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RESUMO 
 
 
LUIZ, C. Efeito de polissacarídeos no controle da mancha 
bacteriana do tomateiro (Xanthomonas gardneri) e da podridão 
negra da couve-flor (Xanthomonas campestris pv. campestris). 
Florianópolis; 2013. [Dissertação de Mestrado – Programa de Pós-
graduação em Recursos Genéticos Vegetais da UFSC]. 
 
A mancha-bacteriana e a podridão negra são doenças de grande 
importância em plantações de tomate e couve-flor, respectivamente. A 
produtividade das plantas atacadas por estas moléstias é comprometida 
principalmente pela redução da área foliar. A aplicação de 
polissacarídeos de plantas e microrganismos sobre culturas vegetais 
pode representar uma eficiente forma de controle alternativo de doenças. 
Este trabalho objetivou avaliar o efeito da goma xantana (GOMA) e de 
polissacarídeos extraídos da Xanthomonas gardneri (PX) e do 
parênquima de reserva da babosa (PB) na proteção de plantas de tomate 
contra a mancha bacteriana e na proteção de plantas de couve-flor contra 
a podridão negra. A redução da severidade da mancha bacteriana em 
plantas de tomate tratadas com PB ou GOMA foi da ordem de 83,80 %. 
A severidade em tomateiros tratados com PX mostrou-se, em média, 
59,1 % menor que a das plantas testemunhas. Em couve-flor, todas as 
doses de PB testadas foram eficientes no controle da doença, reduzindo 
em média 69,0 % da severidade em relação à testemunha. A GOMA foi 
capaz de reduzir a podridão negra apenas nas menores doses, 
diminuindo aproximadamente 66,4 %. Em média, PX foi capaz de 
reduzir a severidade da podridão negra em 77,8 % em relação às plantas 
tratadas com água destilada. A uma temperatura média de 26 oC, no 
interior de uma casa de vegetação, observou-se que todas as suspensões 
polissacarídicas testadas foram capazes de controlar a mancha 
bacteriana do tomateiro quando aplicadas 2 ou 4 dias antes da 
inoculação com o patógeno. Porém, a 19 oC, PB, GOMA e PX 
controlaram a doença mesmo quando aplicados em um intervalo de 
tempo maior (6 dias antes da inoculação). PB e GOMA não promoveram 
uma redução significativa do crescimento in vitro das colônias de X. 
gardneri e X. campestris pv. campestris em todas as doses testadas. A 
maior concentração de PX conferiu uma redução de 56,0 % sobre o 
crescimento bacteriano de X. gardneri e chegou a diminuir 97,6 % do 
crescimento da X. campestris pv. campestris em relação à testemunha. 
PB, GOMA e PX promoveram acúmulo de peróxido de hidrogênio em 
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células foliares de tomateiro, porém o mesmo não foi observado em 
couve-flor. Sob temperaturas mais elevadas (24,5 oC), observou-se que, 
4 dias após a pulverização dos tomateiros, as plantas tratadas com PB, 
GOMA ou PX apresentavam atividade de peroxidase 3, 4,2 e 4,1 vezes 
maiores que a da testemunha, respectivamente. No sexto dia, a atividade 
de peroxidases em plantas tratadas com polissacarídeos manteve a 
mesma tendência. Resultados semelhantes foram observados neste 
mesmo período em tomateiros tratados com ASM. A atividade de 
polifenoloxidases foi aumentada apenas nos vegetais pulverizados com 
PB e ASM. Além da atividade de peroxidases e polifenoloxidases, 
também foi avaliado o acúmulo de compostos fenólicos totais e 
flavonóides em folhas de tomateiro tratadas com diferentes 
polissacarídeos e inoculadas 4 dias após a pulverização dos mesmos, sob 
uma temperatura média de 24,5 oC. As suspensões polissacarídicas não 
influenciaram no conteúdo de compostos fenólicos totais em folhas de 
tomateiro. Porém, foi evidenciado um aumento sutil no teor de 
flavonóides em plantas tratadas com PB após a inoculação do patógeno. 
Além do aumento da atividade enzimática ser evidenciado em 
tomateiros cultivados sob altas temperaturas, também observou-se um 
incremento da atividade de enzimas (peroxidases, polifenoloxidases e 
FAL) em plantas cultivadas em casa de vegetação, sob uma temperatura 
média de 19,2 oC, e tratadas com PB, GOMA ou PX. Em couve-flor 
pulverizada com os polissacarídeos não foi observada uma alteração da 
atividade de polifenoloxidases. Contudo, verificou-se que após 2 e 4 
dias da aplicação dos tratamentos, a GOMA e PX  elevaram 
significativamente a atividade de peroxidases. Os resultados do presente 
estudo mostram a capacidade de PB, GOMA e PX em ativar mecanismos 
de defesa do tomateiro e da couve-flor e, consequentemente, de controlar 
doenças como a mancha bacteriana e a podridão negra.  
 
Palavras-chave: Mancha bacteriana. Controle alternativo. Indução de 
resistência. Proteínas relacionadas à patogênese. Polissacarídeos. Babosa. 
Goma xantana. 
  
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 
 
 

LUIZ, C. Effect of polysaccharides in controlling bacterial spot of 
tomato (Xanthomonas gardneri) and black rot of cauliflower 
(Xanthomonas campestris pv. campestris). Florianópolis, 2013. 
[Dissertation – Post graduate Program in Plant Genetic Resources 
UFSC]. 
 
The bacterial spot and black rot are diseases of major importance in 
tomato and cauliflower crops, respectively. The productivity of plants 
infected by these diseases is affected especially by reduced leaf area. 
The application of plant polysaccharides and microorganisms on crops 
may represent an efficient way of controlling these diseases. This study 
evaluated the effect of xanthan gum (GOMA) and polysaccharides 
extracted from Xanthomonas gardneri (PX) and from aloe reserve 
parenchyma (PB) to protect the tomato plant against bacterial spot as 
well as the cauliflower against the black rot. The reduction of bacterial 
spot severity in the tomato plants treated with PB or GOMA was around 
83.80 % and when treated with PX was, on average, 59.1 % lower than 
the control plant. In cauliflower, all the tested PB’s doses were effective 
in disease control, reducing, on average, 69.0 % of severity compared to 
the control plants. The GOMA reduced the black rot only at lower 
doses, decreasing approximately 66.4 %. On average, doses of PX, 
reduced the severity of black rot in 77.8 % compared to plants treated 
with water. At a temperature of 26 oC, it was observed that all the tested 
polysaccharide suspensions were able to control the bacterial spot of 
tomato plants when applied 2 or 4 days before inoculation with the 
pathogen. However, at 19 ºC, PB, GOMA and PX controlled the disease 
even when applied in a longer interval (6 days prior to inoculation). PB 
and GOMA did not provoke a significant growing reduction of in 
vitrocolonies of X. gardneri and X. campestris pv. campestris in all 
tested doses. A higher PX concentration reduced 56.0 % of X. gardneri 
and decreased 97.6 % of X. campestris pv. campestris bacterial growth 
in relation to the control. PB, PX and GOMA promoted accumulation of 
hydrogen peroxide in tomato leaf cells, but the same was not observed 
in cauliflower. Under higher temperature (24.5 °C), it was observed that, 
4 days after the application on tomato plants, those treated with PB, PX 
or GOMA showed peroxidase activity 3, 4.2 and 4.1 times higher than 
the control plant, respectively. On the sixth day, the peroxidase activity 
in plants treated with polysaccharides kept the same tendency. Similar 
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results were observed at the same period in plants treated with ASM. 
The activity of polyphenol oxidases was increased only in plants 
sprayed with PB and ASM. It was also evaluated the accumulation of 
total phenolic compounds and flavonoids in tomato leaves treated with 
different polysaccharides and inoculated 4 days after spraying under an 
average temperature of 24.5oC. The polysaccharide suspensions did not 
influence the content of total phenolic compounds in tomato leaves, 
however, it was observed a slight increase in flavonoid content in plants 
treated with PB after pathogen inoculation. Besides the increase of 
enzyme activity was evidenced in tomato plant grown under high 
temperatures it was also observed an increase in the activity of enzymes 
(peroxidases, polyphenol oxidases and FAL) in plants grown in a 
greenhouse under an average temperature of 19.2 °C and treated with 
PB, GOMA or PX. In cauliflower plants sprayed with the 
polysaccharides it was not observed any change in the activity of 
polyphenol oxidases, however, it was verified that 2 and 4 days after 
application of treatments, GOMA and PX, the activity of peroxidases 
increased significantly. The results of the present study demonstrate the 
capacity of PB, GOMA and PX in activating latent defense mechanisms 
of tomato and cauliflower plants to control diseases such as black rot 
and bacterial spot. 
 
Keywords: Bacterial spot. Alternative control. Induction of resistance. 
Pathogenesis-related proteins. Polysaccharides. Aloe. Xanthan gum. 
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SUMÁRIO EXECUTIVO 
 
 
O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma planta originária da 
América do Sul, mais especificamente de regiões entre o Equador e o 
norte do Chile, desde o litoral até determinadas altitudes das 
Cordilheiras dos Andes. A couve-flor (Brassica oleracea L. var. 
botrytis), variedade botânica descendente da couve-silvestre (B. 

oleracea var. silvestris), é uma espécie hortícola pertencente à família 
Brassicaceae, anteriormente denominada Cruciferae. Tanto a couve-flor, 
como o tomate, possuem grande importância para os agricultores 
familiares que, normalmente, cultivam estas espécies em pequenas áreas 
ao longo do ano. Porém, mesmo adaptadas às condições edafo-
climáticas das regiões produtoras, o desenvolvimento e a produtividade 
da couve-flor e do tomate podem ser prejudicados pela ocorrência de 
doenças, dentre as quais destacam-se a podridão negra e a mancha 
bacteriana, respectivamente. O método químico pode ser utilizado para 
o controle destas doenças, no entanto, muitas vezes, é efetuado de 
maneira não racionalizada e pode levar ao aumento do custo de 
produção, ao favorecimento da seleção de raças resistentes aos produtos 
aplicados, etc. Devido a este fato, tem-se buscado métodos alternativos 
ao controle convencional de doenças. A utilização de polissacarídeos no 
controle de doenças é uma alternativa ao controle convencional de 
fitomoléstias, pois os mesmos, além de serem abundantes e prontamente 
disponíveis, são obtidos a partir de fontes renováveis como algas, 
plantas e culturas microbianas. Desta forma, o presente estudo avaliou o 
efeito de polissacarídeos, como a goma xantana e aqueles extraídos da 
Xanthomonas gardneri e do parênquima de reserva da babosa, na 
proteção de plantas de tomate contra a mancha bacteriana e na proteção 
de plantes de couve-flor contra a podridão negra. Com isso, espera-se 
contribuir para a descoberta de novos métodos de controle de doenças 
de plantas, que visem à conservação do meio ambiente e à produção de 
alimentos livres de agrotóxicos.   
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INTRODUÇÃO GERAL 
 
As hortaliças são, por excelência, fontes de vitaminas e sais 

minerais, de grande importância para a alimentação humana. Dentre as 
plantas hortícolas mais consumidas e produzidas no mundo estão o 
tomateiro e as brássicas, como a couve-flor, que assumem um papel 
relevante na agricultura familiar. 

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma planta originária 
da América do Sul, mais especificamente de regiões entre o Equador e o 
norte do Chile, desde o litoral até determinadas altitudes das 
Cordilheiras dos Andes. Devido ao seu histórico de origem, pode-se 
afirmar que esta planta, tropical de altitude, além de adaptar-se a quase 
todos os tipos de clima existentes, é acometida por diversas doenças que 
podem causar grande redução da produtividade e qualidade do tomate.  

A couve-flor (Brassica oleracea L. var. botrytis L.), variedade 
botânica descendente da couve-silvestre (B. oleracea var. silvestris), tem 
uma importância relevante na horticultura mundial, principalmente para 
os agricultores familiares, devido ao volume produzido e também ao 
valor nutricional das culturas. Porém, mesmo adaptada às condições 
edafo-climáticas das regiões produtoras, o desenvolvimento e a 
produtividade da couve-flor podem ser prejudicados pela ocorrência de 
fitopatógenos. 

Dentre os fatores bióticos envolvidos na diminuição da produção, 
as doenças causadas por fitobactérias assumem papel de destaque. 
Diversos gêneros, espécies, subespécies e patovares de bactérias 
fitopatogênicas são responsáveis por doenças na cultura do tomateiro e 
da couve-flor, como, por exemplo, a mancha-bacteriana (Xanthomonas 

gardneri) e a podridão negra (Xanthomonas campestris pv. campestris), 
respectivamente (LOPES; STRIPARI, 1998; MALAVOLTA JUNIOR, 
2004). 

Devido à alta suscetibilidade do tomateiro e das brássicas a 
doenças, principalmente a bactérias do gênero Xanthomonas, é comum a 
utilização de grandes quantidades de agrotóxicos em lavouras. Esta 
aplicação indiscriminada de produtos químicos, por sua vez, além de 
aumentar o custo de produção, pode causar impactos ambientais, danos 
aos seres vivos e favorecer a seleção de raças resistentes aos 
ingredientes ativos. De acordo com Janisiewicz (1996), Campanhola e 
Bettiol (2003), a produção de alimentos livres de resíduos tóxicos tem 
sido enfatizada nos últimos anos. Por isso, pesquisas vêm sendo 
realizadas para a obtenção de métodos alternativos de controle a 
fitopatógenos, como a indução de resistência dos vegetais, que é a 
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ativação de mecanismos de defesa através de moléculas elicitoras, 
como, por exemplo, os polissacarídeos.  

Os polissacarídeos, além de serem precursores na elicitação de 
mecanismos de defesa de plantas, são abundantes, estão prontamente 
disponíveis e são obtidos a partir de fontes renováveis como algas, 
plantas e culturas microbianas. Por isso, a sua utilização na agricultura, 
para a redução de doenças vegetais, pode ser considerada uma 
alternativa ao controle convencional de fitopatógenos.  

A goma xantana, exopolissacarídeo presente na cápsula da 
bactéria Xanthomonas campestris, é um dos polissacarídeos que têm 
demonstrado eficiência no controle de doenças de plantas. Como por 
exemplo, Bach, Barros e Kimati (2003), ao aplicarem a goma xantana 
(0,5 mg.ml¯¹) em plantas de trigo contra Bipolaris bicolor, Bipolaris 
sorokiniana, e Drechslera tritici-repentis, observaram reduções na 
severidade das doenças na ordem de 97,2 %, 95,2 % e 96,5 %, 
respectivamente. Em contrapartida, outros estudos vêm comprovando 
que o exopolissacarídeo capsular de algumas bactérias possui função de 
toxina, provocando sintomas da doença na ausência de células vivas do 
microrganismo (ROMEIRO, 2005). 

Além da goma xantana, outros polissacarídeos têm sido extraídos, 
tanto de microrganismos como de vegetais, para a utilização na 
prevenção de doenças. A babosa (Aloe barbadensis M.), por exemplo, 
possui diversos compostos com eficiência na prevenção de doenças de 
plantas e um parênquima de reserva mucilaginoso constituído 
majoritariamente por polissacarídeos, dentre esses a acemanana, 
principal substância ativa da planta. Este polissacarídeo, por sua vez, é 
muito estudado quanto a sua atividade no organismo humano, porém 
pouco se encontra a respeito do seu efeito no metabolismo vegetal 
(ROVATTI; BRENNAN, 1959; FEMENIA et al., 1999; REYNOLDS; 
DWECK, 1999; SURJUSHE; VASANI; SAPLE, 2008; CARPANO; 
CASTRO; SPEGAZZENI, 2009). 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da 
goma xantana comercial e de polissacarídeos extraídos da X. gardneri e 
do parênquima de reserva da babosa para o controle da mancha 
bacteriana do tomateiro e da podridão negra em couve-flor, bem como 
avaliar o potencial elicitor e antimicrobiano destes polissacarídeos. O 
trabalho está organizado em três capítulos, compreendendo um capítulo 
teórico e dois experimentais.  
 



