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1. INTRODUCAQ

Em associagdes incompativeis patégeno-hospedeiro, mormente naquelas que
resultam em resposta hipersensivel da planta, geralmente ocorre a producao de fi-
toalexinas (1, 4, 11). Comumente, tanto a sintese como o actimulo de fitoalexinas
ocorrem com muito mais intensidade nas associagoes incompativeis (2, 12, 13, 18).
Parece haver correlacdo entre tempo ap6s o estimulo e acamulo de fitoalexinas,
tanto para eleciadores bi6ticos como para eliciadores abi6ticos. LYON e WOOD
(12), inoculando folhas de feijoeiro com ragas de Pseudomonas phaselicola, obser-
varam que as fitoalexinas cumestrol e phaseolina podiam ser detectadas pouco
tempo apés a inoculagdo. A concentragio desses compostos aumentava exponen-
cialmente ap6s alguns dias, tendendo a permanecer estavel, ou decrescer, poste-
riormente.

O objetivo deste trabalho foi estudar a dindmica de producio e acimulo de fi-
toalexinas, em relagdo ao tempo, em folhas de fumo inoculadas do patdgeno in-

compativel Pseudomonas syringae, pv. pisi.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Planias-teste

Sementes de fumo (Nicotiana tabacum, cv. ‘Turkish’) foram semeadas em casa
de vegetacfio do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigo-
sa. Passados 30 dias, as mudas foram transplantadas para sacos de polietileno,
com solo rico em matéria organica, previamente esterilizado com brometo de
metila.

2.2. Origem e cultivo dos microrganismos-leste

As culturas fangicas e bacterianas usadas neste trabalho eram originérias da
colecdo de culturas do Departamento de Fitopatologia da UFV. Os fungos foram
cultivados em meio de BDA (20) e as bactérias em meio de KADO 523 (16): caseina
4cida hidrolisada, 8 g; extrato de levedura, 4 g; K2HPO4, 2 g; MgS04-TH20, 0,3 g;
agar, 15 g; dgua destilada, 1000 ml. Todas as culturas foram preservadas em gela-
deira, a 49C, e as incubacdes realizadas a 28°C.

2.3. Inoculacdo das planias-teste

Pseudomonas syringae, pv. pisi, fol repicada para meioc de KADO 523 (16) e in-
cubada, a 28 °C/24-48 h. Foi preparada uma suspenséo de células bacterianas em
4gua estéril, suspenséo cuja concentracgio foi ajustada, em espectrofotometro,
para DOs50 = 1,0 , 0 que corresponde a, aproximadamente, 109 células/ml. De sete
a oito folhas completamente desenvolvidas de cada planta foram infiltradas da
suspensio bacteriana, por meio de agulha hipodérmica (9, 10, 17). Como controle,
foram utilizadas plantas infiltradas de 4gua. Apds a inoculagéo, as plantas foram
mantidas em condi¢des ambientes de laboratério.

2.4. Oblencdo de extraios da plania-teste inoculada

Foi utilizada a técnica de difusdo facilitada, idealizada por KEEN (6, 7) e utili-
zada por SILVA (18) e SILVA e Romeiro (19) em trabalho semelhante. Secgbes de
limbo foliar previamente inoculadas foram imersas em etanol, a 40%, infiltradas, a
vacuo, e deixadas sob agitacdo por 12 h, 4 temperatura ambiente. Passado esse
tempo, o tecido vegetal foi removido, por filtracdo, e o extrato etandlico concen-
trado, em rotavapor, para um terco do volume original. A seguir, o extrato concen-
trado passou por extracio, com acetato de etila p.a. A fragdo acetato de etila foi,
entdo, evaporada, até a secagem completa, ressuspensa em pequeno volume do
mesmo solvente (0,5 ml/g de tecido fosco) e armazenada em congelador, até o
momento de utilizacdo.

Como o objetivo do trabalho foi estudar a dinamica de produgao e acumulo de
fitoalexinas em relacdo ao tempo, foram feitas extracoes 0, 6, 12, 24, 48 e 72 h apés
a inoculacgéo. Em todos os casos, partiu-se de 10 g de tecido inoculado.

2.5. Bioensaios ulilizados
A quantificacfo de fitoalexinas, em relacdo ao tempo de inoculacéo, foi feita

pelo uso de bioensaios, quando Thielaviopsis paradoza e Corynebacterium michi-
ganense, pv. michiganense, foram escolhidas como organismos-teste. Na bioauto-
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grafia (1, 2, 3, 8, 18) foi utilizada T. paradora como microrganismo-teste. Para
tanto, foram usadas placas de silica-gel, para cromatografia de camada fina (20 x
20 cm, com 0,25 mm de espessura, com indicador de fluorescéncia) (18, 19). Amos-
tras de 40 ul de cada extrato foram aplicadas em pontos espagados de 4 cm, sobre
uma linha paralela ao bordo inferior da placa, a 2 cm deste. O sistema de solven-
tes utilizados foi cloroférmio/acetona/NH4OH (50 v: 50 v: 1 v), conforme KEEN (6),
e a corrida cromatografica foi interrompida quando o solvente havia passado 15
cm além da deposi¢do das amostras. Feito isso, os cromatogramas foram secos e
levados a um espessor de camadas, onde receberam um filme uniforme, de 1 mm
de espessura, de BDA semi-sélido, fundente, com conidios de T paradoza. Para
tanto, 25 ml de suspenséo de conidios, com 2 x 106 conidios/ml, foram adicionados
a 75 ml de meio. Apés a solidificacdo do meio, as placas foram mantidas em cama-
ra umida, a temperatura ambiente, por 48 h, quando as 4reas dos halos de inibi¢do
foram estimadas.

