INTERACOES PATOGENO/HOSPEDEIRO E O POTENCIAL DAS -
TECNICAS DE SELECAO IN VITRO NA OBTENGAOQ DE PLANTAS RESISTENTES A MOLESTIAS
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RESUMO- Qs pat6genos eslabelecem com as plantas complexos padrbes de interagdes, os quais podem ser compatfveis ou
nio. Considerando as diferentes plantas que suprem as necessidades alimentares humanas diariamente, e as moléstias causa-
das por virus, bactérias, fungos e nematdides que podem atacé-las, € possivel perceber que o ndmero de combinagBes patégéno/
hospedeiro que pode ecorrer é muito grande. Além disto, a troca de alimento entre regides (introduges) e a monocultura
intensiva auxiliaram na disseminagdo e evolugio destas combinagdes. Com o avango das técnicas de cultura de tecidos; que
permitem controle ambiental e andlise de grande quantidade de material genético em pequeno espago, existe maior facilidade
na anglise das interagdes patégeno/hospedeiro, auxiliando programas de melhoramento genético no desenvolvimento de
cultivares resistentes a moléstias. '
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HOST/PATHOGEN INTERACTIONS AND POTENTIAL OF
IN VITRO SELECTION TECHNIQUES TO OBTAIN DISEASE RESISTANT PLANTS

ABSTRACT- Pathogens establish complex interactions patterns with plants, which can be compatible or not. Considering
the different plants which daily supply human needs, and all diseases caused by viruses, bactetia, fungi and nematodes which
can cause damage to thesc plants, the number of host/pathogen combinations is immense. Besides that, the exchange of plants
between different regions and the intensive system of agriculture helped the dissemination and evolution of these combinations.
Tissue culture techniques, which provide a efficient control of the environment conditions, and turn possible to analyze a
wide number of genetic material in restrict space, can help the study of host/pathogen interactions, and breeding programs on
the development of discase-resistant plants.
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INTRODUCAO

Para tornar mais 4gil e eficiente a obtengéo de cul-
tivares resistentes a moléstias, em programas de me-
lhoramento a campo, é necessirio o conhecimento
aprofundado da genética que rege o controle do
patégeno. Assim, 0 melhorista tem condi¢des de mani-
pular constituigdes genéticas que evidenciem um acen-
tuado controle sobre o desenvolvimento do patégeno.
Ha4 casos em que a anélise da interagiio patégeno/hos-
pedeiro £ dificultada pela presenca de multiplas varid-
veis, entre as quais se inclui o ambiente, o patégeno e a
prépria planta. O uso de téenicas de selegéo in vitro fa-
cilita e agiliza bastante tanto o conhecimento da consti-
tuigdo genética como a selegio de gendtipos de plantas
resistentes, visto que possibilita um acentuado controle
sobre o ambiente e sobre a variabilidade do pat6geno.

DESENVOLVIMENTO

1. Interagio patégeno/hospedeire

Segundo o Commitee on Technical Words (1940)
e a Federation of British Plant Pathologists (1973), ci-
tados por ALEXANDER (1993), o termo resisténcia
pode ser conceituade como “a habilidade que um orga-
nismo possui de se defender ou se opor 2 agdo de um
fator prejudicial ou patogénico”. Esta ampla defini¢do
inclui tanto o efeito da planta no atraso do desenvolvi-
mento do patégeno, como a capacidade que a planta
tem de funcionar normalmente apesar de altos niveis da
moléstia.

De modo geral as populagdes naturais de plan-
tas sio polimérficas para resisténcia A a¢do dos diver-
sos pat6genos. A efetividade desta resisténcia € limita-
da porque os patégenos, por sua vez, também sdo
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polimérficos para a viruléncia, e podem escapar da re-
sisténcia da planta. Estes polimorfismos parecem ser
mantidos por continuos ciclos de coevolugio dentro das
populagdes, combinado com ocasional fluxo de novos
genes de resisténcia e de viruléncia vindos de popula-
¢Oes distantes (FRANK, 1992). Antes da intervengéo
do homem, as associa¢bes parasfticas fungo/planta es-
tavam confinadas a comunidades restritas. Mediadas
inadvertidamente pela a¢io do homem desde tempos
pré-histéricos, através da agricultura, exploragdo e in-
trodugdio de plantas, estas associa¢es mostraram ser
capazes de rdpida disseminagio através dos continen-
tes, com subseqiiente evolugio de comunidades
patogénicas (DICK, 1988).