 

OBJETIVOS 
 
OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar o efeito da goma xantana e de polissacarídeos extraídos 
da Xanthomonas gardneri e do parênquima de reserva da babosa na 
proteção de plantas de tomate contra a mancha bacteriana e na proteção 
de plantes de couve-flor contra a podridão negra.  
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 
• Avaliar o efeito de doses de diferentes polissacarídeos 

(polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa, 
goma xantana e polissacarídeos extraídos da X. gardneri) sobre 
a severidade da mancha bacteriana do tomateiro e sobre a 
severidade da podridão negra da couve-flor; 

• observar a influência do intervalo de tempo entre tratamento e 
inoculação de plantas de tomate sobre a severidade das 
manchas bacterianas;  

• verificar o efeito de diferentes concentrações da goma xantana e 
de polissacarídeos extraídos da Xanthomonas gardneri e do 
parênquima de reserva da babosa sobre o crescimento in vitro 
de Xanthomonas gardneri e de Xanthomonas campestris pv. 
campestris; 

• avaliar a reação de hipersensibilidade em plantas de tomate e de 
couve-flor tratadas com polissacarídeos e inoculadas;  

• determinar a atividade de peroxidases e polifenoloxidases em 
plantas de couve-flor tratadas com diferentes polissacarídeos e 
inoculadas com X. campestris pv. campestris e determinar as 
atividades de peroxidases, polifenoloxidases, fenilalanina 
amônia-liase, compostos fenólicos totais e flavonóides em 
plantas de tomate tratadas com diferentes polissacarídeos e 
inoculadas com X. gardneri. 
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HIPÓTESE 
 

A goma xantana e os polissacarídeos extraídos do parênquima de 
reserva da babosa e da Xanthomonas gardneri reduzem a severidade da 
mancha bacteriana em plantas de tomate e de couve-flor e são capazes 
de ativar seus mecanismos de defesa.  
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CAPÍTULO 1 – CARACTERIZAÇÃO DOS PATOSSISTEMAS E 
A INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA 

 
1.1 A CULTURA DO TOMATEIRO 
 
1.1.1 Características botânicas e histórico do tomateiro 

 
O tomateiro, dicotiledônea pertencente à família Solanaceae, 

gênero Solanum, é um vegetal do tipo perene, cultivado como anual, de 
porte arbustivo e raiz pivotante. Suas flores são hermafroditas, pequenas 
e amareladas, seus frutos são carnosos, com formato globular a 
alongado, com dois a doze lóculos, e suas sementes são pequenas e 
reniformes (JARUATA; FANTOVA, 1999; MINAMI; HAAG, 1989). 
As folhas desta planta são alternadas, compostas, com um grande folíolo 
terminal e cerca de seis a oito folíolos laterais que podem, por sua vez, 
ser compostos. Seu caule é redondo, piloso e macio quando jovem e 
anguloso e fibroso quando mais velhos. Este vegetal pode desenvolver-
se de forma rasteira, semiereta ou ereta, em condições climáticas 
bastante variáveis (FONTES; SILVA, 2002; ALVARENGA, 2004). 

Mesmo não tolerando o frio e nem o calor excessivo, a cultura em 
questão pode desenvolver-se em climas do tipo tropical de altitude, 
subtropical e temperado, permitindo seu cultivo em diversas regiões do 
mundo. Esta característica é devido ao seu centro de origem, pois o 
mesmo abrange regiões desde o nível do mar até elevadas altitudes 
(MINAMI; HAAG, 1989). 

O tomateiro é uma planta originária da América do Sul, mais 
especificamente de regiões entre o Equador e o norte do Chile, desde o 
litoral até uma altitude de 2.000 m da região Andina. Espécies deste 
vegetal foram levadas pelos Incas até a região onde os astecas 
habitavam, o sul do México, que tornou-se o país centro de 
domesticação do tomate cultivado, em especial na região de Puebla e 
Vera Cruz (JENKINS, 1948; RICK, 1967; CAMARGO, 1992; 
PAZINATO; GALHARDO, 1997). 

Na época do descobrimento da América, na chegada dos 
espanhóis, a cultura do tomateiro já estava amplamente difundida na 
América Central e na América do Sul. No século XVI, encantados com 
o fruto, os espanhóis levaram o tomateiro para o Sul da Europa e, 
lentamente, o cultivo desta planta foi se disseminando para o Norte do 
continente. Apesar do tomate ser levado pelos espanhóis para a Europa, 
foram os povos do sul da Itália e da Turquia os primeiros a utilizá-lo na 
alimentação, mas seu consumo foi difundido e ampliado somente no 
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século XIX, pois havia crença de que tomate era venenoso. No Brasil, o 
tomate foi introduzido pelos portugueses e espanhóis no século XIX e o 
seu consumo foi disseminado principalmente após a Primeira Guerra 
Mundial (PAZINATO; GALHARDO, 1997; MINAMI; HAAG, 1989; 
NAIKA et al., 2006).  

O surgimento do tomate Santa Cruz no Brasil, no estado do Rio 
de Janeiro, nos anos 40, foi um marco na trajetória da comercialização e 
consumo deste fruto no país. Acredita-se que esta cultivar teria surgido 
como híbrido natural entre Umberto e Redondo Japonês em Suzano, no 
estado de São Paulo. Esse, por sua vez, obteve uma boa aceitação no 
mercado do Rio de Janeiro, a partir de então o híbrido foi difundido para 
os outros estados brasileiros (LOPES; STRIPARI, 1998; 
ALVARENGA, 2004).  
 

1.1.2 Importância econômica e nutricional do tomateiro 
 

A cultura do tomateiro assume grande importância econômica, 
representando o tomate um dos produtos hortícolas mais 
comercializados no mundo. Na Ásia, a China e a Índia são considerados 
os maiores produtores, respondendo por 35,6 % da produção e 34,6 % 
da área plantada. Na África, os maiores produtores são Egito e Nigéria 
e, na América do Norte, os Estados Unidos e México são os principais 
representantes. Na América do Sul o Brasil, com 67.605 ha plantados e 
com uma produção de 4.310 mil T, assume um papel de destaque, sendo 
considerado o 9o maior produtor mundial (IBGE, 2011; CEPA, 2009; 
FONTES; SILVA, 2002; ORDÓÑEZ-SANTOS et al., 2009).  

Dentre as plantas oleráceas, o tomateiro está entre as mais 
cultivadas no Brasil (PENTEADO, 2004). Segundo dados publicados 
pelo IBGE (2011), o rendimento médio brasileiro na safra de 2008/09 
foi de 63.680 kg.ha-1. Na safra 2010/11 o rendimento médio ficou em 
59.327 kg.ha-1, 2,2 % menor que a safra anterior e 6,9 % inferior ao 
obtido na safra 2008/09. Em 2012 o rendimento médio de tomate foi de 
63.068 kg (IBGE, 2012).  

O principal produtor brasileiro é o estado de Goiás, responsável 
por 23,0 % da área cultivada no País e por 27,5 % da produção. Já Santa 
Catarina está entre os 11 maiores produtores do Brasil, sendo Caçador o 
município de maior área plantada no estado, com uma produtividade de 
85.000 kg.ha-1. Águas Mornas, com uma área de 200 ha, é o segundo 
município com maior área plantada em Santa Catarina, porém sua 
produtividade de 50.000 kg.ha-1 fica aquém da obtida pelos demais 
municípios de destaque no cultivo do tomate (IBGE, 2011). 
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Além de destacar-se na economia, o tomate contém um valor 
inestimável para a dieta humana. O fruto é rico em minerais, vitaminas, 
aminoácidos essenciais, açúcares e fibras dietéticas. Possui grandes 
quantidades de vitaminas B e C, ferro e fósforo, e é fonte primária de 
compostos antioxidantes como ácido ascórbico, carotenóides e 
compostos fenólicos (SILVA; GIORDANO, 2000; GIOVANELLI; 
PARADISO, 2002; NAIKA et al., 2006). 

Mesmo sendo uma cultura de importância econômica e 
nutricional, o tomateiro é acometido por diversas doenças que podem 
restringir a sua produtividade, a sua qualidade comercial e nutricional, 
entre as quais, as mais importantes são a Mancha-bacteriana 
(Xanthomonas spp.), Murcha Bacteriana (Ralstonia solanacearum), 
Requeima ou Crestamento (Phytophtora infestans), Talo Oco 
(Pectobacterium carotovora), Oídio (Oidium lycopersici), Pinta Preta 
(Alternaria solani), entre outras (GALLI, 1980).  
 
1.1.3 Mancha bacteriana  
 

A doença provocada por espécies do gênero Xanthomonas em 
plantas de tomate foi observada pela primeira vez na África do Sul em 
1914. Sua descrição foi realizada por Doidge em 1920, que denominou a 
moléstia como cancro do tomate, com o agente causal Bacterium 

vesicatorium. Gardner e Kendrick, um ano após a primeira identificação 
da bacteriose, designaram-na como mancha bacteriana, nome atual da 
doença, tendo como suposto agente causal B. exitiosum. Em 1978, Dye 
realizou um novo estudo de identificação e denominou o agente como 
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (JONES, STAL e BOUZAR, 
1998; YOUNG, 2001). 

O avanço da tecnologia permitiu que Vauterim et al. (1990) e 
Stall et al. (1994) analisassem e determinassem os padrões de proteínas 
de linhagens de Xanthomonas. Estes autores descobriram que a X. 
campestris pv. vesicatoria podia ser dividida em duas espécies: X. 
axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria. Além dessas, foram 
descritas as espécies X. perforans e X. gardneri, sendo que a última foi 
isolada por Sutic em 1957, na Iugoslávia, e inicialmente denominada de 
Pseudomonas gardneri (BOUZAR et al., 1999; JONES et al., 2004). 

Atualmente, existem quatro grupos descritos de Xanthomonas do 
tomateiro, denominados de A, B, C e D. Além disso, dentro desses 
grupos existem pelo menos três espécies distintas, como por exemplo, a 
X. axonopodis pv. vesicatoria (grupo A), a X. vesicatoria (grupo B) e a 
X. gardneri (grupo D). Com base em estudos realizados por Bouzar et 



38           
 

al. (1999), esta última espécie citada é um organismo caracterizado pela 
sua inabilidade em hidrolisar amido e pectato e pela utilização de 
gentiobiose como única fonte de carboidrato. 

A X. gardneri, inicialmente, foi considerada por Dye (1966) 
como sinônimo de X. vesicatoria, pois não podia ser diferenciada 
através de testes fisiológicos e de patogenicidade. Contudo, atualmente 
sabe-se que a X. gardneri é uma entidade taxonômica distinta da X. 
vesicatoria e da X. axonopodis pv. vesicatoria, pois Hildebrand, 
Palleroni e Schroth (1990) e Palleroni et al. (1993), ao realizarem 
hibridizações de DNA, observaram que a espécie em questão estava 
mais relacionada com X. campestris pv. carotae, X. campestris pv. 
pelargonii e X. campestris pv. taraxaci (JONES et al., 2000).  

A bactéria X. gardneri, assim como as outras espécies de 
Xanthomonas, é gram-negativa, flagelada, aeróbia, possui forma de 
bastonete e mede 0,7 - 1,0 x 2,0 - 2,4 µm. Em meio de cultura, forma 
colônias pequenas, menores que as formadas por outras espécies do 
gênero, viscosas, circulares e amareladas, devido à presença de 
xanthomonadina. Esse pigmento está relacionado à regulação de 
processos fisiológicos da bactéria, como produção de polissacarídeo 
extracelular (JONES et al., 1991). 

Apesar de existirem poucos estudos a respeito da X. gardneri no 
Brasil, recentemente uma pesquisa, realizada para a verificação das 
espécies da população de Xanthomonas associadas à mancha-bacteriana 
no tomateiro, revelou que X. gardneri é uma das mais importantes 
espécies causadoras da doença na região Centro-Oeste do país 
(QUEZADO-DUVAL et al., 2005). 

As Xanthomona, no seu ambiente natural, disseminam-se 
principalmente através de sementes, respingos de água e restos de 
vegetais contaminados. A sua infecção ocorre através de aberturas 
naturais da planta, como os estômatos, e por ferimentos. A mancha-
bacteriana é uma doença favorecida por temperaturas entre 20 e 30 oC, 
sendo mais severa em locais onde ocorrem chuvas associadas a ventos 
fortes e a terrenos arenosos (LOPES; ÁVILA, 2005; LOPES; 
QUEZADO-DUVAL, 2005). 

Todas as espécies do gênero Xanthomonas são fitopatogênicas e 
os sintomas provocados pelas espécies associadas à mancha-bacteriana 
do tomateiro podem aparecer de diversas formas, como por exemplo, 
manchas necróticas no limbo foliar, de formato arredondado e com halo 
amarelado nas bordas (FIGURA 1). A doença pode atacar todos os 
órgãos aéreos do vegetal, porém, a infecção nas folhas e a consequente 
desfolha são problemas mais sérios, provocando uma redução da área 
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fotossintética, levando à diminuição da produção e da qualidade dos 
frutos (ROMEIRO, 2005; SILVA-LOBO; GIORDANO; LOPES, 2005). 

 
FIGURA 1. Sintomas da mancha bacteriana (Xanthomonas gardneri) em folhas 
de tomateiro. 

 
 

Para evitar o aparecimento desta doença na plantação, é 
importante a utilização de sementes de boa qualidade, nunca extraídas 
de frutos com sintomas. Deve-se plantar em áreas bem ventiladas e 
distantes de lavouras velhas de tomate e pimentão. Resistência varietal 
existe em tomateiro, mas devido à alta adaptabilidade genética do 
patógeno torna-se difícil o desenvolvimento de variedades resistentes de 
alta estabilidade. Outro método de prevenção muito utilizado é o 
químico. Porém, devido ao uso indiscriminado de agrotóxicos, esta 
forma de controle vem acarretando no aumento do percentual de custo 
de produção, em impactos ambientais, em danos aos seres vivos e no 
favorecimento da seleção de raças resistentes aos ingredientes ativos 
(QUEZADO-DUVAL et al., 2005; SILVA; FAY, 2006). 

 
1.2 A CULTURA DA COUVE-FLOR 
 
1.2.1 Características botânicas e histórico da couve-flor 

 
A couve-flor (Brassica oleracea L. var. botrytis L.), variedade 

botânica descendente da couve-silvestre (B. oleracea var. silvestris), é 
uma espécie hortícola pertencente à família Brassicaceae, anteriormente 
denominada Cruciferae. Esta planta apresenta folhas alongadas, com 
limbo etílico. A sua flor é hermafrodita, possuindo quatro sépalas e 
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quatro pétalas, e seu fruto é uma síliqua, com número de sementes 
variando de um a sete. A parte comestível da couve-flor é uma 
inflorescência imatura, constituindo uma cabeça de coloração branca, 
creme, amarela, roxa ou verde, que se desenvolve sobre um caule curto 
(SILVA; CASALI, 1981; MAROTO-BORREGO, 1995; FILGUEIRA, 
2000).  

As cultivares de couve-flor podem ser classificadas de acordo 
com o número de dias necessários para a produção de cabeça. Desta 
forma, as variedades podem ser precoces, com 80 a 110 dias de ciclo; 
medianas, com 110 a 130 dias de ciclo; tardias, com 130 a 150 dias de 
ciclo. A variedade Bola de Neve, por exemplo, é uma cultivar 
considerada de média precocidade, pois é adaptada a condições de 
temperatura entre 16 e 18 ºC e possui ciclo de 120 dias (SILVA; 
CASALI, 1981).  

De acordo com Snogerup, Gustafsson e Von Bothmer (1990) a 
forma selvagem da couve-flor cresce ao longo da costa do Mediterrâneo 
da Grécia até a costa atlântica da Espanha e da França, por volta do 
litoral da Inglaterra. Esta espécie é cultivada no oriente médio desde a 
antiguidade, entretanto, somente a partir do século XII o cultivo 
começou a se expandir para outras partes do mundo. A couve-flor foi 
levada à Europa no séc. XVI e introduzida no Brasil no século XIX, 
onde é produzida e comercializada até os dias atuais.  
 

1.2.2 Importância econômica e nutricional da couve-flor 
 

A produção mundial de espécies de couve no ano de 2010, de 
acordo com os dados da FAO, foi de aproximadamente 68 milhões de T, 
sendo que a produção de couve-flor foi de 19,8 milhões de T. Sabe-se 
que mais de 70,0 % desta produção concentra-se no continente asiático, 
cabendo a liderança à China com 41,1 milhões de T. Segundo o IBGE, 
no ano de 2006, o Brasil produziu 141.806 T de couve-flor, sendo que 
os estados com maior produtividade foram São Paulo, Minas Gerais, 
Rio de Janeiro, Paraná, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Santa 
Catarina é considerado o sexto maior produtor do país, com uma 
produção de 10.757 T. O município de Águas Mornas/SC é o maior 
produtor da região, contribuindo com aproximadamente 53,0 % do 
montante produzido no estado.  

A couve-flor possui grande importância para os agricultores 
familiares que, normalmente, cultivam-na em pequenas áreas ao longo 
do ano. A produção expressiva de brássicas, como a couve-flor, ocorre 
principalmente devido ao seu sabor e também ao seu potencial 
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nutricional. A couve-flor, por exemplo, possui 93,0 % de água, sais 
minerais e vitaminas importantes para o organismo humano, além disso, 
é considerada uma boa fonte de potássio e de fibra. 

Desta forma, percebe-se que o cultivo da couve-flor tem uma 
importância relevante na horticultura brasileira, devido ao volume 
produzido e ao valor nutricional das culturas. Porém, mesmo adaptadas 
às condições edafo-climáticas das regiões produtoras, o 
desenvolvimento e a produtividade da couve-flor podem ser 
prejudicados pela ocorrência de doenças, dentre as quais destaca-se a 
podridão negra, causada por uma espécie de Xanthomonas. 

