatibility among isolates of A. solani and
A.grandis indicates the possible occurrence of parasexual cycle.

Keywords: Alternaria solani. Alternaria grandis. Mycelial compatibility.
Aggressiveness. Resistance to early blight.
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1 INTRODUCAO

A pinta-preta ¢ uma das principais doengas fungicas da batata (Solanum
tuberosum L.) ¢ de outras solanaceas. Até 2009, acreditava-se que a pinta-preta
em batata, no Brasil, fosse causada apenas pelo patogeno Alternaria solani,
porém, apés estudos realizados, foi constatada a presenca da espécie Alternaria
grandis associada a doenga (RODRIGUES et. al., 2010).

A pinta-preta caracteriza-se por causar grande reducdo da area foliar,
queda do vigor das plantas e tubérculos, sendo responsavel por perdas
consideraveis na produtividade dessa cultura nas regides de cultivo em todo o
mundo.

Alternaria spp. apresenta o ciclo de vida curto, favorecendo o seu rapido
desenvolvimento e o progresso da doenga. Dessa forma, a pinta-preta é uma
doenca de dificil controle (STRANDBERG, 1992). Entre as medidas de
controle, a resisténcia genética torna-se a estratégia mais eficaz e promissora,
pela reducdo dos custos de produgdo e menor impacto ambiental. A avaliacdo
para resisténcia a pinta-preta é, normalmente, realizada em campo, onde as
plantas sdo submetidas tanto a infeccdo natural quanto a inoculagdo artificial,
por suspensao de conidios (NACHMIAS et al., 1988). Entretanto, esta ultima ¢
limitada pela dificuldade em se produzir esporos suficientes do patdgeno para a
inoculacdo em larga escala.

No Programa de Melhoramento Genético de Batata da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) manipula-se um grande niimero de clones. No
entanto, a avaliacdo de todos estes em campo ¢ dificultada pela obtencdo de
grande quantidade de indculo, dependéncia de condigdes climaticas favoraveis
ao desenvolvimento da doenca e época de inoculacdo (60 a 80 dias apds o
plantio). Sendo assim, a utilizacdo de uma estratégia eficiente de inoculacao

artificial permitira a realizagdo da selegdo precoce em larga escala, visando a
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resisténcia a pinta-preta. A partir desses clones selecionados in vitro poderdo ser
feitas avaliagdes em campo, contribuindo, com rapidez, no processo de
melhoramento para a obtencao de cultivares resistentes.

De acordo com o exposto, este trabalho foi realizado com os objetivos
de avaliar gendtipos de batata do Programa de Melhoramento Genético de
Batata da UFLA quanto a reagdo a pinta-preta e comparar os isolados das

espécies A. solani e A. grandis quanto a caracteristicas fisiologicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A importéncia da cultura da batata para a agricultura

A cultura da batata desempenha um papel importante no cendrio
agrondmico mundial. Além de sua importancia econdmica, tem um papel social
relevante, em razao do grande nimero de pessoas envolvidas nos processos que
compdem a atividade agricola. E a terceira, em ordem de importancia agricola,
no mundo. A produ¢do mundial aumentou 20%, especialmente nos paises em
desenvolvimento (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 2010).

A importancia dessa cultura tende a aumentar para atender a crescente
demanda alimentar da populacdo. A cultura requer um constante desafio dos
produtores, devido ao grande nimero de problemas fitossanitarios que ocorrem
durante todo o ciclo. Dentre os problemas fitossanitarios, a pinta-preta ¢ uma das
doengas fungicas de maior prevaléncia nos campos de producdo (COUTO;
TAVARES, 2002). Segundo estes mesmos autores, a descoberta de novas fontes
de resisténcia e a aplicagdo de novas técnicas de controle a doencga, aliadas a
uma agricultura moderna e sustentdvel, tém assegurado a manutencdo do

potencial produtivo e sua qualidade, dentro das exigéncias do mercado.

2.2 A pinta-preta da batata

A pinta-preta ¢ causada por espécies do género Alternaria. A doencga
ocorre, principalmente, em regides de alta umidade e temperaturas elevadas
(KUCZYNSKA, 1992). Caracteriza-se por grande reducdo da area foliar, queda
do vigor das plantas e tubérculos e reducdo do potencial produtivo. (KWASNA,
1992; TOFOLI, 2004).
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A penetragdo do patdogeno pode ser direta ou indireta, através dos
estomatos e ferimentos. Os sintomas, entdo, manifestam-se de trés a cinco dias
apos a penetracdo (JONES et.al., 1993; ROTEM, 1994).

A doenga pode ser observada em qualquer estagio da planta, porém, ¢
mais severa em tecidos maduros e senescentes (DITA et al., 2006). Os sintomas
aparecem, primeiramente, nas folhas mais baixas e velhas, com evolucdo para as
partes mais altas da planta (TOFOLI, 2004). Logo que infectados, os tecidos doentes
sdo rapidamente colonizados e as lesdes sdo produzidas quando ocorre a
esporulagdo, podendo levar a desfolha total das plantas, reduzindo o ciclo da cultura,
resultando na produgdo de tubérculos pequenos (REIFSCHNEIDER, 1981).

Os sintomas em folhas sdo caracterizados por manchas necroticas pardo-
escuras, com a presenca de anéis concéntricos evidentes e bordos bem definidos.
A regido entre e ao redor das lesdes apresenta-se clorética. Lesdes em tubérculos
nao sdo muito frequentes, porém, quando ocorrem, sdo escuras, deprimidas,
circulares a irregulares, com bordos de cor purpura ou bronzeada. A polpa sob a
lesdo € seca, coriacea e de cor amarela a castanha (REIFSCHNEIDER, 1981).

A pinta-preta ¢ uma doenca policiclica (CAMPBELL; MADDEN,
1990). Sendo assim, quanto maior o nimero de plantas infectadas nos primeiros
ciclos, maior sera esse numero nos ciclos secundarios (JONES et.al., 1993).
Nesse sentido, a doenca pode aumentar em fun¢do do niimero de plantas
disponiveis para infec¢ao e subsequente produgdo de indculo.

As primeiras infecgdes estdo, normalmente, associadas a disponibilidade
do indculo primario ou inicial, que pode ser originado de plantas voluntarias,
hospedeiros secundarios ou restos de cultura, devido a presenca de
clamidésporos (VAN DER WAALS et al., 2003). Assim, devido ao ciclo de
vida curto do patogeno, o inoculo secundario € produzido nas plantas infectadas
muito rapidamente e disseminado, pelo vento, para outras culturas

(STRANDBERG, 1992).