As interagQes entre as plantas e os patégenos po-
dem ser agrupadas em compatfveis, quando o hospe-
deiro € suscetivel e o patégeno é virulento, ou incom-
pativeis, quando o hospedeiro é resistente e o patégeno
¢ avirulento (LINDSAY et al., 1993). Apesar de, not-
malmente, as plantas serem resistentes & maioria dos
pat6genos, por possuirem um amplo arranjo de compo-
nentes constitutivos de defesa efou bloquearem fisica-
mente a entrada de microrganismos, muitas plantas cul-
tivadas sio suscetiveis a um determinado nimero de
patGgenos capazes de causar enormes perdas na produ-
tividade. Além da constante coevolugdo patégeno/hos-
pedeiro, particularmente em face da pressio de selegio
exercida pela monocultura, existe também a possibili-
dade de que interagdes incompativeis planta/patégeno
evoluam para interagGes compativeis (CHASAN, 1594).
H4 exemplos cléssicos de devastagbes em culturas
provocadas por patSgenos, principalmente por fungos.
Um deles € o caso da epidemia que dizimou as planta-
¢des de batata na Europa, no século X1X, pelo fungo
Phytophtora infestans, causando ampla carestia e pre-
cipitando ondas de emigragio na Irlanda e outros pai-
ses, Para plantas de reprodugao vegetativa, o patégeno
passa diretamente de uma geragao para outra, causando
perda gradual de rendimento e/ou qualidade. Isto pode
fazer com que variedades altamente produtivas de bata-
ta, ou outras plantas de reprodugio vegetativa deixem
de ser utilizadas. Atualmente as moléstias causadas por
fungos permanecem corno um dos principais fatores
limitantes para a produtividade das culturas através do
mundo (LAMB et al., 1992).

A andlise genética das interagfes incompativeis
patégeno/hospedeiro revelou que elas podem ser colo-
cadas em duas categorias distintas, baseado em suas
propricdades genéticas (BRIGGS e JOHAL, 1994).
Uma das calegorias € a relagdo gene-a-gene, descrita
por FLOR (1946), onde a incompatibilidade acontece
gquando uma planta possui um gene dominante de resis-
téncia que corresponde a um gene de aviruléncia (avr)
em um determinado patégeno. A resposta de defesa, que
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previne a infecgio, se d4 a partir do momento em que a
planta “reconhece” um particular produto do patégeno
controlado pelo gene avr. Estes produtos do gene avr
implicados na percepgio do ataque pela planta abran-
gem um grupo de moléculas coletivamente chamadas
de elicitores. Ap6s terem detectado a presencga do
patégeno, as plantas respondem ao ataque através da
inducio de proteinas de defesa. Estas protefnas inibem
o desenvolvimento do patdgeno através de alguns me-
canismos, como a digestdo das paredes celulares do fun-
g0, a fertificagio das paredes celulares da planta e/ou a
biossintese de compostos antimicrobianos, as
fitoalexinas. Freqilentemente a primeira reagio de de-
fesa & a resposta hipersensivel, que envolve uma necrose
localizada devido A morte rdpida de poucas células ao
redor do local da penetragio, as quais liberam compos-
tos antimicrobianos (LINDSAY et al.,1993). Para um
patdgeno vencer esta resisténcia, deve perder a fungio
do gene avr (CHASAN, 1994). Na segunda categoria
de interagdo incompativel, a planta & capaz de prevenir
a atividade dos fatores de compatibilidade, produzidos
pelo patégeno, que sdo necessirios para que ele invada
o hospedeiro, tais como as toxinas. Neste caso, uma
perda da fungdo do gene niio poderia tornar o patégeno
infeccioso; somente o ganho de um novo fator de com-
patibilidade poderia fazé-lo (BRIGGS e JOHAL, 1994),
O primeiro gene de resisténcia que foi clonado em plan-
tas, 0 Hm1 do milho, participa de uma interagdo deste
tipo (JOHAL e BRIGGS, 1992). O produto deste gene
¢ uma redutase que inativa a toxina HC, um tetrapeptidio
ciclico produzido por ragas do fungo Cochliobolus
carbonum (forma perfeita de Helminthosporium
carbonum), patogénico no milho que porta o gene Hm1,
e que & necesséria para o sucesso da infecgio (CHASAN,
1994).