 

1.2.3 Podridão negra  
 

A podridão negra é a principal doença bacteriana das brássicas, 
manifestando-se em qualquer idade das plantas. Seu agente causal, a 
bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel) Dowson, 
ocorre em muitas regiões do mundo, inclusive no Brasil. O patógeno 
ataca diversas espécies de brássicas e sobrevive em sementes, o que 
facilita a sua disseminação e introdução em áreas livres da doença 
(WILLIAMS, 1980; MARINGONI, 2005).  

A X. campestris pv. campestris é uma bactéria gram-negativa, 
possui a forma de um bastonete reto, medindo cerca de 0,4 a 0,7 µm de 
largura por 0,7 a 1,6 µm de comprimento, possui um único flagelo polar 
e produz pigmentos amarelos, denominados xantomonadinas, que 
conferem uma coloração amarelada às colônias crescidas em meio de 
cultura, caracterizando espécies do gênero Xanthomonas. Além deste 
pigmento, a X. campestris pv. campestris produz um exopolissacarídeo 
capsular característico da espécie, chamado de goma xantana. Este 
polissacarídeo, por sua vez, tem a função de proteger a célula bacteriana 
contra intempéries do ambiente, como variações de temperatura e 
umidade (ONSANDO, 1992). 

Quando a temperatura ambiente está entre 28 e 30 oC e a umidade 
relativa alta, o crescimento bacteriano e a penetração do microrganismo 
através das aberturas naturais da planta são favorecidos. O agente causal 
da podridão negra, ao infectar o vegetal, pode multiplicar-se 
intensivamente e chegar a atingir os vasos do xilema, fazendo com que 
os mesmos fiquem escurecidos e com sintomas que caracterizam o 
nome popular da doença (MARINGONI, 2005).  

Os sintomas da podridão negra manifestam-se em qualquer idade 
da planta. Em plântulas, os cotilédones apresentam-se murchos e com 
aspecto queimado. Nas plantas adultas, as lesões foliares aparecem 
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necróticas e em formato de “V”, com o vértice voltado para o centro do 
limbo e com halo amarelado ao redor do tecido necrosado (FIGURA 2). 
Em alguns casos, observa-se subdesenvolvimento, murcha, queda 
prematura das folhas e apodrecimento das plantas afetadas. Este último 
sintoma ocorre quando a bactéria atinge os vasos condutores da planta 
(MATSUOKA et al., 1985; MARINGONI, 2005; CARRIJO; RÊGO, 
2000). 

 
FIGURA 2. Sintomas da podridão negra (Xanthomonas campestris pv. 
campestris) em folhas de couve-flor. 

 
 

Devido ao fato da bactéria ser transmitida por sementes, a 
sanidade do material propagativo é fundamental no controle da podridão 
negra. Por isso, é importante o plantio de sementes certificadas. Outras 
medidas, como por exemplo, a rotação de culturas com plantas de 
variados gêneros e o plantio de híbridos ou cultivares resistentes, devem 
ser adotados para minimizar o problema. O método químico também 
pode ser utilizado para o controle da doença, no entanto, muitas vezes, é 
efetuado de maneira não racionalizada e pode levar ao aumento do 
percentual de custo de produção, ao favorecimento da seleção de raças 
resistentes aos produtos aplicados, etc. Devido a este fato, tem-se 
buscado métodos alternativos ao controle convencional de doenças, 
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como por exemplo, a indução de resistência (HAYWARD; 
WATERSTON, 1965; WILLIAMS, 1980). 

 
1.3 INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA 
 
1.3.1 Conceitos e definições 
 

Durante o processo evolucionário, as plantas desenvolveram 
mecanismos próprios de defesa para dificultar a colonização dos seus 
tecidos por agentes patogênicos. Estes mecanismos podem ser divididos 
em pré-formados e pós-formados, ou seja, em mecanismos que existem 
antes do contato do microrganismo com o seu hospedeiro e em 
mecanismos que são ativados após o contato do patógeno com a planta, 
respectivamente (PASCHOLATI; LEITE, 1995). 

Fatores anatômicos constitutivos e químicos, como a cutícula, a 
parede celular e inibidores químicos pré-formados, podem prevenir de 
forma eficiente a infecção ou a colonização de tecidos vegetais por 
microrganismos fitopatogênicos. Porém, muitas vezes, estes 
mecanismos de defesa não são suficientes para evitar a infecção da 
planta, por isso, a penetração de determinados microrganismos nos 
vegetais leva à ativação do sistema de defesa pós-formado dos mesmos. 
Estes mecanismos pós-formados, por sua vez, atuam na inibição do 
potencial colonizador do fitopatógeno (SOARES; MACHADO, 2007). 

A ativação dos mecanismos de defesa latentes da planta é 
propiciada pela sinalização, ou seja, pelo reconhecimento do patógeno 
pela planta. Esse processo, mediado por receptores celulares capazes de 
interagir com elicitores, gera um sinal que é amplificado para o sítio de 
ação no interior da célula e que, posteriormente, é traduzido e revertido 
em ativação de genes envolvidos com a produção de proteínas 
relacionadas à patogênese, com a produção de fitoalexinas, com a 
ativação de mecanismos de defesa estruturais, como por exemplo, genes 
responsáveis pela deposição de calose (1,3 β- glucano) que é 
acompanhada por posterior lignificação, entre outros (LEITE et al., 
1997; CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005). 

O reconhecimento entre hospedeiro e microrganismo tem um 
papel fundamental na interação entre plantas e seus agentes 
patogênicos. Os patógenos, por exemplo, possuem a capacidade de 
detectar a presença de plantas hospedeiras em seu ambiente e, além 
disso, são capazes de reconhecer características específicas da superfície 
do seu anfitrião, para efeito de infecção. Em contrapartida, as plantas 
possuem mecanismos sofisticados para detectar a multiplicidade de 
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agentes patogênicos potenciais em seu ambiente e para ativar sua defesa 
na presença de determinados microrganismos ou elicitor (interação 
incompatível). Porém, quando as plantas não conseguem reconhecer o 
patógeno ou a sua molécula elicitora, as respostas de defesa latentes 
acabam não entrando em ação e, por isso, há o desenvolvimento da 
doença, que pode culminar na redução da produtividade, na alteração do 
metabolismo vegetal e até mesmo na morte da planta (interação 
compatível) (BELL, 1981; BOLLER, 1995; HAHN, 1996; METRAUX, 
2001; CLUZET et al., 2004). 

O termo elicitor foi originalmente utilizado para se referir a 
moléculas que induzem a síntese e acúmulo de compostos 
antimicrobianos (fitoalexinas) em células vegetais. Porém, hoje, este é 
comumente utilizado para designar moléculas, de origem exógena ou 
endógena, biótica ou abiótica, que estimulam qualquer mecanismo de 
defesa das plantas. Exemplos de mecanismos induzidos por elicitores 
incluem a síntese e acúmulo de fitoalexinas, a síntese de proteínas que 
inibem a ação de enzimas produzidas por patógenos, a formação de 
estruturas de defesa histológica, a produção de novas classes de 
proteínas relacionadas à patogênese e uma resposta de 
hipersensibilidade seguida por morte celular programada, entre outros 
(KEEN, 1975; DIXON, 1986; EBEL; 1986; HAHN, 1996; STICHER; 
MAUCHMAN; METRAUX, 1997). 

O processo de ativação de mecanismos de defesa, resultante dos 
estímulos provocados por moléculas elicitoras, é chamado de indução de 
resistência do vegetal, que pode acontecer tanto no sítio de contato do 
indutor com a planta, como em locais distantes do mesmo, ou seja, pode 
acontecer de forma local ou sistêmica. Assim, define-se a indução de 
resistência como um aumento do nível de resistência da planta, em 
consequência da ativação de seus genes ou grupos de genes 
aparentemente inativos, utilizando-se de agentes externos. Uma vez que 
uma planta tenha sido estimulada, ela pode expressar essa capacidade 
defensiva melhorada independentemente do patógeno desafiador gerar 
uma interação incompatível ou compatível (PASCHOLATI; LEITE, 
1995; STADNIK; MARASCHIN, 2004). 

Por isso, as alterações na resistência vegetal vêm chamando a 
atenção da comunidade acadêmica para a investigação de potenciais 
indutores de resistência, como é o caso de determinados óleos 
essenciais, extratos de plantas medicinais, polissacarídeos de leveduras, 
moléculas químicas, entre outros. Alguns destes indutores, inclusive, já 
foram testados, registrados pelo mundo e liberados para uso na 
agricultura, como por exemplo, Oryzemate®, Bion®, Messenger®, 
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Oxycon® e Elexa® (DINIZ et al., 2006; FRANZENER et al., 2007). O 
Bion ® (Acibenzolar-S-metil) é o único indutor de resistência liberado 
no Brasil, o qual é utilizado para o controle de doenças no tomateiro.  

Sendo assim, a indução de resistência é uma das medidas 
promissoras para o controle de doenças vegetais, tendo em vista o 
potencial prático de aplicação destes conhecimentos no controle de 
doenças nas culturas. Através de moléculas elicitoras, mecanismos de 
defesa são ativados sem qualquer alteração no genoma da planta. Além 
disso, a aplicação de indutores permite que o vegetal fique em um 
estado de priming, ou seja, em um estado de “pré-condicionamento” ou 
de “alerta”, onde somente após o contato com o microrganismo ocorrerá 
a efetiva ativação da defesa latente do vegetal. Porém, em alguns casos, 
antes mesmo da planta entrar em contato com algum patógeno, o elicitor 
é capaz de levar à expressão máxima dos genes responsáveis por esta 
ativação da resistência. Este método de controle de fitopatógenos, que 
leva à redução de sintomas característicos de inúmeras doenças, tem 
sido empregado contra agentes fitopatogênicos tanto de natureza 
virótica, como de natureza bacteriana e fúngica (HAMMERSCHMIDT, 
1999; CONRATH; PIETERSE; MAUCH-MANI, 2002; LABANCA, 
2002; CURSINO-SANTOS; DEFINA; MARTINEZ-ROSSI, 2003; 
STADNIK; MARASCHIN, 2004).  

 
1.3.2 Mecanismos de defesa 

 
A indução de resistência em plantas a patógenos é conhecida há 

muitos anos. Bernard (1911 apud ROMEIRO; RODRIGUES, 2007), 
observou, em uma de suas pesquisas, que pedaços de bulbos sadios de 
orquídea transferidos para meio de cultura infestado com fungos de 
solos não eram infectados, mas que a infecção ocorria se os bulbos 
fossem previamente mantidos a 55o C por 35 minutos. O pesquisador 
sugeriu que os bulbos não tratados não sofriam infecção porque seus 
tecidos respondiam a secreções produzidas pelos fungos com a síntese 
de substâncias com propriedades antimicrobianas. Segundo Romeiro e 
Rodrigues (2007), talvez este seja um dos trabalhos mais antigos sobre 
ativação de mecanismos pós-formados de defesa em plantas contra 
microrganismos. 

A efetividade e potencialidade da indução de resistência foi bem 
documentada por Chester (1933). Em seu trabalho, o autor demonstrou 
que plantas inoculadas com microrganismos atenuados ficavam 
protegidas contra subsequentes infecções pelo mesmo microrganismo ou 
contra outros semelhantes. A partir desse estudo, muitas pesquisas 
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foram e continuam sendo realizadas a respeito do assunto, para uma 
melhor compreensão das respostas estruturais e bioquímicas da planta 
na presença de agentes elicitores e para a confirmação da indução de 
resistência da mesma.  

Entre os mecanismos de defesa ativados por elicitores, o mais 
eficiente e documentado é a reação de hipersensibilidade (RH). A RH é, 
muitas vezes, condicionada pela presença de um gene de avirulência 
(Avr) no patógeno, que pode ser reconhecido pela planta quando a 
mesma possui o gene de resistência correspondente (R). Ocorrido o 
processo de reconhecimento entre microrganismo e hospedeiro, umas 
das primeiras mudanças na célula vegetal durante o desencadeamento da 
RH, é o rápido fluxo de íons através da membrana plasmática e o 
aumento de espécies ativas de oxigênio. O rápido fluxo de íons, 
caracterizado pela absorção de Ca+2 e exportação de Cl- e K+, resulta na 
alcalinização do citoplasma e, consequentemente, no comprometimento 
da atividade celular. O aumento das espécies ativas de oxigênio, 
resultado da explosão oxidativa, pode levar à perda da integridade e 
viabilidade da célula. Essas mudanças, por sua vez, podem levar a morte 
de células que ficam em contato direto com o patógeno, evitando o 
desenvolvimento do microrganismo sobre o tecido vegetal (MOREL; 
DANGL, 1997).  

Durante a ativação da RH, além da explosão oxidativa e do 
aumento no fluxo de íons, ocorre a indução da produção de fitoalexinas 
e de várias proteínas de defesa codificadas por genes da planta, como, 
por exemplo, as PR’s proteínas, como as peroxidases envolvidas na 
lignificação, e as enzimas do metabolismo secundário envolvidas na 
biossíntese de antibióticos (VAN LOON, 1997; CAVALCANTI; 
BRUNELLI; STANGARLIN, 2005). 

As PRPs são proteínas codificadas por plantas, que atuam como 
uma resposta bioquímica à infecção de patógenos. Estas proteínas foram 
investigadas pela primeira vez no início da década de 70, por van Loon e 
van Kammen (1970), como macromoléculas envolvidas na resistência 
induzida, tendo fumo-TMV como patossistema modelo. Esta 
descoberta, segundo Linthorst (1991), permitiu a caracterização da 
maior parte das PRPs conhecidas nos dias de hoje. Dentre aquelas 
relacionadas à patogênese, as β -1,3 glucanases e as quitinases possuem 
um importante papel no mecanismo de defesa das plantas, pois atuam na 
desorganização da parede celular de fitopatógenos. 

Assim como as β-1,3-glucanases, as quitinases apresentam ação 
antimicrobiana, devido a sua ação lisozímica sobre a parede celular de 
determinados microrganismos (STINTZI et al., 1993). Cavalcanti et al. 



47 
 

(2006a) constataram a eficiência do Acibenzolar-S-metil (ASM; 0,2 g.l-
1), da suspensão de quitosana (200 g.l-1) proveniente de micélio de 
Crinipellis perniciosa e do extrato aquoso de ramos de lobeira (Solanum 
lycocarpum) infectados por C. perniciosa (300 g.l-1), na capacidade 
parcial de proteção das plantas de tomateiro desafiadas por 
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Segundo os autores, esta 
proteção é devido à capacidade destas substâncias de promoverem o 
aumento na atividade de quitinases e β -1, 3-glucanases.  

Além das quitinases e glucanases, as peroxidases e a fenilalanina 
amônia-liase (FAL) são outros exemplos de enzimas envolvidas na 
atuação dos mecanismos de defesa das plantas. As peroxidases, por 
exemplo, são glicoproteínas associadas à membrana que estão 
envolvidas, dentre outros processos, na deposição de lignina na parede 
celular das plantas. E por sua vez, estão intimamente ligadas na defesa 
vegetal. Li et al. (2012), ao aplicarem silicato de sódio (100 mM) em 
melão, observaram uma redução substancial da severidade da podridão 
rosa (Trichothecium roseum) e um aumento significativo das enzimas 
peroxidase superóxido dismutase, glutationa redutase e 
polifenoloxidase.  

A FAL é a proteína responsável pela desaminação da L-
fenilalanina, transformando-a em ácido trans-cinâmico e amônia. O 
ácido trans-cinâmico, por sua vez, pode ser incorporado em diversos 
fenólicos, os quais estão presentes na formação de ésteres, coumarinas, 
flavonóides e ligninas. Com isso, o aumento da atividade da FAL nas 
plantas tem sido apontado como um indicador de elicitação e indução de 
resistência, pois, um determinado elicitor, pode induzir à síntese desta 
enzima e aumentar a concentração de compostos de defesa, como por 
exemplo, a de fitoalexinas. Além disso, a FAL é responsável pelo 
incremento na biossíntese de derivados fenilpropanóides necessários à 
formação de lignina, que confere às paredes celulares uma maior rigidez 
e resistência à degradação por enzimas secretadas pelo patógeno 
(VANCE; KIRK; SHERWOOD, 1980; RIDE, 1980; BOLWELL et al., 
1991; DEFFUNE, 2001). 

As polifenoloxidases (PFO) são um grupo de enzimas que 
também são ativadas após a elicitação. Estas proteínas são responsáveis 
pela catálise da reação de oxidação de polifenóis transformando-os em 
quinonas. Nas plantas, estas proteínas permanecem no interior das 
células, dentro dos tilacóides nos cloroplastos, separadas dos compostos 
fenólicos, que também ficam armazenados nos vacúolos. Quando ocorre 
a ruptura celular, provocada por microrganismos, as PFO são liberadas e 
iniciam o processo de oxidação dos compostos fenólicos, produzindo as 
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chamadas quinonas, consideradas moléculas antimicrobianas. Por isso, 
pode-se afirmar que estas enzimas possuem um importante papel na 
indução de resistência vegetal (VAUGHN; DUKE, 1984; 
MOHAMMADI; KAZEMI, 2002; THIPYAPONG; HUNT; 
STEFFENS, 2004).  