15

As medidas de controle da pinta-preta incluem rotagao de culturas de trés
a cinco anos, aplicagdes rotineiras de fungicidas e uso de sementes livres do
patdégeno. A aplicacdo de fungicidas ¢ a principal pratica de controle adotada no
mundo (STEVENSON, 1994) e trabalhos t€ém sido realizados visando estudar
sua eficiéncia e efeitos sobre o patdogeno. Shtienberg et al. (1995) estudaram a
eficiéncia da aplicacdo de fungicidas na presenca de plantas resistentes, ndo
verificando diferencas significativas quanto ao numero de aplicagdes,
demonstrando a eficiéncia da resisténcia genética.

A utilizagdo de fungicidas aumenta em cerca de 10% o custo de
producdo e existem relatos da perda de eficiéncia de muitos desses agentes
quimicos, devido a resisténcia do patéogeno ao principio ativo do produto
(HOLM et al., 2003).

Diante do exposto, a resisténcia genética representa a medida mais
eficaz e promissora de controle da pinta-preta, tanto pela reducdo dos custos de

producdo quanto pelo menor impacto ambiental.

2.3 Os agentes etioldgicos da pinta-preta

De acordo com Fancelli (1991), o agente etiologico da pinta-preta foi
descrito, pela primeira vez, por Ellis e Matin (1882), que propuseram a
denominagdo de Macrosporium solani. No entanto, Wiltshire (1933) verificou
que este nome deveria ser substituido por Alternaria solani Sorauer. Além de
causar a pinta-preta em batata, causa a mesma doenga em tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) e em outros membros da familia Solanaceae.

No Brasil, até o ano de 2009, acreditava-se que a pinta-preta, em batata e
tomate, era causada somente pela espécie A. solani. Porém, com base em estudos
conduzidos por pesquisadores da Universidade Federal de Vigosa (UFV),

juntamente com pesquisadores do Canadéd, Estados Unidos e Embrapa
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Hortaligas, outras espécies de Alternaria foram identificadas causando a doenga.
Isolados coletados de plantas de batata e tomate infectadas, provenientes de sete
regides brasileiras, no periodo de 2005 a 2008, foram comparados por meio de
marcadores morfoldgicos e moleculares. Os resultados mostraram que todos os
isolados de tomate foram identificados como A. tomatophila, os isolados de
batata como A. grandis e nenhum isolado de A. solani foi identificado nas
amostras (RODRIGUES et al.,, 2010). Das caracteristicas morfologicas
utilizadas para identificar espécies de Alternaria, as mais importantes sdo as
dimensdes dos conidios, as dimensdes dos conidioforos e o numero de bicos que
cada conidio apresenta (RODRIGUES; MIZUBUTI, 2009).

A espécie A. solani apresenta conidios, quando jovens, de cor hialina,
medindo, geralmente, 50 x 12 pm (comprimento e largura), alongados a ovoides,
com septos variando de trés a seis. Quando maduros, medem, geralmente, 90 x
24 um, com 10 a 11 septos transversais ¢ um a dois longitudinais. Sdo lisos e
tipicamente ovoides e tém coloracdo marrom. O bico possui de 5 a 8 um de
largura e de 40 a 80 pm de comprimento, podendo atingir até 150 pm. Conidios
com um Unico bico afilado sdo predominantes na populagéo de A. solani, porém,
ocorrem conidios com dois bicos e, raramente, com trés bicos. Os conidios sdo
inseridos em conidioforos septados, retos ou sinuosos, geralmente com 50 x 10
um e apresentam coloragdo idéntica a dos conidios (SIMMONS, 2000).

Os conidios de A. grandis sdo muito grandes, geralmente, de 50% a
100% maiores que os conidios de A. solani. O conidio tipico tem corpo longo e
estreito, com um a trés bicos longos que nunca sao uniformemente filiformes em
toda a sua extensdo. O tamanho dos conidios varia de acordo com a quantidade
de bicos. Conidios contendo um bico possuem o corpo variando de 141-192 x
26-38 um além do bico de 160-200 um de comprimento ¢ 6,4 um de largura.
Conidios com dois bicos tém corpos medindo 128-198 x 24-30 um e os bicos de

99-160 um e 88-128 um. O corpo dos conidios possui de 11 a 19 septos
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transversais ¢ um a trés longitudinais. Os conidioforos sdo escuros, septados ¢
grandes, medindo 115-200 x 8-11 pum (SIMMONS, 2000).

Além das diferengas morfologicas dos conidios, A. grandis difere de A.
solani pelo padrdo de esporulagdo, apresentando maior capacidade na produgio
de esporos (SIMMONS, 2000). De acordo com o mesmo autor, a produgao de
conidios ocorre continuamente na parte inferior das folhas ou nos restos de
cultura. Uma vez presentes na cultura, sdo dispersos pela agdo da agua, vento,
trabalhadores, equipamentos, insetos e pelo contato e atrito de folhas sadias e
infectadas. Além da sobrevivéncia por conidios, existe a possibilidade de o
patdégeno permanecer viavel no solo na forma de micélio.

Quanto as caracteristicas fisiologicas, a germinacdo de conidios ¢ de
grande importincia nas etapas iniciais de desenvolvimento do patégeno na
planta. Representa um processo que, juntamente com a penetragdo, afeta a
adaptabilidade de um isolado. J4 foi constatada variabilidade quanto a
germinacdo de conidios em espécies de A. solani (MICHEREEFF et al., 2003),
porém, para A. grandis, nenhum relato foi encontrado.

Desde o ano 2000, quando a espécie A. grandis foi descrita, ndo ha
relatos de trabalhos sobre a biologia do patégeno e a epidemiologia da doenca.
Ainda s3o escassas as informagdes sobre essa espécie e em quais aspectos ela
difere de A. solani, durante o processo de infec¢do. Até entfo, em experimentos
realizados em casa de vegetacdo, plantas de batata inoculadas com as duas
espécies apresentaram sintomas e intensidade de doenca semelhantes
(RODRIGUES; MIZUBUTI, 2009).

Assim como a germinagdo, o processo fisioldgico de esporulagdo ¢ de
grande importancia e ¢ influenciado pela temperatura, a umidade relativa, a
intensidade luminosa ¢ o tipo de meio de cultura (FANCELLI, 1991). Uma
caracteristica observada em A. solani ¢ a baixa ou mesmo auséncia de

esporulagdo em meio de cultura. A esporulagdo tem sido aumentada por
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ferimentos no micélio (CHARLTON, 1953; DOUGLAS; PAVEK, 1971),
cultivo em meio desidratado (CHARLTON, 1953; MCCALLAN; CHAN, 1944)
ou utilizagdo de aditivos quimicos (MCCALLAN; CHAN, 1944; ELLERS;
BAXTERS, 1974). Porém, além de ndo produzir um numero suficiente de
esporos para infectar um grande numero de plantas, muitos desses
procedimentos requerem um longo periodo (de 7 a 20 dias).