Fitotoxinas, representando diversas classes de com-
postos quimicos, tém sido isoladas de bactérias e fun-
gos fitopatogénicos, sendo suas estruturas bem caracte-
rizadas (STROBEL, 1974), Muitos fungos necrotr6ficos
secretam toxinas capazes de ripida difusio através dos
tecidos do hospedeiro, ativando muitas das respostas
de defesa da planta. Tais fitotoxinas podem ser consi-
deradas como hyperelicitors, provocando as respostas
de resisténcia no avango do fungo. Além disso, a liga-
¢do de fitotoxinas e elicitores s células da planta pare-
ce acontecer de forma semelhante (BELL, 1981). Por
exemplo, Helminthosporium sacchari produz a toxina
helminthosporoside, que, parcialmente purificada, se
liga mais rapidamente e em maiores quantidades 3 mem-
brana plasmatica de cultivares de cana-de-agicar sus-
cetiveis do que A membrana de cultivares resistentes. A
ligagAo é intermedidria em cultivares com niveis. médi-
os de resisténcia (STROBEL, 1979).
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2. Técnicas de selegio in vitro aplicadas a in-
teracao patégeno/hospedeiro :

A cultura de tecidos € uma alternativa que vem
sendo muito utilizada no estudo das interagdes patégeno/
hospedeiro e no desenvolvimento de cultivares resis-
tentes a moléstias, bem como em outros trabalhos na
frea de melhoramento de plantas (produgio de plantas
hapléides, variedades resistentes a estresses abidticos,
plantas transgénicas, plantas livres de virus por cultivo
de meristemas). Uma grande vantagem que esta técnica
oferece & a possibilidade de se controlar os efeitos da
varidvel ambiente, visto que em estudos a campo a pre-
cisdo geralmente é reduzida pela variagfio entre locais e
por flutuagdes climéticas de ano a ano. Além disto, cul-
turas in vitre permitem a utilizagfio de um grande nd-
mero de gendtipos ao longo do ano, € em um espago
relativamente pequeno (WOLF e EARLE, 1990).

Trabalhos envolvendo resisténcia a moléstias
in vitre incluem o uso de calos e protoplastos, sendo
utilizados diversos tipos de agentes seletivos: toxinas
produzidas pelo patégeno, total ou parcialmente
purificadas, filtrados de culturas do organismo, e até
mesmo o préprio patégeno. As toxinas tém sido bas-
tante utilizadas devido & sua simplicidade - uma sim-
ples molécula ao invés de um organismo - e pela possi-
bilidade de conseguir expor todas as células a uma do-
sagem uniforme, 0 que € praticamente impossivel quan-
do o patdgeno é usado como agente seletivo (DAUB,
1984).

A correlacio entre a resisténcia a um patgeno
e a resisténeia A sua toxina é um pré-requisito funda-
mental para o uso de fitotoxinas (BEHNKE, 1980). A
associagdo da fitotoxina com o processo da moléstia tem
sido feito, em vérios casos, por isolamento da toxina do
tecido infectado, e correlagfo entre a patogenicidade do
organismo ¢ a sua produgio de toxina (STROBEL,
1974). LUKE e WHEELER (1955} foram os primeiros
a usar fitotoxinas em estudos de resisténcia, selecionan-
do aveia através do uso da toxina de Helminthosporium
victorige. A sele¢do com esta toxina, denominada
victorina, demonstrou que a resisténcia ao patégeno pode
ser selecionada em culturas de tecido de aveia (RINES
e LUKE, 1985; HANDEL, 1996). )