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários que 
constituem um dos grupos mais comuns e generalizados de substâncias 
em plantas. De acordo com Harborne (1989), os "fenólicos" ou 
"polifenois" podem ser definidos quimicamente como substâncias que 
possuem um anel aromático, com um (fenol) ou mais (polifenol) 
substituintes hidroxilo, incluindo derivados funcionais (ésteres, éteres 
metílicos, glicosídeos, etc). Estes compostos, além de serem oxidados 
por enzimas como as PFO e de contribuírem para a defesa vegetal contra 
doenças, são importante para a pigmentação, crescimento e reprodução 
das plantas (LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALI, 2006).   

Chérif, Asselin e Bélanger (1994), ao estudarem o efeito de 
silicatos solúveis contra Pythium aphanidermatum, concluíram que a 
conversão de fenóis a compostos tóxicos, proporcionados pelas PFO, foi 
em grande parte responsável pelo aumento da resistência em plantas de 
pepino. Jaiti, Verdeil e El Hadrami (2009) verificaram que a aplicação 
do ácido jasmônico (50 mM) sobre raízes de palmeiras aumentaram a 
atividade de peroxidases e polifenoloxidases e, consequentemente, levou 
à redução do Bayoud provocado pelo Fusarium oxysporum f. sp. 
albedinis.  

Desta forma, a indução de resistência, que leva à ativação de 
mecanismos latentes de defesa da planta, pode ser considerada uma 
forma de controle de fitopatógenos. Além de levar à redução da 
severidade e da incidência de inúmeras doenças, o processo pode 
substituir, em alguns casos, métodos convencionais de controle e, assim, 
reduzir a utilização de agrotóxicos em determinados cultivos.  

 
1.4 A UTILIZAÇÃO DE POLISSACARÍDEOS E DA BABOSA NO 

CONTROLE DE DOENÇAS DE PLANTAS 
 

Os polissacarídeos derivados de microrganismos e de vegetais 
são classes bem caracterizadas de elicitores que, em determinados casos, 
podem induzir respostas de defesa até mesmo em concentrações muito 
baixas, da ordem de nmol.l-1. Devido à bem caracterizada natureza 
química de polissacarídeos vegetais e microbianos e também à alta 
percepção destas moléculas pelas plantas, alguns destes elicitores têm 
sido utilizados como modelos para estudos relacionados à indução de 
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resistência (NURBERGER et al., 2004). Além disso, a aplicação de 
polissacarídeos pode representar uma alternativa ao controle 
convencional de fitomoléstias, pois os mesmos são abundantes, 
prontamente disponíveis e podem ser obtidos a partir de fontes 
renováveis.   

Diversos tipos de polissacarídeos, oligossacarídeos e 
monossacarídeos que possuem características elicitoras e que são 
capazes de controlar doenças fitopatogênicas de importância 
agronômica têm sido descritos na literatura. Dentre esses pode-se 
destacar os oligossacarídeos de β-glucana, as quitinas, as quitosanas e os 
exopolissacarídeos presentes em cápsulas de determinadas bactérias 
(KLARZYNSKI et al., 2000; BACH, 1997).  

As quitosanas podem ser obtidas a partir da desacetilação da 
quitina encontrada na carapaça de crustáceos ou da parede celular de 
alguns fungos como Aspergillus niger e Penicillium notatum 
(DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004). Esses 
polissacarídeos possuem ação antimicrobiana contra determinados 
microrganismos, como a Xanthomonas gardneri (COQUEIRO, 2010), 
Botrytis cinerea (BEN-SHALOM et al., 2003), Euphorbia pulcherrima 
(LI et al., 2008), Agrobacterium tumefaciens e Erwinia carotovora 
(RABEA et al., 2009), entre outros, e podem ativar mecanismos de 
defesa de plantas, como por exemplo, do tomateiro (COQUEIRO, 
2010). 

Muitos procariotos sintetizam uma volumosa cápsula de natureza 
polissacarídica que fica localizada externamente à célula bacteriana, 
que, assim como a quitosana, também podem atuar na defesa de plantas 
contra doenças de importância agronômica. O exopolissacarídeo 
capsular, que é o principal constituinte deste polímero orgânico em 
bactérias fitopatogênicas, é formado por unidades de pentassacarídeo, 
por um grupo acetil e um ceto-piruvato ligados a duas moléculas de 
manose, respectivamente. Os resíduos de glicose presentes nessa 
estrutura polissacarídica ligam-se a trissacarídeos, que são formados por 
uma molécula de glicose e duas de manose. O peso molecular do 
exopolissacarídeo varia de acordo com a espécie bacteriana, porém é 
sempre elevado, atingindo a cifra de milhões de dáltons (SILVA, 2003; 
ROMEIRO, 2005).  

Pesquisas têm demonstrado que o exopolissacarídeo capsular de 
algumas bactérias possui função de toxina, provocando sintomas quando 
aplicados em plantas mesmo na ausência de células vivas do 
fitopatógeno (ROMEIRO, 2005). Em contrapartida, outros estudos vêm 
comprovando a eficiência deste polissacarídeo como indutor de 
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resistência contra moléstias de planta. Bach (1997) e Bach, Barros e 
Kimati (2003), por exemplo, ao aplicarem o exopolissacarídeo capsular 
de Xanthomonas campestris, denominado de goma xantana, a uma 
concentração de 0,5 mg.mg-1, em plantas de trigo, observaram 
resistência induzida contra Bipolaris bicolor, Bipolaris sorokiniana, e 
Drechslera tritici-repentis.  

O mesmo foi observado por Castro e Bach (2004) ao tratarem 
plantas de cevada com goma xantana, a 0,5 mg.ml-1, em diferentes 
intervalos de tempo entre a administração do indutor e a inoculação do 
Bipolaris sorokiniana, agente causal da helmintosporiose da cevada. De 
acordo com os autores, o exopolissacarídeo levou a uma indução de 
resistência tanto local, como sistêmica, chegando a proteger a planta da 
doença em até 100 %. Segundo Guzzo et al. (1993), em plantas de café, 
a aplicação de exopolissacarídeos extraídos da cápsula bacteriana de 
Xanthomonas campestris pv. manihotis; Xanthomonas campestris pv. 
campestris e da goma xantana comercial (obtida a partir de 
Xanthomonas campestris pv. campestris), induziu resistência contra 
Hemileia vastatrix, reduzindo a severidade da doença em até 92 %.  

Além dos polissacarídeos já mencionados, também tem sido 
observada a eficiência de compostos presentes em plantas medicinais. 
Segundo Schwan-Estrada e Stangarlin (2005) e Schwan-Estrada (2002), 
a exploração da atividade biológica de compostos secundários, presentes 
no extrato bruto ou em óleos essenciais de plantas medicinais, pode 
representar mais uma forma potencial de controle alternativo de doenças 
em plantas cultivadas, principalmente pelo fato de muitos extratos 
possuírem um efeito antimicrobiano e indutor de resistência. Bonaldo et 
al. (2004), observaram uma redução no número e no tamanho das lesões 
de Colletotrichum lagenarium nas folhas verdadeiras de pepino quando 
tratadas com extrato bruto de Ocimun gratissimum, popularmente 
conhecido como manjericão. Schwan-Estrada e Stangarlin (2005) 
afirmam que, além desta, existem outras plantas que vêm sendo 
analisadas para fins de controle de doenças, como por exemplo, a Aloe 
barbadensis Miller. 

A espécie Aloe barbadensis, também conhecida como Aloe vera 
(L.) Burm. f, pertencente à família Liliaceae, é uma planta nativa do 
continente africano e adaptada a diversas regiões do Brasil. Esse vegetal, 
popularmente conhecido como babosa, contém folhas lanceoladas e 
espessas, sendo que no seu interior existe uma grande quantidade de 
mucilagem e parênquima de reserva. O parênquima de reserva, por sua 
vez, contém alto conteúdo de água e aproximadamente 60 % do 
remanescente sólido é constituído por polissacarídeos, que vêm sendo 
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estudados pelo seu potencial medicinal. Além destes, mais de 75 
ingredientes ativos já foram documentados na Aloe barbadensis, como 
enzimas, vitaminas, lignina, aminoácidos e ácido salicílico (FEMENIA 
et al., 1999; CHOI; CHUNG, 2003; WICHTL, 2004; HABEEB et al., 
2007; PANDEY; MISHRA, 2010). 

Estes compostos ativos têm demonstrado que a babosa é uma 
planta que possui variadas propriedades farmacêuticas, como: anti-
inflamatória (YAGI et al., 2002), antioxidante (YAGI et al., 2003), 
anticancerígena (SU et al., 2005), imunoestimulante e antifúngica (LEE 
et al., 2001), especificamente contra Botrytis gladiolorum, Fusarium 

oxysporum, Heterosporium pruneti e Penicillium gladioli (CASIAN et 
al., 2007). Apesar dos poucos estudos relacionados ao efeito 
antimicrobiano em doenças vegetais, alguns autores diagnosticaram o 
efeito da babosa contra fitopatógenos, como é o caso da pesquisa 
realizada por Jasso de Rodríguez et al. (2005), que verificaram a 
eficiência de frações líquidas de babosa na inibição do crescimento de 
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum e Colletotrichum coccodes da 
batata.  
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CAPÍTULO 2 – POTENCIAL DE POLISSACARÍDEOS NO 
CONTROLE DA MANCHA BACTERIANA 
DO TOMATEIRO 

 
2.1 INTRODUÇÃO 
 

O tomateiro é uma das olerícolas mais consumidas, produzidas e 
comercializadas no mundo. Apesar da sua grande importância 
econômica, a planta de tomate é acometida por diversas doenças, entre 
as quais a mancha bacteriana se destaca. Essa doença é causada por 
espécies de Xanthomonas que, no seu ambiente natural, disseminam-se 
principalmente através de sementes, respingos de água e restos de 
vegetais contaminados. Todas as espécies do gênero Xanthomonas são 
fitopatogênicas e os sintomas provocados pelas espécies associadas à 
mancha-bacteriana do tomateiro podem aparecer de diversas formas, 
como por exemplo, manchas necróticas no limbo foliar, de formato 
arredondado e com halo amarelado nas bordas. A doença pode atacar 
todos os órgãos aéreos do vegetal, porém, a infecção nas folhas e a 
consequente desfolha são problemas mais sérios, provocando uma 
redução da área fotossintética, levando à diminuição da produção e da 
qualidade dos frutos (SILVA-LOBO; GIORDANO; LOPES, 2005). 

Para o controle da mancha bacteriana utilizam-se principalmente 
compostos à base de cobre. Porém, devido ao uso indiscriminado de 
agrotóxicos, esta forma de controle tem levado ao aumento do 
percentual de custo de produção, em impactos ambientais, em danos aos 
seres vivos e no favorecimento da seleção de raças resistentes aos 
ingredientes ativos. Além disso, estes produtos cúpricos não têm sido 
eficientes no controle da macha bacteriana (SILVA; FAY, 2006; 
ORDÓÑEZ-SANTOS et al., 2009).  

Devido à falta de eficiência dos produtos atualmente disponíveis 
para o controle da mancha bacteriana e também devido aos problemas 
ambientais provocados pela utilização indiscriminada de agrotoxicos, 
tem-se buscado formas de controle mais eficientes e menos impactantes 
ao meio ambiente. Dentre esses métodos alternativos de controle, pode-
se destacar a indução de resistência, que busca conferir resistência às 
plantas a determinadas doenças sem qualquer alteração no genoma 
vegetal. Sendo assim, com a aplicação de moléculas elicitoras, 
mecanismos de defesa latentes da planta são ativados.  

Dentre as moléculas elicitoras já estudadas, podemos destacar as 
de origem polissacarídica. Os polissacarídeos, além de serem 
precursores de elicitores, estão prontamente disponíveis na natureza e 
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podem ser obtidos de fontes renováveis, como de algas, plantas e 
fitopatógenos. Aqueles derivados de microrganismos e vegetais são 
classes bem caracterizadas de moléculas elicitoras que, em determinados 
casos, podem induzir respostas de defesa até mesmo em concentrações 
muito baixas, da ordem de nmol.l-1. Por isso, devido à sua bem 
caracterizada natureza química e também à alta percepção destas 
moléculas pelas plantas, alguns destes elicitores têm sido utilizados 
como modelos para estudos relacionados à indução de resistência, dentre 
eles pode-se destacar as quitosanas, que são polissacarídeos obtidos a 
partir da parede celular de fungos e carapaça de crustáceos, e aqueles 
presentes em plantas, como a babosa.   

A babosa contém folhas lanceoladas e espessas, sendo que no seu 
interior existe uma grande quantidade de mucilagem, composta 
majoritariamente por moléculas polissacarídicas, dentre essas está a 
acemanana, que é um polissacarídeo muito semelhante à quitosana. A 
quitosana por sua vez, além de elicitar mecanismos de defesa em 
diversos vegetais, como no tomate, possui uma forte ação 
antimicrobiana contra determinados agentes fitopatogênicos.  

Além dos polissacarídeos extraídos de plantas, também existem 
aqueles obtidos a partir de microrganismos. A goma xantana, por 
exemplo, é um exopolissacarídeo capsular que tem apresentado 
eficiência na indução de mecanismos de defesa vegetal (BACH; 
BARROS; KIMATI, 2003; PANDEY; MISHRA, 2010). Stangarlin et 
al. (1999), ao investigarem mecanismos de defesa em mesocótilos de 
sorgo, observaram que a babosa foi eficiente na indução de fitoalexinas 
3-deoxiantocianidinas nesta planta. Castro e Bach (2004), ao tratarem 
plantas de cevada com goma xantana (0,5 mg.ml-1) verificaram que o 
polissacarídeo foi capaz de induzir resistência no vegetal contra 
Bipolaris sorokiniana. 

Com isso, o objetivo do presente trabalho é avaliar o efeito da 
goma xantana e de polissacarídeos extraídos da Xanthomonas gardneri e 
do parênquima de reserva da babosa na proteção de plantas de tomate 
contra a mancha bacteriana, e verificar o potencial elicitor dos 
polissacarídeos em questão sobre o tomateiro.  
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2.2 MATERIAL E MÉTODOS  
 
2.2.1 Condições de cultivo do tomateiro e obtenção do isolado de 

Xanthomonas gardneri 
 

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetação e no 
Laboratório de Fitopatologia do Centro de Ciências Agrárias da 
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no período de março 
de 2011 a outubro de 2012. 

As sementes de tomateiro, da cv. Santa Cruz Kada, suscetíveis a 
Xanthomonas spp., foram semeadas em bandejas de isopor de 128 
células com substrato Germina Planta e mantidas em casa de vegetação 
sem controle ambiental. Após duas semanas da semeadura, as plântulas, 
com aproximadamente 7 cm de altura, foram transplantadas para vasos 
de 2l de capacidade, com terra preta adubada. As temperaturas (máxima, 
mínima e atual) no interior da casa de vegetação foram anotadas 
diariamente e, ao fim de cada experimento, efetuou-se uma média entre 
os dados coletados.  

O isolado de Xanthomonas foi obtido a partir de plantas de 
tomateiro da cultivar Carmem apresentando sintomas da mancha 
bacteriana, cultivadas em Águas Mornas-SC, e cedidas gentilmente pela 
Empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda. A identificação da bactéria foi 
realizada junto a Embrapa - DF, mais especificamente pelo Centro 
Nacional de Pesquisa de Hortaliças (CNPH), pela Dra. Alice Maria 
Quezado Duval. Através de BOX-PCR, usando o primer 5’- CTACG-
GCAAGGCGACGCTGACG-3’, constatou-se que o isolado tratava-se 
de Xanthomonas gardneri (Grupo D). Além disso, o genoma da 
Xanthomonas foi comparado com isolados de espécies associadas com a 
mancha bacteriana do tomateiro: IBSBF 2363 (X. euvesicatoria), IBSBF 
2364 (X. vesicatoria), IBSBF 2370 (X. perforans) e IBSBF 2373 (X. 
gardneri), provenientes da coleção de fitobactérias do Instituto 
Biológico, Campinas (Brasil). A bactéria foi mantida em tampão fosfato 
(7,4 mM KH2PO4; 8,6 mM K2HPO4), à temperatura de 25 °C.  

Para a obtenção do inóculo, foi realizada a repicagem desta 
bactéria, mantida em tampão, com auxílio da alça de platina, para placas 
de Petri contendo nutriente ágar (NA) [Composição (g.l-1): peptona de 
carne 5,0; extrato de carne 3,0; ágar 12,0)] (Merck, Darmstadt, 
Alemanha). Após 48 h da primeira repicagem, as bactérias crescidas 
neste meio foram repicadas para novas placas de Petri com meio NA, 
tantas quantas forem necessárias para um determinado experimento, e 
incubadas por um período de 24 h a 25˚C. A suspensão de colônias 
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bacterianas crescidas neste meio foi realizada com água destilada e 
ajustada para densidade ótica de 0,6 unidades de absorbância a 600 nm. 

