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RESUMO

Coqueiro DSO. Atividade de quitosanas e da fracao polissacaridica
de babosa para o controle da mancha bacteriana (xanthomonas
gardneri) e pinta preta (alternaria solani) em plantas de tomate.
Floriano6polis; 2010. [Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pos-
Graduagdo em Biotecnologia da UFSC].

O polissacarideo quitosana tem demonstrado potencial para o controle de
doencas em plantas, e a babosa apresenta em sua composi¢do substancias
que exibem propriedades antimicrobianas e podem atuar como eliciadores
na indugdo de mecanismos de defesa das plantas. O presente trabalho foi
conduzido com o intuito de verificar o efeito da quitosana no controle de
duas importantes manchas foliares do tomateiro: mancha bacteriana e
pinta preta. Adicionalmente, observou-se a atividade de uma fragdo
polissacaridica da babosa (FPA) sobre Xanthomonas gardneri e no
controle da doenga. Utilizou-se uma quitosana comercial (Qcom), uma de
baixo (Qbpm) e outra de médio peso molecular (Qmpm) e evidenciou-se
um efeito antimicrobiano desses polissacarideos sobre X. gardneri e
Alternaria solani. Houve uma prote¢do média das plantas contra a
mancha bacteriana de 67 %, conferida pelas quitosanas, com os melhores
resultados obtidos com a Qbpm a 3 mg/mL, aplicada aos 3 dias antes da
inoculagdo com a bactéria. O perfil espectrofotométrico de plantas
tratadas com Qbpm mostrou um aumento da absorbancia entre os
comprimentos de onda de 280-300 nm, indicando que a quitosana pode
ter induzido as plantas a sintetizarem diferentes classes de compostos em
resposta a fitobactéria. A analise de compostos fenolicos totais e
flavondides corroboram os resultados obtidos na varredura
espectrofotométrica, mostrando aumento significativo desses metabolitos
aos 3 dias apds a inoculagdo. Analises enzimaticas mostraram aumento na
atividade de peroxidases e fenilalanina amonia-liase em plantas tratadas
com a Qbpm. Niao foi observado controle da pinta preta pelas quitosanas.
Quanto a atividade da FPA, ndo houve um efeito antimicrobiano sobre X.
gardneri, em contrapartida, o perfil espectrofotométrico de plantas
tratadas com a FPA mostrou um aumento da absorbancia entre os
comprimentos de onda de 420-455 nm, o que pode ter implicado num
aumento da biossintese de compostos como os carotenodides. Os resultados
do presente trabalho indicam a capacidade da quitosana de atuar
diretamente sobre os patogenos bacteriano e fingico estudados e que o
controle da mancha bacteriana em plantas de tomate pode ter ocorrido



tanto por essa atividade antimicrobiana da quitosana sobre a bactéria
como pela indu¢ao de mecanismos de defesa na planta.

Palavras-chave: Mancha bacteriana, metabolitos secundarios, indugéo de
resisténcia, proteinas relacionadas a patogénese, quitosana.

ABSTRACT

Coqueiro DSO. Activity of chitosan and of a polysaccharidic fraction
from aloe to control the bacterial spot (Xanthomonas gardneri) and
early blight (Alternaria solani) of tomato plants.

The polysaccharide chitosan has demonstrated potential to control
diseases in plants, and the aloe presents substances with antimicrobial
properties which can act as elicitors in the induction of defense
mechanisms of the plants. The objective of this study was to verify the
effect of chitosan in the control of two important diseases of tomato:
bacterial spot and early blight. Additionally, the activity of a
polysaccharidic fraction from aloe (FPA) was observed on
Xanthomonas gardneri and in the control of disease. A commercial
chitosan (Qcom), and anothers of low (Qbpm) and medium (Qmpm)
molecular weight were evaluated on X. gardneri and A. solani and on
the diseases caused by these plant pathogens. The avarage protection of
the plants against the bacterial spot was 67%, checked by the chitosans,
with the best results obtained with Qbpm to 3 mg/ml, applied 3 days
before the inoculation with the bacteria. The spectrofotometric profile of
plants sprayed with Qbpm showed an increase of the absorbance among
the wavelengths of 280-300 nm, indicating that the chitosan can have
conditioned the plants to synthesize different classes of compounds in
response to the bacteria. The analysis of total phenolic compounds and
flavonoids corroborate the results obtained in the spectrofotometric
wavelength scan, showing significant increase of those metabolites 3
days after the inoculation. Enzymatic analyses showed increase of
peroxidase and phenylalanine ammonia-lyase activities in plants sprayed
with Qbpm. Control of early blight was not observed with the chitosans.
There was not an effect antimicrobial of FPA on X. gardneri, by the
other hand, the spectrofotometric profile of plants sprayed with FPA
showed an increase of the absorbance among the wavelengths of 420-
455 nm, which may have implied an increase in the biosynthesis of
compounds such as the carotenoids. The results of the present study
indicate the capacity of chitosan to act directly on the bacterial and
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fungic pathogens. Also, the control of the bacterial spot in tomato plants
may have occurred due to the antimicrobial activity of chitosan on the
bacteria as well as to the induction of defense mechanisms in the plants.

Keywords: Bacterial spot, secondary metabolites, resistance induction,
pathogenesis-related proteins, chitosan.
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APRESENTACAO

Os entraves para o controle de doengas em plantas, assim como
os danos ambientais causados pelo uso excessivo de defensivos
agricolas e seus efeitos nocivos a saude humana, tém intesificado cada
vez mais pesquisas na busca por alternativas para a protecao das culturas
contra os efeitos deletérios de patdogenos. A quitosana, polissacarideo
com multiplicidade de fungdes na industria farmaceutica, médica e
alimentar, tem demonstrado cada vez mais ser um importante
componente na area agricola para auxiliar no controle de doengas em
plantas. Similarmente, plantas medicinais como a Aloe barbadensis
apresentam riqueza de metabolitos com efeitos antimicrobianos e na
protecao de plantas contra patogenos.

Este trabalho foi conduzido para explorar o potencial da
quitosana no controle de duas importantes manchas foliares do
tomateiro: a mancha bacteriana e a pinta preta. Adicionalmente, avaliou-
se o efeito de uma fracdo polissacaridica obtida da A. barbadensis na
protegdo de plantas de tomate contra a mancha bacteriana.

Dessa forma, o trabalho estd organizado em quatro capitulos,
compreendendo um capitulo tedrico e trés experimentais. O primeiro
capitulo ¢ uma explanagdo tedrica de caracterizagdo da cultura do
tomateiro mostrando sua relevancia econdmica e social para o mundo e
sua distribui¢do pelo Brasil. Posteriomente, ¢ feita uma descri¢do das
principais caracteristicas das doencas abordadas no estudo e algumas
consideracoes sobre inducdo de resisténcia.

Embora um dos critérios propostos por Steiner e Schonbeck
(1995 citado por Romeiro, 2002) para confimar a indugéo de resisténcia
em plantas seja “auséncia de efeitos toxicos do agente indutor sobre o
patégeno desafiante”, estudos tém demonstrado a capacidade da
quitosana em ativar mecanismos de defesas das plantas e atuar
diretamente sobre o patdgeno. Nesse sentido, o segundo e terceiro
capitulos compreendem uma avaliagao do efeito in vitro da quitosana
sobre Xanthomonas gardneri e Alternaria solani, ¢ no controle das
doengas causadas por tais patogenos, complementando-se com ensaios
bioquimicos, quando pertinentes, que possibilitassem corroborar os
dados de protecdo mensurados pela severidade da doenca. O quarto
capitulo mostra o comportamento da X. gardneri crescida em meio
contendo a fragdo polissacaridica da A. barbadensis e o efeito dessa
fragdo na protecdo de plantas de tomate contra a mancha bacteriana.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito de quitosanas e da fracdo polissacaridica de
babosa na protecdo de plantas de tomate contra mancha
bacteriana e pinta preta.

Especificos

Avaliar o efeito de quitosana com diferentes pesos moleculares
e de uma fragdo polissacaridica da babosa em plantas de
tomates contra mancha bacteriana;

Avaliar o efeito de quitosana com diferentes pesos moleculares,
em plantas de tomates contra pinta preta;

Analisar o efeito de diferentes concentracdes ¢ intervalos de
aplica¢do dos compostos na reducdo da mancha bacteriana e da
pinta preta;

Determinar atividades de [-1,3-glucanases, peroxidases e
fenilalanina amonia-liase;

Verificar, por meio de varredura espectrofotométrica, classes de
compostos que podem ser ativados pelo tratamento com
quitosana e fracdo polissacaridica da babosa;

Quantificar compostos fenolicos e flavondides.

Verificar o efeito de diferentes concentragdes das quitosanas e
da fragdo polissacaridica de babosa sobre o crescimento in vitro
de Xanthomonas gardneri e Alternaria solani.
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CAPITULO 1 —~CARACTERIZAQA~O DOS PATOSSISTEMAS E
CONSIDERACOES SOBRE INDUCAO DE RESISTENCIA

1.1 Cultura do tomateiro

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill) ¢ uma planta
perene, herbacea e apresenta tolerancia a uma ampla variagdo de
temperatura, mas as condi¢des ideais para o cultivo sdo temperaturas em
torno de 18 °C a noite, ¢ em torno de 25 °C durante o dia
(MAKISHIMA; CARRIJO, 1998). As plantas sdo autdgamas, com
flores hermafroditas, e a fecundagdo cruzada ocorre com freqiiéncia
menor que 5%. Pertence a familia Solanaceae a qual inclui,
aproximadamente, outras 2.600 espécies com distribui¢do central na
zona tropical da América, apresentando plantas herbaceas, arbustivas e
arboreas (JARUATA; FANTOVA, 1999). E originario da América do
Sul, porém sua domesticagdo ocorreu, primeiramente, por antigas
civilizagdes do México. Foi introduzido na Europa na primeira metade
do século XVI, depois se disseminou para as regides da Asia, Africa e
Oriente Médio (NAIKA et al., 2006). No Brasil, foi introduzido por
imigrantes europeus no final do século XIX, mas sua propagacdo e
aumento no consumo ocorreram depois da Primeira Guerra Mundial
(ALVARENGA, 2004).

Durante muitos anos, o tomateiro foi considerada uma espécie
venenosa € seu cultivo era somente como planta ornamental (SILVA;
GIORDANO, 2000). A toxicidade de algumas solanaceas ¢ devido a
presenca de alcaldides tais como a tomatina. No tomate, embora estes
compostos estejam presentes em altas concentragcdes nas folhas e frutos
verdes, transformam-se em compostos inertes em frutos maduros
(ALVARENGA, 2004).

A cultura do tomateiro assume grande importancia economica,
sendo o tomate um dos produtos horticolas mais comercializados no
mundo (ORDONEZ-SANTOS et al., 2009). Em 2007, a produgdo
mundial foi superior a 126 milhdes de toneladas e a brasileira atingiu
mais de 3,4 milhdes de toneladas (Tabela 1), colocando o Brasil como 9°
maior produtor de tomate do mundo (FAO, 2007). E a hortalica de
maior comercializa¢do no pais, muito apreciada pelo seu elevado valor
nutritivo (PENTEADO, 2004). O principal centro produtor é a regido
Sudeste, com o estado de Sao Paulo responsavel por 12.466 ha da area
plantada e 763.227 t da produgdo. Em segundo lugar esta a regido
Centro-Oeste, tendo o estado de Goias 9.820 ha da area plantada e
produgdo de 801.960 t. Na regido Nordeste, Sul e Norte, os principais
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produtores de tomate sdo os estados da Bahia (5.312 ha e 211.727 t),
Parana (4.719 ha e 310.338 t) e Para (598 ha e 16.757 t),
respectivamente. A maior parte da producdo do tomate é destinada ao
consumo in natura, mas algumas regides destinam-na ao processamento
industrial (IBGE, 2007).

Tabela 1 - Area cultivada (hectares) e produgio (toneladas) de tomate
para as regides do Brasil no ano de 2007.

REGIAO AREA (ha) PRODUCAOQ (1)
Sudeste 23.705 1.403.973
Centro-Oeste 10.507 837.860
Nordeste 12.872 514.978

Sul 9.437 552.083

Norte 2.054 32.338

Adaptado do IBGE, 2007
ha = hectare; t = tonelada.

Cumpre salientar que as atividades que vao desde o cultivo ao
processamento do tomate sdo responsaveis por uma grande geragio de
mao-de-obra e, portanto, desempenham fungéo social com a obtengdo de
economia e renda para o pais.

Um dos fatores que tém contribuido para a elevacdo no
consumo de tomate ¢ a consolidag¢do de redes Fast food que favorecem o
consumo do fruto tanto nas formas processadas ou frescas. Aliado a esse
fator, o fruto fresco apresenta baixo teor caldrico, ¢ rico em vitaminas,
minerais e aminoacidos essenciais, 0s quais contribuem para uma dieta
saudavel e equilibrada (NAIKA et al., 2006) e é fonte primaria de
compostos antioxidantes como 4cido ascorbico, carotendides e
compostos fendlicos (GIOVANELLI; PARADISO, 2002). O tomate
apresenta grandes quantidades do carotendide licopeno, substancia que
protege membranas celulares contra lesdes causadas por radicais livres,
desempenhando papel essencial na protecdo de doencas (SHAMI;
MOREIRA, 2004; GAHLER ; OTTO; BOHM, 2003)

Contudo, o tomateiro ¢ acometido por diversas doengas que
podem restringir a sua produtividade, a depender do nivel de resisténcia
genética que a cultivar apresenta.
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1.2 Importantes manchas foliares do tomateiro

A mancha bacteriana, causada por espécies de Xanthomonas,
constitui uma das principais doengas bacterianas foliares do tomateiro.
Os prejuizos causados por tais bactérias sdo mais intensos em periodos
chuvosos e quentes, pois a agua livre favorece a disseminacdo do
patogeno, assim como a infec¢do e a colonizagdo das plantas. Nessas
condigdes, as perdas podem atingir 100% (QUEZADO-DUVAL et al.,
2007). Outra importante doenca foliar da cultura é a pinta preta ou
mancha de alternaria, causada por Alternaria solani. Também ha uma
preocupagdo maior nos periodos quentes e umidos, os quais favorecem a
disseminacdo do patdégeno (PAUL et al., 2004).

1.2.1 Mancha bacteriana

A mancha bacteriana apresenta etiologia bastante complexa. Foi
primeiramente observada no sul da Africa e descrita por Ethel M.
Doidge em 1920 como cancro bacteriano, com o agente causal
denominado Bacterium vesicatorium. Um ano depois, a doenga foi
descrita nos Estados Unidos por Gardner e Kendrick, com a designacio
mancha bacteriana, como ¢ conhecida atualmente, tendo como suposto
agente causal B. exitiosum. Gardner e Kendrick observaram que havia
diferengas entre as bactérias descritas nos dois paises, pois aquela
identificada por eles era fortemente amilolitica, enquanto a descrita por
Doidge degradava fracamente o amido ou era ndo amilolitica. Como
naquela época havia poucas técnicas para uma diferenciagdo mais
apurada, ambos os patdgenos foram classificados como X. vesicatoria e
posteriormente foram denominados X. campestris pv. vesicatoria por
Dye em 1978 (YOUNG, 2001).

Em 1990, Vauterim et al. e Stall et al. analisaram os padroes de
proteinas, por SDS-PAGE, de varias linhagens de xanthomonas e
determinaram que as duas espécies sdo de fato distintas genética e
fenotipicamente, propondo ento uma reclassificagdo com a separagdo
de X. campestris pv. vesicatoria em duas espécies: X. axonopodis pv.
vesicatoria (Grupo A) e X. vesicatoria (Grupo B). Além das duas
bactérias descritas, X. perforans e X. gardneri foram isoladas de tomate.
A bactéria X. gardneri (Grupo D) foi primeiramente isolada na
Tuguslavia por Sutic em 1957 com o nome de Pseudomonas gardneri e
inicialmente considerada sindnima de X. vesicatoria, entretanto, estudos
realizados comprovaram que se trata de uma entidade distinta (JONES
et al., 2004).
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Apesar da posigdo taxondmica de X. gardneri ainda ndo estar
muito clara e até recentemente ser tratada como uma espécie de
ocorréncia esporadica restrita a Tuguslavia e Costa Rica (JONES, 2000),
estudos recentes tém contribuido com relagdo a distribuicdo dessa
espécie no mundo. Uma pesquisa realizada no Brasil para verificar a
composicdo da populacdo de xanthomonas associadas a mancha
bacteriana no tomateiro revelou que tanto X. gardneri como X.
perforans, aparentemente, sdo as espécies mais importantes numa das
principais regides produtoras do pais, a regido Centro-Oeste
(QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2005; QUEZADO-DUVAL, 2004). Em
Ontario, Canada, observou-se que X. gardneri estd se tornando
prevalente (WARNER, 2003). Quanto a Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria e X. vesicatoria, essas apresentam uma distribui¢ao mundial
(JONES, 2000). Outros estudos tém se dedicado a biologia de X.
gardneri e a sua interagio com a planta (CANDIDO et al., 2008;
SCHORNACK et al., 2008), entretanto estes ainda sdo poucos. Essas
diferentes espécies podem acometer pimentao (WIERZBICKI, 2004).

Xanthomonas spp. ¢ gram-negativa, aerobia, em forma de
bastonete ¢ mede 0.7-1.0 x 2.0-2.4 pm. Apresenta movimento
favorecido por um tnico flagelo polar e, em meio de cultura, as coldnias
sdo circulares, viscosas, brilhantes e de coloragdo amarela,
proporcionada pelo pigmento xanthomonadina (ALVARENGA, 2004;
JONES et al., 1991). Este pigmento estd relacionado a regulacdo de
processos fisiologicos da bactéria, como produgdo de polissacarideo
extracelular e tem sido pesquisada sua relagdo com a patogenicidade.

A bactéria se dissemina através do solo, sementes, respingos de
agua e restos de vegetais contaminados, podendo infectar as plantas por
meio dos estomatos e ferimentos causados por equipamentos (LOPES;
AVILA, 2005).

A doenca pode afetar toda a parte aérea da planta, entretanto, a
infeccdo nas folhas e a conseqiiente desfolha sdo problemas mais sérios,
sendo responsaveis pela redu¢do na producdo e na qualidade dos frutos
(SILVA-LOBO; GIORDANO; LOPES, 2005). As condigdes propicias
para o surgimento de epidemias da doenga sdo temperaturas entre 20 °C
e 30 °C e alta umidade relativa do ar. As manchas nas folhas aparecem
com coloragdo castanha, aspecto encharcado, e formato circular,
podendo coalescer.  Estabelecida a doenga, as folhas tornam-se
amareladas, caem e os frutos podem se queimar por exposi¢do ao sol
(NAIKA et al., 2006). No peciolo e caule, podem ser visualizadas lesdes
alongadas, de cor marrom, e nas partes florais o ataque pode provocar
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queda de flores. Frutos atacados apresentam manchas marrons,
tornando-se corticosos € com bordas elevadas (LOPES; SANTOS, 1994).

Além das perdas diretas causadas pela mancha bacteriana, tem-
se 0 gasto com produtos quimicos, como fungicidas a base de cobre e
antibidticos agricolas, utilizados para o controle da doenca (DUVAL,
2003). No entanto, este controle, além de aumentar o custo de produgdo,
tem sido de baixa eficiéncia, podendo até causar prejuizos no
desenvolvimento das plantas e de frutos se forem realizadas aplicagdes
freqiientes, mesmo em doses recomendadas. Aliado a esse fato, os
defensivos podem causar danos ao ambiente e, consequentemente ao
homem, uma vez que podem contaminar solos, 4gua ¢ até mesmo os
alimentos (SILVA; FAY, 2006). Portanto, o controle é efetivo quando
se utiliza um conjunto de medidas de carater preventivo (tratamento de
sementes, uso de variedades com algum nivel de resisténcia)
(KUROZAWA; PAVAN, 2005), e nos ultimos anos, os pesquisadores
vém buscando medidas alternativas aos fungicidas para o manejo da
bacteriose.