H4 relatos de diversos meios de cultura que favorecem o crescimento
micelial e estimulam a esporulagdo. Entre eles, destacam-se o de batata-
dextrose-agar (SHAHIN; SHEPARD, 1979; STRANDBERG, 1987), o de
batata-agar (STRIDER, 1978), o V8-agar (STRIDER, 1978; STRANDBERG,
1987) e o de folha de cenoura-dgar (STRANDBERG, 1987). Porém, nenhuma
dessas metodologias permitiu a esporulacdo suficiente para inoculacdo de A.
solani em um grande numero de plantas.

Com a dificuldade na produgdo de esporos em quantidade suficiente
para inoculacdo em campo, os indculos para esse fim sdo produzidos a partir de
uma mistura de esporos e micélios de folhas infectadas secas
(THIRTHAMALLAPPA; LOHITHASWA, 2000; PINTO; FARIA; LAMBERT,
2002). Essa metodologia, apesar de pratica, ndo possibilita separar os isolados
quanto a sua agressividade.

Van der Waals, Korsten e Slippers (2004) propuseram uma metodologia
de inoculag¢do em que discos miceliais do patdogeno sdo inoculados em plantulas
de batata obtidas por meio da cultura de tecidos. Essa metodologia ¢ uma
alternativa que pode ser eficiente na avaliacdo precoce da pinta-preta. Além de
ndo utilizar suspensdo de conidios como indculo, pois a esporulagdo in vitro ¢
dificil nesta espécie, permite a avaliacdo dos genoétipos em larga escala, que é
facilitada pelas vantagens da cultura de tecidos.

Com a finalidade de testar a viabilidade da metodologia proposta por

Van der Waals, Korsten e Slippers (2004), Miguel et. al.(2009) avaliaram, in
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vitro, plantulas de cinco clones do Programa de Melhoramento Genético da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e das cultivares Aracy e Bintje, padrdes
de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente, quanto a reacdo a pinta-preta.
Os resultados obtidos confirmaram o padrdo observado em campo por Pinto,
Faria e Lambert (2002) e Simon et al. (2009). Portanto, essa metodologia se

mostrou promissora na avaliacdo precoce da pinta-preta em genotipos de batata.

2.4 Grupos de compatibilidade micelial (GCM)

Representantes do género Alternaria sdo caracterizados por serem
mitosporicos ou imperfeitos, ou seja, ndo possuirem a fase sexuada
(LOGUERCIO-LEITE et al.,, 2004). Entretanto, populagdes de A. solani
possuem ampla variabilidade genética, sendo destacada na morfologia, na
fisiologia e na patogenicidade (VAN DER WAALS; KORSTEN; SLIPPERS,
2004), sugerindo a ocorréncia de recombinacdo. Esse fato deve-se a véarios
mecanismos, dentre eles a ocorréncia do ciclo parassexual (AZEVEDO, 2004).
Para que ocorra a parassexualidade € necessario que diferentes isolados sejam
compativeis micelialmente, ou seja, que ocorra a extensdo da ponta da hifa,
ramificacdo e fusdo, que poderd levar a formacdo de um heterocéario (dois
nucleos geneticamente distintos em um mesmo citoplasma) (GLASS et. al.,
2004; GLASS; JACOBSE; SHIU, 2000).

A classificacdo dos diferentes isolados em grupos de compatibilidade
micelial (GCM) indica a probabilidade de ocorréncia de recombinag@o somatica
entre estes grupos (LESLIE, 1993). Saupe (2000) comenta que a classificacdo de
diferentes isolados em grupos de compatibilidade micelial pode ser uma boa
ferramenta para analises de populagdes de fungos de reproducgdo assexual, ja

que, em populagdes naturais, o nimero de GCMs ¢ consideravel.
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De acordo com Leslie e Zeller (1996), o fenotipo de compatibilidade
micelial apresenta controle poligénico, representando uma alternativa na
identificacdo de conjuntos de isolados que compartilhem os mesmos alelos.
Portanto, a classificagdo de isolados em GCM representa uma importante
ferramenta para analise de populagdes de fungos.

Quando a hifa de um isolado difere em um ou mais locos que controlam
a fusdo, a compartimentalizacdo e a lise da célula, ocorre a formacdo de uma
zona (linha/barreira) de reagdo com redugdo de crescimento entre os dois
isolados. Portanto, ocorre uma perfeita zona de interago, caracteristica entre os
isolados que sdo incompativeis micelialmente (KOHN; CARBONE;
ANDERSON, 1990).

Com a analise de GCMs, Van der Waals, Korsten e Slippers (2004)
verificaram ampla variabilidade genética entre 53 isolados de A. solani, quanto a
compatibilidade micelial, observando a formagao de seis grupos contendo varios
isolados e 13 isolados ndo formaram grupos.

Em outros trabalhos tem sido utilizado o fenémeno natural da
compatibilidade micelial como um método para verificar a diversidade genética
em varias espécies de fungos (KERENYI et al, 1997; ELENA;
PAPLOMATAS, 1998; CATEN; NEWTON, 2000; TSOR et al., 2001; NITZAN
et al., 2002; GIONANNETTI et al., 2003; ROCA et al., 2004; OLIVEIRA,
2007).

Oliveira (2007) avaliou 60 isolados de A. solani quanto a
compatibilidade micelial, observando que todos apresentaram capacidade de
serem compativeis micelialmente com os demais.

Nenhum relato foi encontrado em relagdo a compatibilidade micelial em

A. grandis.
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2.5 Variabilidade patogénica de A. solani e A. grandis

De acordo com Mcdonald e Linde (2002), a variabilidade patogénica ¢
importante, do ponto de vista epidemiologico e evolutivo, pois tem implica¢des
diretas no manejo da doenca e possibilita o estabelecimento de populagdes com
especificidade para hospedeiros, podendo ocorrer, em longo prazo, processos de
especiacdo. A determinacdo da ocorréncia ou ndo da especializacdo por
hospedeiros contribui para melhorar o manejo da doenca. Para que medidas
acertadas possam ser tomadas, € necessario determinar se ha diferencas
patogénicas relevantes que corroborem a possivel especializacdo do hospedeiro.

Bonde (1929) deu inicio aos estudos com espécie A.solani e, desde
entdo, ha o conhecimento de variabilidade quanto a agressividade de isolados
provenientes de batateira. Henning e Alexander (1959) realizaram um estudo
com 180 isolados de A. solani de tomateiro, tendo sido constatadas varia¢des
quanto a agressividade em espécies de Solanum, com diferentes niveis de
resisténcia ao patdogeno.

Rotem (1966) realizou um estudo da agressividade de isolados oriundos
de batateira, tomateiro e berinjela e observou que, nos diferentes hospedeiros, a
inoculagdo de cada isolado resultou em niveis variados de agressividade.
Verificou também uma diferenca na estabilidade dos isolados, quando estes
eram armazenados. Foi constatado, ainda, que isolados que tiveram a
agressividade reduzida eram instdveis em suas caracteristicas culturais, enquanto
isolados estdveis quanto a agressividade apresentaram-se também estaveis
nessas caracteristicas. Portanto, foi possivel concluir que as mudancas nas
caracteristicas culturais estavam associadas a uma possivel degeneragdo dos
isolados quanto a agressividade.