 
2.2.2 Extração dos polissacarídeos 
 
Extração dos polissacarídeos da Xanthomonas gardneri. 
Inicialmente, o isolado de X. gardneri foi cultivado em caldo nutriente, 
durante 36 horas a 25 oC. Posteriormente, 100 µL da suspensão 
bacteriana foi repicado para placas de Petri de 8,0 cm de diâmetro 
contendo meio nutriente ágar, as quais foram incubadas por 48 horas a 
25 oC. Após o período de incubação, foram adicionados em cada placa 
de Petri 5 ml de solução salina tamponada (tampão de fosfato 0,1 M, pH 
7,0 em NaCl 0,85 %). As células bacterianas foram suspensas, com 
auxílio de uma alça de Drigalsky, e a suspensão bacteriana autoclavada 
a 121 oC por 1 h e centrifugada a 10.000 g por 20 minutos. O sedimento 
obtido na centrifugação foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado 
etanol 95 % até atingir concentração final de 70 % de etanol. A solução 
(Sobrenadante + Etanol) foi incubada por 12 horas a 4 oC. O 
sobrenadante, resultante da incubação em álcool, foi descartado e o 
sedimento seco em estufa a 40 oC até o seu peso constante. O produto 
final da secagem foi armazenado em congelador a – 20 oC até o 
momento da sua utilização (adaptado de SILVA, 2003). 
 
Extração dos polisscarídeos do parênquima de reserva da babosa. 
As folhas mais velhas e externas da Aloe barbadensis, fornecidas pela 
empresa Naturama Sucos Integrais do Brasil Ltda®, foram colhidas na 
fazenda cafezal em Paulo Lopes/SC em março de 2011. O material 
colhido foi previamente lavado, suas extremidades basal (~1cm) e apical 
(~ 10cm) cortadas e o seu parênquima de reserva removido, triturado em 
aparelho multimixer (Walita® - modelo Billy RI 1340) e coado em 
coador (Antare® - ∅ = 15 cm) para a retirada do material fibroso. 
Posteriormente, foram adicionados seis volumes de etanol 92 ºGL para 
um volume do gel, sendo a mistura final mantida a 4 ºC durante 24 h 
para a floculação de polissacarídeos de alto peso molecular. A porção 
polissacarídica foi filtrada a vácuo e seca em estufa a 40 oC até o seu 
peso constante. O material obtido foi macerado em nitrogênio líquido 
com auxílio de almofariz e pistilo até a obtenção de um pó 
(CAMPESTRINI, 2007). 

Quando de sua utilização, os polissacarídeos da babosa foram 
solubilizados em HCl 0,05 N mantendo-se a suspensão durante 15 min 
em agitação em ultra turrax (modelo T 18 basic - IKA®) a 3600 
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rotações por minuto, a temperatura ambiente, seguida de aquecimento 
em banho-maria durante 30 min a 100 oC. As suspensões de 
polissacarídeos foram resfriadas até 25 oC, incubadas a uma temperatura 
de 4 oC por 12 h e o pH ajustado para 5,6 utilizando-se NaOH 2M.  
 
2.2.3 Obtenção da goma xantana comercial e do ASM  
 

Nos experimentos também utilizou-se a goma xantana comercial 
da Sigma (Sigma-Aldrich, USA). Este produto possui um peso 
molecular ponderal médio estimado em 4 × 106 g.gmol–1, 3,53 % de 
acetato, 0,9 % de piruvato e o polissacarídeo é proveniente da X. 
campestris. Para a sua utilização, misturou-se o mesmo em água 
destilada, mantendo-se a suspensão por 30 segundos em agitação em 
ultra turrax a 3600 rotações por minuto.  

Já o acibenzolar-S-metil (ASM; C8H6N2OS2), éster-S-metil do 
ácido benzo (1,2,3) tiadiazole-7-carbótico, é o ingrediente ativo do 
produto comercial Bion® (Singenta). Este produto é o único indutor de 
resistência comercial registrado no Ministério da Agricultura do Brasil, 
possui formulação WG - Granulado Dispersível, com classificação 
toxicológica III. Seu uso é registrado para uma série de culturas, como 
feijão, tomate, citros e algodão para a prevenção de infecções fúngicas, 
bacterianas e viróticas (MAPA, 2011). Para sua utilização, diluiu-se o 
mesmo em água destilada.  

 
2.2.4 Avaliação da severidade da mancha bacteriana do tomateiro 
 
Efeito de doses de polissacarídeos sobre a severidade da mancha 
bacteriana. Para a avaliação do efeito da babosa sobre a mancha 
bacteriana do tomateiro, testaram-se as concentrações 0,75 mg.ml-1, 1,5 
mg.ml-1, 3,0 mg.ml-1 e 6,0 mg.ml-1 de polissacarídeos do parênquima de 
reserva da babosa (PB), extraídos e preparados conforme o ítem 2.2.2, e 
as concentrações de 10 %, 20 %, 30 % e 40 % do parênquima de reserva 
da babosa (GEL), triturado previamente em processador de alimentos e 
diluído em água destilada.  

Para a verificação do efeito da goma xantana comercial (GOMA) 
sobre a severidade da doença, testou-se o produto em quatro doses (0,25 
mg.ml-1; 0,75 mg.ml-1; 1,5 mg.ml-1; 3,0 mg.ml-1). Além disso, o efeito 
dos polissacarídeos extraídos da Xanthomonas gardneri (PX) sobre a 
mancha bacteriana nas concentrações (0,5 mg.ml-1; 1,0 mg.ml-1; 1,5 
mg.ml-1; 2,0 mg.ml-1; 2,5 mg.ml-1; 3,0 mg.ml-1; 3,5 mg.ml-1), também 
foi avaliado.  
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Foram utilizados 8 ml de cada suspensão por planta, os quais 
foram aspergidos em todas as folhas com auxílio de uma pistola de 
pintura (LPHV, pressão máxima 58psi, bico 0,7mm de diâmetro, marca 
Grifo, Itália) acoplada a um compressor de ar (marca Schulz, Brasil; 
pressão de 25lbf/pol2; potência de 180W; vazão de 105 ml.min-1). Após 
4 dias da aplicação dos tratamentos, foi feita a inoculação com X. 
gardneri, pulverizando-se a suspensão bacteriana nas superfícies abaxial 
e adaxial das folhas com a manutenção das plantas em câmara úmida 
por um período de 48 h. A concentração da suspensão bacteriana foi 
ajustada para densidade óptica (DO) de 0,6 unidades de absorbância a 
600 nm antes da inoculação.  

A avaliação da severidade da doença (% da área foliar lesionada) 
foi realizada duas semanas após a inoculação, através do software 
Quant (VALE et al., 2003). Foram submetidas às analises duas folhas da 
porção intermediária de cada planta, totalizando em quatro folhas por 
vaso.  

Utilizou-se a água destilada como controle negativo e ASM (25 
µl.ml-1) como controle positivo. As plantas foram cultivadas nos meses 
de junho e julho conforme o descrito no item 2.2.1., sob uma 
temperatura média de 19 oC e fotoperíodo < 12 h. Os tratamentos foram 
aplicados em plantas com pelo menos quatro folhas definitivas. Os 
ensaios foram repetidos duas vezes.  

Os experimentos foram montados sob o delineamento 
inteiramente casualizado com cinco repetições, sendo que a parcela 
experimental foi representada por um vaso com duas plantas. Os 
resultados foram submetidos à análise de regressão, utilizando o 
software estatístico Sisvar 7.0 (FERREIRA, 2003).  

 
Efeito de intervalo de tempo entre tratamento e inoculação. Após a 
verificação da melhor concentração dos polissacarídeos para o controle 
da bacteriose em tomateiro, efetuou-se um ensaio para a determinação 
do melhor intervalo de tempo entre o tratamento das plantas de tomate e 
a inoculação das mesmas com a X. gardneri (6, 4 ou 2 dias). Neste 
experimento, as plantas foram mantidas em casa de vegetação, nos 
meses de dezembro e janeiro, a uma temperatura média de 26 oC e 
fotoperíodo > 12 h. Sendo assim, além da avaliação dos intervalos, 
também objetivou-se avaliar a eficiência dos polissacarídeos no controle 
da mancha bacteriana sob condições ideais para o desenvolvimento da 
doença.  

Nesse caso, as plantas de tomate, com quatro folhas definitivas, 
cultivadas conforme o descrito no item 2.2.1., foram pulverizadas com 
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PB (1,5 mg.ml-1), GOMA (1,5 mg.ml-1) ou com PX (1,5 mg.ml-1). Após 
um período de 6, 4 ou 2 dias, foram inoculadas com X. gardneri na 
concentração de 0,6 unidades de absorbância a 600 nm. Como controle 
utilizou-se a água destilada e o ASM (25 µl.ml-1) em todos os intervalos 
testados. A avaliação da severidade da doença (% da área foliar 
lesionada) foi realizada aproximadamente duas semanas após a 
inoculação, através do software Quant (VALE et al., 2003), a partir de 
duas folhas da porção intermediária de cada planta.  

Os experimentos foram montados sob o delineamento 
inteiramente casualizado com doze tratamentos e cinco repetições, 
sendo que a parcela experimental foi representada por um vaso com 
duas plantas. Os resultados foram submetidos à análise de variância 
(ANOVA factorial) e ao teste de Tukey, utilizando o software Statistica 
8.0 (STATSOFT, 2007). 
 
2.2.5 Efeito antimicrobiano de polissacarídeos sobre a X. gardneri  

 
A goma xantana, os polissacarídeos da X. gardneri e da babosa 

foram preparados conforme o descrito nos experimentos anteriores. Para 
isso, todo o material utilizado, inclusive a água destilada e o HCl, foi 
previamente autoclavado a 121 °C por um período de 20 minutos. 
Apenas os polissacarídeos não foram submetidos à autoclavagem. 
Separadamente, foi feito o meio NA. Logo após estes procedimentos de 
preparo, os polissacarídeos foram adicionados, individualmente, ao 
meio de cultura. Cada mistura obtida foi vertida em placas de Petri com 
8 cm de diâmetro.  

A preparação deu-se de modo que a concentração final dos 
polissacarídeos no meio de cultura fosse equivalente a 0,5; 0,75; 1,5 ou 
3,0 mg.ml-1. Após a solidificação do NA, alíquotas de 100 µL da 
bactéria (X. gardneri), com 0,3 unidades de absorbância a 600 nm, 
foram pipetadas sobre a superfície e espalhadas com auxílio de alça de 
Drigalsky. Como controle, foi utilizada água destilada incorporada em 
NA. As placas foram incubadas a 25° C por 48 h e a avaliação realizada 
através da obtenção de uma suspensão bacteriana em 10 ml de água 
destilada e leitura da absorbância em espectrofotômetro a 600 nm 
(COQUEIRO, 2010).  

O experimento foi montado sob delineamento experimental 
inteiramente casualizado, com 13 tratamentos e cinco repetições, sendo 
cada parcela experimental representada por uma placa. Os resultados 
foram submetidos à análise de regressão, utilizando-se o software 

estatístico Sisvar (FERREIRA, 2003), e à análise de variância (ANOVA 
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factorial) e o teste de Tukey, utilizando-se o software Statistica 8.0 
(STATSOFT, 2007). 
  
2.2.6 Reação de hipersensibilidade  

 
A avaliação da reação de hipersensibilidade (RH) foi realizada 

conforme metodologia descrita por Thordal-Christensen et al. (1997), 
com adaptações. Para tanto, com auxílio de um furador de papel, foram 
retirados discos foliares (∅ = 5,0 mm) das plantas de tomateiro, em 
média, com quatro folhas definitivas, tratadas com PB (1,5 mg.ml-1), 
GOMA (1,5 mg.ml-1), PX (1,5 mg.ml-1) ou água destilada (controle) e 
inoculadas com X. gadneri (DO 0,6; 600nm), após 4 dias da aplicação 
dos tratamentos. Os tempos de amostragem foram 24 horas após o 
tratamento das plantas e 24 horas após a inoculação das mesmas. As 
plantas foram mantidas em casa de vegetação, nos meses de fevereiro e 
março, a uma temperatura média de 24,5 oC e fotoperíodo > 12 h. 

Os discos foliares coletados foram incubados em placas de Petri 
(∅ = 5,0 cm) contendo 5 ml de solução de 3,3 - diaminobenzidia a 
1mg.ml-1 (DAB, Sigma, EUA), por um período de 8 h. Em seguida, 
foram submetidos ao clareamento em etanol 96 % fervente por 30 min e 
transferidos para uma solução de conservação (ácido lático: glicerol: 
água, 1:1:1, v/v/v). Após estes procedimentos, o material foi montado 
em lâminas de vidro e visualizado em microscópio óptico (modelo 
FWL1500T, Feldmann Wild Leitz, Brasil) no aumento de 400x. 

O número de células apresentando reação de hipersensibilidade 
foi avaliado em toda a superfície dos discos foliares e em seguida, foi 
transformado para número de células com RH/cm2. Células com reação 
de hipersensibilidade ou com acúmulo de peróxido de hidrogênio 
apresentaram uma cor marrom-avermelhada.  

O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente 
casualizado com cinco repetições, sendo cada uma das repetições 
representada por cinco discos foliares, e 10 tratamentos. Para verificar a 
diferença entre as médias, obtidas em cada um dos tempos de 
amostragem, foi utilizada a análise de variância (ANOVA factorial) e o 
teste de Tukey. As análises foram realizadas através do software 
Statistica 8.0 (STATSOFT, 2007). 
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2.2.7 Análises bioquímicas realizadas com plantas de tomate  
 
Aplicação dos tratamentos e coleta das amostras. Em plantas de 
tomate, com quatro folhas definitivas, aplicaram-se PB (1,5 mg.ml-1), 
GOMA (1,5 mg.ml-1), PX (1,5 mg.ml-1), água destilada (controle 
negativo) ou ASM (25 µl.ml-1) (controle positivo). Após 4 dias da 
aplicação, foi efetuada a inoculação das plantas com suspensão 
bacteriana de X. gadneri (DO 0,6; 600nm), conforme o descrito em 
experimento anterior. As plantas foram mantidas em casa de vegetação 
durante todo o processo experimental, nos meses de fevereiro e março, a 
uma temperatura média de 24,5 oC e fotoperíodo > 12 h, ideal para o 
desenvolvimento da bacteriose. 

Das plantas tratadas, coletaram-se amostras foliares 0, 2, 4 e 6 
dias após a aplicação dos polissacarídeos nas plantas. Nestas amostras 
coletadas, avaliou-se tanto a atividade de peroxidases e 
polifenoloxidases, como o acúmulo de compostos fenólicos totais e 
flavonóides. Foram coletados cinco folíolos para cada repetição (100 
mg), sendo realizadas cinco repetições por tratamento. Para as análises 
de peroxidases e polifenoloxidases, utilizou-se a terceira folha definitiva 
da planta, de baixo para cima. Já para a quantificação de compostos 
fenólicos totais e flavonóides, utilizou-se a segunda folha, de baixo para 
cima.  

Em um ensaio posterior, objetivou-se verificar o comportamento 
de enzimas em plantas submetidas a diferentes intervalos de tempo entre 
tratamento e inoculação. Para tanto, avaliou-se a atividade das 
peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina amônia-liase (FAL) em 
plantas de tomate, com 4 folhas definitivas, tratadas com PB (1,5 mg.ml-
1), GOMA (1,5 mg.ml-1), PX (1,5 mg.ml-1), água destilada (controle 
negativo) ou ASM (25 µl.ml-1) e inoculadas com X. gardneri (DO 0,6; 
600nm) 2, 4 ou 6 dias depois da aplicação dos tratamentos. As plantas 
foram mantidas em casa de vegetação, nos meses de maio e junho, a 
uma temperatura média de 19,2 oC, com fotoperíodo < 12 h.  

Para o experimento relacionado à atividade de enzimas em 
intervalos de tempo entre tratamento e inoculação, efetuaram-se duas 
coletas, uma foi realizada momentos antes da inoculação e outra 48 h 
após a inoculação. Foram coletados cinco folíolos para cada repetição 
(100 mg), sendo realizadas cinco repetições por tratamento. Para as 
análises de peroxidases e polifenoloxidases, utilizou-se a terceira folha 
definitiva da planta, de baixo para cima. Já para a determinação da 
atividade da FAL, utilizou-se a segunda folha definitiva do tomateiro, de 
baixo para cima.  
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Amostras coletadas, em todos os experimentos, foram 
armazenadas em papel alumínio e congeladas imediatamente a -80°C. O 
tecido foliar, mantido sob baixa temperatura, foi macerado em 
nitrogênio líquido com auxílio de almofariz e pistilo.  

Os experimentos foram conduzidos sob delineamento 
inteiramente casualizado com cinco repetições, sendo cada uma das 
repetições representada por cinco folíolos (100 mg). Para análise do 
comportamento da atividade enzimática com o passar do tempo, após a 
aplicação dos tratamentos, foi realizada uma análise de regressão e a 
análise de variância (one-way ANOVA) e o teste Tukey dentro de cada 
tempo. Para o experimento que avalia o comportamento das enzimas nos 
intervalos de tempo entre tratamento e inoculação, foi utilizada a análise 
de variância (ANOVA factorial) e o teste de Tukey. As análises foram 
realizadas através dos softwares estatísticos Sisvar (FERREIRA, 2003) e 
Statistica 8.0 (STATSOFT, 2007). 