1.2.2 Pinta preta

Dentre os fungos que atacam a cultura do tomateiro, Alternaria
solani (Ellis & G. Martin) L.R. Jones & Grout, responsavel pela pinta
preta, afeta diversos o6rgdos da planta como folhas, hastes e frutos.
Pertence a familia Dematiaceae (Filo Deuteromycota) e apresenta
micélio septado, o qual pode tornar-se escuro com a idade. Os conidios
tém 12-20 x 120-296 um e apresentam um apéndice na extremidade.
Cresce radialmente em meio de cultura produzindo pigmentos
amarelados os quais se difundem pelo substrato. O fungo penetra na
planta diretamente através da cuticula ou por ferimentos (JONES et al.,
1991). Pode ser transmitido pelo vento, respingos de chuva, dgua de
irrigacdo, insetos e por sementes contaminadas, nesse caso, causando
tombamento na pré e pds-emergéncia (ALVARENGA, 2004; SILVA;
GIORDANO, 2000).

A pinta preta ¢ considerada uma das mais importantes doengas
no Brasil, provocando grandes prejuizos econdmicos (BALBI-PENA et
al., 2006). Ocorre em praticamente todas as regides em que o tomateiro
¢ cultivado, provocando perdas pela infec¢do dos frutos e por reduzir o
vigor da planta decorrente da desfolha. Condi¢des como alta umidade e
temperaturas entre 25 °C e 30 °C sdo propicias para maior severidade e
conseqiiente redu¢do na produtividade da planta. Outro fator que eleva a
suscetibilidade ao patégeno sdo os tecidos maduros, sendo que na fase
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de frutificagdo ha maior incidéncia da doenga (TOFOLI; DOMINGUES,
2005). As lesdes podem surgir 2 ou 3 dias apds a inoculagdo com A.
solani, sendo a infecgdo favorecida pela presenca de agua livre nas
folhas (ALVARENGA, 2004).

Os sintomas podem estar localizados nas folhas, frutos e caule.
A doenga ¢ caracterizada por pontuagdes pardo-escuras e necrdticas, que
ocorrem primeiramente em folhas baixeiras (mais velhas) e, com a
evolu¢do da doenga, as manchas aumentam formando anéis concéntricos
que podem atingir 1,5 cm de didmetro, coalescem e causam desfolha da
planta, expondo os frutos a queima pelo sol (NAIKA et al., 2006;
PENTEADO, 2004). Normalmente n3o sdo observados ataques em
folhas novas, o que diferencia a pinta preta de outras doencas como a
mancha bacteriana. Nos frutos, ocorre o desenvolvimento de podriddes
escuras a partir do pedinculo, e no caule aparecem manchas
arredondadas, muitas vezes com an¢is concéntricos (LOPES; SANTOS,
1994). O fungo sobrevive no solo, em folhas e caules infectados, em
restos culturais ou em hospedeiras alternativas. A producdo de
clamidésporos pode permitir a sobrevivéncia de A. solani no periodo de
entressafra (PATTERSON, 1991).

O controle dessa doenga ¢é baseado, principalmente, em
aplicagdes sistematicas de fungicidas, porém ndo tém sido efetivos
(PAUL et al., 2004). Também ndo se conhecem cultivares comerciais
com alto nivel de resisténcia a pinta preta. Outro problema pratico é o
fato da doenca ocorrer, principalmente, no periodo de frutificagdo, o que
inviabiliza a aplicagdo destes produtos quimicos, que sdo nocivos a
satide humana (RAO et al., 2008).

1.3 Inducdo de resisténcia como alternativa para o controle de
doencas

Muita atengdo tem sido destinada para a utilizacdo da
resisténcia genética visando reduzir as perdas causadas por doengas
(CHAERANI; VOORRIPS, 2006). Entretanto, os resultados dessa
pratica demandam longos prazos e, além disso, muitos patdgenos
apresentam grande diversidade, o que dificulta uma resisténcia
duradoura.

Uma das medidas promissoras para o controle de doencas em
plantas ¢ a indugdo de resisténcia (IR). Em plantas suscetiveis, a
resisténcia pode ser ativada por meio de eliciadores bidticos ou
abidticos, aplicados preventivamente sobre as plantas, resultando na
expressao de mecanismos de defesa latentes (HAMMERSCHMIDT,
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1999) sem qualquer alteracdo no genoma da planta (STADNIK;
MARASCHIN, 2004). Neste sentido, a IR pode levar uma relacdo
compativel entre planta e patégeno a uma relacdo incompativel
(LABANCA, 2002).

A IR tem sido empregada contra uma gama de patdogenos como
virus, bactérias e fungos, resultando na estagnacdo ou redugdo dos
sintomas caracteristicos da doenga (CURSINO-SANTOS; DEFINA;
MARTINEZ-ROSSI, 2003). Geralmente, ocorre uma redugdo no
tamanho e/ou nimero de lesdes desenvolvidas apds a inoculacdo de
plantas pré-elicitadas com um agente indutor
(HAMMERSCHMIDT, 1999).

As respostas do hospedeiro numa relagdo incompativel podem
culminar com a formagdo de barreiras estruturais como lignificacdo e
sintese de calose, inibindo a proliferacdo do patégeno nos tecidos das
plantas (EL GHAOUTH; AHMAD, 1994, KUC, 2001), além de
respostas bioquimicas como compostos fendlicos e varias proteinas de
defesa (BAYSAL et al., 2003; BRISSET et al., 2000; CAVALCANTI et
al., 2006a; RODRIGUES et al., 2006). As proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas-RP) respondem pelas maiores mudangas
quantitativas nas proteinas soliveis durante as respostas de defesa
(STINTZI et al., 1993).

Proteinas-RP foram primeiramente detectadas em fumo
(Nicotiana Tabacum var. Samsun NN) que exibiram reagdo de
hipersensibilidade ao virus do mosaico (TMV) (VAN LOON; VAN
KAMMEN, 1970) sendo definidas como proteinas codificadas por
plantas, mas induzidas somente na patogénese ou em condigdes
relacionadas, podendo se acumular tanto local como sistemicamente
(VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). Essa descoberta possibilitou que
diferentes proteinas-RP de outras espécies envolvendo mono e
dicotiledoneas pudessem ser caracterizadas. Até 2006, 17 familias
dessas proteinas foram reconhecidas e caracterizadas, algumas com
fun¢des desconhecidas (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006). As
proteinas-RP apresentam propriedades fisico-quimicas tipicas, as quais
permitem distigui-las das demais proteinas: sdo estaveis em pH éacido e
altas temperaturas, e resistentes a acdo de enzimas proteoliticas,
caracteristicas estas que possibilitam sua existéncia nos locais onde
ocorrem: vacuolo, parede celular ou espacos intercelulares (STINTZI et
al., 1993).

Dentre as proteinas-RP, as B-1-3 glucanases exercem um
importante papel no mecanismo de defesa. Pertencente a familia RP-2,
apresentam massa molecular entre 25 ¢ 35 KDa, com formas acidas e
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basicas. Sdo hidrolases que atuam sobre a B-glucana presente na parede
celular de muitos fitopatégenos, promovendo a desorganizacdo da
mesma (BOL; LINTHORST, 1990). Campos et al. (2009) observaram
que quando plantas de feijdo-comum foram induzidas com uma raga
avirulenta de Colletotrichum lendemithianum e inoculadas com raga
virulenta, houve acréscimo na atividade dessa enzima, estando essa
altamente correlacionada com a redugdo da severidade da antracnose. O
tratamento de sementes de soja com Bacillus bamyloliquefaciens levou a
um aumento da atividade de B-1-3 glucanases em plantas, além de
conferir protegdo contra Xanthomonas axonopodis pv. glycines
(BUENSANTEAI; YUEN, 2009). Em fumo, o nivel de expressdo do
mRNA da 3-1-3 glucanases foi 11 vezes maior 8 h ap6s o tratamento de
plantas com oligoquitosana (obtida por hidrdlise enzimatica da
quitosana), comparadas ao controle, evidenciando a associagdo dessa
enzima na defesa da planta contra 0 TMV. A porcentagem de inibi¢ao
das lesdes virais foi de 31,16%, considerada significativa em relagdo ao
controle (YAFEI et al., 2009). A atividade de [-1,3-glucanases em
plantas de tomate foi aumentada significativamente pelo tratamento
prévio com extratos aquosos de A. blazei ou ASM, com o pico da
atividade aos 3 e 6 dias apds os tratamentos, respectivamente, ocorrendo
um leve aumento na atividade apds a inoculagdo com X. vesicatoria (DI
PIERO; PASCHOLATI, 2004). Cohen et al. (1994) também relatam
que a inducdo de resisténcia em folhas de tomate tratadas com acido [3-
aminobutirico contra Phytophthora infestans coincide com o actimulo
de glucanases.

As peroxidases também estdo relacionadas com mecanismos de
defesa das plantas. Sdo glicoproteinas (RP-9) com 40 KDa de massa
molecular associadas & membrana que estdo diretamente envolvidas,
dentre outros processos, na deposi¢cdo de lignina na parede celular das
plantas para impedir a proliferacdo e o desenvolvimento de patdogenos
(VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). Tais enzimas oxidam fenois a
quinonas téxicas ao patogeno, com a producdo de peroxido de
hidrogénio, o qual lhe serve como substrato (MANDAL; MITRA;
MALLICK, 2009). O tratamento de sementes de milheto com extrato
aquoso de Datura metel, e inoculagdo com Sclerospora graminicola,
promoveu um aumento da atividade de peroxidases nas plantulas (43,7
unidades), comparando com a testemunha inoculada (33 unidades).
Além disso, o extrato resultou em 92% da germinag¢do de semente
contra 85% do controle e aumentou o indice de vigor. Dessa forma, o
tratamento de sementes com extrato de D. metel promoveu aumento da
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resisténcia contra mildio, com uma prote¢do de até 79% em casa de
vegetacdo e 69% sob condicoes de campo (DEVAIAH;
MAHADEVAPPA; SHETTY, 2009). A inducdo de resisténcia de
tomate com aplicagdo exdgena de acido salicilico contra Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici esteve associada a uma ativa¢do da
atividade de peroxidase que foi 4,7 e 3,3 vezes maior em plantas tratadas
com 4acido salicilico nas raizes e aplicagdo foliar, respectivamente,
comparadas ao controle. O composto reduziu significativamente o
escurecimento vascular e o amarelecimento foliar causados pelo
patogeno (MANDAL; MITRA; MALLICK, 2009).

A fenialanina amdnia liase (FAL) é uma das enzimas-chave na
rota dos fenilpropandides. E responsavel pela desaminagdo da L-
fenilalanina com conseqiiente formagdo do acido trans-cinamico, o qual
¢ incorporado em diferentes compostos fendlicos envolvidos na
formagdo de flavonodides e lignina, por exemplo (TAIZ; ZEIGER,
2009). A lignificagdo € essencial para a integridade estrutural da parede
celular das plantas e constitiu em um dos seus mecanismos de defesa
(BHUIYAN, et al., 2009). A resisténcia de muitas plantas a patdogenos
estad relacionada ao rapido acimulo de lignina no sitio de infecgdo,
inibindo a penetragéo do patdégeno (HAMMERSCHMIDT; KUC, 1982).
Quanto aos flavonodides, aqueles envolvidos com a defesa de plantas
podem atuar tanto como sinalizadores, como apresentar atuagdo direta
sobre o patdégeno. Dessa forma, podem inibir a atividade de celulases,
pectinases e xilanases dos patdgenos, e formar uma barreira fisica,
impedindo o ataque patogénico (SKADHAUGE; THOMSEN;
WETTSTEIN, 1997).

Latha et al. (2009) investigaram o efeito de extrato de alho e
bioformulagdes de rizobactérias promotoras do crescimento na indugio
de resisténcia de plantas de tomate contra Alternaria solani, e
observaram um aumento na atividade da FAL, com um actmulo
maximo 5 dias apds o tratamento envolvendo uma mistura dos produtos
(extrato de alho + Pseudomonas fluorescens + Bacillus subtilis). Houve
uma redu¢do na incidéncia da doenga, sendo o efeito da mistura
comparavel ao fungicida Mancozeb. Aplicagdo de silicio em plantas de
arroz e posterior inocula¢do com Magnaporthe grisea promoveu
incremento na atividade da FAL em relacdo a plantas somente tratadas
e, além disso, o silicio reduziu a incidéncia da doenga em 42% e 83% na
cultivar suscetivel e resistente, respectivamente (CAI et al., 2008). Em
plantas de tomate, o tratamento com o0zdnio para induzir resisténcia
contra Cucumber mosaic virus, promoveu aumento na atividade da FAL
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apos a inoculagdo com o virus, além de reduzir a incidéncia da doenga
em até 62 % (SUDHAKAR et al., 2007).

Heil (2001) aponta que a grande maioria dos trabalhos sobre
indu¢do de resisténcia tem se concentrado nas proteinas-RP, mas ¢ de
suma importancia considerar a atuacdo de outros compostos que estdo
diretamente envolvidos na defesa das plantas, tais como, compostos
fenolicos, terpendides e alcaldides. Os compostos fendlicos sdo
substancias que possuem em sua estrutura um anel aromatico com pelo
menos uma hidroxila e podem ser produzidos via acido chiquimico a
partir da fenilalanina. Alguns fenodis sdo produzidos constitutivamente
nas plantas, outros sdo formados em resposta ao ataque patogénico e
atuam como substidncias toxicas, além de estarem envolvidos na
lignificagdo da parede celular da plantas (NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 2002; VANCE; KIRK; SHERWOOD, 1980). O
tratamento de plantas de trigo com quitosana promoveu aumento de
compostos fenolicos, o que inibiu a proliferagdio do Fusarium
graminearum nas raizes da planta (BHASKARA REDDY et al., 1999).
Kandan et al. (2002) mostraram que linhagens de Pseudomonas
fluorescens promoveram acimulo de compostos fendlicos e lignina em
plantas de tomate, além de reduzir a virose causada pelo Tomato spotted
wilt virus (TSWV).

Os flavonoides ocorrem em abundincia nas plantas e
constituem um grande grupo de metabolitos secundarios, incluindo
antocianinas, flanovas, chalconas, dentre outros. Esses polifenois de
baixo peso molecular geralmente sdo armazenados em locais
estratégicos, onde possam atuar na defesa das plantas (TREUTTER,
2006; BOVY; SCHIJLEN; HALL, 2007). Em plantas de algodao, a
producdo de antocianincas é um indicador da resisténcia a mancha
bacteriana causada por Xanthomonas campestris pv. malvacearum
(KANGATHARALINGAM et al.,, 2002). Em citros e oliveira, o
Brotomax (suplemento nutricional de plantas) estimulou a biossintese e
acumulo de flavonoides, com aumento da resisténcia contra
Phytophthora citrophthora (DEL RO et al., 2000, 2003). De maneira
similiar, Arcas et al. (2000) verificaram que o aumento no conteiido de
flavonoides em frutos citricos, apds radiagdo com UV, esteve associado
a inibi¢do da proliferacdo do Penicillium digitatum. Em plantas de arroz,
a quitosana estimulou a producdo de compostos antifingicos, como o
flavonoide sacuranetina e fitoalexinas (AGRAWAL et al., 2002).

Para que sejam desencadeados esses mecanismos, ¢ importante
um sistema eficiente de reconhecimento do patégeno pela planta. Este
sistema envolve genes de resisténcia da planta (R) e de aviruléncia do
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patdgeno (avr), ou a interacdo de eliciadores ndo especificos (produtos
de patogenos, fatores abioticos, dentre outros) com possiveis receptores
da planta, normalmente proteinas da membrana plasmatica. A partir de
entdo, uma série de eventos resultara na ativagdo de genes de resisténcia,
sintese de proteinas-PR e de outros compostos tdxicos ao patogeno,
além daqueles capazes de alterar estruturalmente as células e impedir o
avanco do patdogeno. O uso de indutores de resisténcia permite que a
planta fique em um estado de “pré-condicionamento” (Priming) (Figura
1). Nesse caso, somente apos o contato com o patdgeno ocorrerd um
aumento da capacidade para uma rapida e efetiva ativacdo dos seus
mecanismos de defesa, os quais envolvem as proteinas-PR, explosdo
oxidativa, lignificagdo da parede celular, secrecio de fitoalexinas, dentre
outros (CONRATH; PIETERSE; MAUCH-MANI, 2002).



34
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Pré -condicionamento BAE A,
ASM

Célula vegetal

Indugdio potencial de genes de Indugdo potencial de genes
defesza e compostos de defeza, protegio contra
antimicrobianos, protegio estresse abidtico

contra estresse bidtico

Figura 1 - Esquema do pré-condicionamento (adaptado de CONRATH
et al., 2002). O tratamento com &cido salicilico (AS), acido
B-aminobutirico (BABA), acido dicloisonicotinico (INA) ou
acibenzolar-S-metil (ASM) pré-condiciona as células
vegetais a reagirem mais rapida e eficientemente a um
ataque subseqiiente de patdgenos ou estresse abidtico. (a)
Etapas do pré-condicionamento, (b) etresse bidtico ou
abidtico, (c) resposta de defesa potencializada.

Segundo Labanca (2002), o potencial dos indutores de
resisténcia além de chamar a ateng¢do da comunidade académica,
representa um interesse para a area comercial, pois pelo menos cinco
destes produtos ja estdo registrados no mundo (Oryzemate®, Bion®,
Messenger®, Oxycon® ¢ Elexa®, os quais apresentam, respectivamente,
probenazole, acibenzolar-S-metil, proteina harpina, combinagdo de
fertilizantes+acido peracético+acido acético+peroxido de hidrogénio, e
quitosana como ingredientes ativos. Além destes, outros compostos vém
sendo pesquisados como potenciais eliciadores de respostas de defesa
das plantas. Dentre eles, extrato de plantas medicinais (FRANZENER et
al., 2007), 6leos essenciais (DINIZ et al., 2006), extrato de cogumelos
(DI PIERO, 2003), rizobactérias promotora de crescimento de plantas
(CHEN et al., 2000), além de produtos quimicos como os acidos [3-
aminobutirico (GURGEL et al., 2005) e silicio (ZANAO JUNIOR,;
FONTES; AVILA, 2009).
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1.3.1 Inducdo de resisténcia visando o controle de doengas em
tomateiro

O cultivo de tomateiro em sistema convencional no Brasil
requer a utilizacdo de grandes quantidades de agrotoxicos e no sistema
organico poucos desses insumos sdo permitidos no manejo de doengas
(DINIZ et al., 2006). Considerando estes aspectos, ¢ importante que
medidas alternativas sejam implementadas, a fim de controlar doencas
na cultura. A inducdo de resisténcia ¢ uma alternativa ao manejo de
doengas que pode reduzir os impactos ambientais causados pelo uso
excessivo de produtos toxicos.

No tomateiro, alguns produtos tém sido utilizados contra
diversos patégenos, dentre eles o acibenzolar-S-metil (ASM), um
composto quimico sintético que apresenta estrutura similar ao acido
salicilico (SOBRINHO; CAVALCANTI; FERREIRA, 2005). O ASM ¢
translocado ao longo da planta, e é provavel que ative uma cascata de
sinalizagdo que culmina com a ativacdo de respostas de defesa
(FRIEDRICH et al, 1996). Atualmente, estd disponivel
comercialmente no Brasil com o nome Bion®, ¢ é registrado para a
cultura do tomate no controle de doengas flingicas e bacterianas
(Syngenta Protegao de Cultivos Ltda).

Varios trabalhos identificaram o ASM como um potente indutor
de resisténcia. Plantas de tomate tratadas com o indutor apresentaram
reducdo significativa na severidade do cancro bacteriano causado por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (KRONKA, 2004). Por
sua vez, a protecdo contra a mancha bacteriana (Xanthomonas
vesicatoria) do tomateiro, promovida pelo Ecolife, foi evidenciada no
trabalho realizado por Cavalcanti et al. (2006b), com aumento da
atividade de peroxidases e polifenolxidases. O mesmo indutor protegeu
tomateiros contra Cucumber mosaic virus (ANFOKA, 2000). Os relatos
se entendem para doengas fingicas. Houve uma redugao significativa da
severidade da pinta preta em foliolos de tomate tratados com ASM
(TOFOLI; DOMINGUES, 2005).