Estudos tém verificado a ocorréncia de especializagdo patogénica de

populagdes de A. solani quanto a hospedeiros da familia Solanaceae



22

(FANCELLI, 1991; WEIR et al., 1998). Fancelli (1991) realizou um
experimento utilizando isolados oriundos de batateira e tomateiro. Este autor
observou que sintomas tipicos da pinta-preta em hastes de tomateiros foram
causados apenas por isolados obtidos de tomateiro, ¢ isolados obtidos de
batateira, quando inoculados em tomateiro, induziram sintomas atipicos, como
auséncia de lesdes nas hastes e necroses pardo-claras nas folhas, sem os circulos
concéntricos, portanto, indicando a formacao de grupos distintos de isolados de
acordo com o hospedeiro. Diante dessas diferencgas, foi sugerida a nomenclatura
A. solani f. sp. Lycopersici, para os isolados do tomateiro ¢ A. solani f. sp.
Solani, para os isolados da batateira.

Rodrigues e Mizubuti (2009), apés a descoberta das novas espécies
causadoras da pinta-preta no Brasil, realizaram um estudo com isolados de
batateira e tomateiro. Foi verificado que isolados das espécies que afetam o
tomateiro podem infectar batateira e isolados de A. grandis, que afetam
batateira, podem causar doenga em tomateiro. Assim, apesar da associacdo da
populagdo do patdégeno com os hospedeiros, a especificidade ndo é completa.
Entretanto, o fato da ndo ocorrer especificidade completa ndo impede que haja
certo grau de preferéncia por hospedeiro, possivelmente ocasionada por
diferencas de agressividade dos isolados. Contudo, até o presente momento, sdo
poucas as informagdes quanto a biologia de espécies de Alternaria que afetam
batateira e tomateiro, principalmente com relagdo a agressividade.

Zadoks e Schein (1979) descrevem agressividade como a quantidade de
doenca produzida pela interacdo patdégeno-hospedeiro suscetivel. Essa
agressividade ¢ separada em elementos de caracteristicas quantitativas do ciclo
de vida do patdgeno, que sdo utilizadas para mensurar a sua variabilidade
patogénica. Estas caracteristicas sdo referidas como componentes de
agressividade que correspondem aos componentes epidemioldgicos, sendo os

mais quantificados o periodo latente (PL), o periodo de incubagdo (PI), a area
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abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), a taxa de expansdo da lesdo,
a area da lesdo, a severidade da doenca e a frequéncia de infeccao (FI).

Em sintese, apesar de a variabilidade quanto a agressividade ter
implicagdes importantes no manejo da pinta-preta, ha poucos trabalhos
conduzidos com isolados brasileiros do género Alternaria em que os

componentes epidemiologicos tenham sido adequadamente quantificados.

2.6 A resisténcia a pinta-preta

Até o momento inexistem trabalhos sobre o mecanismo de resisténcia a
pinta-preta causada por A. grandis. Todos os relatos encontrados referem-se a
experimentos que utilizaram isolados de A. solani.

A resisténcia a pinta-preta ¢ um carater tipicamente quantitativo, sendo
caracterizada como resisténcia redutora da taxa de infeccdo ou horizontal
(CHRIST; HAYNES, 2001), porém, estimativas de herdabilidade no sentido
amplo sugerem que ¢ controlada por um nimero ndo muito elevado de genes
(PINTO; FARIA; LAMBERT, 2002).

Algumas observagdes indicam que a resisténcia a pinta-preta pode estar
relacionada com a idade da cultivar, sendo as cultivares precoces mais
suscetiveis que as tardias. Além disso, folhas mais velhas sdo mais suscetiveis e
a suscetibilidade aumenta com o crescimento das plantas (ROTEM, 1994). Essas
caracteristicas, juntamente com a falta de conhecimento sobre o mecanismo de
resisténcia e, ainda, a natureza tetrassomica da batata, dificultam a discriminagdo
de gendtipos em classes resistentes e suscetiveis (DITA et al., 2006).

Segundo Sillero e Rubiales (2002), a quantificagdo dos componentes da
resisténcia permite a separagdo de genotipos em classes dentro da resisténcia e
ainda pode sugerir possiveis mecanismos de resisténcia. De acordo com Agrios

(2005), esses componentes da resisténcia sdo:
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periodo de incubagdo: definido como o tempo decorrido entre a
inoculagdo e o aparecimento de sintomas em 100% das plantas;
numero de lesdes: é o numero de lesdes contadas em determinados
dias apds a inoculacio;

severidade da doenca: porcentagem da area foliar com tecido
necrosado. Geralmente estimada utilizando uma escala diagramatica
conhecida, desenvolvida para a doenca;

taxa de expansdo da lesdo: estimada por meio da medicdo do
didmetro da lesao;

periodo latente: sfo os dias decorridos da inoculagdo até a
esporulacdo das lesdes;

producdo de esporos por area de lesdo: ¢ a quantificagdo do nimero
de esporos por lesdo;

area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD): ¢ utilizada
para sumarizar a curva de progresso. A area integra a intensidade da
doenga entre dois periodos de tempo;

freqiiéncia de infec¢do (FI): é a probabilidade de um esporo
depositado na superficie do hospedeiro produzir uma lesdo na
auséncia de interagdes competitivas. Representa, portanto, o sucesso

do patogeno.

A identificagdo de quais desses componentes melhor discriminam a

resisténcia a pinta-preta ¢ a determinagdo do efeito da idade do tecido sobre

estes componentes podem melhorar a avaliacdo de genotipos de batata a esses

patdégenos. Adicionalmente, o conhecimento da influéncia dos componentes na

resisténcia pode gerar dados Tteis para a investigagdo dos mecanismos

envolvidos na resisténcia.
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No intuito de caracterizar a resisténcia a pinta-preta em cultivares de
batata, Pelletier e Fry (1989) mensuraram o periodo de incubagdo, a taxa de
expansdo das lesdes e a produgdo de esporos de A. solani, em plantas das
cultivares Kennebec, Norchip ¢ Rosa, em condi¢des de campo. Os resultados
desse estudo explicam o ranking da resisténcia dessas cultivares. ‘Norchip’,
considerada suscetivel, apresentou periodo de incubagdo curto, rdpida taxa de
expansdo das lesdes e esporulacdo elevada, mostrando maior eficiéncia da
infeccdo. ‘Kennebec’, moderadamente resistente, teve periodo de incubagdo e
taxa de expansdo das lesdes moderadas e a esporulacdo foi moderadamente alta.
Na cultivar Rosa, o periodo latente foi moderado, a taxa de expansdo das lesdes
foi baixa e a esporulagdo alta, confirmando sua posi¢cdo como a mais resistente
das cultivares avaliadas.