 
Determinação da atividade de peroxidases e polifenoloxidases. Para 
determinação da atividade de peroxidases e polifenoloxidases, foi 
adicionado ao macerado foliar 1,5 ml de tampão fosfato 100 mM (pH 
7,0) contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM, 
polivinilpirrolidona 1 % (PVP) e fluoreto de fenilmetanosulfonil 
(PMSF) 1mM. A suspensão obtida foi centrifugada a 20.000 g por 30 
min a 4° C e o sobrenadante (extrato protéico) recuperado. 

A atividade das peroxidases foi determinada usando-se a 
metodologia de Hammerschmidt, Nuckles e Kuc (1982), com 
adaptações. Para a reação foram adicionados 50 µL do extrato proteico 
em 2,95 ml de tampão fosfato 50 mM (pH 6,0) contendo guaiacol 20,2 
mM e peróxido de hidrogênio 90 mM. A atividade da enzima foi 
avaliada através do espectrofotômetro, onde foi medida a conversão do 
guaiacol em tetraguaiacol. A reação foi conduzida por 4 min a 40oC, 
com os valores de DO sendo anotados a cada 30 s. Os resultados foram 
expressos em unidades de densidade óptica a 470 nm por mg de proteína 
por minuto (DO470 nm mg proteína-1 min-1). 

Já a atividade das polifenoloxidases foi determinada utilizando-se 
o método adaptado de Duangmal e Apentem (1999). Para a reação 
foram adicionados 200 µL do extrato proteico, em 2,8 ml de tampão 
fosfato 60 mM (pH 6,0) contendo catecol 60 mM. A atividade de 
polifenoloxidases foi avaliada através do espectrofotômetro, onde 
mensurou-se a oxidação do catecol convertido em quinona. A reação foi 
conduzida por 1 min a 40 oC, com os valores de DO sendo anotados a 
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cada 3 s. Os resultados foram expressos em unidades de densidade 
óptica a 420 nm por mg de proteína por minuto (DO420 nm mg proteína-1 
min-1). 
 
Determinação de compostos fenólicos totais e flavonóides. Para a 
quantificação de compostos fenólicos totais e flavonóides, adicionaram-
se 3 ml de metanol 80 % acidificado (metanol: HCl = 80:1, v/v) ao 
tecido foliar macerado. A mistura obtida foi inicialmente incubada no 
escuro por 1 h em temperatura ambiente e posteriormente filtrada à 
vácuo, utilizando-se papel de filtro Qualy (∅ = 9,0 cm).  

Na quantificação de compostos fenólicos totais, em 0,5 ml do 
filtrado misturou-se 0,5 ml de metanol 95 % (v/v) e agitou-se em vórtex. 
A essa mistura foram adicionados 1 ml de etanol 95 %, 1 ml de água 
destilada e 0,5 ml do reagente Folin-Ciocalteau. Após 5 min, 
acrescentou-se 1 ml de Na2CO3 5 % (m/v), e incubou-se a amostra no 
escuro por 1 h em temperatura ambiente. A absorbância da solução final 
foi mensurada em espectrofotômetro (DO 725 nm) e a quantificação de 
fenólicos foi baseada em uma curva padrão (0,0 - 100 µg) de ácido 
gálico. Os resultados foram expressos em µg de equivalentes de ácido 
gálico por grama de massa fresca (µg EAG g-1 MF) (MCCUE et al., 
2000). 

Já na quantificação de flavonóides, misturou-se 0,5 ml do filtrado 
em 2,5 ml de etanol 99 % e adicionou-se 0,5 ml de solução metanólica de 
cloreto de alumínio a 2 %, posteriormente, agitou-se em vórtex e incubou-
se a mistura por 1 hora, no escuro e em temperatura ambiente. A 
absorbância foi lida em espectrofotômetro a 420 nm e o teor de 
flavonóides foi expresso em mg de equivalentes de quercetina por g de 
massa fresca (µg EQ g-1 MF).  

 
Determinação da atividade da fenilalanina amônia-liase (FAL). Para 
a atividade da FAL, amostras de tecido foliar (5 folíolos) foram 
homogeneizadas em tampão borato de sódio 25 mM (pH 8,8) contendo 
EDTA 1 mM e PVP (0,5 %). A solução obtida foi centrifugada a 20.000 
g por 30 min a 4 °C e o sobrenadante (extrato proteico) recuperado.  

A atividade enzimática foi determinada segundo Falcón et al. 
(2008), com adaptações. Como substrato, foi utilizada fenilalanina 50 
mM em tampão borato de sódio 100 mM (pH 8,8). Em 450 µL do 
substrato, foram adicionados 50 µL do extrato protéico e a mistura 
incubada a 40 °C por 1h. A reação foi interrompida pela adição de 200 
µL de HCl 5 N e banho de gelo por 5 min. Posteriormente, 300 µL de 
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água destilada foram adicionados e a absorbância da solução final 
mensurada a 290 nm. Os resultados foram expressos como nmol de 
ácido trans-cinâmico formado por mg de proteína por minuto de reação 
(nmol ácido trans-cinâmico mg proteína-1 min-1). 
 
Dosagem de proteína total. O método de Bradford (1976) foi 
empregado para a quantificação do conteúdo total de proteínas nas 
amostras coletadas, com a utilização do reagente “coomassie brilliant 
blue” (CBB). As leituras de absorbância das soluções foram realizadas 
através de um espectrofotômetro a 595 nm. Posteriormente, foi realizada 
a conversão dos valores de absorbância em concentração de proteína 
solúvel. Esta conversão foi feita por comparação com as leituras de 
soluções padrões de albumina de soro bovino (BSA). 
 
2.3 RESULTADOS 
 
2.3.1 Efeito de polissacarídeos sobre a severidade da mancha 

bacteriana do tomateiro 
 

Efeito de doses polissacarídicas sobre a severidade da mancha 
bacteriana em plantas cultivadas a uma temperatura média de 19,0 
oC. O experimento relacionado ao efeito de concentrações de 
polissacarídeos sobre a severidade da mancha bacteriana do tomateiro 
foi repetido duas vezes sob condições ambientais similares. Desta 
forma, as plantas foram cultivadas em casa de vegetação, com 
temperatura ao redor de 19 oC. 

Em todos os experimentos, observou-se um efeito de doses dos 
polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa (PB) 
sobre a severidade da mancha bacteriana em plantas de tomate 
inoculadas com X. gardneri (DO: 0,6 abs; 600nm) 4 dias após a 
aplicação dos tratamentos (água destilada, controle negativo; PB em 
diferentes concentrações; ASM a 25 µg.ml ̄¹, controle positivo).  

A menor concentração utilizada de PB (0,75 mg.ml-1) promoveu, 
em média, uma redução da severidade da doença de 38,2 % (FIGURAS 
3a e 3b). As maiores doses (1,5 mg.ml-1, 3,0 mg.ml-1 e 6,0 mg.ml-1), no 
primeiro ensaio realizado, foram capazes de reduzir aproximadamente 
69,0 % em relação à testemunha (FIGURA 3a.). Já no segundo 
experimento, a redução da severidade provocada pelas maiores doses 
(1,5 mg.ml-1 e 3,0 mg.ml-1) foi de 83,8 % (FIGURA 3b). O ASM (25 
µg.ml-1), indutor de resistência comercial registrado para o tomateiro, 
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em todos os ensaios diminuiu os sintomas da mancha em 
aproximadamente 95,0 %.  

 
FIGURA 3. Severidade da mancha bacteriana (Xanthomonas gardneri) em 
plantas de tomate tratadas com concentrações de polissacarídeos extraídos do 
parênquima de reserva da babosa (PB) (0; 0,75; 1,5; 3,0; 6,0 mg.ml-1). Os 
tratamentos foram aplicados nas plantas 4 dias antes da inoculação com a 
bactéria (DO 0,6 unidades de absorbância a 600 nm) e a avaliação da severidade 
da doença feita 10 dias após a inoculação, em dois experimentos independentes 
(a e b). Observou-se um efeito significativo de doses de acordo com o teste F (p 
<0,05). * Significativo a 5 % de probabilidade. Severidade média em plantas 
tratadas com ASM = 0,7 %  
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Apesar dos polissacarídeos da babosa diminuírem a severidade da 
mancha bacteriana, observou-se que o parênquima de reserva da babosa 
bruto, diluído em água destilada (GEL) não foi capaz de promover uma 
redução significativa da doença. Todas as concentrações testadas não 
diferiram estatisticamente da testemunha, não se observando um efeito 
de doses (FIGURA 4). 

 
FIGURA 4. Severidade da mancha bacteriana (Xanthomonas 

gardneri) em plantas de tomate tratadas com concentrações do parênquima de 
reserva da babosa (GEL) (0; 10; 20; 30; 40 %). Os tratamentos foram aplicados 
nas plantas 4 dias antes da inoculação com a bactéria (DO 0,6 unidades de 
absorbância a 600 nm) e a avaliação da severidade da doença feita 10 dias após 
a inoculação. Não foi observado um efeito significativo de doses de acordo com 
o teste F (p <0,05). Severidade média em plantas tratadas com ASM = 0,7 % 

 
 
Além de PB, também observou-se a eficiência de goma xantana 

(GOMA) na redução dos sintomas provocados pela X. gardneri em 
plantas de tomate. Todas as doses aplicadas, 4 dias antes da inoculação 
com o patógeno, foram capazes de diminuir a doença, porém as 
concentrações 1,5 mg.ml-1 e 3,0 mg.ml-1 foram as que alcançaram 
maiores níveis de contole, reduzindo em média 71,2 % da severidade da 
mancha em relação à testemunha, no primeiro ensaio (FIGURA 5a), e 
84,6 % no segundo (FIGURA 5b), semelhante ao resultado obtido com a 
aplicação de ASM (25 µg.ml-1). 
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FIGURA 5. Severidade da mancha bacteriana (Xanthomonas gardneri) em 
plantas de tomate tratadas com concentrações de goma xantana (GOMA) (0; 
0,25; 0,75; 1,5; 3,0 mg.ml-1). Os tratamentos foram aplicados nas plantas de 
tomate 4 dias antes da inoculação com a bactéria (DO 0,6 unidades de 
absorbância a 600 nm) e a avaliação da severidade da doença feita 10 dias após 
a inoculação, em dois experimentos independentes (a e b). Observou-se um 
efeito significativo de doses de acordo com o teste F (p <0,05). *Significativo a 
5 % de probabilidade. Severidade média em plantas tratadas com ASM = 0,7 % 

 
 

Ainda que a GOMA tenha reduzido a severidade da mancha 
bacteriana, observou-se uma fitotoxidez em plantas de tomate tratadas 
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com esse polissacarídeo. Quanto maior a concentração aplicada, maior 
foi o nível de toxidez observado.  

Nos ensaios referentes ao efeito dos polissacarídeos extraídos da 
Xanthomonas gardneri (PX), visando o controle da mancha bacteriana 
do tomateiro, observou-se diferença estatística entre os tratamentos. A 
doença nas plantas tratadas com PX, no primeiro ensaio, mostrou-se em 
média 47,1 % menor que a das plantas testemunhas, sendo que a dose 
1,5 mg.ml-1 foi a que apresentou menores valores para a severidade 
(FIGURA 6a). Já no segundo experimento, em média a severidade 
apresentou-se 59,1 % menor que o da testemunha, e a concentração 1,5 
mg.ml-1 também levou a uma maior redução da doença, diminuindo 72,2 
% a severidade da mancha com relação às plantas tratadas com água 
destilada (FIGURA 6b). Doses acima de 1,5 mg.ml-1 não 
proporcionaram aumento nos níveis de controle, resultando em 
porcentagens de redução de severidade inferiores às obtidas com a 
aplicação desta concentração. 
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FIGURA 6. Severidade da mancha bacteriana (Xanthomonas gardneri) em 
plantas de tomate tratadas com concentrações de polissacarídeos extraídos da X. 
gardneri (PX) (0;0,5; 0,75; 1,5; 3,0; 3,5 mg.ml-1). Os tratamentos foram 
aplicados nas plantas 4 dias antes da inoculação com a bactéria (DO 0,6 
unidades de absorbância a 600 nm) e a avaliação da severidade da doença feita 
10 dias após a inoculação, em dois experimentos independentes (a e b). 
Observou-se um efeito significativo de doses de acordo com o teste F (p <0,05). 
* Significativo a 5 % de probabilidade. Severidade média em plantas tratadas 
com ASM = 0,7 %. 
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Efeito de intervalos de tempo entre tratamento e inoculação sobre a 
severidade da mancha bacteriana do tomateiro em plantas 
cultivadas a uma temperatura média de 26oC. Após a verificação da 
melhor concentração dos polissacarídeos para o controle da bacteriose 
em tomateiro, efetuou-se um ensaio para a determinação do melhor 
intervalo de tempo entre o tratamento das plantas de tomate e a 
inoculação das mesmas com a X. gardneri (6, 4 ou 2 dias), a uma 
temperatura média de 26 oC.  

Neste caso, a ANOVA fatorial para polissacarídeos e intervalos 
acusou interação entre as variáveis. Os polissacarídeos PB (1,5 mg.ml-1), 
GOMA (1,5 mg.ml-1) e PX (1,5 mg.ml-1), quando aplicados 2 ou 4 dias 
antes da introdução do patógeno, foram eficientes no controle da 
doença, porém essa eficiência foi drasticamente reduzida no intervalo de 
6 dias (TABELA 1). O ASM foi efetivo na redução da doença quando 
aplicado aos 2, 4 ou 6 dias antes da inoculação, diminuindo em média 
93 % a severidade da mancha. 

 
TABELA 1. Severidade da mancha bacteriana em plantas de tomate 
submetidas a diferentes intervalos de tempo (2, 4 e 6 dias) entre tratamento com 
água destilada, polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa 
(PB), goma xantana (GOMA) ou polissacarídeos extraídos da X. gardneri (PX) 
e a inoculação com Xanthomonas gardneri (DO 0,6 unidades de absorbância a 
600 nm) sobre a severidade (%) da mancha bacteriana. Severidade média em 
plantas tratadas com ASM = 0,67 %. 

 
*Letras minúsculas na coluna e maiúsculas na linha indicam diferença 
significativa ao nível de 5 % de significância pelo Teste de Tukey. Os dados 
foram transformados em raiz quadrada. 
 
2.3.2 Efeito de polissacarídeos sobre o crescimento in vitro de X. 

gardneri 
 

A ANOVA fatorial para polissacarídeos e concentrações acusou 
interação entre os fatores analisados (TABELA 2). PB e GOMA não 
promoveram uma redução significativa do crescimento in vitro das 
colônias de X. gardneri em todas as doses testadas. A maior 
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concentração de PB (3,0 mg.ml-1) conferiu uma redução de 37,3 % sobre 
o crescimento bacteriano e, as demais, apenas 7,0 %, sem significância 
estatística. Já os PX foram capazes de diminuir significativamente o 
crescimento da bactéria, levando uma redução média de 56,0 % em 
relação à testemunha (FIGURA 7).  

 
TABELA 2. Efeito de concentrações (0; 0,5; 0,75; 1,5; 3,0 mg.ml-1) de 
polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa (PB), goma 
xantana (GOMA) e polissacarídeos extraídos da Xanthomonas gardneri (PX) 
sobre o crescimento in vitro da Xanthomonas gardneri. 

 
*Letras minúsculas na coluna e maiúsculas na linha indicam diferença 
significativa ao nível de 5 % de significância pelo Teste de Tukey. Os dados 
foram transformados em raiz quadrada. 

 
FIGURA 7. Efeito de concentrações de polissacarídeos extraídos X. gardneri 
(PX)  sobre o crescimento in vitro de Xanthomonas gardneri. * Significativo a 5 
% de probabilidade. 
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2.3.3 Reação de hipersensibilidade em plantas de tomate tratadas 
com diferentes polissacarídeos e inoculados com X. gardneri.  

 
O número de células apresentando reação de hipersensibilidade 

ou acúmulo de peróxido de hidrogênio/cm2, 24 horas após a aplicação 
dos tratamentos (Água destilada, PB 1,5 mg.ml1, GOMA 1,5 mg.ml-1 ou 
PX 1,5 mg.ml-1) e 24 horas após a inoculação dos tomateiros com X. 
gardneri, é encontrada na TABELA 3 e na FIGURA 8. 

Não foram observadas células epidermicas com acúmulo de 
peróxido de hidrogênio ou reação de hipersensibilidade 24 horas após a 
aplicação dos tratamentos. Contudo, verificou-se um número elevado de 
células do mesófilo com acúmulo desta espécie ativa de oxigênio em 
plantas tratadas com GOMA (1,5 mg.ml-1), mesmo antes da inoculação 
do patógeno (TABELA 3).  