Extratos de origem flngica e vegetal também tém sido testados.
Cavalcanti e colaboradores (2007a) observaram que a suspensao aquosa
do micélio de Crinipellis perniciosa, contendo quitosana, induziu a
resisténcia de plantas de tomate contra Xanthomonas vesicatoria,
aumentando a atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e
quitinase, e a deposi¢do de lignina. O extrato aquoso obtido de lobeira
(Solanum lycocarpum) infectada com Crinipellis perniciosa [(Stahel)
Singer] conferiu protecao a plantas de tomate contra a X. axonopodis pv.
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vesicatoria, enquanto que o extrato obtido de ramos de lobeira sadios,
nao promoveu reducdo significativa da doenca (CAVALCANTI et al.,
2007b). A curcuma e a curcumina foram testados em plantas de tomate e
apresentaram potencial na redug¢do dos sintomas causados por A. solani
(BALBI-PENA et al., 2006). O ¢leo de nim (Azadirachta indica L.)
mostrou ser promissor para o controle da requeima do tomateiro causada
por Phytophthora infestans (DINIZ et al., 2006).

Além dos produtos citados, a quitosana vem sendo amplamente
pesquisada na interagdo planta-patogeno. Diferentes estudos procuram
elucidar o mecanismo de acdo do polissacarideo tanto na inducdo de
respostas de defesa do hospedeiro como na atuagdo antimicrobiana
direta (FAORO et al.,, 2008; EL GHAOUTH, 1992; BEN-
SHALOM et al., 2003).

1.3.2 Quitosana: potencial no controle de doencgas em plantas

A quitosana ¢ formada pela desacetilagdo alcalina da quitina, a
qual pode ser extraida do exoesqueleto de crustaceos ou obtida a partir
da parede celular de alguns fungos. E um polissacarideo linear,
constituido por unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glucopiranose
(glucosamina) e 2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranose
(acetilglucosamina) unidas por ligagdes glicosidicas B 1—4 (Figura 2)
(WANG et al.,, 2008; BADAWY; RABEA et al., 2009; MAIJETI;
KUMAR, 2000).

A quitina e a quitosana podem ser diferenciadas pelo grau de
desacetilagdo ¢ solubilidade, sendo que a primeira apresenta,
predominantemente, unidades de acetilglucosamina e ¢ insolivel na
maioria dos solventes testados; a quitosana ¢ constituida por fragcdes de
acetilgucosamina e glucosamina cujas proporg¢des relativas t€ém grande
efeito na sua solubilidade que ocorre em solugdes aquosas diluidas de
acidos organicos (acético, formico, citrico) e inorganicos como acido
cloridrico (AZEVEDO et al., 2007; SANTOS et al., 2003). Segundo
Goy, Assis e Campanha-Filho (2004), o termo quitosana ¢ utilizado para
identificar 60% de unidades desacetiladas, ja a quitina se constitui num
produto mais acetilado.
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NHCOCH3

Quitina

Quitosana

Figura 2 - Estrutura da quitina e quitosana (adaptado de MAJETI e
KUMAR, 2000)

Evidéncias experimentais tém demonstrado a capacidade da
quitosana de modificar o metabolismo de defesa vegetal em diversas
culturas. O efeito protetor de plantas é comprovado pela indugdo de
marcadores bioquimicos como proteinas-RP, fitoalexinas, inibidores de
proteases, além de compostos estruturais como lignina e calose
(BENHAMOU et al., 1996; EL GHAOUTH, AHMAD, 1994;
HADWIGER; BECKMAN, 1980). O polissacarideo apresenta, portanto,
efeito duplo, pois além de ativar varios mecanismos de defesa nos
tecidos das plantas, pode atuar diretamente sobre patdgenos.

O que tem sido sugerido para a atuagdo antimicrobiana da
quitosana ¢ que suas cargas policationicas interagem com residuos de
carga negativa das macromoléculas expostas na superficie da célula de
patdgenos, causando alteragdo na permeabilidade da membrana celular
com extravasamento de constituintes intracelulares (BENHAMOU,
1996). Os relatos mostram um efeito tanto da concentragdo como do
peso molecular e grau de desacetilagdo da quitosana na atividade
antimicrobiana do polissacarideo.

Ben-Shalom et al. (2003), em estudo realizado com Botrytis
cinerea, mostraram que concentragdes relativamente baixas da quitosana
(0,020 - 0,030 mg/mL) inibiriam 50% da geminagdo de conidios e, com
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0,050 mg/mL, houve quase uma inibi¢do total da germinagdo. Para
Fusarium solani f. sp. phaseoli do feijao e Fusarium solani f. sp. pisi da
ervilha, a inibi¢do da germinagdo e do crescimento micelial ocorreu a
0,031 e 0,062 mg/mL, respectivamente (HADWIGER; BECKMAN,
1980). Ja para Phytophtora parasitica do tabaco, foram necessarias
concentragdes maiores (0,25 - 1,0 mg/mL), comparadas aos trabalhos
supracitados, as quais inibiram significativamente o crescimento de trés
linhagens do patégeno (FALCON et al., 2008).

O efeito antifungico da quitosana contra o B. cinerea e
Rhizopus stolonifer do morango foi observado com concentragdes entre
0,75 ¢ 6,0 mg/mL (EL GHAOUTH et al., 1992), sendo observadas
alteracdes morfologicas nas hifas de R. stolonifer as quais apresentaram
excessivas ramifica¢des em concentragdes acima de 1,5 mg/mL. Fungos
do tomate, B. cinerea e Penicillium expansum, foram fortemente
inibidos pela quitosana (0,1 — 1,0 mg/mL) (LIU et al., 2007). A
germinagdo de esporos de B. cinerea, P. expansum, p. digitatum da
magca, laranja e limao, também foi inibida pela quitosana (0,025 — 0,5
mg/mL) (EL GHAOUTH; SMILANICK; WILSON, 2000).

Badawy e Rabea (2008) testaram quitosanas com diferentes pesos
moleculares a 0,25 e 0,5 mg/mL sobre o crescimento micelial de B. cinerea
do tomate e observaram que quanto menor o peso molecular da quitosana,
maior a atividade antifiingica. Outro estudo recente corrobora os resultados
obtidos pelos autores. No caso, Hernandes-Lauzardo et al.(2008), avaliando
o efeito de concentragdes (1,0; 1,2 e 2,0 mg/mL) e pesos moleculares de
quitosana sobre R. stolonifer do tomate, encontraram que a de baixo peso
molecular foi mais eficiente na inibigdo do crescimento micelial, enquanto a
de alto peso molecular reduziu a esporulagcdo, germinagdo e alterou a
morfologia dos conidios. Por sua vez, Chien, Sheu e Lin (2007)
demonstraram que uma quitosana de baixo peso molecular apresentou uma
atividade antifiingica mais elevada que o fungicida Thiabendazole contra P.
digitatum, P.italicum, Botrydiplodia lecanidion e B. cinerea da tangerina.
Contrariamente a estes resultados, Guo et al. (2006), observaram que a
inibigdo do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. vasinfectum,
Alternaria solani e Valsa mali ocorreu quando estes cresceram em meio
contendo quitosana de alto peso molecular (0,005; 0,05 e 0,5 mg/mL).

Nota-se que s@o diversos trabalhos do efeito fungicida da
quitosana, entretanto, a atividade contra bactérias causadoras de doengas
em plantas tem sido pouco estudada. Ha relatos da atividade bactericida
da quitosana em bactérias causadoras de doencas em humanos.
Oligossacarideos de quitosana mostraram elevada atividade bactericida
contra Escherichia coli (JEON; PARK; KIM, 2001). Jae-Young e Se-
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Kwon (2006) demonstraram que um derivado de quitosana provocou a
destruicdo da membrana celular tanto em E. coli como em S. aureus,
com extravasamento de DNA, RNA, dentre outras moléculas. Em
termos agricolas, Li et al. (2008) demonstraram o potencial da quitosana
sobre X. arboricola pv. poinsettiicola e X. axonopodis pv. poinsettiicola
e, segundo os autores, esse foi o primeiro relato do efeito in vitro da
quitosana sobre bactérias fitopatogénicas. Em 2009, Rabea et al.
mostraram a atividade antibacteriana da quitosana contra Agrobacterium
tumefaciens e Erwinia carotovora.

No que tange a atuacdo da quitosana sobre o controle de
doencas de plantas, Rodrigues, Bezerra-Neto e Coelho (2006)
verificaram que plantas de feijdo caupi submetidas ao tratamento
indutivo com a quitosana apresentaram uma redugdo na severidade da
murcha causada por Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum diferindo
significativamente de plantas controle. Para a antracnose do feijoeiro-
comum, causada pelo Colletotrichum lindemuthianum, o polissacarideo
reduziu a severidade da doenga e promoveu aumento da atividade de -
1,3-glucanases (DI PIERO; GARDA, 2008). Em pepino, houve inibi¢do
no desenvolvimento do mofo cinzento causado por Botrytis cinerea,
pelo tratamento prévio com quitosana (BEN-SHALOM et al., 2003) e
em mamdo e uva, redugdo da antracnose (CIA, 2005) e mofo
cinzento(Botrytis  cinerea) n(ROMANAZZI et al, 2002),
respectivamente.

O uso combinado da quitosana com a rizobactéria Bacillus
pumilus induziu resisténcia em plantas de tomate contra Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersici, com aumento de fitoalexinas e
compostos fenolicos e estruturais (BENHAMOU; KLOEPPER;
TUZUN, 1998; BENHAMOU; THERIAULT, 1992). Em frutos de
tomate, a quitosana reduziu significativamente doencas causadas por B.
cinerea e P. expansum, aumentando a atividade de peroxidases ¢ de
polifenoloxidases (LIU et al., 2007).

1.3.3 Atividade biolégica de componentes da Aloe barbadensis Miller

As plantas medicinais exibem propriedades antimicrobianas e
podem atuar como eliciadores na inducdo de mecanismos de defesa das
plantas (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005). Como exemplo,
citam-se os hidrolatos obtidos de Helietta apiculata (canela-de-veado) e
Conyza canadensis (buva), os quais mostraram uma atividade tanto
antibacteriana como antifungica contra Xanthomonas campestris pv.
campestris e Alternaria brassicae, respectivamente, além de aumentar a
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sintese de fitoalexinas em sorgo (FRANZENER et al.,2007). De forma
similar, Oleos essenciais extraidos de Origanum syriacum var. bevanii
(orégano), Lavandula stoechas subsp. stoechas (lavanda), Rosmarinus
officinalis (alecrim) e erva-doce (Foeniculum vulgare) inibiram o
crescimento in vitro de Phaeoisariopsis personata ¢ promoveram uma
redugdo da doenga acima de 60% em amendoim (KISHORE, PANDE,
RAO; 2001).

A babosa (Aloe barbadensis Miller) ¢ amplamente utilizada
para fins medicinais e cosméticos e sua atividade antimicrobiana tem
sido bem avaliada contra patégenos humanos (PANDEY; MISHRA,
2009). Porém, contra fitopatdogenos poucos sdo os relatos. As folhas
frescas podem ser usadas para obter uma fracdo liquida rica em
compostos  fenolicos e wuma polpa mucilaginosa contendo
polissacarideos e 4cidos organicos e inorganicos (ROVATTI,
BRENNAN, 1959; REYNOLDS; DWECK, 1999). A acemanana ¢ um
dos polissacarideos mais bem estudados da babosa e tido como principal
substancia ativa da planta. E constituida por residuos de manose e
glucose unidos por ligagdes do tipo B-(1—4) e com peso molecular de
aproximadamente 1000 KDa (McANALLEY, 1993 citado por
FEMENIA et al., 1999)

Jasso de Rodigues et. (2005) mostraram inibi¢do do
crescimento de Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum e
Colletotrichum coccodes da batata utilizando fra¢des liquidas da babosa.
Ja Saks e Barkai-Golan (1995) demonstraram atividade antifiingica da
polpa da babosa contra os patogenos de pos-colheita de citros
Penicillium digitatum, Penicillium expansum, Botrytis cinerea e
Alternaria alternata. Polissacarideos extraidos da polpa de babosa
foram avaliados para o controle de patégenos em humanos (FUJITA et
al., 1978), entretanto seu efeito in vitro em fitopatogenos e no controle
de doengas em plantas ndo ¢ relatado na literatura.



41

CAPITULO 2 - POTENCIAL DA QUITOSANA NO CONTROLE
DA MANCHA BACTERIANA EM PLANTAS DE TOMATE

2.1 Introducéo

A mancha bacteriana ¢ uma das mais importantes doengas do
tomateiro (Lycopersicon esculentum), sendo causada por diferentes
espécies do género Xanthomonas. A bactéria encontra condigdes
propicias em ambientes quentes e umidos e entdo pode atacar todos os
tecidos da parte aérea da planta, causando grandes prejuizos (SILVA-
LOBO; GIORDANO; LOPES, 2005).

Um estudo feito com o intuito de identificar as espécies desse
género que podem estar associadas & mancha bacteriana no pais revelou
que trés espécies de Xanthomonas descritas na literatura (X. axonopodis
pv vesicatoria, X. vesicatoria e “X. gardneri’) estiveram presentes nos
campos amostrados, sendo que na regido do Centro-Oeste houve
prevaléncia de X. gardneri. A alta freqiiéncia com que a bactéria foi
obtida nessa regido leva a um indicativo de que a X. gardneri esta se
tornando um importante componente do complexo da mancha
bacteriana, pois até entdo era tratada como uma espécie de ocorréncia
esporadica (DUVAL, 2003). Além do observado no Centro-Oeste do
Brasil, em Ontario, Canada, X. gardneri também tem prevalecido
(WARNER, 2003; LEBOEUF, 2005).

As medidas de controle da mancha bacteriana sdo de carater
preventivo, como o uso de sementes e mudas livre de patdgenos, a
desinfestacdo de instrumentos de poda e a utilizagdo de variedades
resistentes. Sabe-se que essa ultima € de suma importancia, entretanto, a
bactéria apresenta ampla diversidade genética, o que tem dificultado
niveis de resisténcia duradouros. O uso de fungicidas ctpricos ndo tem
promovido controle satisfatério, além de causar efeitos adversos no
desenvolvimento das plantas e no ambiente, dependendo da forma como
sdo aplicados (KUROZAWA; PAVAN, 2005). Portanto, ¢ de suma
importancia que medidas alternativas sejam implementadas para a
contribui¢ao no controle da mancha bacteriana do tomateiro.

Considerando o manejo integrado de doencas em plantas, que
preconiza a utilizagdo do aparato tecnologico disponivel para reduzir os
efeitos deletérios de patogenos, uma estratégia promissora que pode
trazer grandes contribui¢des é a indugdo de resisténcia em plantas. Esta
alternativa tem sido amplamente estudada em diversos patossistemas, o0s
quais envolvem doengas bacterianas, fingicas e viroticas (TONUCCI,
2004; CAMPOS et al., 2009; ANFOKA, 2000). Em tomate, diferentes
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compostos tém sido pesquisados para o controle de doengas. O extrato
aquoso do cogumelo Lentinula edodes (Le-96/17) a 10% (v/v) reduziu
em 66% o numero de folhas murchas em tomateiros inoculados com
Ralstonia solanacearum em compara¢do com plantas controle tratadas
com agua e inoculadas, porém ndo inibiu o crescimento in vitro da
bactéria. Adicionalmente, o extrato promoveu aumento na atividade de
peroxidase aos 3 dias apos o tratamento das plantas (SILVA;
PASCHOLATI; BEDENDO, 2008). Para a mancha bacteriana (X.
vesicatoria), observou-se protecdo de até 70% quando o extrato de L.
edodes (Le-96/22) foi utilizado na mesma concentragdo (DI PIERO,
2003). Acibenzolar-S-metil (ASM) e Ecolife® promoveram aumento na
atividade de peroxidases e polifenoloxidases ¢ na deposi¢do de lignina
em folhas de tomate tratadas 4 dias antes da inoculagdo com X.
vesicatoria. Além disso, o Ecolife inibiu significativamente o
crescimento da bactéria (CAVALCANTI et al., 2006b). Baysal et al.
(2003) verificaram aumento na atividade de peroxidase em plantas de
tomate tratadas com ASM, aos 5 dias ap6s inoculagdo com Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis. Diniz e colaboradores (2006)
testaram produtos alternativos para o controle da requeima do tomateiro,
causada por Phytophtora infestans. Dentre eles, o 6leo de nim mostrou-
se promissor, uma vez que reduziu significativamente o progresso da
doenca (55% comparado a testemunha).

Nessa busca por compostos alternativos que possam se integrar
ao manejo de doencas de plantas, a quitosana tem sido amplamente
pesquisada. Com aplicagdes em diferentes areas como agricultura,
medicina, engenharia de alimentos, cosméticos, dentre outros, a
quitosana pode ser obtida a partir da desacetilagdo da quitina encontrada
na carapaga de crusticeos, por meio de processos quimicos, ou da
parede celular de alguns fungos como Aspergillus niger e Penicillium
notatum (DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004). E um
polissacarideo biodegradavel, formado por unidades de [-1,4-
glucosamina, que tém mostrado atividade tanto antimicrobiana como na
protecdo de plantas contra patégenos (BADAWAY; RABEA, 2008;
HADWIGER; BECKMAN, 1980).

O efeito in vitro da quitosana estd bem relatado para
fitopatogenos fingicos, como Botrytis cinerea (BEN-SHALOM et al.,
2003), Fusarium solani f. sp. phaseoli do feijaio (HADWIGER,;
BECKMAN, 1980), Rhizopus stolonifer do morango (EL GHAOUTH et
al., 1992), Penicillium expansum do tomate (LIU et al., 2007), dentre
outros. Entretanto, seu efeito sobre fitobactérias é pouco conhecido, com
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apenas dois trabalhos mostrando a acdo inibitéria do polissacarideo
sobre espécies de Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana da
poinsétia (Euphorbia pulcherrima) (LI et al.,, 2008), e sobre
Agrobacterium tumefaciens e Erwinia carotovora (RABEA et al., 2009)

Quanto ao efeito protetor, plantas de pepino tratadas com
quitosana a 1,0 mg/mL nos intervalos de 1, 4 e 24 horas antes da
inoculagdo com Botrytis cinerea tiveram a severidade da doenca
reduzida em 65%, 82% e 87%, respectivamente, comparadas ao controle
(plantas tratadas com agua destilada). Houve um significativo aumento
na atividade de peroxidases 48h apds a inoculagdo em plantas
previamente tratadas com quitosana. Além da reducdo na severidade da
doenca, foi observado um efeito direto sobre o fungo (BEN-SHALOM
et al., 2003). Em cevada, a quitosana (2,0 mg/mL) reduziu
significativamente a infec¢io causada por Blumeria graminis f. sp.
hordei em 55,5% (FAORO et al., 2008). Observou-se que um intervalo
de 3 dias entre o tratamento e inoculagdo foi necessario para
desencadear este bom nivel de resisténcia local, pois no intervalo de 1-2
horas ndo houve redugdo significativa.

Alguns relatos sobre o efeito da quitosana em tomate sdo
encontrados em termos de pds-colheita ou de patdogenos veiculados pelo
solo. Neste ultimo caso, Abd-El-Kareem et al. (2006) avaliaram o efeito
da quitosana sobre Rhizoctonia solani, Fusarium solani e Sclerotium
rolfsii, e verificaram que concentragdes de 2, 4 ¢ 6,0 mg/mL inibiram o
crescimento in vitro dos patdgenos, sendo que na maior houve inibi¢do
completa. Quando incorporada ao solo, foi notado que os patogenos
foram afetados pela presenca do polissacarideo, observando-se reducio
de até 80% do numero de propagulos dos patdogenos no solo. Ademais, a
quitosana promoveu aumento na atividade de quitinases em até 120%
(6,0 mg/g de solo) comparada com controle (plantas crescidas em solo
sem incorporacdo de quitosana) e uma reducdo na incidéncia da doenga
acima de 80%. Numa pesquisa feita por Cavalcanti et al. (2007a), com o
patossistema ‘tomate-X. vesicatoria’, fragcdes heterogéneas de quitosana
obtidas do micélio de Crinipellis perniciosa e aplicadas em plantas 4
dias antes da inoculagdo, conferiram protecao de 42,7% em relacdo ao
controle, com um aumento na atividade de peroxidases, polifoloxidases,
e na lignificagdo. Porém, ndo foi observado efeito direto sobre o
crescimento da bactéria.