Dita et al. (2006) avaliaram a reagdo das cultivares Aracy (resistente),
Delta (moderadamente resistente), Desirée (suscetivel) e Bintje (suscetivel), a
partir da inoculagdo de um isolado de A. solani, em plantas de batata. Foram
avaliados os componentes da resisténcia (periodo de incubagdo, numero de
lesoes, severidade, taxa de expansdo das lesoes, periodo latente e a produgéo de
esporos) em diferentes posi¢des das plantas (folhas baixas, medianas e do apice).
Foram encontrados valores baixos para numero de lesdes e severidade nas folhas
do épice das plantas de todas as cultivares, sugerindo que tecidos jovens sdo
menos suscetiveis a pinta-preta. Diferengas nos niveis de resisténcia entre as
cultivares foram detectadas, considerando o nimero de lesoes, a severidade e a
taxa de expansdo das lesdes. Entretanto, nem o periodo latente e nem a produgdo
de esporos foram associados com os niveis de resisténcia das cultivares ou com
a posicdo das folhas. A analise das partes das plantas permitiu inferir que folhas
da parte mediana das plantas sdo mais adequadas para a seleg@o da resisténcia a

pinta-preta em batata.
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Estudos histopatologicos em cultivares de batata (Aracy, Delta ¢ Bintje)
inoculadas com A. solani foram realizados com o objetivo de descrever o
processo de infecgdo e identificar possiveis mecanismos estruturais relacionados
com os niveis de resisténcia das cultivares, incluindo a relacdo com a idade das
plantas. Para isso, foram coletados dados qualitativos e quantitativos sobre a
germinagdo dos conidios, a formagdo de apressérios, o numero de penetragdes e
os sitios de penetragdo exibidos pela resposta de hipersensibildade (HR) em
varios periodos de tempo apos a inoculacdo. Nao houve associacdo entre os
eventos e os niveis de resisténcia, exceto para o nimero de sitios de penetragdo,
mostrando que a HR foi alta para ‘Aracy’, intermediaria para ‘Delta’ e baixa
para ‘Bintje’. Independentemente do nivel de resisténcia da cultivar, o nimero
de sitios de penetracdo com HR foi alto nas folhas da parte apical das plantas,
sugerindo que a HR pode ser um dos mecanismos associados com a idade e com
a resisténcia genética em batata para a pinta-preta (DITA et al., 2006).

Estudos que elucidem os mecanismos de resisténcia a pinta-preta sdo
muito importantes para os programas de melhoramento. A obtengdo de materiais
adaptados e com resisténcia a essa doenga ¢ fundamental para a expansdo da
bataticultura brasileira. Entretanto, sdo necessarias mais informagdes sobre os
agentes etioldgicos da doenga e, ainda, o desenvolvimento de uma metodologia

para avaliagdo em larga escala, que seja mais rapida e eficiente.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais,
no Departamento de Agricultura e no Laboratoério de Resisténcia de Plantas a
Doengas, no Departamento de Biologia, ambos na Universidade Federal de

Lavras (UFLA).

3.1 Avaliacéo in vitro da reacdo de genoétipos de batata a severidade da

pinta-preta
3.1.1 Obtencéo e manutencao dos isolados de Alternaria spp.

Foram utilizados trés isolados de A. grandis, cedidos pela Universidade
Federal de Vigosa (UFV) e dois isolados de A. solani, da Micoteca do
Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Doencas, da Universidade Federal de

Lavras (UFLA) (Tabela 1).

Tabela 1 Relagdo dos isolados de Alternaria spp. utilizados neste estudo

Hospedeiro de

Espécie ] Isolado Local de coleta
origem
A. grandis Batateira Ag 169 Bueno Brandao - MG
A. grandis Batateira Ag 260 Cristalina — GO
A.grandis Batateira Ag 220 Camanducaia — MG
A. solani Batateira As 22 Paraguagu — MG
A.solani Batateira As 14 Carrancas — MG

As colonias dos isolados foram crescidas em meio batata dextrose Agar
(BDA) e mantidas em BOD (incubadora de crescimento), com controle de

temperatura de 25+2°C.
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3.1.2 Obtencao in vitro das plantulas de batata

Foram obtidas, para avaliacdo, plantulas de 19 clones de batata do
Programa de Melhoramento Genético da UFLA, sendo sete denominados PRM,
seis DGN, quatro CBM e dois CTB. Foram utilizadas as cultivares Aracy e
Bintje como padrdes de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente. Foi
avaliada também a cultivar Cupido, totalizando 22 genoétipos, discriminados na

Tabela 2.

Tabela 2 Relagdo de genotipos de batata utilizados neste estudo

Ne Gendtipos Tipo Ne Gendtipos Tipo
1 PRM 51 Clone 12 CBM 04-48  Clone

2 CBM 24-06 Clone 13 CTB 38-38  Clone

3 DGN 12-03 Clone 14 CUPIDO Cultivar
4 DGN 24-02 Clone 15 PRM 110 Clone

5 PRM 177 Clone 16 ARACY Cultivar
6 PRM 516 Clone 17 BINTJE Cultivar
7 PRM 530 Clone 18 PRM 475 Clone

8 DGN 39-08 Clone 19 PRM 267 Clone

9 DGN 19-03 Clone 20 CBM 09-10  Clone
10 DGN 27-03 Clone 21 CBM 19-11  Clone
11 DGN 21-10 Clone 22 CTB 40-12  Clone

Foram utilizadas brotacdes de tubérculos como materiais propagativos
na obtengdo in vitro de plantulas de batata. Os brotos de aproximadamente 1,5 a
2,0 cm, ap6s a excisdo foram submetidos a um processo de assepsia mediante a
imersdo em uma solugdo de 50 mL de hipoclorito de sédio (produto comercial
2,5% de cloro ativo) e 50 mL de agua destilada. Posteriormente, foram mantidos

sob agitacdo, por 15 minutos, para completar o processo de assepsia. Apos esse
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tratamento, em camara de fluxo laminar devidamente esterilizada, os brotos
foram enxaguados, por trés vezes, com agua destilada estéril. Com o auxilio de
um bisturi esterilizado, foi deixado um pequeno ferimento na base dos brotos e
estes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1662), com pH ajustado a 5,7+0,2. O material foi
mantido em sala de crescimento em condigdes controladas, para atingir o seu
desenvolvimento. Foram utilizadas cinco plantulas para cada genétipo, com

aproximadamente duas semanas de idade.

3.1.3 Inoculacéo in vitro dos patégenos A.solani e A. grandis

As plantulas obtidas de cada gendtipo de batata foram inoculadas com
um disco micelial de 5 mm de didmetro dos cinco isolados sobre o lado adaxial

de uma das folhas. As plantulas foram incubadas a 2542 °C, no escuro.