Diversos trabalhos envelvendo selegio in vitro
para resisténcia a moléstias vém sendo desenvolvidos
desde a década de 70. Plantas de alfafa regeneradas a
partir de cultura de tecidos foram avaliadas para resis-
téncia a filtrados téxicos de Fusarium oxysporumf£. sp.
medicaginis e para resisténcia ao préprio patégeno, ha-
vendo uma alta correlagio entre elas (ARCIONI et al,
1987). Plantas de trigo e de cevada regeneradas de ca-
los que sobreviveram ao tratamento com filtrados t6xi-
cos de Helminthosporium sativum submetidas a testes
in vivo com o pat6geno apreseniaram também uma
menor sensibilidade & presenga do organismo
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(CHAWLA e WENZEL, 1987). O uso de filtrados de
H. sativumem calos jovens de trigo é uma metodologia
adequada para identificar e selecionar genétipos resis-
tentes & moléstia causada pelo fungo, através da avalia-
¢do do crescimento dos calos, que permite com preci-
sio distinguir 0s gen6tipos em relagio a sua reagio ao
patégeno (CRISTALDO,1993; BARBIERI, 1995).

Foi obtido sucesso para resisténcia a moléstias
em trabalhos que utilizaram filtrados téxicos de
Phytophtora infestans em calos de batata (BEHNKE,
1979; BEHNKE, 1980) e filtrados de Xanthomonas
campestris  pv. pruni em calos de péssego
(HAMMERSCHLAG, 1988).

Também foi realizada sele¢do com a toxina de
Drechslera maydis em calos de milho (BRETTEL et
al., 1980), as toxinas de Pseudomonas syringaee Alter-
naria alternata em protoplastos de fumo
(THANUTONG et al.,, 1983), a toxina de Fusarium
oxysporumem calos e protoplastos de tomate (SHAHIN
e SPIVEY, 1986), a toxina de Phoma lingam em colza
(SJODIN e GLIMELIUS, 1989) e a toxina de H.
carbonum em milho (WOLF e EARLE, 1950).

Utitizando o patégeno Phytophtora parasitica
var. nicotianae em culturas de calos de fumo, DEATON
et al. (1982) concluiram que a expressio da moléstia in
vitro parece estar amplamente correlacionada com sua
expressdo ao nivel global da planta.

Filtrados t6xicos de Fusarium eumartii apli-
cados a plantas adultas e plntulas de batata cultivadas
in vitro induziram sintomas similares Aqueles provoca-
dos pelo fungo em si (BOTTA et al., 1994). MENDES
et al. (1994) utilizaram filtrados téxicos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense em calos derivados de 4pices
meristematicos de bananeira com o objetivo de avaliar
a resposta da planta ac fungo. Os autores salientam a
possibilidade da utilizagio de técnicas semelhantes para
determinar a patogenicidade de isolados, a resposta bi-
oquimica do hospedeiro 2s substincias téxicas produ-
zidas pelo patégeno, além de selecionar para resistén-
cia a moléstias. :

CONCLUSOES

As fitotoxinas, especialmente as que s@o espe-
cificas a determinados hospedeiros, t8m provado ser
muito tteis na andlise das interagdes patdgeno/hospe-
deiro. As toxinas também parecem ter utilidade em al-
guns estudos das atividades de plantas sadias, sem men-
cionar sua grande importincia em programas de me-
Ihoramento, na realizagio de screening de plantas a se-

rem selecionadas.

As técnicas de selegdo in vitro apresentam a
grande vantagem de possibilitar um controle das varid-
veis de ambiente, principalmente evitando que outros
microrganismos entrem em contato com as plantas tes-
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tadas, o que poderia mascarar o efeito do patégeno em
questdo. Além de proporcionar uma forma eficiente de
selecionar gen6tipos resistentes, o uso de técnicas de
selegdo in vitro é bastante adequado para a realizagio
de anélises da interagio patégeno/hospedeiro.

Para explorar o potencial atual da técnica e
possibilitar sua futura ampliagdo, € necessiric conhe-
cer profundamente o processo de formagio de calos da
espécie em questdo, e a produgiio de metabdlitos pelo
patégeno que possam ser utilizados como fator de sele-
¢ao. Em espécies como o trigo, onde h4 formagio de
calos bastante homogéneos e embriogénicos, esta téc-
nica é bastante eficiente, enquanto que em culturas como
a aveia, com formacfo de calos desuniformes, surgem
vérias limitagbes na anélise dos resultados. E essencial
também que a reagdo apresentada pelo hospedeiro a este
metabdlito in vitro tenha correlagio com a reagio A
moléstia causada pelo patdgeno in vivo.
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