Considerando tais aspectos, aliado ao fato de que ndo ha relatos
na literatura envolvendo indugdo de resisténcia em tomateiro contra X.
gardneri, este trabalho foi conduzido com o intuito de verificar o efeito
de quitosana na protecdo de tomate contra essa bactéria, bem como
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detectar mecanismos bioquimicos de resisténcia ativados pelo
polissacarideo. Adicionalmente, buscou-se verificar o efeito in vitro da
quitosana sobre a bactéria.

2.2 Material e Métodos
2.2.1 Material vegetal e condicBes de crescimento

Sementes de tomate da cv. Santa Cruz Kada, suscetivel a
Xanthomonas spp., foram semeadas em bandejas de isopor contendo
substrato Germina Planta. Aos 15 dias apds a semeadura, as plantulas
foram transferidas para vasos com 2 L de capacidade, contendo
composto organico e terra (1:5, v/v). Os experimentos foram conduzidos
em casa-de-vegetagdo entre os meses de outubro/2008 a junho/2009,
com temperatura média de 28,3 + 4,6 °C (Minima 16,5 + 5,3 ¢ Maxima
32,7+ 4,1 °C) e as plantas foram utilizadas quando apresentavam cinco
folhas.

2.2.2 Obtencdo, identificacdo e multiplicacdo de Xanthomonas
gardneri

Um isolado de Xanthomonas sp., obtido de folhas sintomaticas
de tomateiro da cultivar Carmem, cultivada em Aguas Mornas-SC, foi
gentilmente cedido pela Empresa Sakata Seed Sudamerica LTDA. A
identificagdo da bactéria foi feita junto ao Centro Nacional de Pesquisa
de Hortalicas (CNPH) Embrapa, Brasilia, DF, pela Dra. Alice Maria
Quezado Duval. Constatou-se, por BOX-PCR, que o isolado trata-se de
Xanthomonas gardneri (Grupo D). A bactéria foi mantida a 25 °C em
tampdo fosfato (8,6 mM K,MPO,; 7,4 mM KH,PO,) e, quando
necessaria para os experimentos, foi repicada em meio nutriente agar
(NA) [Composicao (g/L): peptona de carne 5,0; extrato de carne 3,0;
agar 12,0)] (Merck, Darmstadt, Alemanha) e as placas incubadas a 25
°C. O indculo para a realizagdo dos testes foi obtido através da
suspensdo de coldnias bacterianas crescidas em meio NA utilizando-se
agua destilada. A concentragio da bactéria foi ajustada para 10°
unidades formadoras de colonias (ufc)/mL. Para a aplicagdo sobre as
plantas, adicionou-se Tween-20 0,01% (v/v) a suspensao bacteriana.
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2.2.3 Caracterizacdo e modo de preparo das quitosanas utilizadas
no estudo

Foram utilizados trés tipos de quitosana: quitosana de baixo
(Qbpm; 50-190 KDa) e médio peso molecular (Qmpm; 190-310 KDa)
(Sigma Aldrich Chemicals, SP/Brasil) com 75-85% de desacetilagdo e
uma quitosana comercial (Qcom) com 85% de desacetilagdo,
gentilmente cedida pelo professor Dr. Luis Beirdo, do Departamento de
Tecnologia de Alimentos (CAA/UFSC).

A quitosana foi preparada conforme Bhaskara Reddy et al.
(1999), com algumas modificagdes, sendo dissolvida em Aacido
cloridrico (HCI) 0,05 N para a obtencao das concentracdes desejadas e o
pH ajustado para 5,6 com hidréoxido de sédio (NaOH) 1 M. O
polissacarideo ficou sob agitagdo em vortex até completa dissolugio.

2.2.4 Atividade antimicrobiana in vitro sobre Xanthomonas gardneri

As quitosanas (Qbpm, Qmpm e Qcom) foram preparadas
conforme item 2.2.3 e, separadamente, foi preparado o meio NA (20
g/L). Todo o material foi autoclavado a 120 °C por 20 minutos e, logo
apos, cada quitosana foi adicionada ao meio NA e a mistura foi vertida
em placas de Petri. A preparagdo foi feita de tal forma que a
concentracdo final da quitosana no meio foi de 4 mg/mL. Apds a
solidificacdo do meio, aliquotas de 200 puL da bactéria (10* ufc/mL)
foram pipetadas sobre a superficie e espalhadas com auxilio de alga de
Drigalsky. Como controle, foram utilizados HC1 0,05 N incorporado em
NA e o meio NA puro. As placas foram incubadas a 25° C por48 he a
avalia¢do realizada através da obten¢do de uma suspensdo bacteriana em
80 mL de agua destilada e leitura da absorbancia em espectrofotdometro
a 600 nm.

Posteriormente, foi avaliado o efeito de concentragdes das
quitosanas sobre a fitobactéria, sendo utilizadas 0; 0,25; 1 e 4 mg/mL. O
procedimento foi o mesmo descrito anteriormente, € o experimento foi
repetido duas vezes. Para ambos os ensaios, foi adotado delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 4, com trés tipos de
quitosana e quatro concentragdes. Foram realizadas quatro
repetigdes/tratamento, e cada repeticdo foi constituida por uma placa de
Petri.
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2.2.5 Aplicacdo dos tratamentos nas plantas, inoculacdo e avaliacéo
da doenca

Plantas de tomate foram tratadas com diferentes quitosanas
(Qbpm, Qmpm e Qcom), na concentracdo de 1 mg/mL, quando
apresentavam cinco folhas. O HCl 0,05 N (pH 5,6), empregado na
dissolugdo da quitosana, foi utilizado como controle negativo, e o
acibenzolar-S-metil (ASM) a 50 mg/L, produto registrado para cultura
do tomate contra a mancha bacteriana, representou o controle positivo.
Foram utilizados 7 mL de cada tratamento/planta, os quais foram
aspergidos em todas as folhas. Apos 3 dias, foi feita a inoculagdo com
Xanthomonas gardneri (10° ufc/mL) através de um pulverizador
manual, aspergindo-se a suspensdo bacteriana nas superficies abaxial e
adaxial das folhas com a manutengdo das plantas em cadmara umida por
48h. Também foram avaliados intervalos de 24 e 48h entre aplicagdo
dos tratamentos e inoculagdo.

Um experimento posterior foi realizado para verificar o efeito
de diferentes concentragdes das quitosanas sobre a doenca. As plantas
de tomate foram tratadas com as trés quitosanas (Qbpm, Qmpm e
Qcom) em quatro concentragdes (0; 0,75; 1,5 ¢ 3 mg/mL) e, apds 3 dias,
foram inoculadas com X. gardneri (10® ufc/mL).

Apos verificar qual tratamento e concentragdo promoveram
menor severidade da mancha bacteriana, procedeu-se um ensaio para
avaliar o efeito do intervalo de tempo entre tratamento e inoculagao.
Foram avaliados dois intervalos, ou seja, 6 e 3 dias. Utilizou-se a Qbpm
a 3 mg/mL e os procedimentos foram idénticos ao adotado para os
outros ensaios.

Todos os experimentos foram montados sob o delineamento
inteiramente casualizado com quatro ou cinco repeti¢cdes/tratamento, a
depender do experimento, onde a parcela experimental foi representada
por um vaso contendo duas plantas. A severidade da doenca (%) foi
estimada visualmente 15 dias apos a inoculacdo, avaliando-se trés folhas
de cada planta, num total de seis folhas/repeticdes. Foram avaliadas as
folhas da porcdo intermediéria da planta.

2.2.6 Varredura espectrofotométrica de plantas de tomate tratadas
com quitosana

Plantas de tomate com cinco folhas totalmente expandidas
foram tratadas com 7 mL de Qbpm a 3 mg/mL e apés 1, 3, 4 e 6 dias
foram coletadas amostras. O HCI 0,05 N (pH 5,6) foi utilizado como
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controle negativo e 0 ASM (50 mg/L) como positivo. A inoculagdo com
X. gardneri ( 10 ufc/mL) foi feita 3 dias apds os tratamentos e as plantas
mantidas em cdmara imida por 48h.

Amostras constituidas de cinco foliolos (~500 mg) foram
coletadas e imediatamente colocadas em 10 mL de etanol-tolueno (1:1,
v/v). O tecido foi homogeneizado em almofariz durante 3 min e o
extrato resultante ficou em repouso por 15 min. Apos esse tempo, o
extrato foi filtrado em papel filtro Qualy® (& = 9,0 cm) sob vacuo,
depositado em frasco ambar e realizou-se uma troca de atmosfera com
nitrogénio gasoso. Os frascos foram armazenados a -20 °C até o uso. Os
extratos foram diluidos em etanol-tolueno na proporcdo de 1:5 e
submetidos a varredura espectrofotométrica (U-1800
spectrophotometer), com leitura da absorbancia de 260 a 750 nm,
utilizando-se o software Hitachi IV Solutions Application. Foi realizada
uma varredura para cada amostra e os resultados foram expressos pela
média das absorbancias de quatro repeti¢oes.

2.2.7 Determinacdo de compostos fendlicos totais e flavonoides

Plantas de tomate, cv. Santa Cruz Kada, foram submetidas a
diferentes tratamentos quando apresentavam cinco folhas: Qbpm 3
mg/mL, ASM 50 mg/L e HC1 0,05 N (pH 5,6), e inoculadas ou ndo com
X. gardneri (Xg) (10° ufc/mL) apos 3 dias dos tratamentos. Os tempos
de amostragem foram 0, 3, 4 e 6 dias apds os tratamentos e o tecido
foliar coletado foi imediatamente congelado a -20°C

A quantificagcdo de compostos fendlicos foi feita de acordo com
McCue et al. (2000), com modifica¢des. Para cada amostra, 0,1 g de
tecido foliar fresco foi macerado com auxilio de almofariz e pistilo em
nitrogénio liquido e homogeneizado com 3 mL de metanol 80 %
acidificado (metanol:HCl = 80:1, v/v). O extrato foi incubado no escuro
por 1 h em temperatura ambiente e, apds esse tempo, filtrado a vacuo,
utilizando papel de filtro Qualy® (< = 9,0 cm). Uma aliquota de 0,5 mL
do extrato foi misturada com 0,5 mL de metanol 95% (v/v) e agitados
em vortex. A essa mistura foram adicionados 1 mL de etanol 95%, 1 mL
de 4gua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Apds 5 min,
acrescentou-se 1 mL de Na,CO3 5% (m/v), e a amostra foi incubada no
escuro por 1 h. A absorbancia da solugdo final foi mensurada a 725 nm
em espectrofotdmetro e a quantificacdo de fendlicos foi baseada em uma
curva padrdo (0,5-100 pg) de acido galico. Os resultados foram
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expressos em pg de equivalentes de acido galico por grama de massa
fresca (ug EAG g MF).

Para a quantificag@o de flavondides, 0,1 g de tecido foliar fresco
foi macerado com auxilio de almofariz e pistilo em nitrogénio liquido e
homogeneizado com 5 mL de etanol 99%. O extrato foi incubado no
escuro por 1 h em temperatura ambiente e, apds esse tempo, filtrado a
vacuo, utilizando papel filtro Qualy® (J = 9,0 cm) e concentrado por
meio do evaporador rotativo. A amostra foi ressuspensa em 5 mL de
metanol 99,9%. A determinacdo de flavonoides totais foi feita através do
método espectrofotométrico (WOISKY; SALATINO, 1998), misturando-
se 0,5 mL da amostra, 2,5 mL de etanol 99% e 0,5 mL de cloreto de
aluminio a 2% (em metanol). Apés uma hora de repouso no escuro,
mensurou-se a absorbancia a 420 nm e o teor de flavonoides foi expresso
em pg de equivalentes de quercetina por g de massa fresca (ug EQ g MF).

2.2.8 Determinacédo da atividade de peroxidases e glucanases

Para determinar a atividade de peroxidases e glucanases em
plantas de tomate submetidas aos mesmos tratamentos descritos no item
2.2.7, amostras de tecido foliar (cinco foliolos) foram coletadas e
imediatamente congeladas a -20°C. O tecido foi macerado com auxilio
de almofariz e pistilo em nitrogénio liquido e homogeneizado por 2 min
em 2 mL de tampdo acetato de sodio 0,1 M (pH 5,2), contendo acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM, polivinilpirrolidona 1%
(PVP) e fluoreto de fenilmetilsulfonila 1 mM (PMSF). A solugéo obtida
foi centrifugada a 20.000 g por 30 min e o sobrenadante (extrato
protéico) recuperado. Todo o processo foi conduzido a 4 °C.

A atividade da peroxidase foi determinada através de método
espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em
tetraguaiacol como descrito por Hammerschmidt, Nuckles e Kuc (1982),
com algumas modificagdes. A reagdo consistiu da adicdo de 20 pL do
extrato protéico em 2,9 mL de tampao fosfato 50 mM (pH 6,0) contendo
guaiacol 20,2 mM e peroxido de hidrogénio 90 mM. A reacdo foi
conduzida por 4 min a 30 °C, com os valores de densidade Optica sendo
tomados a cada 30 s. Os resultados foram expressos em unidades de
densidade optica a 470 nm por mg de proteina por minuto (DO479 nm Mg
proteina™ min™).

A atividade de glucanases foi determinada pela quantificagdo
colorimétrica de aglicares redutores liberados a partir da laminarina
(Laminaria digitata — Sigma Aldrich Chemicals, SP/Brasil). A reagao
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envolveu 25 pL do extrato protéico e 475 uL de laminarina (750
pg/mL) em tampao acetato de sédio 0,1 M, (pH 5,2), os quais foram
incubados a 44 °C por 1 h. Aliquotas de 30 pL foram retiradas da
mistura incubada e diluidas em 470 puL de agua destilada para a
dosagem dos agucares redutores liberados na reacgdo, pelo método de
Lever (1972). Para tanto, 1,5 mL de hidrazida do acido p-
hidroxibenzoéico 1% (PAHBAH) foi adicionado aos 500 uL. da solucdo
final e, ap6s incubacdo a 100 °C por 5 min, foi feita leitura a 410 nm em
espectrofotdmetro. De cada amostra foi subtraido o valor do “branco”,
contendo a mesma reacdo descrita para a amostra, porém, sem
incubagdo. A atividade de glucanases foi expressa em pKatal por mg
proteina (uKatal mg proteina™), sendo 1 Katal definido como a
atividade enzimatica catalisando a formagdo de 1 mol de equivalente-
glicose/segundo.

2.2.9 Atividade da fenilalanina aménia-liase (FAL)

Para a atividade da FAL, amostras de tecido foliar submetidas
aos mesmos tratamentos descritos no item 2.2.7 foram maceradas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em tampao borato de sddio 25 mM
(pH 8,8) contendo EDTA 1 mM e PVP (0,5 %). A solugdo obtida foi
centrifugada a 20.000 g por 30 min e o sobrenadante (extrato protéico)
recuperado. Todo o processo foi conduzido a 4 °C.

A atividade enzimatica foi determinada segundo Falcon et al.
(2008), com algumas modificagdes. Como substrato, foi utilizada
fenilalanina 50 mM em tampao borato de sodio 100 mM (pH 8,8). Em
450 pL do substrato, foram adicionados 50 pL do extrato protéico e a
mistura incubada a 40 °C por 1h. A reagédo foi interrompida pela adi¢do de
200 uL de HCI 5 N e banho de gelo por 5 min. Finalmente, 300 puL de
agua foram adicionados e a absorbancia da solugio final mensurada a 290
nm. Os resultados foram expressos como nmol de 4cido trans-cindmico
formado por mg de proteina por minuto de reagdo (nmol acido trans-
cindmico mg proteina'1 min'l).

2.2.10 Delineamento experimental das anélises bioquimicas
O experimento para determinagdes enzimaticas ¢ metabdlitos

secundarios foi montado sob delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeti¢des/tratamento. Uma repeticdo foi representada por
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uma planta e de cada uma delas, cinco foliolos (~500 mg) foram
coletados aleatoriamente para as analises.

2.2.11 Dosagem de proteinas totais

A quantificagdo de proteinas soliveis nos extratos foi
determinada pelo método de Bradford (1976). Em um volume de 800
pL, acrescentaram-se 200 pL do reagente “coomassie brilliant blue”
(CBB). As leituras de absorbancia das solu¢des foram feitas em
espectrofotdmetro a 595 nm. Os valores de absorbancia dos extratos
foram convertidos em concentracdo de proteina soluvel, por comparacgao
com as leituras de solugdes padrdes de albumina de soro bovino (BSA),
de 2,5 a 25 ng/mL.

2.2.12 Analise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA one way ou fatorial) e o teste
de Tukey (compara¢des multiplas) foram realizados para verificar a
diferenca entre as médias das varidveis analisadas nos experimentos.
Quando os dados ndo apresentaram homogeneidade de varidncias,
aplicou-se uma analise ndo paramétrica Kruskal-Wallis e a comparacgao
entre os tratamentos foi feita de forma independente pelo teste Mann-
Whitney. Andlise de regressdo foi requerida para verificar o efeito de
concentracdo dos tratamentos.

As analises foram conduzidas utilizando os softwares
estatisticos  Statistica 8.0 (STATSOFT, 2007) e Sisvar
(FERREIRA, 2003).

2.3 Resultados
2.3.1 Atividade antimicrobiana in vitro sobre Xanthomonas gardneri

A avaliacdo inicial com as quitosanas Qcom, Qbpm e Qmpm a
4 mg/mL, incorporadas em meio de cultura NA, mostrou um efeito
altamente inibitorio dos polissacarideos sobre a bactéria. O crescimento
bacteriano foi normalmente verificado no meio NA contendo HCI
(Figura 3).
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Figura 3 - Efeito da quitosana comercial (Qcom), de baixo peso
molecular (Qbpm) e de médio peso molecular (Qmpm),
utilizadas a 4 mg/mL, no crescimento in vitro de
Xanthomonas gardneri representado pela densidade optica
da suspensdo de células a 600 nm. As quitosanas e o
controle HCI 0,05N foram incorporados no meio de cultura
nutriente-agar (NA). Barras seguidas da mesma letra nio
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Em outro experimento em que se avaliou o efeito de
concentragdes das quitosanas sobre a bactéria, os polissacarideos a 0,25
mg/mL ndo afetaram o crescimento de X. gardneri, mas a 1 mg/mL
notou-se efeito significativo, com a Qcom e Qbpm apresentando maiores
inibi¢des. Este experimento foi repetido duas vezes, e como os resultados
foram similares, um dos experimentos foi escolhido para ilustrar os
resultados. Como os dados ndo apresentaram homogeneidade, além de
ndo se adequarem as transformagdes, ndo foi possivel analisa-los por meio
de uma regressao, sendo requerida uma estatistica ndo paramétrica (Figura 4).
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Figura 4 - Atividade antimicrobiana in vitro da quitosana comercial
(Qcom), de baixo peso molecular (Qbpm) e de médio peso
molecular (Qmpm), em diferentes concentragdes, sobre o
crescimento de Xanthomonas gardneri representado pela
densidade Optica da suspensdo celular a 600 nm. As
quitosanas e o controle HCI 0,05N foram incorporados no
meio de cultura nutriente-agar (NA). Os dados foram
submetidos ao teste Kruskal-Wallis e a comparagdo entre
os tratamentos feita de forma independente pelo teste
Mann-Whitney para p < 0,05.