Após 120 horas da aplicação dos tratamentos e 24 horas da 
inoculação, observou-se que as plantas pulverizadas com PB (1,5 
mg.ml-1) acumularam peróxido de hidrogênio apenas em células do 
mesofilo. Já a GOMA (1,5 mg.ml-1) foi capaz de promover o acúmulo 
tanto em células da epiderme como do mesofilo, porém não chegou a 
apresentar células com reação de hipersensibilidade.  

As plantas tratadas com polissacarídeos extraídos da X. gardneri 
(PX) a 1,5 mg.ml-1 apresentaram células epidérmicas com acúmulo de 
peróxido de hidrogênio significativamente maior que nas testemunhas. 
Neste tratamento foi possível verificar células com reação de 
hipersensibilidade.  
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FIGURA 8. Células foliares de tomateiro, 24h após a inoculação com X. 
gardneri: células do mesofilo de plantas de tomate tratadas com água destilada 
(A), polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa - PB a 1,5 
mg.ml-1 (B) ou goma xantana - GOMA a 1,5 mg.ml-1 (C); acúmulo de 
peróxido de hidrogênio foi observado em (B) e (C). Células epidérmicas de 
tomateiro, tratado com polissacarídeos extraídos da X. gardneri - PX (1,5 
mg.ml-1), apresentando reação de hipersensibilidade (D). Barras = 10µm 
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TABELA 3. Número de células com reação de hipersensibilidade ou com 
acúmulo de peróxido de hidrogênio/cm2 no mesofilo e na epiderme foliar de 
plantas de tomate tratadas com água destilada, polissacarídeos extraídos do 
parênquima de reserva da babosa (PB), goma xantana (GOMA) ou 
polissacarídeos extraídos da X. gardneri (PX) e inoculadas com Xanthomonas 

gardneri (DO 0,6 unidades de absorbância a 600 nm). 

 
*Letras minúsculas na coluna e maiúsculas na linha indicam diferença 
significativa ao nível de 5 % de significância pelo Teste de Tukey. 
 
2.3.4 Análises bioquímicas realizadas com plantas de tomate  
 
Atividade de peroxidases e polifenoloxidases após a aplicação dos 
polissacarídeos, sob uma temperatura média de 24,5 oC. Após 2 dias 
da aplicação dos tratamentos (água destilada, PB 1,5 mg.ml-1, GOMA 
1,5 mg.ml-1, PX 1,5 mg.ml-1 ou ASM 25µg.ml-1) sobre os tomateiros, 
evidenciou-se que apenas as plantas tratadas com PB (1,5 mg.ml-1) 
apresentaram uma alta atividade de peroxidases. Os demais 
polissacarídeos e o ASM (25 µg/ml), indutor de resistência comercial, 
não levaram ao aumento da atividade desta enzima no tempo 
mencionado, não diferindo estatisticamente da testemunha.  
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Porém, 4 dias após a pulverização dos tomateiros, momentos 
antes da inoculação, observou-se que as plantas tratadas com PB, 
GOMA ou PX a 1,5 mg.ml-1 apresentaram atividade de peroxidase 3, 
4,2 e 4,1 vezes maiores que a da testemunha, respectivamente. No sexto 
dia, a atividade de peroxidases em plantas tratadas com polissacarídeos 
manteve a mesma tendência. Resultados semelhantes foram observados 
neste mesmo período em plantas tratadas com ASM (FIGURA 9). 

 
FIGURA 9. Atividade de peroxidases em folhas de tomateiro tratadas com água 
destilada (■; y = 0,33x* + 0,54; R² = 0,76), polissacarídeos extraídos do 
parênquima de reserva da babosa – PB (�; y = 1,0489x* + 0,70; R² = 0,92), 
goma xantana - GOMA (●; y = 1,0x* + 0,61; r² = 0,98); polissacarídeos 
extraídos da X. gardneri – PX (×; y= 0,88x* + 0,71; R2= 0,95) ou acibenzolar-s-
metil - ASM (♦; y= 1,48x* + 0,13; r²= 0,96). O símbolo “Xg” indica o 
momento da inoculação com a Xanthomonas gardneri (DO 0,6 unidades de 
absorbância a 600 nm). Barras de erros indicam o desvio padrão. Barras 
seguidas com letras distintas indicam diferença significativa ao nível de 5 % de 
significância pelo teste de Tukey. *Significativo a 5 % de probabilidade de 
acordo com o teste F (p <0,05). 

 
 

Não foi observada uma alteração significativa na atividade de 
polifenoloxidases em tomateiros após 2 dias da aplicação dos 
tratamentos sobre as plantas. As suspensões polissacarídicas 
pulverizadas não diferiram estatisticamente da testemunha durante este 
período. O mesmo comportamento foi observado momentos antes da 
inoculação, com exceção do ASM (25 µg.ml-1) que conferiu um 
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aumento significativo da atividade desta enzima 4 dias após o 
tratamento das plantas.  

Passados 6 dias da pulverização dos tomateiros, observou-se que 
apenas o PB (1,5 mg.ml-1) e o ASM foram capazes de interferir na 
atividade de polifenoloxidases, aumentando em média 2 vezes a 
atividade enzimática em relação à testemunha (FIGURA 10).  
 
FIGURA 10. Atividade de polifenoloxidases em folhas de tomateiro tratadas 
com água destilada (■; y = 0,01x* + 0,07; R² = 0,89), polissacarídeos extraídos 
do parênquima de reserva da babosa – PB (�; y = 0,03x* + 0,05; R² = 0,91), 
goma xantana – GOMA (●; y = 0,026x* + 0,07; r² = 0,94); polissacarídeos 
extraídos da X. gardneri  - PX (×; y= 0,03x* + 0,07; R2= 0,95) ou acibenzolar-s-
metil – ASM (♦; y= 0,05x* + 0,09; R²= 0,91). O símbolo “Xg” indica o 
momento da inoculação com a Xanthomonas gardneri (DO 0,6 unidades de 
absorbância a 600 nm). Barras de erros indicam o desvio padrão. Barras 
seguidas com letras distintas indicam diferença significativa ao nível de 5 % de 
significância pelo teste de Tukey. *Significativo a 5 % de probabilidade de 
acordo com o teste F (p <0,05). 

 
 
Determinação de compostos fenólicos totais e flavonóides após 
aplicação dos polissacarídeos. Em experimento para a análise do 
conteúdo de compostos fenólicos totais em folhas de tomateiro, verificou-
se que o mesmo permaneceu praticamente constante até o sexto dia após a 
aplicação da água destilada, PB 1,5 mg.ml-1, GOMA 1,5 mg.ml-1, PX 1,5 
mg.ml-1 ou ASM 25µg.ml-1. Sendo assim, não foi observada diferença 
estatística significativa entre os tratamentos adotados, mesmo após a 
inoculação das plantas de tomate com a X. gardneri (FIGURA 11).  
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FIGURA 11. Conteúdo de compostos fenólicos em folhas de tomateiro tratadas 
com água destilada (■), polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da 
babosa - PB (�), goma xantana – GOMA (●); polissacarídeos extraídos da X. 
gardneri - PX (×) ou acibenzolar-s-metil – ASM (♦). O símbolo “Xg” indica o 
momento da inoculação com a Xanthomonas gardneri (DO 0,6 unidades de 
absorbância a 600 nm). Barras de erros indicam o desvio padrão. Resultados 
não significativos a 5 % de probabilidade de acordo com o teste F (p <0,05). 

 
 

Até o quarto dia após a aplicação dos tratamentos, o conteúdo de 
flavonóides em folhas de tomateiro tratadas com GOMA (1,5 mg.ml-1) e 
PX (1,5 mg.ml-1) permaneceu significativamente menor que o conteúdo 
determinado em plantas tratadas com água destilada. Já o conteúdo de 
flavonóides em folhas tratadas com PB (1,5 mg.ml-1) não apresentou-se 
estatisticamente diferente da testemunha até este período (FIGURA 12).  

Apesar das suspensões aplicadas sobre os tomateiros não 
afetarem na quantidade total de compostos fenólicos, observou-se que 
após 6 dias da pulverização dos tratamentos, as plantas submetidas a PB 
(1,5 mg.ml-1) e ASM (25 µg.ml-1), apresentaram conteúdo de 
flavonóides significativamente maior que o da testemunha, aumentando 
em média 19,05 % dos valores observados em relação às plantas tratadas 
com água destilada. 
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FIGURA 12. Conteúdo de flavonóides em folhas de tomateiro tratadas com 
água destilada (■; y = 18,56x* + 103,29; R² = 0,98), polissacarídeos extraídos 
do parênquima de reserva da babosa - PB (�; y = 24,22x* + 98,14; R² = 0,96), 
goma xantana – GOMA (●; y = 20,63x* + 77,84; R² = 0,68); polissacarídeos 
extraídos da X. gardneri – PX (×; 16,96x* + 86,80; R2 = 0,76) ou acibenzolar-S-
metil – ASM (♦; y = 32,22x* + 111,29; R2 = 0,99). O símbolo “Xg” indica o 
momento da inoculação com a Xanthomonas gardneri (DO 0,6 unidades de 
absorbância a 600 nm). Barras de erros indicam o desvio padrão. Barras 
seguidas com letras distintas indicam diferença significativa ao nível de 5 % de 
significância pelo teste de Tukey. *Significativos a 5 % de probabilidade de 
acordo com o teste F (p <0,05).  

 
 
Efeito do intervalo de tempo entre tratamento e inoculação sobre a 
atividade de peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina amônia-
liase a uma temperatura média de 19,2 oC. A ANOVA fatorial não 
acusou interação entre tratamentos (água destilada; PB 1,5 mg.ml-1; 
GOMA 1,5 mg.ml-1; PX 1,5 mg.ml-1 e ASM 25 µg.ml-1) e intervalos de 
tempo (2, 4 e 6 dias) nos ensaios referentes à determinação da atividade 
de peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina amônia-liases em folhas 
de tomateiro. As análises mostraram diferença estatística apenas entre os 
tratamentos aplicados.  

O aumento da atividade de peroxidases em plantas tratadas e não 
inoculadas foi evidenciado em plantas expostas à PB (1,5 mg.ml-1), 
GOMA (1,5 mg.ml-1) e PX (1,5 mg.ml-1). Porém, este incremento foi 
ainda mais pronunciado em tomateiros tratados e posteriormente 
inoculados com o agente patogênico da mancha bacteriana. Em média, 
os polissacarídeos foram capazes de aumentar 2,2 vezes a atividade 
desta enzima após a inoculação em relação à testemunha. Resultados 

Xg 
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semelhantes foram observados em plantas tratadas com ASM (25 µg.ml-
1) (TABELA 4).  

 
TABELA 4. Efeito do intervalo de tempo (2, 4 e 6 dias) entre o tratamento de 
tomateiros com água destilada, polissacarídeos extraídos do parênquima de 
reserva da babosa (PB), goma xantana (GOMA) ou polissacarídeos extraídos da 
X. gardneri (PX) e a inoculação das plantas com  Xanthomonas gardneri sobre 
a atividade de peroxidases (DO 470 nm.mg proteína-1.min-1). Os dados foram 
transformados em raiz quadrada. 

 
A atividade de polifenoloxidases e fenilalanina amônia-liases, em 

plantas de tomate, não foi alterada pela aplicação de PB 1,5 mg.ml-1, 
GOMA 1,5 mg.ml-1, PX mg.ml-1 ou pelo indutor de resistência 
comercial antes da inoculação da X. gardneri, independente do intervalo 
de tempo avaliado. Contudo, a elicitação destes mecanismos de defesa 
foi evidenciada após a introdução do patógeno em tomateiros tratados 
com os polissacarídeos. Em média, após a inoculação, as atividades de 
polifenoloxidases e fenilalanina amônia-liases aumentaram 1,8 e 1,4 
vezes em relação à testemunha, respectivamente (TABELAS 5 e 6).  
 
 
 
 



80           
 

TABELA 5. Efeito do intervalo de tempo (2, 4 e 6 dias) entre o tratamento de 
tomateiros com água destilada, polissacarídeos extraídos do parênquima de 
reserva da babosa (PB), goma xantana (GOMA) ou polissacarídeos exraídos da 
X. gardneri (PX) e a inoculação das plantas com Xanthomonas gardneri sobre a 
atividade de polifenoloxidases (do 420 nm.mg proteína-1.min-1). Os dados 
foram transformados em raiz quadrada 
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TABELA 6. Efeito do intervalo de tempo (2, 4 e 6 dias) entre o tratamento de 
tomateiros com água destilada, polissacarídeos extraídos do parênquima de 
reserva da babosa (PB), goma xantana (GOMA) ou polissacarídeos exraídos da 
X. gardneri (PX) e a inoculação das plantas com Xanthomonas gardneri sobre a 
atividade de fenilalanina amônia-liases (nmol ácido trans-cinâmico mg 
proteína-1 min-1). 

 
 

Após a coleta das amostras foliares para análises bioquímicas, 
efetuou-se uma avaliação da severidade da mancha bacteriana nas 
plantas amostradas. A 19,2oC e em dias curtos, os polissacarídeos foram 
eficientes no controle da mancha bacteriana em todos os intervalos 
testados (2, 4 e 6 dias), mantendo a severidade, em média, 66,2 % 
menor que a alcançada com a aplicação da água destilada em diferentes 
intervalos de tempo entre tratamento e inoculação. O ASM reduziu a 
mancha em 86,4 %, com relação à testemunha (TABELA 7).  
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TABELA 7. Severidade da mancha bacteriana em plantas de tomate 
submetidas a diferentes intervalos de tempo (2, 4 e 6 dias) entre tratamento com 
água destilada, polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa 
(PB), goma xantana (GOMA) ou polissacarídeos extraídos da X. gardneri (PX) 
e a inoculação com Xanthomonas gardneri (DO 0,6 unidades de absorbância a 
600 nm) sobre a severidade (%) da mancha bacteriana. 

 
 
2.4 DISCUSSÃO  
 

No presente estudo, observou-se um efeito de concentrações dos 
polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa (PB) 
sobre a severidade da mancha bacteriana. Porém, verificou-se que PB a 
3,0 mg.ml-1 e 6,0 mg.ml-1 formaram uma suspensão polissacarídica 
viscosa, de difícil aplicação sobre as plantas. Isto significa que as doses 
elevadas, mesmo promovendo um maior controle da moléstia, podem 
apresentar problemas no momento da sua aplicação a campo. Por isso, 
julga-se como ótima a concentração 1,5 mg.ml-1.  

Apesar da eficiência de PB em controlar a mancha bacteriana, 
observou-se que o parênquima de reserva da babosa (GEL) não foi 
capaz de reproduzir o mesmo efeito, demonstrando que as moléculas 
polissacarídicas responsáveis pela redução da severidade da doença não 
estão em concentrações suficientes no GEL para promoverem a 
diminuição dos sintomas provocados pela X. gardneri, conforme o 
observado em experimento anterior.  

A babosa é uma planta medicinal que possui inúmeras 
propriedades regeneradoras, curativas, lubrificantes, nutritivas e 
antimicrobianas, constituindo uma rica fonte de polissacarídeos e 
metabólitos secundários. As folhas desta planta podem ser usadas para 
se obter uma fração líquida rica em compostos fenólicos e um 
parênquima de reserva mucilaginoso constituído majoritariamente por 
polissacarídeos, dentre esses a acemanana, principal substância ativa da 
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planta. Este polissacarídeo é um polímero misto de mananas acetiladas, 
com cadeias de tamanhos variáveis, formadas por resíduos de manose e 
glucose unidos por ligações do tipo β-1,4 (FEMENIA et al., 1999; 
REYNOLDS; DWECK, 1999; SURJUSHE; VASANI; SAPLE, 2008; 
CARPANO; CASTRO; SPEGAZZENI, 2009). 

A molécula de acemanana é muito semelhante à da quitosana, 
que é um polissacarídeo linear, constituído por unidades de 2-amino-2-
deoxi-D-glucopiranose (glucosamina) e 2-acetamido-2-deoxi-D-
glucopiranose (acetilglucosamina) unidas por ligações glicosídicas β-
1,4. A quitosana, extraída da carapaça de crustáceos e da parede celular 
de alguns fungos, têm mostrado eficiência no controle de doenças 
vegetais, tanto através da elicitação de mecanismos de defesa da planta, 
quanto através da ação antimicrobiana (BAUTISTA-BAÑOS et al., 
2006; PILLAI; WILLI; SHARMA, 2009). 

Yafei et al. (2009) observaram que, em plantas de fumo tratadas 
com oligoquitosana, o nível de expressão do mRNA de β-1-3 glucanases 
foi 11 vezes maior e a severidade do vírus TMV foi significativamente 
menor em relação às plantas testemunhas. Coqueiro (2010) observou 
que a quitosana é capaz de promover uma proteção de tomateiros contra 
a mancha bacteriana (Xanthomonas gardneri) na ordem de 67 %, de 
induzir as plantas a sintetizarem diferentes classes de compostos em 
resposta à fitobactéria e, além disso, de atuar diretamente sobre o agente 
patogênico. Sendo assim, devido ao fato da babosa possuir um 
parênquima de reserva rico em acemanana, sugere-se que os PB 
aplicados sobre o tomateiro possam estar reduzindo a severidade da 
mancha bacteriana através de mecanismos semelhantes aos 
desencadeados pela quitosana.  