3.1.4 Avaliacdo in vitro da reacdo de genotipos de batata a severidade da

pinta-preta

O experimento foi conduzido no delincamento inteiramente casualizado
(DIC), no esquema fatorial 22 X 5, sendo 22 genoétipos de batata e 5 isolados,
sendo trés de A.grandis e dois de A.solani, com cinco repetigdes. A parcela foi
constituida por uma plantula.

Apo6s cinco dias de incubacdo, as plantulas foram avaliadas quanto a
reacdo a pinta-preta, de acordo com a escala de notas proposta por Van der

Waals, Korsten e Slippers (2004), sendo:

0 = sem sintomas,

1 = ligeira necrose na folha,
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2 = folha inteira necrosada,

3 = necrose na folha, peciolo e outras partes da planta.

De acordo com a escala, as plantulas com notas inferiores a 2 sdo
consideradas resistentes e, com notas maiores ou iguais a 2, suscetiveis.

Foi somada uma constante (1,0) a cada nota de severidade da pinta-preta
obtida e os dados foram transformados por meio da raiz quadrada para atender
as pressuposigdes da analise de variancia. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de varidncia no programa estatistico MSTAT-C (1991) e as médias

comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974), a P< 0,05.

3.2 Comparagdo entre as espécies A. solani e A. grandis

3.2.1 Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)

Discos de 5 mm foram retirados de colonias em crescimento ativo dos
cinco isolados e transferidos para placas de Petri contendo meio BDA, com
fotoperiodo de doze horas, a 25+£2°C, em BOD (camara de crescimento). Os
didmetros das colonias foram mensurados, a cada 72 horas, por um periodo de
15 dias, a partir do momento de inoculagdo (NECHET, 1999).

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticdes por isolado, sendo cada repeti¢do representada por
uma placa.

As mensuragdes obtidas foram utilizadas para a obtencao do IVCM. Foi

utilizada a férmula adaptada de Oliveira (1991):
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IVCM=Y[(D-Da)/N]

sendo

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial
D = didmetro médio da colonia
Da = diametro médio da coldnia da avaliagdo anterior

N = numero de dias apds a inoculagdo

3.2.2 Grupos de compatibilidade micelial (GCM)

Para a avaliagdo dos grupos de compatibilidade micelial (GCM), foi
utilizada a metodologia de Van der Waals, Korsten e Slippers (2004), com
modifica¢des. Discos miceliais de 5 mm de didmetro foram transferidos para
placas com BDA, em um arranjo de dois discos distanciados a 3 cm por placa.
Estas foram mantidas em camara de crescimento (BOD), a 25+2 °C, no escuro,
por quinze dias.

Os pares de isolados confrontados foram considerados como
incompativeis quando foi observada uma linha de contato ou zona de reagao.
Com relacdo aos pares de isolados em que ndo foi possivel verificar essa regido
de contato, indicando que os micélios se misturaram uniformemente, estes
isolados foram considerados compativeis vegetativamente. Foram realizadas trés

repeticdes para cada par de combinagdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagdo in vitro da reacdo de gendtipos de batata a severidade da
pinta-preta

As notas de severidade da pinta-preta foram obtidas por meio da
avaliacdo da reagdo dos genoétipos de batata, quando inoculados com discos de
micélio dos isolados de Alternaria spp. Os sintomas apresentados pelos
genotipos avaliados foram coincidentes com a escala de notas proposta por Van

der Waals, Korsten e Slippers (2004) e alguns exemplos estdo apresentados na

Figura 1.

Figura 1 Auséncia ou presenca de sintomas apresentados por alguns genétipos
de batata, quando inoculados com isolados de Alternaria spp. A: Aracy
(Nota 0). B: Clone CBM 19-11 (Nota 1). C: Clone DGN 19-03 (Nota
2). D: Bintje (Nota 3)
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De acordo com a analise de variancia das notas de severidade da pinta-
preta dos 22 gendtipos de batata aos cinco isolados de Alternaria spp. avaliados,
as fontes de variacdo genotipos ¢ a interacdo genotipos x isolados foram
significativas, indicando que a reacdo dos genoétipos aos diferentes isolados nao
foi coincidente. Ja a fonte de variacdo, isolados, foi ndo significativa, indicando
que ndo houve diferenca entre eles quanto a agressividade. O coeficiente de
variagdo foi de 12,67%, indicando uma boa precisdo experimental.

O teste de médias de Scott ¢ Knott (1974), a P<0,05, da reacdo dos
genotipos de batata quanto a severidade da pinta-preta, foi realizado para cada
isolado (Tabela 3). Para os isolados Agl69, Ag260, As22 ¢ Asl4, os gendtipos
foram agrupados em dois grupos distintos, de acordo com a escala de notas
proposta por Van der Waals, Korsten e Slippers (2004). No grupo A, estdo os
genotipos que apresentaram notas com valores abaixo de 2 e, portanto, foram
considerados resistentes e no outro grupo B, os genotipos que apresentaram
notas acima ou igual a 2, sendo classificados como suscetiveis.

Para o isolado Ag220, os gendétipos foram agrupados em trés grupos
distintos, no entanto, a classificagdo dos gendtipos como resistente ou suscetivel
foi semelhante a obtida para os demais isolados avaliados, considerando a
mesma escala. Pode-se inferir que o isolado Ag220 permitiu uma melhor
discriminagdo dos genoétipos de batata quanto a reagdo a pinta-preta, porém, com
a utilizacdo da escala de notas nao houve mudanga quanto a classificagdo.

Os resultados obtidos evidenciam que os mecanismos de resisténcia de
genotipos de batata a pinta-preta para ambas as espécies, provavelmente, sdo os

mesmos.
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Tabela 3 Notas médias de severidade da pinta-preta dos gendtipos de batata aos
cinco isolados de Alternaria spp. avaliados pelo teste de Scott e Knott
(1974), a P<0,05