2.3.2 Efeito da pulverizacéo foliar da quitosana sobre a severidade
da mancha bacteriana em plantas de tomate

Em nenhum dos experimentos foi observado efeito fitotdxico
das quitosanas sobre o tomateiro. Os tratamentos com as quitosanas
Qcom, Qbpm ¢ Qmpm a 1 mg/mL conferiram uma reducdo de,
aproximadamente, 70% na severidade da doenga, quando pulverizados 3
dias antes da inocula¢do com X. gardneri. O efeito foi similar aquele
proporcionado pelo ASM (Figura 5).
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Figura 5 - Efeito da quitosana comercial (Qcom), de baixo peso (Qbpm)
e de médio peso molecular (Qmpm), a Img/mL, na
severidade da mancha bacteriana (Xanthomonas gardneri).
HCI 0,05 (pH 5,6) representa o controle negativo e o
Acibenzolar-S-metl (ASM) a 50 mg/mL, o controle positivo.
Os tratamentos foram aplicados nas plantas 3 dias antes da
inoculagdo com a bactéria (108 ufc/mL) e a avaliacdo da
severidade da doenca feita 15 dias apds a inoculacdo. Barras
(médias * desvio-padrdo) seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.

A reducdo do intervalo entre a aplicacdo das quitosanas e a
inoculagdo da bactéria para 48 h e 24 h ndo proporcionou aumento
significativo no nivel de controle da bacteriose em relagdo ao intervalo
de tempo de 3 dias (Figura 6).
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Figura 6 - Efeito da quitosana comercial (Qcom), de baixo peso
molecular (Qbpm) e de médio peso molecular (Qmpm), a
Img/mL, na severidade da mancha bacteriana
(Xanthomonas gardneri; 10® ufc/mL). As quitosanas foram
pulverizadas em diferentes intervalos antes da inoculagdo.
HCI 0,05 (pH 5,6) representa o controle negativo aplicado
72h antes da inoculagdo. A avaliagdo da severidade da
doenga foi realizada 15 dias apds a inoculagdo. Barras
(médias + desvio-padrio) seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

A ANOVA fatorial para quitosanas e concentragdes nao acusou
diferenga estatistica para a primeira variavel. Quanto as concentragdes,
houve um efeito dose-dependente, com maior redugdo na severidade da
doenga a 3 mg/mL. Os tratamentos foram aplicados 3 dias antes da
inoculagdo e nio diferiram entre si. Como nio houve diferenga entre as
quitosanas, a Figura 7 representa uma andlise de regressdo linear com
valores médios das trés quitosanas.

Em todos os experimentos, as quitosanas Qcom, Qbpm e
Qmpm ndo apresentaram diferengas significativas entre si quanto a
protecdo conferida as plantas de tomate contra a mancha bacteriana.
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Entretanto, a quitosana de baixo peso molecular (Qbpm) foi a que
apresentou menores valores médios de severidade e foi utilizada nos
experimentos posteriores.
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Figura 7 - Efeito de concentragdes (0; 0,75; 1,5; 3,0 mg/mL) da
quitosana comercial, de baixo peso e médio peso
molecular na severidade da mancha bacteriana
(Xanthomonas gardneri; 10° ufc/mL). Os tratamentos
foram aplicados 3 dias antes da inoculagdo e a avaliacdo
realizada aos 15 dias apds a inoculagdo. Linhas verticais no
grafico representam o desvio-padrdo Houve efeito de
concentracdo das quitosanas sobre a mancha bacteriana
pelo teste F a 5%.

Considerando que os intervalos entre tratamento e inoculagao
de 24 a 72 h ndo foram diferentes no nivel de prote¢do conferido pelas
quitosanas, foi avaliado um intervalo de tempo superior. Utilizou-se a
Qbpm 3 mg/mL e as plantas de tomate foram inoculadas com X.
gardneri 6 dias apds o tratamento. Com esse intervalo, ndo foi
observada reducdo na severidade da mancha bacteriana pela Qbpm,
comparada ao controle HCI 0,05 N. O ASM foi efetivo na reducdo da
doenga quando aplicado tanto aos 3 como aos 6 dias antes da
inoculagdo (Figura 8).
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Figura 8 — Efeito de intervalos de tempo entre os tratamentos [quitosana
baixo peso molecular (Qbpm), a 3 mg/mL; Acibenzolar-S-
metil (ASM), a 50 mg/L; e HCl 0,05N (pH 5,6)] ¢ a
inoculagdo, na severidade da mancha bacteriana
(Xanthomonas gardneri; 10° ufc/mL). O HCl 0,05N,
utilizado como controle, foi aplicado 6 dias antes da
inoculagdo. A avaliagdo foi realizada 15 dias apoés a
inoculagdo. Barras (médias + desvio-padriao) seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
significancia.

2.3.3 Perfil espectrofotométrico, quantificacdo de compostos
fendlicos totais, flavonéides e atividade da FAL

Na figura 9, observam-se os perfis espectrofotométricos dos
tratamentos em diferentes intervalos de tempo. Por ndo haver diferengas
no perfil entre 200-260 nm nos dias avaliados, os dados sdo
apresentados a partir desse ultimo comprimento de onda. Aos 4 dias
apos os tratamentos, houve aumento significativo na absorbéncia a 280-
300 nm em plantas tratadas (inoculadas) com Qbpm e ASM em relacdo
a testemunha (Tabela 2).
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Figura 9 - Perfil espectrofotométrico do extrato etanol-tolueno de plantas tratadas com quitosana de baixo peso
molecular (Qbpm), Acibenzolar-S-metil (ASM) e HCI 0,05 N (pH 5,6), inoculadas ou ndo com X.
gardneri (Xg; 10 ufc/mL), 1 (A), 3 (B), 4 (C) e 6 (D) dias apds os tratamentos. TO = testemunha

absoluta.
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Tabela 2 - Valores médios de absorbancia na faixa entre 280 ¢ 300 nm
em plantas de tomate tratadas, e inoculadas ou ndo com
Xanthomonas gardneri, 4 dias apds o tratamento (T4).

Absorbancia em T4 (280-300nm)

Tratamento

Plantas nao inoculadas Plantas inoculadas
HCI10,05N 1,808+0,310 a A" 1,444+0,215a B
Qbpm 1,705+0,298 a A 1,755+0,303 b A
ASM 1,634+0,293 a A 1,746+0,298 b A

I Meédias seguidas pelas mesmas letras, minusculas na vertical e
maitsculas na horizontal, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey.

Em experimento para a andlise do conteudo de compostos
fendlicos totais em folhas de tomateiro, verificou-se que o mesmo
permaneceu praticamente constante até o quarto dia apos os diferentes
tratamentos. Entretanto, no sexto dia apos os tratamentos (correspondente
a 3 dias apés a inoculagdo), houve um aumento significativo na
quantidade desses compostos em plantas tratadas com Qbpm ou ASM e
inoculadas com X. gardneri, comparadas com o controle HCI 0,05 N
inoculado (Figura 10). Para o conteudo de flavonoides, efeito similar foi
observado para o tratamento com quitosana, que promoveu um aumento
significativo desses compostos aos 3 dias apds a inoculagdo com a
bactéria. Ja plantas tratadas com ASM e inoculadas com X. gardneri ndo
diferiram do controle (Figura 11).

A atividade da FAL também apresentou um aumento
pronunciado aos 6 dias apo6s o tratamento com Qbpm (e 3 dias apds
inoculagdo com X. gardneri), no entanto, ndo significativo comparado
ao controle HCI1 0,05 N (Figura 12).
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Figura 10 - Alterag@o no contetido médio de compostos fenolicos totais,
expresso em pg de equivalente acido galico (EAG) por
massa fresca (MF), em folhas de tomateiro tratadas com
quitosana de baixo peso molecular (Qbpm a 3 mg/mL - 9,
¢), acibenzolar-S-metil (ASM a 50 mg/L - o, m) ou HCI
0,05 N (A, A) e inoculadas (¢, m, A) ou ndo (0, O, A)
com a bactéria Xanthomonas gardneri (Xg) (10° ufc/mL). A
seta indica o momento da inoculacdo com a bactéria. Barras
de erros indicam o desvio padrdo. Dentro de cada dia de
avaliagdo, médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 11 - Alteracdo no contetido médio de flavondides, expresso em
ng de equivalente quercetina (EQ) por massa fresca (MF)
em folhas de tomateiro tratadas com quitosana de baixo
peso molecular a 3 mg/mL (Qbpm), acibenzolar-S-metil a
50 mg/L (ASM) ou HCI 0,05 N e inoculadas ou ndo com a
bactéria Xanthomonas gardneri (Xg) (10° ufc/mL) 3 dias
apos o tratamento. Barras de erros indicam o desvio
padrdo. O asterisco (*) indica diferenca significativa em
relacdo ao controle (HCI+Xg) pelo teste Dunnet a 5 % de
significancia.
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Figura 12 - Atividade da fenialanina amonia-liase (FAL) em folhas de
tomateiro tratadas com quitosana de baixo peso molecular
(Qbpm a 3 mg/mL - 0, ¢), acibenzolar-S-metil (ASM a 50
mg/L - o, m) ou HCI1 0,05 N (A, A) e inoculadas (¢, m,
A) ou ndo (0, o, A) com a bactéria Xanthomonas gardneri
(Xg) (10°* ufc/mL). A seta indica o momento da inoculagdo
com a bactéria. Barras de erros indicam o desvio padrdo.
Nao houve diferenga estatistica entre os tratamentos, de
acordo com o teste F em nivel de 5% de significancia.

2.3.4 Atividade de peroxidases e glucanases em folhas de tomateiro
tratadas com quitosana

A partir dos 4 dias ap6s os tratamentos (1 dia apds a inoculagdo
com X. gardneri), observa-se um aumento consideravel da atividade de
peroxidases em plantas de tomateiro tratadas com Qbpm + Xg,
comparado ao HCI 0,05 N + Xg (p = 0,09), sendo que aos 6 dias ap6s o
tratamento (3 dias apods a inoculagdo), detectou-se efeito significativo
entre tais tratamentos (p = 0,03). O ASM apresentou efeito similar ao da
quitosana, mas ndo significativo comparado ao HCI aos 6 dias apds o
tratamento (Figura 13).

Quanto as B,1-3 glucanases, foi observado que apds 3 dias da
aplicacdo dos tratamentos houve uma aumento na atividade enzimatica
ao longo do tempo. Embora aos 4 dias apds o tratamento com Qbpm (1
dia ap6s inoculagdo) os niveis da atividade enzimatica continuassem a
subir, no sexto dia houve uma queda na mesma (Figura 14). Ao longo
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do tempo avaliado, ndo notou-se incrementos significativos na atividade
de glucanases ap0s o tratamento com quitosana ou ASM comparados ao
HC1 0,05 N.
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Figura 13 - Atividade de peroxidases em folhas de tomateiro tratadas
com quitosana de baixo peso molecular (Qbpm a 3 mg/mL
- 0, #), acibenzolar-S-metil (ASM a 50 mg/L - O, m) ou
HC1 0,05 N (A, A) e inoculadas (¢, m, A) ou ndo (0, O,
A) com a bactéria Xanthomonas gardneri (Xg) (10°
ufc/mL). A seta indica o0 momento da inoculagdo com a
bactéria. Barras de erros indicam o desvio padrdo. Dentro
de cada dia de avaliacdo, médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 14 - Atividade de glucanases em folhas de tomateiro tratadas
com quitosana de baixo peso molecular (Qbpm a 3 mg/mL
- 0, #), acibenzolar-S-metil (ASM a 50 mg/L - O, m) ou
HC10,05 N (A, A) e inoculadas (¢, m, A) ou nao (0, O,
A) com a bactéria Xanthomonas gardneri (Xg) (10°
ufc/mL). A seta indica 0 momento da inoculagdo com a
bactéria. Barras de erros indicam o desvio padrdo. Nao
houve diferenga estatistica entre os tratamentos, de acordo
com o teste F em nivel de 5% de significancia.

2.4 Discussdo

No presente estudo, a quitosana promoveu o controle da mancha
bacteriana em até 70%, com concentra¢des variando de 0,75 a 3 mg/mL
quando aplicada 3 dias antes da inoculagdo das plantas de tomate.
Resultados similares em termos de protecdo de plantas foram obtidos por
Ben-Shalom et al. (2003), em que a quitosana promoveu uma redugo do
mofo cinzento de 65%, 82% e 87%, quando aplicada 1, 4 ou 24 h antes da
inoculagdo com Botrytis cinerea, respectivamente. Embora estes autores
tenham encontrado niveis de controle maiores que os obtidos neste estudo,
os intervalos entre tratamento e inoculagdo adotados foram bem menores,
além disso, a concentragdo da quitosana utilizada foi de 5 mg/mL.

Em plantas de fumo, a aplicagdo foliar de quitosana a 0,5
mg/mL, 5 dias antes da inoculagdo, conferiu uma protecdo de 55%
contra Phytophthora parasitica nicotianae comparado ao controle
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(FALCON et al., 2008). Nesse caso, os autores concluiram que o efeito
protetor observado foi devido a indugdo de resisténcia sistémica, aferida
pela alta atividade de glucanases, ja que o polissacarideo foi aplicado na
parte aérea da planta e a inoculag@o feita no sistema radicular. O efeito
direto sobre P. parasitica foi observado em testes in vitro. Para o
feijoeiro, a quitosana conferiu uma prote¢do maior que 50 % contra a
antracnose quando aplicada a 2 mg/mL aos 5 dias antes da inoculagdo
com Colletotrichum lindemuthianum, ¢ um aumento na atividade de
glucanases. Além disso, a quitosana reduziu o crescimento micelial do
fungo e inibiu a germinagéo de conidios (DI PIERO; GARDA, 2008).

Nota-se que as respostas de uma planta a determinados agentes
eliciadores dependem, dentre outros aspectos, do patdogeno envolvido,
da concentragdo do eliciador ¢ de um intervalo de tempo entre a
exposi¢ao da planta ao indutor e a expressdo da resisténcia, que segundo
Hammerschmidt e Kuc (1982) pode demorar alguns dias a uma semana.
Plantas de tomate tratadas com quitosana de baixo peso molecular
(Qbpm) a 3 mg/mL mostraram uma protecao contra a mancha bacteriana
quando o polissacarideo foi aplicado em intervalos de 24, 48 e 72 h
antes da inoculagdo. Por outro lado, um intervalo superior (6 dias) nao
foi eficiente.

A protecdo de plantas conferida pela quitosana pode se dar tanto
por um efeito direto sobre o patdgeno, como por uma ativagdo de
mecanismos de defesa nos tecidos das plantas. No presente estudo, ficou
evidente a atividade antibacteriana da quitosana comercial ¢ daquelas de
baixo e médio peso molecular sobre X. gardneri. Além disso, o
crescimento bacteriano foi normalmente verificado em meio NA
acrescido de HCI 0,05 N (pH 5,6), mostrando que a acidificagdo do
meio NA para o valor de 5,9 (o pH normal desse meio ¢ igual a 7,0) ndo
interferiu no desenvolvimento da bactéria.

A maioria dos trabalhos presente na literatura que demonstra o
efeito antimicrobiano da quitosana relata o efeito sobre patogenos de
origem fungica (HADWIGER; BECKMAN, 1980; BEN-SHALOM et
al., 2003; CHIEN; SHEU; LIN, 2007; GUO et al., 2006;
HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2008). Pouco se sabe sobre o efeito
do polissacarideo em fitobactérias. Somente em 2008 foi publicado o
primeiro trabalho por Li et al. em que os mesmos demonstraram a
atividade da quitosana sobre X. arboricola pv. poinsettiicola e X.
axonopodis pv. poinsettiicola, causadoras da mancha bacteriana da
poinsétia. Para essas espécies de bactéria, a inibicdo maxima foi
verificada a 0,1 mg/mL, em contrapartida, nas condi¢des realizadas no
presente estudo, s6 foi observada efeito significativo das quitosanas a
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partir de 1 mg/mL, com o uso de quitosanas apresentando peso
molecular entre 50-190 (Qbpm) e 190-310 KDa (Qmpm). No trabalho
de Li et al. (2008), embora tenha sido observado um efeito da quitosana
sobre as bactérias em concentracdes relativamente baixas, ndo ha
menc¢do do peso molecular da quitosana utilizada. Em 2009, Rabea et al.
(2009) mostraram que uma quitosana de baixo peso molecular a 0,5
mg/mL e a 1,05 mg/mL apresentaram atividade antibacteriana contra
Agrobacterium tumefaciens e Erwinia carotovora, respectivamente, o
que se assemelha ao encontrado para X. gardneri. Cavalcanti e
colaboradores (2007a) relataram efeito de fragdes heterogéneas de
quitosana obtida do micélio de Crinipellis perniciosa na interagido
tomate-X. vesicatoria, entretanto sem efeito sobre a bactéria.

Benhamou et al. (1998) avaliaram diferentes concentra¢des de
quitosana sobre uma linhagem de Bacillus pumilus, rizobactéria
promotora de crescimento em planta. O objetivo era encontrar uma
concentracdo que nao afetasse negativamente a bactéria agente de
biocontrole, de modo a combinar quitosana e Bacillus em um tratamento
integrado visando o controle da murcha de Fusarium em tomateiro. Por
analise macroscopica e ultraestrutural, feita em microscépio eletronico
de transmissdo, as concentragdes de 1 e 2 mg/mL de quitosana ndo
afetaram o crescimento nem as células bacterianas do agente de
biocontrole. Em contrapartida, concentragdes maiores provocaram
varios niveis de alteracdes nas células, como distor¢des na parede
celular, desorganizacdo citoplasmatica e até mesmo destruicao da parede
celular, a 4 mg/mL. A quitosana a 1 mg/mL foi entdo selecionada para
os testes subseqiientes ja que teve um efeito neutro sobre a rizobactéria.

Diferentes caracteristicas podem interferir na atividade
bioldgica da quitosana, dentre elas a sua natureza catiénica. O que tem
sido sugerido é que existe uma interacdo entre as cargas positivas do
polissacarideo com os residuos de carga negativa das macromoléculas
expostos na superficie da célula do patégeno, o que pode resultar em
alteragdo da permeabilidade da membrana, com liberacdo do contetido
celular para o meio (BENHAMOU, 1996). As quitosanas utilizadas
nesse estudo apresentaram grau de desacetlicdo similares, em torno de
85%, o que parece ter sido suficiente para possibilitar interacdo entre os
grupamentos amino do polissacarideo (concentragdo acima de 1 mg/mL)
com grupamentos negativamente carregados da membrana bacteriana.
Entretanto, ainda é necessario que estudos adicionais sejam realizados
para elucidar os mecanismos de atuagdo da quitosana sobre X. gardneri,
considerando-se diferentes propriedades como peso molecular e grau de
desacetiliza¢do da molécula.
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Um outro atributo que interfere na atividade bioldgica da
quitosana € o peso molecular. Estudos realizados com fungos mostraram
que quanto menor o peso molecular, maior € a atividade antifingica da
quitosana (BADAWAY; RABEA, 2008; CHIEN; SHEU; LIN, 2007). A
quitosana de baixo peso molecular utilizada neste estudo mostrou um
efeito levemente maior sobre X. gardneri que a de médio peso,
sobretudo quando utilizada a 1 mg/mL. Hernandez-Laurazo et al. (2008)
mostraram efeito similiar, em que uma quitosana de baixo peso
molecular foi mais efetiva que a de médio e alto peso molecular, em
inibir o crescimento micelial de Rhizopus stolonifer, quando utilizada
em concentra¢des de 1 a 2 mg/mL. Em outro estudo foi verificado um
maior efeito para quitosana de baixo peso moleular, em concentragdes
de 0,01-1 mg/mL, sobre o Botrytis cinerea e Penicillium expansum
(LIU et al., 2007). A hipdtese mais aceita para o maior efeito
antimicrobiano das quitosanas de baixo peso molecular ¢ a de que
polimeros menores conseguem atravessar a membrana plasmatica dos
microrganismos com mais facilidade e provocar morte celular. Em
estudo feito com bactérias patogénicas humanas, Zheng e Zhu (2003)
relataram que a quitosana forma uma membrana polimérica na
superficie da célula, impedindo a entrada de nutrientes. Além disso, a
quitosana de baixo peso molecular entra na célula e, pela sua natureza
catidnica, pode absorver as substincias eletronegativas e flocula-las,
perturbando as atividades fisiologicas das células, levando-as & morte.
Yakovlev et al. (2007) mostraram ainda que uma quitosana de baixo
peso molecular ¢ eficiente em inibiar RNAase de bactérias.