No bioensaio aqui denominado bioensaio em placa (5) foram utilizados tanto
T. paradoza como C. michiganense, pv. michiganense, como organismos-teste.
Para tanto, 10 ml de meio de KADO 523 (16) foram vertidos em placas de Petri.
Apos a solidificagao, foram vertidos 4 ml de meio semi-sélido, ao qual células dos
organismos-teste haviam sido incorporadas, para formar uma sobrecamada. Dis-
cos esterilizados de papel de filtro (6 mm de didmetro) foram embebidos de 40 ul
de extratos obtidos em diferentes perfodos de tempo apés a inoculacio. Apoés a
evaporacao do solvente, os discos foram depositados na superficie da sobrecama-
da, as placas incubadas, a 28°C, e estimados os diametros dos halos de inibicéao,
apos 24 h (bactéria) ou 48 h (fungo). Discos embebidos de acetato de etila foram
usados como controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado dos bioensaios, empregados na quantificacdo das substancias
com propriedades antimicrobianas presentes nos extratos, obtidos em diferentes
periodos de tempo ap6s a inoculacao, acha-se na Figura 1 (A, B e C). O exame das
figuras sugere que as curvas siao semelhantes, no sentido de que todas indicam
que a producao de fitoalexinas inicia-se rapidamente e atinge um méximo, para,
depois, permanecer estével, ou decrescer. Resultados anilogos foram obtidos por
CHEEMA e HAARD (3) e REILLY e KLARMAN (15), estudando a producdo de fi-
toalexinas, por plantas, como resposta a eliciadores abiéticos. Também O BRIEN
e WOOD (14), assim como LYON e WOOD (12), observaram resultados semelhan-
tes quando plantas de feijoeiro foram inoculadas de uma raga incompativel de P.
phaseolicola.

Com relacdo aos biocensaios com T. paradoza, a técnica de bioautografia foi
mais sensivel, permitindo a detecgao de fitoalexinas 6 h apés a inoculacio, ao
passo que o bioensaio em placas sé permitiu essa deteccdo 12 h ap6s a inoculagéo.
No caso de C. michiganense, pv. michiganense, nio foi utilizada bioautografia, de-
vido a ocorréncia de alta taxa de contaminacdes, o que confundia e comprometia
os resultados. Todavia, o bioensaio em placas foi suficientemente sensivel para de-
tectar fitoalexinas 6 h apés a inoculacio.

Feita a infiltracéo de folhas de fumo com o patégeno incompativel P. syringae,
pv. pisi, os tecidos do limbo foliar permaneceram com aspecto normal algumas
horas depois. Contudo, 24 h apos, visualizava-se acentuado dessecamento e
necrose dos tecidos inoculados. E possivel que haja uma correlaciao entre necrose
e acimulo dessas substdncias antimicrobianas (2) nos tecidos, com resposta hiper-
sensivel ao patégeno incompativel.
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FIGURA 1 - Producdo e acimulo de subst@ncias com propriedades
antimicrobianas em plantas de fumo inoculadas de
Pseudomonas syringae, pv. pisi, detectdveis pelouso
de trés organismos-teste em biocensaio. A = Bioauto-
grafia com Tielaviopsis paradoxa. B = Bioensaio em
placas com T. paradoza. C = Bioensaio em placa com
Corynebacterium michiganense, pv. michiganense.

4. RESUMO

Folhas de fumo foram inoculadas da fitobactéria incompativel Pseudomonas
syringae, pv. pisi, por infiltracio com seringa hipodérmica. Zero, 6,12,24,48e72h
ap6s a inoculagéo, secgdes de limbo foliar infiltradas foram colhidas e submetidas
a extracéo, pelo método de difusdo facilitada, em etanol, a 40%. Os difusatos, con-
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centrados em rotavapor e fracionados em acetato de etila, tiveram a atividade
antimicrobiana testada contra Thielaviopsis paradoza (bicautografia e bioensaio
em placa) e Corynebacterium michiganense, pv. michiganense (bicensaio em pla-
ca). A concentracgao de compostos com atividade antimicrobiana, em todos os ca-
sos, foi nula no momento da inoculacéo (tempo zero), tendendo a aumentar com o
tempo, permanecendo estavel, ou decrescendo, apos 12-24 horas.

5. SUMMARY

(PRODUCTION AND ACCUMULATION OF SUBSTANCES WITH
CHARACTERISTICS OF PHYTOALEXINS IN TOBACCO
LEAVES INNOCULATED WITH THE INCOMPATIBLE
PATHOGEN Pseudomonas syringae pv. pisi
IN RELATION TO TIME)

Tobacco leaves were innoculated with the incompatible pathogen Pseudomo-
nas syringae pv. pisi by using the leaf infiltration technique. After 0, 6, 12, 24, 48,
and 72 hours infilirated leaf tissue was harvested and extracted by the facilitated
diffusion technigue in 40% ethanol. The diffusates were concentrated in a flask
evaporator and extracted with ethyl acetate. Quantification of antimicrobial
activity in the extracts was then performed by using bioassays against Thiela-
viopsis paradoza (bioautography and paper disc method) and Corynebacterium
michiganense pv. michiganense (paper disc method). The concentration of antimi-
crobial compounds was undetectable at zero time but showed a tendency to
increase after some hours, remaining stable after 12-24 hours.
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