GENOTIPOS __ Ag 169 Ag 220 Ag 260 As 22 Asld
PRM 51 1,40A * 1,80B 1,48A 1,20A 1,40A
CBM 24-06 1,56A 1,00A 1.48A 1,44A 1,28A
DGN 12-03 1,60A 1,20A 1.48A 1,40A 1,20A
DGN 24-02 1,20A 1,00A 1,40A 1,24A 1,20A
PRM 177 1,48A 1,48B 1,40A 1,24A 1,44A
PRM 516 1,20A 1,60B 1,40A 1,20A 1,40A
PRM 530 1,56A 1,28A 1,48A 1,48A 1,56A
DGN 39-08 1,24A 1,28A 1,48A 1,24A 1,20A
DGN 19-03 2,68B 3,16C 2,92B 3,40B 2,96B
DGN 27-03 1,60A 1,60B 1,56A 1,40A 1,20A
DGN 21-10 1,72A 1,48B 1,48A 1,48A 1,72A
CBM 04-48 1,28A 1,48B 1,48A 1,48A 1,28A
CTB 38-38 1,40A 1,48B 1,80A 1,60A 1,60A
CUPIDO 3,40B 3,20C 3,40B 3,40B 3,208
PRM 110 3,00B 3,00C 2,80B 2,30B 2,92B
ARACY 1,20A 1,24A 1,48A 1,00A 1,48A
BINTJE 3,16B 3,20C 3,60B 3,16B 3,40B
PRM 475 4,008 3,40C 2,92B 3,208 2,92B
PRM 267 1,00A 1,00A 1,40A 2,008 2,40B
CBM 09-10 3,40B 3,00C 2,92B 3,00B 3,008
CBM 19-11 1,40A 1,72B 1,80A 1,96A 1,96A
CTB 40-12 3,16B 3,00C 2,60B 3,008 2,40B

* Médias com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes, de acordo com o
teste de Scott & Knott, a P<0,05

As cultivares Aracy e Bintje foram agrupadas em grupos distintos,
confirmando suas classificagdes como resistente e suscetivel, respectivamente. A
cultivar Aracy ja vem sendo utilizada como padrao de resisténcia, conforme
comentado por Simon et al. (2009). Estes autores obtiveram bons resultados por
meio da inoculacdo utilizando ramas desidratadas infectadas, identificando
clones de batata em campo com bons niveis de resisténcia & pinta-preta,
apresentando médias superiores a da cultivar Aracy.

De maneira geral, 70% dos genotipos avaliados foram classificados
como resistentes frente a inoculacdo com os diferentes isolados de Alternaria

spp. Dos sete clones PRM, quatro (PRM 51, PRM 177, PRM 516 ¢ PRM 530)
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foram considerados resistentes, dois (PRM 110 e PRM 475) suscetiveis e a Gnica
excecdo foi o clone PRM 267, que apresentou comportamento diferenciado
quando inoculado com as diferentes espécies. De acordo com os resultados, esse
clone, quando inoculado com os isolados de A. grandis, foi classificado como
resistente e, quando inoculado com os isolados de A. solani, foi considerado
como suscetivel.

As notas obtidas para o clone PRM 475 chamam a atengdo, ja que
foram, para a maioria dos isolados, superiores as notas atribuidas a cultivar
Bintje, considerada como padrdo de suscetibilidade. Neste caso, os sintomas

foram intensos em toda a plantula, como pode ser observado na Figura 2.

e

Figura 2 Sintomas apresentados por plantulas de batata do clone PRM 475,
inoculadas com isolados de Alternaria spp. A: Sintomas em todas as
folhas da plantula. B: Necrose se alastrando pelo peciolo. C: Desfolha

Em estudos de campo realizados por Pinto, Faria e Lambert (2002)
foram avaliados diversos clones quanto a resisténcia a pinta-preta ¢ seus
resultados também foram coincidentes com a avaliagdo in vitro realizada no

presente estudo. Os clones PRM 51, PRM 177, PRM 516 ¢ PRM 530, que se
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mostraram resistentes em campo, também foram classificados, in vitro, como
resistentes, pela escala de notas de Van der Waals, Korsten e Slippers (2004).

Cinco dos clones DGN avaliados foram considerados resistentes para
todos os isolados inoculados. Porém, destaque deve ser dado ao clone DGN 24-
02, que obteve média geral inferior a da Aracy, sugerindo um bom nivel de
resisténcia a pinta-preta. O comportamento desse clone foi coincidente com o
observado por Neder et. al (2010), em experimentos conduzidos em campo,
utilizando a cultivar Chiquita como padrdo de resisténcia. Os clones DGN 39-
08, DGN 27-03 ¢ DGN21-10 apresentaram o mesmo comportamento in vitro,
quando comparados com os dados observados em campo pelos mesmos autores,
sendo considerados como resistentes.

Os clones CTB ¢ CBM ainda ndo haviam sido avaliados quanto a
severidade da pinta-preta. Destes clones, apenas o CBM 09-10 ¢ o CTB 40-12
foram considerados suscetiveis, enquanto trés CBM e o CTB 38-38 foram
resistentes. Vale ressaltar que os clones CBM sao considerados promissores para
o programa de melhoramento da UFLA, ja que apresentam caracteristicas
agrondmicas desejaveis, como alto teor de matéria seca de tubérculos, alta
porcentagem de tubérculos graudos e, principalmente, tolerdncia ao calor,
caracteristica essa muito importante para o plantio da cultura da batata no Brasil.
Quanto a resisténcia a doencas, alguns desses clones tém maior nivel de
resisténcia a podriddo-mole dos tubérculos, doenga causada pela bactéria
Pectobacterium carotovorum (antiga Erwinia) (SILVA; PINTO; FIGUEIRA,
2000) e o clone CBM 24-06 possui resisténcia extrema ao PVY (RIBEIRO et
al., 2009).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram aqueles obtidos, em casa
de vegetacdo, por Rodrigues e Mizubuti (2009), em que plantas de batata foram
inoculadas com A. grandis e A. solani e apresentaram sintomas ¢ intensidade de

doenca semelhantes. Os mesmos autores comentam que o conhecimento das
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mudangas na populagdo de Alternaria spp. tem grande importancia nos aspectos
relacionados a etiologia, ao manejo de epidemias e as diretrizes dos programas
de melhoramento, visando a resisténcia a pinta-preta.

De forma geral, a avalia¢do para resisténcia a pinta-preta ¢ realizada em
campo e em casa de vegetacdo, onde as plantas sdo submetidas tanto a infecgao
natural quanto a inoculacao artificial por suspensdo de conidios (NACHMIAS
et. al., 1988). Entretanto, esta ltima ¢ limitada pela dificuldade de se produzir
esporos suficientes de Alternaria spp. para inoculacdo de genotipos em larga
escala. Dessa forma, torna-se necessaria a utilizacdo de uma metodologia de
inoculagdo artificial eficaz, que permita a avaliagdo de um grande numero de
gendtipos, contribuindo, assim, com o melhoramento, na obtengdo de cultivares
resistentes.