No que tange ao efeito sobre o metabolismo da planta, muitos
pesquisadores tém demonstrado a capacidade da quitosana em induzir
resisténcia contra fitopatdogenos. Essa alteracdo resulta da indugdo de
marcadores bioquimicos como proteinas relacionadas a patogénse,
fitoalexinas, compostos fendlicos, além de compostos estruturais como
lignina e calose (BHASKARA REDDY et al, 1999; ZHANG;
QUANTICK, 1997). Considerando a diversidade de mecanismos e
compostos associados a indugdo de resisténcia em plantas, neste
trabalho foi feita uma varredura espectrofotométrica de plantas tratadas
com quitosana, e inoculadas com X. gardneri, para observar quais as
classes de compostos poderiam ter sua biossintese estimulada pelo
tratamento com o polissacarideo, j4 que o mesmo promoveu uma
redu¢do na severidade da mancha bacteriana. O perfil
espectrofotométrico mostrou um aumento da absorbancia entre os
comprimentos de onda de 280-300 nm apds 4 dias do tratamento (1 dia
apos inoculagdo), indicando que a quitosana pode ter condicionado as
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plantas a sintetizarem diferentes classes de compostos em resposta a
fitobactéria. Os picos entre 645-680 nm, observados em todos os
espectros, sdo tipicos de absor¢ao por clorofilas.

Sabe-se que compostos fenolicos, flavonoides, dentre outros,
podem absorver a luz na faixa de comprimento de onda de 280 a 300
nm. Considerando esse aspecto, foram conduzidos alguns testes para
quantificar o conteudo de compostos fendlicos totais e de flavonoides
em diferentes intervalos apds o tratamento de plantas com Qbpm, ASM
e HC1 0,05 N, inoculadas ou ndo com X. gardneri. Houve um actimulo
significativo de fendlicos totais em plantas tratadas com quitosana
(Qbpm 3 mg/mL) ou ASM e inoculadas com X. gardneri, em relagdo ao
controle. Quanto aos flavondides, um efeito similar foi observado, com
acumulo significativo em plantas tratadas com quitosana e inoculadas
com a bactéria. J4 o tratamento com ASM nao diferiu do controle.

Os fenois podem ser sintetizados por duas rotas metabolicas: a
do acido chiquimico e do 4cido maldnico. A primeira via resulta na
biossintese da maioria dos fenolicos nas plantas e tem como enzima
chave a fenilalanina amoénia-liase (FAL). Esta enzima catalisa a -
elimina¢do da amdnia a partir da L-fenilalanina para formar acido trans-
cindmico, um precursor dos fenilpropanodides. Esses sdo importantes
constituintes da parede celular e da lignina, além de apresentarem
efeitos toxicos sobre patdégenos (TAIZ; ZEIGER, 2009; CLIVE LO;
NICHOLSON, 2008). O aumento de fendlicos totais e flavondides
verificado esteve associado a atividade da FAL, que também esteve
elevada aos 6 dias apds o tratamento com quitosana, embora este niao
tenha diferido estatisticamente do controle. Esse aumento na atividade
enzimatica e dos polifendis podem ter contribuido para a redugdo da
severidade da mancha bacteriana do tomateiro apds o tratamento com a
quitosana.

Bhaskara Reddy et al. (1999) mostraram que no patossistema
trigo-Fusarium graminearum, a sintese de acidos fenolicos foi
estimulada pelo tratamento prévio com quitosana e o nivel destes
compostos aumentou significativamente com o aumento da
concentracdo da quitosana (2, 4, 6 para 8 mg/mL). Os autores sugerem
que o acimulo de varios derivados do acido trans-cindmico observado
no trabalho se deve ao fato de que a quitosana ativa a via dos
fenilpropandides. Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de
acordo com esses autores, pois houve uma elevagdo no conteudo de
fenois totais e flavonodides aos 3 dias apods a inoculagdo, além de um
aumento na atividade da FAL nesse mesmo periodo. Os compostos
fenodlicos sdo bem conhecidos como substincias antimicrobianas e
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podem estar envolvidos tanto em mecanismos bioquimicos como
estruturais de defesa em plantas. Durante a infeccdo de plantas, pode
ocorrer um rapido actimulo, oxidagdo e polimerizagdo de compostos
fenolicos no sitio da infeccdo que limita o desenvolvimento do
patdgeno. Além dessa atuagdo direta, alguns materiais fendlicos sdo
importantes componentes da parede celular das plantas e
conseqiientemente auxiliardo na contengdo do patdégeno e na restri¢do do
aumento da lesao (NICHOLSON; HAMMERSCHIMIDT, 1992; RIDE,
1975). Os flavondides, que constituem um grupo de polifendis, sdo
importantes na expressdo da defesa e sdo considerados componentes-
chave da resisténcia em sorgo. Nessa cultura, flavonoides pigmentados
(3-deoxiantocianidinas) tém a funcdo de fitoalexinas com funcdo
antimicrobiana e se acumulam rapidamente em resposta a infecgdo
(CLIVE LO; NICHOLSON, 2008). Em algumas culturas, o tratamento
prévio com eliciadores aumenta a biossintese de flavondides, como o
que ocorreu em plantas de arroz submetidas ao tratamento com
quitosana, que aumentou a producdo da sacuranetina (AGRAWAL et al.
2002). Esses resultados corroboram os obtidos neste trabalho, indicando
que a quitosana atua na rota dos fenilpropanoides.

Além da importante atuagdo de metabodlitos secundarios na
defesa de plantas contra patdogenos, diferentes proteinas relacionadas a
patogénese podem ser induzidas pelo tratamento com eliciadores e
subseqiiente inoculacdo com patdgeno. As f3-1,3-glucanases atuam
diretamente sobre patogenos, degradando a parede celular, e os
oligdbmeros liberados a partir de sua atividade servem como moléculas
sinalizadoras. A atividade dessa enzima em plantas de tomate foi
alterada pela quitosana, ap6s 3 dias do tratamento, entretanto, apos a
inoculagdo das plantas, ndo foi observado um efeito pronunciado.
Schneider e Ullrich (1994) também ndo observaram uma boa relagdo
entre atividade de -1,3-glucanases e a inducdo de resisténcia em folhas
de pepino, quando as plantas foram previamente tratadas com
eliciadores e desafiadas com o patogeno. Em plantas de feijdo, a
depender da cultivar utilizada, foi verificada uma menor atividade de -
1,3-glucanase, aos 5 e 10 dias apds o tratamento com a quitosana
(RODRIGUES et al., 2006). Em fumo, o nivel de expressdo do mRNA
da B-1-3 glucanase foi 11 vezes maior ap6s o tratamento de plantas com
uma oligoquitosana comparadas ao controle, evidenciando a associagdo
dessa enzima na defesa de tabaco contra o TMV (YAFEI et al.,
2009).
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A atividade de peroxidases nas folhas de tomate foi
significativamente aumentada pelo tratamento com quitosana, sobretudo
aos 3 dias apos a inoculacdo com X. gardneri. Essas enzimas sdo
conhecidas por participarem de varios processos fisiologicos de grande
importancia, dentre eles, a deposicdo de compostos fendlicos e a
biossintese de lignina. A lignificagdo forma-se em decorréncia da
atividade peroxidasica que é responsavel pela polimerizagdo de unidades
de fenilpropanoéides para formar essa complexa estrutura. Os resultados
obtidos neste trabalho estdo de acordo com os de Graham e Graham
(1991), que encontraram boa correlacdo entre o aumento na atividade de
peroxidases e na deposi¢do de polimeros fenolicos em soja, induzidos
por uma glucana presente na parede de Phytophthora megasperma f. sp.
glycinea. O aumento de peroxidases e compostos fenolicos, induzidos
por uma elicitina e proteina purificada de um filtrado de Phytophthora
palmivora, estiveram associados a resisténcia da seringueira Hevea
brasiliensis contra P. palmivora (DUTSADEE; NUNTA, 2008).
Apoiado nestes trabalhos, sugere-se que as plantas de tomates foram
responsivas ao tratamento com quitosana e subseqiiente inoculagdo com
X. gardneri. Alguns dos mecanismos que podem estar associados a
interagdo sdo as atividades de peroxidases e o acumulo de compostos
fendlicos, bem como o de flavonodides.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DA FRACAO POLISSACARIDICA
DA BABOSA (Aloe barbadensis Miller) QUANTO AO EFEITO
ANTIMICROBIANO E A PROTECAO DE PLANTAS DE
TOMATE CONTRA Xanthomonas gardneri

3.1 Introducéo

A busca por alternativas aos fungicidas para o controle de
doengas em plantas tem estimulado cada vez mais pesquisas envolvendo
a indugfo de resisténcia. Romeiro (2008) aponta a imprescindibilidade
de investigar métodos alternativos para o controle de enfermidades em
plantas que sejam eficientes e menos agressivos a saude humana e ao
equilibrio dos ecossistemas. Sendo assim, encontrar uma forma mais
in6cua possivel de ativar mecanismos de defesa em plantas, para que
elas mesmas se protejam dos patégenos, por certo € uma estratégia com
maiores possibilidades de aceitagdo publica.

H4 muitos anos as plantas medicinais tém sido utilizadas
popularmente. A exploracdo da atividade bioldgica de compostos
presentes em tais plantas pode representar, ao lado da inducdo de
resisténcia, mais uma forma de controle alternativo de doengas em
plantas cultivadas (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005). Na
literatura, encontram-se um grande nimero de trabalhos que utilizam as
propriedades antimicrobiana e indutora de resisténcia de plantas
medicinais. Um estudo feito por Franzener et al. (2007) mostrou que
hidrolatos de Helietta apiculata (canela-de-veado) ¢ Conyza canadensis
(buva) possuem atividade antibacteriana contra Xanthomonas
campestris pv. campestris e antifungica contra Alternaria brassicae.
Adicionalmente, foi observado um acréscimo na sintese de fitoalexinas
em sorgo pelo uso desses hidrolatos. Oleos essenciais obtidos de
Origanum syriacum var. bevanii (orégano), Lavandula stoechas subsp.
Stoechas (lavanda), Rosmarinus officinalis (alecrim) e erva-doce
(Foeniculum vulgare) apresentaram atividade antimicrobiana sobre
Phytothphtora infestans do tomateiro, inibindo o crescimento in vitro
quando incorporados em meio de cultura (SOYLU; SOYLU; KURT,
2006). Extrato aquoso de Datura metel apresentou efeito inibitorio in
vitro contra Phaeoisariopsis personata além de reduzir o
desenvolvimento da doenca causada pelo fungo em mais de 60% em
condigdes de casa de vegetacdo (KISHORE, PANDE, RAO; 2001).

A maioria das pesquisas tem explorado a atividade dos
compostos secundarios presentes nos extratos ou oleos essenciais de
plantas medicinais. A babosa (Aloe barbadensis Miller) ¢ uma das
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plantas amplamente utilizadas para fins medicinais e cosméticos e
constitui uma fonte de metabolitos secundarios e de polissacarideos.
Aproximadamente, 80 componentes potencialmente ativos sdo
encontrados na babosa, incluindo vitaminas, enzimas, minerais,
acucares, lignina, saponinas, aminodcidos, acido salicilico, dentre
outros, com atividades antioxidante, antiinflamatdria, analgésica e
antimicrobiana (SURJUSHE; VASANI; SAPLE, 2008).

A atividade antimicrobiana da babosa tem sido testada contra
patogenos humanos (FUJITA et al., 1978), entretanto, pouco se sabe
sobre seu efeito em fitopatdogenos que acometem culturas de grande
importincia agrondémica. A atividade antifingica sobre Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum e Colletotrichum coccodes, isolados de
batata, foi avaliada pelo uso de fragdes liquidas da babosa, ricas em
fendlicos. Houve um efeito inibitorio sobre os trés fungos testados e,
segundo os autores, esse foi o primeiro relato da atividade de fragdes
liquidas da babosa sobre fungos fitopatogénicos (JASSO DE
RODRIGUEZ et al., 2005). Além da fracio liquida oriunda das folhas
da babosa, uma polpa mucilaginosa pode ser obtida a partir do tecido
parenquimatico. Essa polpa ¢ rica em carboidratos e outros componentes
organicos e inorganicos ¢ ¢ usada no tratamento de pele, queimaduras
cutaneas, feridas e doengas (ROVATTI; BRENNAN, 1959). A atividade
antifungica dessa polpa foi obtida por Saks e Barkai-Golan (1995)
quando a testaram contra os patogenos de poés-colheita Penicillium
digitatum, Penicillium expansum, Botrytis cinerea e Alternaria
alternata. Foi observada inibi¢do da germinagdo de conidios e
crescimento micelial in vitro e uma redugdo significativa da incidéncia
dessas patogenos sobre frutos de toranja tratadas com o extrato.

O objetivo desse trabalho foi (1) avaliar o efeito in vitro da
fracdo polissacaridica obtida de folhas da A. barbadensis (FPA) sobre
Xanthomonas gardneri e (2) verificar a atuagdo da FPA no controle da
mancha bacteriana do tomateiro.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Material vegetal e multiplicacdo dos patdgenos

Sementes de tomate da cv. Santa Cruz Kada, suscetivel a
Xanthomonas spp., foram semeadas em bandejas de isopor contendo
substrato Germina Planta. Aos 15 dias apds a semeadura, as plantulas
foram transferidas para vasos com 2 L de capacidade, contendo
composto organico e terra (1:5, v/v). Os experimentos foram conduzidos
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em casa-de-vegetagdo com temperatura média de 28,3 = 4,6 °C (Minima
16,5 £ 5,3 e Maxima 32,7 £ 4,1 °C) e as plantas foram utilizadas quando
apresentavam cinco folhas.

A bactéria Xanthomonas gardneri foi mantida a 25 °C em
tampdo fosfato (8,6mM K,MPO,; 74mN KH,PO4) e, quando
necessaria para os experimentos, foi repicada em meio nutriente-agar
(NA) e as placas incubadas a 25 °C.

3.2.2 Obtencao da Fracao Polissacaridica de A. barbadensis (FPA)

Folhas de babosa, adquiridas a partir de uma lavoura
pertencente 4 empresa Naturama Sucos Integrais do Brasil® (Paulo
Lopes, SC), foram lavadas, suas extremidades basal (~ 1cm) e apical (~
10cm) foram removidas e a epiderme foi cuidadosamente retirada,
expondo-se o parénquima de reserva. A obtencdo da FPA foi feita
segundo Femenia et al (2003), com adaptagdes. O parénquima foi
triturado em aparelho multimixer (Walita® - modelo RI 1765 Philips) e
peneirado para a remog¢do do material fibroso. Ao volume final
resultante, foram adicionados 6 volumes de etanol 92° GL e a mistura
foi mantida a 4 °C por 1 hora para a floculagdo da FPA. Apos esse
tempo, a FPA foi filtrada sob vacuo, em filtro Qualy® (< = 9,0 cm),
seca em estufa a 50 °C até peso constante e, posteriormente, liofilizada.
Para o uso nos experimentos, o material obtido foi macerado em
nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo até a obtencdo de
um po.

3.2.3 Atividade antibacteriana in vitro da fragdo polissacaridica de
A. barbadensis

A FPA foi dissolvida em 4cido cloridrico (HCI) 0,05 N e o pH
ajustado para 5,6 com hidréoxido de sédio (NaOH) 1 M. Apods
autoclavagem a 120 °C por 20 minutos, a FPA foi adicionada ao meio
NA e a mistura foi vertida em placas de Petri. A preparagdo foi feita de
tal forma que as concentrac¢des finais da FPA fossem de 1,5; 3,0 ¢ 4
mg/mL. Apds a solidificagdo do meio, aliquotas de 200 puL de uma
suspensdo de X. gardneri (10° ufc/mL) foram pipetadas sobre a
superficie e espalhadas com auxilio de al¢a de Drigalsky. Como
controle, foi utilizado HCl 0,05 N (pH 5,6) incorporado em meio
nutriente agar. As placas foram incubadas a 25° C por 48 h e a avaliagdo
realizada por meio da obten¢ao de uma suspensdo bacteriana em 80 mL
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de agua destilada e leitura da absorbancia em espectrofotometro a 600
nm.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
quatro repetigdes/tratamento, ¢ cada repeti¢do foi constituida por uma
placa de Petri.

3.2.4 Aplicacdo dos tratamentos nas plantas, inoculacéo e avaliacédo
da doenca

Em experimentos independentes, foi avaliado o efeito de
diferentes concentracdes da FPA sobre a severidade da mancha
bacteriana. Foram trés experimentos realizados com concentragdes de 0;
0,75; 1,5; 3,0 e 6 mg/mL. O HCI 0,05 N (pH 5,6), empregado na
dissolugdo da FPA, foi utilizado como controle negativo (0 mg/mL), ¢ o
acibenzolar-S-metil (ASM) a 50mg/L, produto registrado para a cultura
do tomate contra mancha bacteriana, representou o controle positivo. As
plantas foram aspergidas com os tratamentos, utilizando-se um volume
de 7 mL de cada tratamento por planta, aplicados em todas as folhas.
Apbs 3 dias, foi feita a inoculagdo com Xanthomonas gardneri (10°
ufc/mL) com um pulverizador manual, aspergindo-se a suspensdo
bacteriana nas superficies abaxial e adaxial das folhas até o ponto de
escorrimento, com a manutengdo das plantas em camara umida por 48h.

Todos os experimentos foram montados sob o delineamento
inteiramente casualizado com quatro ou cinco repeticdes/tratamento, a
depender do experimento, onde a parcela experimental foi representada
por um vaso contendo duas plantas. A severidade da doenga (%) foi
estimada visualmente 15 dias apds a inoculagdo, avaliando-se seis
folhas/repeticao.

3.2.5 Varredura espectrofotométrica de plantas de tomate tratadas
com FPA

Plantas de tomate com cinco folhas totalmente expandidas
foram tratadas com 7 mL da FPA a 3 mg/mL e apos 1, 3, 4 e 6 dias
foram coletadas amostras. A inoculagio com X. gardneri (10° ufc/mL)
foi feita 3 dias apos os tratamentos e as plantas mantidas em cdmara
umida por 48h. O HCI 0,05 N (pH 5,6) foi utilizado como controle
negativo ¢ o ASM (50 mg/L) como positivo. O delineamento foi
inteiramente casualizado com quatro repeti¢des/tratamento, onde a
parcela experimental foi representada por um vaso contendo duas
plantas.



74

Amostras constituidas de cinco foliolos (~500 mg de massa
fresca) foram coletadas e imediatamente colocadas em 10 mL de etanol-
tolueno (1:1, v/v). O tecido foi homogeneizado em almofariz durante 3
min e o extrato resultante ficou em repouso por 15 min. Apos esse
tempo, o extrato foi filtrado em papel filtro Qualy® (< = 9,0 cm) sob
vacuo, depositado em frasco ambar e realizou-se uma troca de atmosfera
com nitrogénio gasoso. Os frascos foram armazenados a -20 °C até o
uso. Os extratos foram diluidos em etanol-tolueno na proporgéo de 1:5 ¢
submetidos a varredura espectrofotométrica (U-1800
spectrophotometer), com leitura da absorbancia de 200 a 750 nm,
utilizando-se o software Hitachi IV Solutions Application.

3.2.6 Andlise estatistica

A andlise de varidncia (ANOVA one way) e os testes de
compracdo de médias (Tukey e Dunnett) foram realizados para verificar
a diferenca entre as varidveis analisadas nos experimentos. As analises
foram conduzidas utilizando os softwares estatisticos Statistica 8.0
(STATSOFT, 2007) e Sisvar (FERREIRA, 2003).

3.3 Resultados
3.3.1 Atividade antimicrobiana in vitro sobre Xanthomonas gardneri
Nao houve um efeito inibitorio do polissacarideo nas

concentragdes de 1,5 e 3 mg/mL sobre a bactéria, enquanto que 4 mg/mL
estimulou o crescimento bacteriano (Figura 15).
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Figura 15 - Crescimento de Xanthomonas gardneri em meio NA
acrescido de fragdo polissacaridica da babosa (FPA) a 1,5;
3 ¢ 4 mg/mL em relagdo ao controle (NA acrescido de HCI
0,05 N).
n.s. = ndo significativo em relagéo ao controle
* = diferenca significativa pelo teste Dunnett.

3.3.2 Efeito da pulverizacdo foliar da FPA sobre a severidade da
mancha bacteriana em plantas de tomate

Foram realizados trés experimentos independentes para avaliar
o efeito da FPA sobre a macha bacteriana. Em nenhum dos
experimentos foi observado efeito fitotoxico da FPA sobre o tomateiro.
O tratamento de plantas com a FPA a 1,5 mg/mL promoveu um controle
da doencga de 68% quando o polissacarideo foi aplicado aos 3 dias antes
da inoculagdo, em um dos trés experimentos em que essa concentragao
foi testada (Tabela 3). Nos outros, a redugdo da severidade foi de 46 e
23%, mas sem apresentar diferenca significativa em relagdo ao controle,
pelo teste de Dunnett. O ASM promoveu o controle da mancha
bacteriana em dois dos trés experimentos em que foi testado.
Concentragdes maiores da FPA ndo reduziram a severidade da doenca
quando comparadas ao controle (HCI 0,05 N).



76

Tabela 3 - Prote¢do de plantas de tomate contra a mancha bacteriana
pela fragdo polissacaridica de Aloe barbadensis. Os dados se
referem ao percentual de reducdo da severidade da doenca
em relagdo ao controle.

Experimento Experimento Experimento Protecdo

Concentragio 2 3 médial
0,75 n.t. 43% n.s. n.t. 43%
1,5 68% * 46% n.s. 23% n.s. 46%
3,0 n.t. 9% n.s. 19% n.s. 14%
6,0 n.t. n.t. 15% n.s. 15%
ASM’ 68% * 66% * 37% n.s. 57%

I 'Diferentes concentragdes da fragdo polisscaridica de A. barbadensis,
aplicadas em plantas de tomate 3 dias antes da inoculagdo com
Xanthomonas gardneri (10® ufc/mL).

)" Protegio média conferida por FPA em trés experimentos
independentes com avalia¢do da severidade da doenga feita 15 dias apds
a inoculagao.

> ASM = Acibenzolar-S-metil utilizado a 50 mg/L.

n.t. = ndo testado

n.s. = ndo significativo em rela¢do ao controle

* = diferenca significativa pelo teste Dunnett em relagdo ao controle:
HC10,05 N (pH 5,6).

3.3.3 Perfil espectrofotométrico de plantas tratadas com FPA

Na Figura 16, observa-se que no tempo 1 (T1), os tratamentos
HCl, FPA e ASM promoveram aumento consideravel nos valores de
absorbancia (280-680 nm) comparado com plantas ndo tratadas (TO).
Além disso, aos 4 dias ap6s os tratamentos (T4), o pico entre 280-300
nm mostra diferenca significativa entre plantas tratadas com ASM e HCI
0,05 N, ambas inoculadas com X. gardneri (Tabela 4). Nos
comprimentos de onda entre 420-455 nm, o tratamento com FPA
seguida da inoculagdo com X. gardneri (FPA T4 Xg) promoveu
aumento significativo da absorbancia comparado ao controle (HCI
T4 Xg).
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16 - Perfil espectrofotométrico do extrato etanol-tolueno de plantas de tomate tratadas com fragdo
polissacaridica da babosa (FPA, 3 mg/mL), Acibenzolar-S-metil e HCI 0,05 N (pH 5,6), inoculadas
ou ndo com X. gardneri (Xg; 10°® ufe/mL), aos 1 (A), 3 (B), 4 (C) e 6 (D) dias ap6s os tratamentos.

TO = testemunha absoluta.
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Tabela 4 — valores médios de absorbancia em plantas tratadas com a
fragdo polissacaridica da babosa (FPA, 3 mg/mL), e
inoculadas (+) ou ndo (-) com Xanthomonas gardneri, em
duas faixas de comprimentos de ondas oriundas da varredura

espectrofotométrica.

Absorbancia aos 4 dias apds o tratamento

280-300 nm 420-455 nm
Tratamento

Plantas (-) Plantas (+) Plantas (-)  Plantas (+)

HC10,05N 1,808 aAl'l 1,444 aB 2,025aA 1,758 aB
FPA 1,491 bA 1,677 aA 1,659 bA 1,929 bB
ASM 1,634 aA 1,746 bA 1,858 bA 1,710 aA

T Médias seguidas pelas mesmas letras, minusculas na vertical e
maitsculas na horizontal, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey.

(+) inoculag@o realizada no terceiro dia ap6s o tratamento.

3.4 Discussédo

A atividade de plantas medicinais na interagdo planta-patégeno
¢ muito bem relatada. Os compostos secundarios dessas plantas
desempenham fun¢do antimicrobiana direta ou na prote¢do de plantas
contra patogenos (BONALDO et al., 2004).

No presente estudo, observou-se que a média de protegdo
conferida pela fragdo polissacaridica da babosa foi de 46% em relacdo
ao HCI 0,05 N, quando utilizada a 1,5 mg/ml. Comparada ao ASM, a
FPA atingiu 81% do efeito promovido pelo ativador de plantas, o qual
reduziu a severidade da doeng¢a na maioria dos experimentos realizados.

A reducdo da doenga promovida pelas substancias testadas pode
estar associada a um estimulo na biossintese de compostos de defesa da
planta. O perfil espectrofotométrico mostrou um aumento significativo
da absorbancia entre 280-300 nm, causada pelo tratamento com
ASM+Xg, 4 dias apds o tratamento. Em plantas tratadas com FPA e
inoculadas com a bactéria (FPA+Xg), foi observado um aumento da
absorbancia entre os comprimentos de onda de 420-455 nm no T4.
Essas observagdes indicam que a FPA e ASM podem ter condicionado
as plantas a sintetizarem metabdlitos em resposta a fitobactéria.
Diferentes compostos absorvem a luz na faixa de comprimento de onda
de 280 a 300 nm, dentre eles os fenolicos, importantes na formagdo da
parede celular e lignificacdo das plantas, além de apresentarem efeitos
toxicos sobre patogenos (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Por ser um patogeno foliar, X. gardneri pode reduzir a taxa
fotossintética das folhas infectadas por afetar diretamente os
cloroplastos ou clorofilas. Entretanto, plantas de tomate tratadas com
FPA apresentaram um aumento na absorbancia em comprimentos de
onda de 420-455 nm, o que pode ter implicado num aumento da
biossintese de compostos como os carotenodides, que podem absorver de
380 at¢é 500 nm (MILLER, E.S., 1934). Esses pigmentos podem
proteger as células vegetais contra espécies reativas de oxigénio
induzidas em respotas a presenca de patogenos. Alguns trabalhos tém
demonstrado a capacidade de polissacarideos em aumentar os pigmentos
fotossintéticos  (clorofila a, clorafila b e carotendides) e
conseqiientemente a producdo da planta (EL-TANTAWY, 2009;
CHIBU, SHIBAYAMA, 1999).

Os resultados mostram uma necessidade de estudos adicionais
para determinar possiveis metabolitos ou enzimas induzidas por ASM e
FPA. Os picos entre 645-680 nm, observados em todos os espectros, sao
tipicos de absor¢ao por clorofilas.

Embora um efeito eliciador e antifingico tenham sido relatados
com outras plantas medicinais, inclusive com extratos de babosa
(FRANZENER et al., 2007; SOYLU; SOYLU; KURT, 2006; JASSO
DE RODRIGUEZ et al., 2005; BONALDO et al., 2004; KISHORE,
PANDE, RAO; 2001; SAKS; BARKAI-GOLAN, 1995) a fragdo
polissacaridica da A. barbadensis nao mostrou atividade inibitoria sobre
a bactéria X. gardneri. Ao contrario, notou-se até um aumento no
crescimento bacteriano quando a FPA foi utilizada a 4 mg/mL.

Por ser tratar de um residuo insolivel em agua, a FPA obtida da
polpa das folhas de babosa foi dissolvida em HCI 0,05 N, conforme
metodologia empregada na dissolug¢do de outros polissacarideos (BEN-
SHALOM et al., 2003). Como para os testes in vitro a esterilizagdo da
FPA foi feita por meio de autoclavagem (120 °C por 20 min), o
aquecimento associado a acidificacdo pode ter causado ruptura de
ligagdes que unem os mondmeros dos carboidratos e conseqiiente
liberagdo desses ao meio de cultivo em que foram preparados os testes.
Dentre os polissacarideos presentes na A. barbadenis, a acemanana ¢
considerada a principal substancia ativa (MCANALLEY, 1993). E um
polimero formado por unidades de glucose e manose acetiladas unidas
por ligacdo do tipo B (1—>4). Os mondmeros supostamente liberados no
meio de cultivo podem ter servido de nutrientes para a fitobactéria, o
que favoreceu a multiplicacdo de células bacterianas. Acredita-se que a
adocdo de uma estratégia para melhor dissolucéo e esterilizagdo da FPA
possam modificar o seu perfil de atuagdo nos testes in vitro, ja que Saks
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e Barkai-Golan (1995) mostraram uma atividade antimicrobiana para
diferentes fungos com a utiliza¢do da polpa da A. babadensis, que ¢ rica
em polissacarideos.
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CAPITULO 4 - ATIVIDADE A~NTIFL'JNGICA DA QUITOSANA E
SEU EFEITO NA PROTECAO DE PLANTAS DE TOMATE
CONTRA Alternaria solani

4.1 Introducéo

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) assume
grande importancia econdmica mundial com uma produg@o em torno de
126 milhdes de toneladas anual. No Brasil, 9° maior produtor de tomate
do mundo, a produgdo atingiu mais de 3,4 milhdes de toneladas (FAO,
2007). Entretanto, um dos fatores limitantes que ameagam a
produtividade dos cultivos sdo as doencas. Dentre aquelas que
acometem o tomateiro, encontra-se a pinta-preta causada por Alternaria
solani (Ellis & G. Martin) L.R. Jones & Grout. O fungo causa grandes
prejuizos econdmicos no Brasil e ocorre em praticamente todas as
regides em que o tomateiro € cultivado, provocando perdas pela
infeccdo dos frutos e por reduzir o vigor da planta decorrente da
desfolha. As condi¢des favoraveis para o desencadeamento da doenga
sdo a alta umidade relativa do ar e temperaturas entre 25 ¢ 30 °C.
(TOFOLI; DOMINGUES, 2005).

O controle dessa doenca ¢ baseado, principalmente, em
aplicagdes sistematicas de fungicidas, porém ndo tém sido efetivos
(PAUL et al., 2004). Também ndo se conhecem cultivares comerciais
com alto nivel de resisténcia a pinta preta. Outro problema pratico ¢ o
fato da doenga ocorrer, principalmente, no periodo de frutificagdo, o que
inviabiliza a aplicagdo destes produtos quimicos, que sdo nocivos a
satide humana (RAO et al., 2008).

Atualmente, ha um interesse crescente na busca por substancias
bioativas para o controle de doengas em plantas. Diversos pesquisadores
tém se dedicado a estudos para encontrar compostos menos agressivos
ao ambiente e com capacidade de ativar mecanismos de defesa em
plantas, dentro da perspectiva de indugdo de resisténcia. O potencial dos
indutores de resisténcia além de chamar a aten¢do da comunidade
académica, representa um interesse para a area comercial, pois diversos
produtos ja se encontram registrados no mundo com capacidade
eliciadora (LABANCA, 2002). Dentre estes, o Bion® (Acibenzolar-S-
metil - ASM) esta disponivel comercialmente no Brasil e ¢ registrado
para a cultura do tomate no controle de doengas fingicas e bacterianas
(Syngenta Prote¢do de Cultivos Ltda).

Outros compostos vém sendo pesquisados como potenciais
eliciadores de respostas de defesa das plantas, dentre eles encontra-se a
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quitosana. Este polissacarideo linear é formado por unidades de
glucosamina e N-acetilglucosamina e pode ser extraido do exoesqueleto
de crustaceos pela desacetilacdo alcalina da quitina ou da parede celular
de alguns fungos (MAJETI; KUMAR, 2000). A quitosana ¢ uma
alternativa promissora por possuir atividade antimicrobiana e atuar na
indu¢do de mecanismos de defesa nos tecidos das plantas (EL
GHAOUTH et al., 1992; HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2008).

Estudos mostraram o efeito antifiungico da quitosana sobre
Botrytis cinerea que acomete pepino, morango e tomate (BEN-
SHALOM et al., 2003; EL GHAOUTH et al., 1992; LIU et al., 2007).
Da mesma forma, para espécies de Fusarium, o polissacarideo afetou o
crescimento micelial e a germinacdo de conidios (HADWIGER;
BECKMAN, 1980). El Ghaouth et al. (1992) observaram que a
quitosana causou alteracdes morfologicas nas hifas de Rhizopus
stolonifer as quais apresentaram excessivas ramificagdes.

A pulverizacdo da quitosana em plantas induz varias respostas
de defesa, incluindo o aumento na atividade de B-1,3-glucanases (DI
PIERO; GARDA, 2008), fenilalanina amoénia-liase (ROMANAZZI, et
al., 2002), compostos fenélicos (BHASKARA REDDY et al., 1999) e
fitoalexinas (HADWIGER; BACKMAN, 1980). Entretanto, sdo poucos
os relatos sobre inducdo de resisténcia por quitosana, ou seu efeito
inibitorio contra patdégenos fungicos do tomateiro (BADAWY; RABEA,
2008; LIU et al., 2007). Recentemente, Amini (2009) observou que o
tratamento combinado da quitosana com uma raga ndo patogénica de
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici promoveu uma reducédo
significativa da murcha de fusario de até 65,7%.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito
da quitosana com diferentes pesos moleculares quanto a atividade
antifungica sobre A. solani e no controle da pinta preta em tomateiro.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Material vegetal e condigdes de crescimento

Sementes de tomate da cv. Santa Cruz Kada, suscetivel a
Alternaria solani., foram semeadas em bandejas de isopor contendo
substrato Germina Planta. Aos 15 dias apds a semeadura, as plantulas
foram transferidas para vasos com 2 L de capacidade, contendo
composto organico e terra (1:5, v/v). Os experimentos foram conduzidos
em casa-de-vegetagdo com temperatura média de 28,3 = 4,6 °C (Minima
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16,5+ 5,3 e Maxima 32,7 + 4,1 °C) e as plantas foram utilizadas quando
apresentavam cinco folhas

4.2.2 Obtencéo, multiplicacao e esporulacédo de Alternaria solani

Um isolado de A. solani, obtido de folhas sintomaticas de
tomateiro, foi gentilmente cedido pelo Prof. José Renato Stangarlin da
Universidade do Oeste do Parand (UNIOESTE). O fungo foi
preservado em agua destilada estéril e recuperado a partir de repiques
em placas de Petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA)
(Himedia, Mumbai, India) as quais foram incubadas em cimara tipo
BOD a 25 °C sob fotoperiodo de 12 h na luz e 12 h no escuro.

Para induzir o fungo a esporulagéo, discos contendo micélio de
A. solani, retirados de colonias com 8 dias de crescimento em meio
BDA, foram transferidos para placas contendo meio V8-agar [(15 g de
agar; 3 g de carbonato de calcio; 200 mL de suco V8® da Campbell
Soup Company, completando-se o volume para 1000 mL com agua
destilada (Miller, 1995)], as quais foram incubadas nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente. Quando a colonia fingica atingiu ¥
da placa, foram feitas raspagens do micélio aéreo com auxilio de uma
lamina de vidro e dgua destilada estéreis e as placas foram cobertas com
filme plastico perfurado e incubadas. Apos 5 dias, uma suspensdo de
esporos foi obtida em 10 mL de 4gua destilada e ajustada para 10’ ou
10* conidios/mL com auxilio de camara de Neubauer e microscopio
optico. Para a aplicagdo sobre as plantas, adicionou-se Tween-20 0,01%
(v/v) a suspensdo de conidios.

4.2.3 Preparo das quitosanas utilizadas no estudo

Foram utilizados trés tipos de quitosana: quitosana de baixo
(Qbpm; 50-190 KDa) e médio peso molecular (Qmpm; 190-310 KDa)
(Sigma Aldrich Chemicals, SP/Brasil) com 75-85% de desacetilacdo e
uma quitosana comercial (Qcom) com 85% de desacetilagdo,
gentilmente cedida pelo professor Dr. Luis Beirdo, do Departamento de
Tecnologia de Alimentos (CAA/UFSC). O polissacarideo ficou sob
agitacdo em vortex até completa dissolugdo (BHASKARA
REDDY et al., 1999).
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4.2.4 Atividade antifungica da quitosana in vitro sobre Alternaria
solani

Para o efeito das quitosanas Qbpm, Qmpm e Qcom sobre o
crescimento micelial, os polissacarideos foram preparados conforme
item 3.2.3 e, separadamente, foi preparado o meio BDA (39 g/L). Todo
o material foi autoclavado a 120 °C por 20 minutos e, logo ap6s, cada
quitosana foi adicionada ao meio BDA, sendo a mistura (~ 20 mL/placa)
vertida em placas de Petri. A preparagdo foi feita de tal forma que as
concentra¢des das quitosanas no meio fossem de 0,125; 0,25; 0,5 e 1
mg/mL. Apds a solidificagdo do meio, um disco de micélio de 7 mm de
diametro foi retirado da borda de coldnias cultivadas em meio BDA e
repicado para o centro de cada placa de Petri. As placas foram vedadas
com filme plastico e incubadas a 25 °C, com 12 horas diarias de luz. O
crescimento micelial foi verificado diariamente, por meio de medigoes
do didmetro das colonias em dois eixos perpendiculares entre si pré-
estabelecidos na primeira avaliagdo através de uma marca¢do no fundo
da placas. A avaliacdo foi feita até que o micélio de um dos tratamentos
atingisse a borda da placa. Posteriormente, foi calculado o indice de
velocidade do crescimento micelial IVCM) (OLIVEIRA, 1991): IVCM
= S(D-Da)/N, em que: IVCM = indice de velocidade de crescimento
micelial, D = diametro médio atual, Da = didmetro médio anterior e N =
numero de dias apos a repicagem.

O efeito das quitosanas sobre a germinacdo de conidios foi
avaliado através da deposi¢do de aliquotas de 30 uL da suspensdo de
Qcom, Qbpm ou Qmpm, nas mesmas concentragoes descritas acima,
sobre 30 pL de suspensdo de conidios de A. solani (10° conidios/mL)
previamente depositados nas cavidades de laminas escavadas. Apos 24h
de incubacao a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 h na luz e 12 h no escuro,
foram adicionados 30 pL de lactofenol em todas as laminas, para
paralisar o crescimento do tudo germinativo. Em seguida, procedeu-se a
avaliagdo através da porcentagem de germinacdo de conidios. O conidio
foi considerado germinado quando o comprimento de seu tubo
germinativo foi maior ou igual ao menor didmetro do conidio. Foram
contados 400 conidios/tratamento e o comprimento do tubo germinativo
foi mensurado em 120 esporos por tratamento com auxilio de uma
ocular micrométrica e microscopio optico.

Para os testes in vitro com A. solani, foi adotado delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 5, sendo trés tipos de
quitosana e cinco concentragdes das mesmas. Realizaram-se quatro
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repetigdes por tratamento, com uma repeticdo representada por uma
placa ou lamina.

4.2.5 Aplicacdo dos tratamentos nas plantas, inoculacéo e avaliagdo
da doenca

Para avaliar o efeito das quitosanas sobre a severidade da pinta
preta, procedeu-se a aplicagdo de Qbpm, Qmpm e Qcom nas
concentracdes de 1,5; 3 e 6 mg/mL. Foram utilizados como controles o
HCI 0,05 N (pH 5,6), empregado na dissolucdo da quitosana e o
acibenzolar-S-metil (ASM) a 50 mg/L, produto registrado para a cultura
do tomate contra pinta preta. As plantas foram tratadas quando
apresentavam cinco folhas, com 7 mL de cada tratamento/planta, os
quais foram aspergidos em todas as folhas. Apds 2 dias, foi feita a
inoculagdo com A. solani (10* conidios/mL) através de um pulverizador
manual, aspergindo-se a suspensdo nas superficies abaxial e adaxial das
folhas até o ponto de escorrimento, com a manutengdo das plantas em
camara umida por 48h.