Como ja mencionado, os resultados obtidos neste trabalho foram
coincidentes com os relatos da literatura para os isolados de A. solani, ja que
inexistem informagdes sobre a reacgdo a isolados de A. grandis. Dessa forma, a
avaliagdo de genotipos de batata in vitro mostrou-se viavel e de facil execugdo
como um método de selecdo precoce visando a resisténcia a pinta-preta. No
entanto, estudos complementares devem ser realizados no intuito de determinar

os componentes epidemioldgicos, para maior acuracia das informagdes obtidas.
4.2 Comparagcao entre as espécies A. solani e A. grandis
4.2.1 indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)

A analise de varidncia dos dados médios do IVCM dos cinco isolados de
Alternaria spp. avaliados permitiu inferir que houve diferenca significativa entre

eles. O coeficiente de variacdo foi de 2,81%, indicando uma boa precisdo

experimental.
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Foi realizada a comparacdo entre as médias do IVCM, pelo teste de
Scott e Knott (1974), a P<0,05, que separou os isolados em dois grupos
distintos, quanto a velocidade de crescimento micelial (Tabela 4). Os grupos
foram divididos de acordo com a espécie: o grupo A, que apresentou maior
IVCM, representado por isolados de A. grandis e o grupo B, que apresentou
menor IVCM, formado por isolados de A. solani. O IVCM variou de 1,02
cm/dia (As 14) a 1,97 cm/dia (Ag 169). Nao hd nenhum relato considerando
crescimento micelial e TIVCM em isolados de A.grandis. Todos os dados
encontrados referem-se a experimentos em que foram utilizados isolados de A.
solani.

Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com relatos da
literatura quanto a amplitude dos dados de velocidade de crescimento micelial
para isolados de A.solani. (MICHEREFF et al., 2003; KUMAR, 1998). Nesses
estudos, o intervalo observado para o IVCM foi de 0,7 cm/dia a 1,80 cm/dia.
Quanto aos dados obtidos para os isolados de A.grandis, ¢ possivel inferir que
apresentaram crescimento mais rapido quando comparados aos isolados de
A.solani, o que pode ser confirmado pelos valores superiores de IVCM,
revelando a existéncia de variabilidade entre as duas espécies para esta

caracteristica.

Tabela 4 Notas médias do IVCM (cm/dia) dos cinco isolados de Alternaria spp.,
pelo teste de Scott & Knott a P<0,05

Isodados IVCM
Ag 169 1,97 A*
Ag 260 1,95A
Ag 220 1,94 A

As 22 1,06 B
AS 14 1,02 B

* Médias com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes, de acordo com o
teste de Scott e Knott (1974), a P<0,05



39

De acordo com as equacdes de regressdo (Grafico 1) obtidas e os
respectivos valores de R?, observa-se que os dados de crescimento micelial se
ajustaram ao modelo linear. Chamam a ateng@o os valores de b que foram de
magnitudes semelhantes entre os isolados avaliados, principalmente os da
mesma espécie. Ja os valores de a foram de magnitudes superiores para os
isolados de A. grandis, quando comparados com os isolados de A. solani.,
indicando que estes isolados apresentaram crescimento inicial mais rapido.
Portanto, os isolados de A. Grandis apresentaram colénias com didmetros
maiores, quando comparados com os isolados de A. solani.

Vale ressaltar que os isolados de A. grandis e A. solani apresentaram
comportamento diferenciado em relagdo a velocidade de crescimento micelial, o

que ndo ocorreu em relacdo a agressividade dos mesmos.
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Grafico 1 Regressdo do crescimento micelial dos isolados de Alternaria spp. A:
crescimento micelial do isolado Ag 260, B: crescimento micelial do
isolado Ag 169, C: crescimento micelial do isolado Ag 220, D:
crescimento micelial do isolado As 22 e E: crescimento micelial do

isolado As 14
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4.2.2 Grupos de compatibilidade micelial (GCM’s)

Foram avaliadas 15 combinagdes de pareamentos dos cinco isolados de
Alternaria  spp. Deste total, aproximadamente 87% apresentaram
compatibilidade micelial. O restante dos pareamentos apresentou a zona de

reacao, sendo, portanto, incompativeis (Tabela 5).

Tabela 5 Reagdo de compatibilidade e incompatibilidade micelial entre os
diferentes isolados avaliados

Isolados Ag 169 Ag 260 Ag 220 As 22 As 14
Ag 169 + + + + +
Ag 260 + + + + +
Ag 220 + + - + +
As 22 - + + + +
As 14 + + + + +

+: reagdo de compatibilidade
-: reacdo de incompatibilidade

Dentre os pareamentos avaliados, o Ag220 x Ag220 apresentou
autoincompatibildade e 0 Agl169 x As22 foi incompativel (Figura 3). De acordo
com Saupe (2000), os resultados obtidos no presente estudo sdo coerentes, ja que
interagdes incompativeis podem ocorrer frequentemente entre os isolados de

uma mesma populagdo, bem como de populagdes distintas.
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Figura 3 Exemplos de pareamento dos isolados de Alternaria spp. A:
Compatibilidade  entre  isolados de A. grandis B:
Autoincompatibilidade do isolado Ag 220

Van der Walls, Korsten e Slippers (2004), ao analisarem os grupos de
compatibilidade micelial de 53 isolados de A. solani, observaram a formag&o de
6 grupos contendo varios isolados e 13 isolados ndo formaram grupos.

Oliveira (2007) avaliou 60 isolados de A. solani quanto a
compatibilidade micelial, observando que todos apresentaram capacidade de
serem compativeis micelialmente com os demais, sendo formados 36 grupos
quanto a caracteristica avaliada.

De acordo com Glass, Jacobse e Shiu (2000), as reagdes de
incompatibilidade podem estar relacionadas a um sistema de autodefesa,
responsavel por limitar a passagem de elementos infecciosos e/ou prevenindo a
exploracdo por nucleos mal adaptados. Ja a compatibilidade micelial é um pré-
requisito para a ocorréncia do ciclo parassexual, que ¢ um mecanismo de
recombinagdo genética em fungos que ndo se reproduzem sexuadamente, como
os do género Alternaria (LOGUERCIO-LEITE, 2004), possibilitando a
formacgao do heterocario, o que amplia a variabilidade genética da populag@o.

A ocorréncia de compatibilidade micelial entre isolados de A. grandis e

A. solani é uma evidéncia de que ha a possibilidade de ocorrer o ciclo
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parassexual entre essas espécies. No entanto, como ja mencionado, a
compatibilidade micelial ¢ apenas o primeiro passo para que ocorra a formagao
do heterocario. Portanto, trabalhos de avaliacdo de grupos de compatibilidade
vegetativa entre as duas espécies deverdo ser realizados, visando elucidar a

possivel ocorréncia de recombinagao por meio do ciclo parassexual.
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5 CONCLUSOES

a)

b)

d)

A metodologia de avaliagdo precoce in vitro da reagdo dos
genotipos de batata a pinta-preta foi eficiente tanto para isolados de
A. grandis quanto para isolados de A. solani.

Os isolados de A. grandis e de A. solani apresentaram
comportamento semelhante quanto a agressividade.

Os isolados de A. grandis apresentaram IVCMSs superiores e,
portanto, apresentaram crescimento mais rapido, quando
comparados aos isolados de A. solani.

A ocorréncia de compatibilidade micelial entre isolados de A. solani

¢ A. grandis indica a possivel ocorréncia do ciclo parassexual.
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