Um experimento posterior foi realizado com intervalos maiores
entre a aplicacdo dos tratamentos e a inoculacdo, e uma concentraciao
menor do inéculo de A. solani. Para tanto, utilizou-se a Qbpm nas
concentracdes de 1,5 e 3 mg/mL, com pulverizagdes feitas 3 ou 5 dias
antes da inoculagdo com o fungo (10° conidios/mL). As plantas foram
mantidas em cdmara imida por 48 h.

Os experimentos foram montados sob delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeticdes/tratamento, onde a
parcela experimental foi representada por um vaso contendo duas
plantas. A severidade da doenca (%) foi estimada visualmente 10 dias
apos a inoculacdo, avaliando-se seis folhas/repetigdo.

4.2.6 Andlise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA one way ou fatorial) e o teste
de Tukey (comparagdes multiplas) foram realizados para verificar a
diferenca entre as médias das varidveis analisadas nos experimentos. As
analises foram conduzidas utilizando os softwares estatisticos Statistica
8.0 (STATSOFT, 2007) e Sisvar (FERREIRA, 2003).
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4.3 Resultados
4.3.1 Atividade antifungica

Os experimentos in vitro foram realizados em duplicata, e como
os resultados obtidos foram semelhantes, apenas um deles serd
apresentado.

A incorpora¢do das quitosanas ao meio de cultura alterou o
IVCM de A. solani de forma linear, pois quanto maior a concentragao,
menor foi o crescimento micelial. Houve uma inibicdo maxima de
aproximadamente 60 % do crescimento micelial quando utilizadas a 1
mg/mL, comparado ao controle (Figura 17¢ 18).

A avaliagdo do efeito das quitosanas Qcom, Qbpm e Qmpm
sobre A. solani mostrou que nfo houve diferenca entre os
polissacarideos. A menor concentracdo testada de quitosana (0,125
mg/mL), propiciou uma reduc@o de 85% sobre a germinagdo de conidios
e 70% sobre o comprimento do tubo germinativo de A. solani,
comparadas ao controle (HCI 0,05 N) (Tabela 5). Concentragdes
maiores ndo promoveram aumento na atividade antifingica das
quitosanas.



—
|

y = 0,56 - 0,00027x
R R*=087
<
S *
€ 06
§"1
S 04
o {
02 -
0
0 02 04 0,6 038

Concentragdo (mg/mL)

87

Figura 17 - Efeito de diferentes concentragdes das quitosanas comercial,

de baixo e médio peso molecular a 0,125; 0,250; 0,5 e 1
mg/mL sobre o crescimento micelial de Alternaria solani.
Linhas verticais no grafico representam o desvio-padrio.
Houve efeito de concentracdo das quitosanas sobre a
germinagdo do fungo pelo teste F a 5%.
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Figura 18 -

Crescimento micelial de Alternaria solani em meio BDA
acrescido de quitosanas com diferentes concentragdes.
Como as quitosanas apresentaram efeito similar sobre o
crescimento micelial, escolheu-se apenas uma figura para
ilustrar o padrao do crescimento, neste caso, meio BDA
com quitosana de baixo peso molecular (Qbpm).
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Tabela 5 — Atividade antifingica das quitosanas Qcom, Qbpm e
Qmpm sobre a germinacdo de conidios e alongamento
do tubo germinativo de Alternaria solani.

Tratamento Germinacéo de conidios  Tubo germinativo
(mg/mL) (%) (1m)
HCI1 0,05 N 93,8+2,7!" 145+311%
Qcom (mg/mL)
0,125 14,543,7 41,9+6,5
0,250 11,3+0,6 42,8+3,7
0,500 13,0+2,9 47,6+7,9
1,000 11,5+1,7 41,3+6,3
Qbpm (mg/mL)
0,125 13,8422 40,5+6,0
0,250 14,5447 43.2+43.6
0,500 14,5+6,5 38,644,5
1,000 11,0+3,7 38,5+5.,4
Qmpm (mg/mL)
0,125 10.5+1,3 43,7+10,9
0,250 14,0+1,4 46,8+5,0
0,500 10,0+2,0 47,5+7,5
1,000 14,547 43.346,5

(12T Resultados representam a médiatdesvio padrio da germinagdo de
conidios e do crescimento do tubo germinativo de A. solani,
respectivamente. Houve diferenca significativa entre o HCI 0,05 N e as
quitosanas pelo teste F a 5% de significincia, nas duas variaveis
mensuaradas, entretanto nao houve diferenga entre quitosanas.

4.3.2 Comportamento de plantas de tomate ap0s aplicacdo de
quitosana e desafio com Alternaria solani

Foi avaliado o efeito das quitosanas Qcom, Qbpm ¢ Qmpm
sobre a pinta preta do tomateiro em dois experimentos. Para ambos,
nenhuma das quitosanas foram fitotdxicas as plantas pulverizadas.

Inicialmente, os tratamentos foram testados nas concentracdes
de 1,5; 3 e 6 mg/mL, aplicados 2 dias antes da inoculagdo com A. solani
(104 conidios/mL). A ANOVA fatorial mostrou que nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos ¢ nem efeito de concentragdes da
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quitosana sobre a doenga. O ASM também ndo foi eficiente no controle
da doenga (Figura 19).

30 81,5 mg/mL
B 3 mg/mL

Severidade (%0)

HCI0,05N Qcom Qbpm Qmpm ASM

Figura 19 - Efeito da quitosana comercial (Qcom), de baixo peso
molecular (Qbpm) e de médio peso molecular (Qmpm), em
diferentes concentragdes, sobre a pinta preta. A inoculagdo
foi feita com Alternaria solani (10" conidios/mL) 2 dias
apos a realizagdo dos tratamentos. Nao houve efeito de
tratamentos ou de concentragdes pelo ANOVA fatorial.

Por se tratar de um isolado agressivo, procedeu-se outro
experimento, reduzindo a concentragio do indculo de A. solani para 10°
conidios/mL. Além disso, foi aumentado o intervalo entre a
pulverizagdo dos tratamentos de 2 dias para 3 e 5 dias antes da
inoculagdo. A quitosana de baixo peso molecular (Qbpm) foi escolhida
nesse experimento por ter apresentado uma menor severidade da doenga
a 3 mg/mL no experimento anterior. Entretanto, ndo houve diferenca
entre a Qbpm nas concentragdes de 1,5 e 3 mg/mL nos dois intervalos
adotados. O ASM foi aplicado aos 5 dias antes da inoculagdo e também
ndo reduziu a doenga comparado ao controle (Figura 20).
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Figura 20 - Efeito da quitosana de baixo peso molecular (Qbpm), a 1,5 ¢
3 mg/mL, sobre a pinta preta, com inoculagdo de Alternaria
solani (1 x 10° conidios/mL) feita 3 ou 5 dias apds o
tratamento. O HCl e ASM foram pulverizados 5 dias antes
da inoculagdo com o fungo. Nao houve diferenga estatistica
entre os tratamentos pelo teste F a 5% de significancia.

4.4 Discussao

A quitosana ¢ um biopolimero que tem demonstrado potencial
no controle de diversas doengas de origem fingica (RODRIGUES;
BEZERRA-NETO; COELHO, 2006; DI PIERO; GARDA, 2008; BEN-
SHALOM et al.,, 2003; CIA, 2005; ROMANAZZI et al., 2002).
Entretanto, no presente estudo, as quitosanas testadas ndo propiciaram
um controle da pinta preta quando utilizadas em concentragdes de até 6
mg/ml e em intervalos de tempo entre tratamento e inoculagdo de até 5
dias.

O ASM, incluido como um controle positivo por se tratar de um
produto registrado para o controle da pinta preta em tomateiro e do qual
se esperava uma reducdo da doenca, ndo se mostrou eficiente nas
condigoes testadas. Tofoli e Domingues (2005) avaliaram o desempenho
do ASM para o controle da pinta preta em tomateiro com aplicagdes do
produto em intervalos de 7 a 10 dias, num total de 5 aplicagdes e com
isso obtiveram efeitos positivos no controle da doenca. Cavalcanti e
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Resende (2004) compararam diferentes épocas de aplicagdo do ASM (3,
7 e 15 dias antes da inoculagdo com Verticillium dahliae) em plantas de
cacau e observaram que um intervalo de 15 dias promoveu melhor
redugdo da severidade da murcha causada pelo fungo. Como nos
experimentos realizados foi feita apenas uma aplicacdo do ASM e em
intervalo de no maximo 5 dias, pode-se inferir que talvez sejam
necessarios intervalos maiores entre a sua aplicacdo e inoculagdo com o
A. solani, e mais de uma aplicagdo para que o produto possa expressar o
seu potencial.

A falta de controle da pinta preta no tratamento com ASM pode
indicar que as condi¢Ges ambientais ndo estavam propicias para ocorrer
a ativacdo de mecanismos de defesa na planta, j4 que esse produto ¢
classificado como um Ativador de Plantas junto ao Ministério da
Agricultura e registrado para o controle dessa doenca. Isso pode ter
contribuido para a auséncia de efeito protetor pela quitosana.

Por outro lado, a quitosana poderia proteger as plantas atuando
diretamente sobre o agente causal. Pelos estudos in vitro, observa-se que
as quitosanas inibiram a germinacdo de conidios e o crescimento
micelial de A. solani. A quitosana ¢ bem conhecida por interferir com o
crescimento de varios fungos fitopatogénicos incluindo Botrytis cinerea
(LIU et al.,, 2007) Fusarium solani f.. sp. phaseoli (HADWIGER;
BECKMAN, 1980) e Rhizopus stolonifer (EL GHAOUTH et al., 1992).
Os resultados da quitosana com A. solani mostram que embora tenha
sido alta a inibigcdo encontrada, sobretudo na germinagdo de conidios
(85% de inibicdo), ndo foi observada uma inibi¢do completa do
desenvolvimento do fungo, indicando um efeito fugistatico ao invés de
fungicida. Esses resultados estdo em consondncia com os que foram
relatados por El Ghaouth al. (1992) e Ben-Shalom (2003), que também
ndo observaram inibigdes completas no desenvolvimento de Rhizopus
stolonifer e B. cinerea quando a quitosana foi utilizada numa
concentracdo maxima de 6 mg/mL e 0,1 mg/mL, respectivamente.

Pode-se notar que ndo houve um efeito do peso molecular da
quitosana sobre a germinagdo de conidios e o crescimento micelial de A.
solani, ja que ndo foram observadas diferencas entre as quitosanas
utilizadas. Entretanto, estudos tém demostrado que esta ¢ uma
caracteristica que pode inteferir na atividade do polissacrideo.
Hernadéz-Lauzardo et al. (2008) obsevaram que houve um efeito
inibitério sobre o crescimento micelial de R. stolonifer utilizando-se
uma quitosana de baixo peso molecular (Qbpm) a qual também
provocou alteragdes na morfologia dos esporos. De maneira similiar,
Liu et al. (2007) verificaram marcante efeito de uma Qbpm sobre o
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crescimento micelial de B. cinerea e P. expansum. Entretanto, para
F.oxysporum f. sp. vasinfectum e Valsa mali, a inibi¢do do crescimento
fingico ocorreu com uma quitosana de alto peso molecular (GUO et al.,
2006). Embora estes trabalhos tenham demonstrado o efeito do peso
molecular na atividade polissacaridica, o exato mecanismo de atuacdo
sobre o patégeno ainda ndo esta totalmente esclarecido.

Acredita-se que a natureza cationica colabore para a atuagdo da
quitosana, uma vez que suas cargas positivas podem interagir com 0s
residuos carregados negtivamente das macromoléculas expostas na
superficie da célula de patogenos, causando alteracdo na permeabilidade
da membrana celular com extravasamento de constituintes intracelulares
(BENHAMOU, 1996). As quitosanas utilizadas nesse estudo foram
similares entre si quanto ao grau de desacetilacdo da molécula, o que
pode ter contribuido para uma resposta similar das mesmas sobre o
fitopatogeno.

Apesar do marcante efeito in vitro das quitosanas sobre
Alternaria solani, ndo se demonstrou agdo do polissacarideo sobre a
protecdo de plantas de tomate contra o referido agente causal.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados desse estudo € possivel concluir que:

(i)

a quitosana apresenta capacidade de reduzir a severidade da
mancha bacteriana do tomateiro, o que pode estar associado
tanto a uma atividade antimicrobiana sobre X. gardneri
como pela indugdo de respostas de defesa;

(i1) a quitosana atua na rota dos fenilpropandides, promovendo

acimulo de compostos fenolicos em resposta a fitobactéria;

(iii)a atividade de peroxidases, aumentada pelo tratamento com

quitosana, pode contribuir para reducdo da mancha
bacteriana;

(iv)ha uma atividade antifiingica da quitosana, evidenciada pela

V)

inibicdo da germinagdo de conidios e crescimento micelial
de A. solani, entretanto, ndo ha controle da pinta preta
quando a quitosana ¢ aplicada preventivamente em plantas
de tomate;

a fracdo polissacaridica da A. barbadensis (FPA) apresentou
controle da mancha bacteriana menos consistente em relacao
ao promovido pela quitosana; o modo de a¢do de FPA pode
envolver a biossintese de pigmentos fotossintéticos que
contribuem para a protecdo de plantas contra estresse
oxidativo causado pela presenca de patdgenos.
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Apéndice 1 - Curva padrao para dosagem de flavondides.
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Apéndice 2 - Curva padrio para dosagem de proteinas totais através do
método de Bradford.
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Apéndice 3 - Curva padrdo para dosagem de agucares redutores através
do método de Lever.
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Apéndice 4 - Curva padrdo para dosagem de compostos fenolicos pelo
método Folin Ciocalteau.
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Apéndice 5 - Curva padrio para dosagem de fenilalanina amonia-liase.

1,2 - y=0,0205x + 0,0588
1.0 R2 =0,9898
£ 0,8
§ 0.6 -
Q 04 -
0,2 4
0,0 -* ! ‘ : : ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
acido trans -cinamico (ug/mL)

Apéndice 6 - Analise da varidncia do crescimento de Xanthomonas
gardneri em meio NA acrescido de HCI, Qcom, Qbpm
ou Qmpm a 4 mg/mL.

Fontes de variacdo  GL SQ oM cv P
Tratamentos 3 1,16 0,39 14,6 0,000
Erro 10 0,02 0,002

Apéndice 7 - Analise Krusk-Wallis do crescimento de Xanthomonas
gardneri em meio NA acrescido de HCI, Qcom, Qbpm
ou Qmpm a 0,25; 1 ou 4 mg/mL.

Fontes de variacéo GL H Ccv p
Tratamentos 9 35,6 7,46 0,000
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Apéndice 8 - Analise de variancia da severidade da mancha bacteriana
em plantas tratadas com HCI, ASM, Qcom, Qbpm,

Qmpm a 1 mg/mL, aos 3 dias antes da inoculagdo com
Xanthomonas gardneri.

Fontes de variacdo  GL SQ QM Ccv P
Tratamentos* 4 0,78 0,2 16,6 0,0004
Erro 18 0,40 0,02

* Dados transformados em logaritimo na base 10.

Apéndice 9 - Analise de variancia da severidade da mancha bacteriana
em plantas tratadas com Qcom, Qbpm, Qmpm a 1

mg/mL, as 24, 48 ou 72h dias antes da inoculagdo com
Xanthomonas gardneri.

Fontes de GL SQ oM CcVv P
variacao
Tratamentos 9 2.030,4 2256 27,8 0,000
Erro 22 693,3 31,5

Apéndice 10 - Andlise de variancia da severidade da mancha bacteriana
em plantas tratadas com Qcom, Qbpm, Qmpm a 0;
0,75; 1,5 e 3 mg/mL, aos 3 dias antes da inoculagdo.

Fontes de variacéo GL SQ QM cCvVv p

Tratamentos 2 2,65 1,32 21,8 0,675
Concentragdo 3 201,85 67,28 0,000
Tratamento*Concentragdo 6 2,96 0,49 0,988

Erro 28 93,11 3,33
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Apéndice 11 — Analise de varidncia do contedo de compostos
fenolicos aos 6 dias apds o tratamento (3 dias apos a
inoculacdo) de plantas de tomate com HCI, ASM e
Qbpm 3 mg/mL.

Fontes de variagdo GL SQ QM CVv p
Tratamentos 2 2.317,47 1.158 10,7 0,000
Erro 7 195,70 27,96

Apéndice 12 — Analise de variancia do conteudo de flavonoides aos 6
dias apds o tratamento de plantas de tomate com HCI,
ASM e Qbpm 3 mg/mL.

Fontes de variacdo GL SQ QM cVv p
Tratamentos 2 19,8¢+04 98,8¢+03 22,3 0,010
Erro 7  71,9et03 10,3e+03

Apéndice 13 — Analise de variancia da atividade da fenilalanina aménia-
liase aos 6 dias apds o tratamento (3 dias apos a
inoculagdo) de plantas de tomate com HCl, ASM e

Qbpm 3 mg/mL.
Fontes de variacéo GL SQ QM cv P
Tratamentos 2 7,78 3,89 232 0,409
Erro 7 26,7 3,81

Apéndice 14 — Analise de variancia da atividade da peroxidases aos 6
dias apds o tratamento (3 dias apds a inoculagdo) de
plantas de tomate com HCI, ASM e Qbpm 3 mg/mL.

Fontes de variacéo GL SQ QM Ccv p

Tratamentos 2 12,87 6,43 9,61 0,03
Erro 7 6,79 0,97
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Apéndice 15 — Analise de variancia da atividade da glucanases aos 6 dias
apos o tratamento (3 dias apos a inoculagdo) de plantas
de tomate com HCl, ASM e Qbpm 3 mg/mL.

Fontes de variacéo GL SQ QM Ccv p
Tratamentos 2 28,64 1432 17,6 0,523
Erro 7 141 20,14

Apéndice 16 — Analise de varidncia da severidade da pinta preta em
plantas tratada com Qcom, Qbpm, Qmpm a 0; 1,5; 3 e
6 mg/mL, aos 2 dias antes da inoculagdo com
Alternaria solani.
Fontes de variacéo GL SQ QM Ccv P

Tratamentos 2 66,22 33,11 28,3 0,223
Concentragao 3 75,61 25,20 0,327
Tratamento*Concentragao 6 103,22 17,20 0,569
Erro 44 937,18 21,30

Apéndice 17 - Andlise de variancia da severidade da pinta preta em
plantas tratadas com HCI, ASM ou Qbpm 1,5 e 3
mg/mL  aos 3 ou 5 dias antes da inoculagdo com
Alternaria_solani.

Fontes de variagdo  GL SQ QM cv P

Tratamentos 5 160,93 32,19 249 0,110
Erro 30 487,32 16,24
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Apéndice 18 — Analise de varidncia germinacdo de conidios e
Alternaria solani na
presenca de Qcom, Qbpm e Qmpm a 0; 0,125; 0,250;
0,500 e 1 mg/mL.

cresciment

o micelial de

Germinag&o de conidios

Fontes de variacéo GL SQ QM Ccv p
Tratamentos 2 0,87 0,44 10,04 0,968
Concentragao 4 52.014 26.007 0,000
Tratamento*Concentracdo 7 63,15 15,79 0,339
Erro 26 34525 13,28

Crescimento micelial

Fontes de variacéo GL SQ QM Ccv P
Tratamentos 2 0,009 0,005 19,9 0,639
Concentragao 4 1,09 0,273 0,000
Tratamento*Concentragdo 8 0,091 0,011 0,386
Erro 44 0,456 0,010

Apéndice 19 — Analise de varidncia da severidade da mancha
bacteriana em plantas tratadas com a fragdo

polissacaridica da Aloe barbadensis a 0,75; 1,5; 3 ou
aos 3 dias antes da inoculagdo com

6 mg/mL
Xanthomo

nas gardneri.

Experimento 1

Fontes de variacéo GL SQ QM p
Tratamentos 2 98.,6et+01 492,98 0,006
Erro 15 10e+02 66,66

Experimento 2

Fontes de variacéo GL SQ QM P
Tratamentos 4 195,43 48,86 0,004
Erro 13 93,16 7,17

Experimento 3

Fontes de variacéo GL SQ QM P
Tratamentos 4 283,07 70,77 0,525
Erro 19  16,2¢+02 85,40