Alguns autores já observaram a capacidade elicitora e 
antimicrobiana da babosa. Stangarlin et al. (1999), por exemplo, ao 
investigarem a produção de fitoalexinas em mesocótilos de sorgo e 
cotilédones de soja, quando submetidos a diferentes extratos de plantas, 
observaram que o de babosa induziu a síntese de fitoalexinas 3-
deoxiantocianidinas em sorgo. Segundo Uzma, Hassan e Naseem 
(2011), o gel da babosa (0,35 %) é capaz de reduzir o crescimento 
micelial de Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Penicillum digitatum 

e de inibir completamente o crescimento in vitro de Drechslera 

hawaiensis e Alternaria alternata.  
Além dos compostos extraídos a partir de vegetais, como a 

babosa, existem aqueles presentes em microrganismos que também 
possuem atividade biológica e que são capazes de controlar doenças de 
plantas. A partir de moléculas microbianas, pesquisas têm sido 
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realizadas e o desenvolvimento de produtos comerciais tem sido 
alcançado. O Messenger, por exemplo, foi produzido através da 
transformação de Escherichia coli K-12, que recebeu o fragmento de 
DNA que codifica a proteína harpina de E. amylovora. Essa proteína, 
ingrediente ativo do produto, é essencial para a bactéria causar doenças 
em espécies vegetais compatíveis, mas torna-se uma molécula elicitora 
de defesas capaz de controlar moléstias de mais de 40 culturas não 
hospedeiras, como por exemplo, de algodão, trigo, pepino, citrus, fumo, 
morango, tomate e pimentão (ROMEIRO; GARCIA, 2007). A goma 
xantana é outro exemplo de molécula proveniente de microrganismo 
capaz de elicitar mecanismos de defesa em vegetais e de controlar a 
severidade de doenças de plantas.  

Neste trabalho, observou-se que a goma xantana foi eficiente na 
redução da mancha bacteriana do tomateiro em todas as doses testadas. 
Tratando-se de um exopolissacarídeo capsular, característico da bactéria 
X. campestris pv. campestris, patógeno de brássicas, a goma xantana 
tem a função de proteger a célula bacteriana contra intempéries do 
ambiente, como variações de temperatura e umidade, e de aderi-la a 
superfícies e substratos. Além disso, esse exopolissacarídeo está 
intimamente ligado à compatibilidade entre hospedeiros e patógenos, 
sendo importante para aparecimento dos sintomas da doença sobre a 
planta (ONSANDO, 1992). Por isso, acredita-se que os mesmos podem 
atuar de forma similar à harpina, que é uma proteína essencial para a 
bactéria E. amylovora causar doenças em determinadas plantas, mas 
torna-se uma molécula elicitora de defesas em espécies não hospedeiras.  

A eficiência da goma xantana em controlar doenças vegetais e 
ativar mecanismos de defesa de plantas já foi documentada. Castro e 
Bach (2004) e Antoniazzi et al. (2008) demonstraram o potencial do 
exopolissacarídeo como indutor de resistência em cevada contra 
Bipolaris sorokiniana, em diferentes intervalos de tempo entre 
administração do indutor e a inoculação do patógeno. Resultados como 
estes demonstram que a goma xantana pode realmente atuar como uma 
molécula elicitora em determinados vegetais não hospedeiros e, assim, 
levar à redução da severidade de doenças fitopatogênicas. Além da 
goma xantana e da harpina, a elicitação de mecanismos de defesa 
vegetal através da aplicação de outras moléculas provenientes de 
microrganismos patogênicos também já foi evidenciada por 
pesquisadores. Romeiro e Kimura (1997), por exemplo, demonstraram 
que glicoproteínas, exopolissacarídeos e lipopolissacarídeos isolados de 
X. campestris pv. vesicatoria, diluídos em água destilada (1 mg.ml-1), e 
aplicados em plantas de pimentão 72 h antes da inoculação com o 
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mesmo patógeno, foram capazes de induzir resistência no vegetal. Estes 
resultados concordam com os obtidos no presente trabalho, onde 
polissacarídeos extraídos da X. gardneri (PX) foram capazes de elicitar 
respostas de defesa em plantas de tomate contra o próprio agente 
patogênico. 

Para a extração dos polissacarídeos da Xanthomonas gardneri 

(PX), submeteu-se a bactéria à inativação térmica. Por isso, acredita-se 
que neste procedimento tenha ocorrido a liberação de moléculas 
elicitoras e antimicrobianas. Segundo Bach, Barros e Kimati (2003), 
fitopatógenos, quando inativados termicamente, podem liberar 
moléculas elicitoras e podem ser capazes de proteger determinadas 
plantas contra o próprio microrganismo patogênico. Essas moléculas 
elicitoras, por sua vez, podem ser de origem polissacarídica, pois, de 
acordo com Boller (1995), os oligossacarídeos são precursores de sinais 
reconhecidos por células vegetais, que induzem o acúmulo das 
fitoalexinas e, consequentemente, a ativação de mecanismos de defesa 
da planta.  

Bongiovani (2008) e Weiland e Guyonnet (2003), afirmam que a 
exposição de polissacarídeos à pH ácido e/ou a temperaturas elevadas, 
podem levar à liberação de mono e oligossacarídeos, modificando a 
característica inicial da molécula. Com isso, sugere-se que a 
autoclavagem da suspensão bacteriana, pode ter ocasionado ruptura de 
ligações que unem os monômeros dos polissacarídeos e consequente 
liberação de oligossacarídeos, que podem ter agido como elicitores, 
estimulado a síntese de compostos responsáveis pela indução de 
resistência e, consequentemente, ter reduzido a doença bacteriana do 
tomateiro. 

A redução da severidade da mancha bacteriana foi evidenciada 
em plantas submetidas a PB, GOMA ou PX. Porém, de maneira geral, 
observou-se que a 26 oC e um fotoperíodo > 12 h todas as suspensões 
polissacarídicas testadas agiram por um curto período de tempo sobre as 
plantas de tomate contra a doença. Todavia, este experimento foi 
conduzido sob uma temperatura ideal para o desenvolvimento da 
bacteriose (temperatura média de 26 oC, nos meses de dezembro e 
janeiro), o que pode ter levado à superação das barreiras de defesa pelo 
agente patogênico no maior intervalo de tempo (6 dias). Essa hipótese foi 
fortalecida em experimentos posteriores, onde, a uma temperatura média 
de 19,2 oC e um fotoperíodo < 12 h, os polissacarídeos foram eficientes 
no controle da doença em todos os intervalos testados (2, 4 e 6 dias). 

Segundo Agrios (1997), a infecção de patógenos e o 
desenvolvimento de moléstias são fatores diretamente influenciados pelas 



86           
 

condições ambientais, assim como os mecanismos de defesa vegetal, que 
podem ser superados por agentes patogênicos, dependendo das condições 
de cultivo da planta. Ou seja, se o vegetal está sendo mantido em 
condições favoráveis ao patógeno e desfavoráveis ao seu bom 
desenvolvimento, a ocorrência da doença fica mais eminente do que em 
condições onde o microrganismo está em desvantagem. Este processo de 
interação entre fatores (hospedeiro, patógeno e ambiente), que levam ao 
desencadeamento ou à supressão de moléstias, é conhecido como 
triângulo da doença. Por isso, sugere-se que PB, GOMA e PX são 
polissacarídeos capazes de induzir mecanismos de defesa vegetais e de 
garantir o controle da mancha bacteriana do tomateiro por períodos mais 
prolongados em condições ambientais desfavoráveis ao patógeno e 
favoráveis às plantas.  

A ideia de que PB e GOMA atuam sobre as plantas de tomate 
contra a mancha bacteriana através da indução de resistência foi 
fortalecida quando observou-se que as suspensões desses 
polissacarídeos não foram capazes de reduzir significativamente o 
crescimento in vitro da X. gardneri mesmo em doses elevadas. Para 
Waksman (1959), determinada substância só é considerada 
antimicrobiana quando em baixas concentrações inibe o crescimento ou 
a multiplicação de microrganismos. Coqueiro (2010), em estudo 
semelhante, observou que os polissacarídeos do parênquima de reserva da 
babosa não apresentaram efeito inibitório sobre colônias do 
microrganismo nas concentrações de 1,5 e 3 mg.ml-1, reforçando a 
hipótese de que PB não possui ação direta sobre o agente patogênico da 
mancha bacteriana.  

Por outro lado, os polissacarídeos extraídos da X. gardneri (PX) 
foram capazes de produzir um efeito direto significativo sobre a 
fitobactéria em estudo, reduzindo em média 56,0 % do seu crescimento. 
De acordo com Llorens, Tormo e Martınez-García (2010), moléculas 
danificadas, provenientes de bactérias, podem levar à restrição do 
desenvolvimento de novas colônias, inclusive do próprio 
microrganismo. Por isso, sugere-se que o efeito direto sobre a X. 
gardneri, provocado por PX, possa estar relacionado com a presença de 
moléculas danificadas da bactéria em PX. Este efeito direto sobre o 
agente causal da mancha bacteriana, por sua vez, pode ter contribuído 
para o controle da severidade da macha bacteriana, verificada nos 
experimentos in vivo.  

Sendo assim, propõe-se que as principais formas de ação de PX 
sobre plantas de tomate contra a mancha bacteriana foi a antimicrobiana e 
também a indução de resistência, pois estes polissacarídeos reduziram o 
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crescimento in vitro da X. gardneri e, assim como PB e GOMA, 
provocaram mudanças no metabolismo relacionado à defesa vegetal do 
tomateiro, como a reação de hipersensibilidade, aumento na atividade 
enzimática e mudanças nos teores de flavonóides.  

A ativação dos mecanismos de defesa latentes do tomateiro, com a 
aplicação de PB (1,5 mg.ml-1), GOMA (1,5 mg.ml-1) e PX (1,5 mg.ml-1), 
foi evidenciada com a presença de células com acúmulo de peróxido de 
hidrogênio. O peróxido de hidrogênio, além de participar do cruzamento 
oxidativo (cross-linking) de proteínas da parede celular, é um substrato 
das peroxidases na lignificação e pode atuar como um regulador da reação 
de hipersensibilidade, uma das mais eficientes formas de defesa das 
plantas. Este mecanismo, por sua vez, é caracterizado pela morte 
localizada das células da planta e a formação de lesões necróticas no sítio 
de penetração do microrganismo (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 
2003; IRITI; FAORO, 2003; KALOSHIAN, 2004; ZEIER, 2005; 
GONZÁLEZ et al., 2006). 

A reação de hipersensibilidade exibida por plantas a fitobactérias 
incompatíveis tem como característica ser sempre necrótica, localizada e 
ocorrer com desencadeamento da área necrosada. Nesse processo, assim 
que a bactéria entra em contato com os tecidos do hospedeiro, as células 
ao redor do sítio de infecção entram em colapso e morrem rapidamente, 
formando as lesões necróticas, inicialmente microscópicas, que podem 
evoluir e formar lesões macroscópicas. Concomitantemente, há produção 
e acúmulo de substâncias tóxicas e pigmentos nesses tecidos, assim como 
alterações metabólicas e fisiológicas nas células. Em situações como esta, 
a bactéria chega a iniciar sua multiplicação, mas cessa-a bruscamente e 
morre, com isso, a infecção não progride e o desenvolvimento da doença é 
afetado (ROMEIRO, 2005).  

A GOMA (1,5 mg.ml-1) foi capaz de levar ao acúmulo de espécies 
ativas de oxigênio em células do mesofilo de tomateiro mesmo antes da 
inoculação da planta com a X. gardneri. Como discutido anteriormente, a 
goma xantana, exopolissacarídeo capsular presente em células 
bacterianas, está intimamente relacionada com o reconhecimento do 
microrganismo pelo seu hospedeiro e vice e versa. Como a goma 
xantana utilizada é proveniente da X. campestris pv. campestris, bactéria 
não patogênica ao tomateiro, a aplicação da mesma sobre as plantas de 
tomate pode ter levado a uma reação de incompatibilidade, que é 
evidenciada com a reação de hipersensibilidade ou com o acúmulo de 
espécies ativas de oxigênio.  

Ainda que a goma xantana tenha reduzido a severidade da 
mancha bacteriana, observou-se uma reação de hipersensibilidade 
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macroscópica em folhas de tomate tratadas com o polissacarídeo. Todas 
as doses da suspensão levaram ao aparecimento de lesões necróticas no 
limbo foliar e, quanto maior a concentração utilizada, maior foi a área 
afetada. Isto significa que, mesmo havendo a indução de resistência e a 
consequente redução da doença, os danos provocados em plantas de 
tomate, pela aplicação da goma, podem prejudicar a produtividade e 
desenvolvimento do vegetal.  

Os demais polissacarídeos aplicados sobre as plantas de tomate, 
PB e PX, também provocaram um acúmulo de peróxido de hidrogênio 
em células do tecido foliar, porém não levaram a uma hipersensibilidade 
macroscópica. Além disso, esta explosão oxidativa ocorreu apenas após 
a inoculação da planta com o patógeno. Isto pode indicar que, 
inicialmente, os polissacarídeos levaram o tomateiro a um estado de 
alerta e, somente depois da inoculação, ativaram efetivamente os 
mecanismos de defesa.  

Dentre as principais alterações decorrentes da reação de 
hipersensibilidade está a indução da produção de proteínas relacionadas 
à patogênese, como as peroxidases. Outras respostas paralelas à infecção 
são o aumento da expressão de fenilalanina amônia liase e deposição de 
lignina (VERBENE et al., 2000). Neste estudo, além da reação de 
hipersensibilidade, o aumento das atividades de enzimas como as 
peroxidases e fenilalanina amônia liase foi constatado em plantas 
tratadas com os polissacarídeos (PB, GOMA e PX).  

Sob temperaturas mais elevadas (média de 24,5 oC) e fotoperíodo 
> 12 h, observou-se que o ASM (25 µg.ml-1), indutor de resistência 
comercial, aumentou significativamente a atividade de peroxidases após 
2 dias da aplicação do produto. Vários trabalhos identificaram o ASM 
como um potente indutor de resistência. Plantas de tomate tratadas com 
este produto comercial apresentaram redução significativa na severidade 
do cancro bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis, induzindo resistência na planta (KRONKA, 2004). 
Molinari e Baser (2010) afirmam que o ASM é capaz de ativar 
mecanismos de defesa em tomateiro e de reduzir significativamente os 
danos provocados por nematóides. Yigit (2011) comprovou que este 
indutor leva à resistência induzida em plantas de alface contra 
Xanthomonas campestris pv. vitians.  

Em plantas pulverizadas com PB (1,5 mg.ml-1), também foi 
observado um aumento da atividade de peroxidases 2 dias após a 
aplicação da suspensão, porém, esta elevação da atividade enzimática, 
foi ainda maior posteriormente ao desafio das plantas com o patógeno. 
Segundo Kunh (2007), mecanismos de defesa das plantas podem ser 
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acondicionados apresentando maior expressão a partir do desafio com 
determinado agente patogênico, em um processo denominado de efeito 
priming. Porém, em muitos casos, o elicitor provoca uma super 
expressão das enzimas na planta tratada e esta não mostra incremento 
significativo da atividade enzimática após a inoculação de 
microrganismos fitopatogênicos, como o ocorrido na atividade de 
peroxidases em plantas de tomateiro tratadas com ASM (25 µg.ml-1), 
GOMA (1,5 mg.ml-1) ou PX (1,5 mg.ml-1) e inoculadas posteriormente 
com X. gardneri.  

Outros pesquisadores observaram a atividade de peroxidases 
sempre que as plantas expressavam a resistência induzida. Cavalcanti et 
al. (2007), por exemplo, observaram que a suspensão aquosa do micélio 
de Crinipellis perniciosa, contendo quitosana, induziu a resistência de 
plantas de tomate contra X. vesicatoria e reduziu a severidade da 
doença, aumentando a atividade das peroxidases. Caruso et al. (2001) 
comprovaram que as peroxidases desempenham um papel de defesa 
contra patógenos invasores de grãos de trigo. Estas enzimas, além de 
produzirem radicais livres, tóxicos para o patógeno, em explosão 
oxidativa, podem participar da síntese de lignina, bem como produzir 
moléculas sinalizadoras como o H2O2, que podem levar à expressão de 
genes relacionados a outros mecanismos de resistência e assim, levar à 
redução da severidade de doenças em plantas (MACHEIX; FLEURIET; 
QUESSADA, 1986; VAN LOON; VAN STREIN, 1999; 
BINDSCHEDLER et al., 2002; PASSARDI et al, 2005; PIETERSE et 
al., 2005; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).  

A reação de hipersensibilidade e o aumento de peroxidases são 
evidências da ativação dos mecanismos de defesa vegetal. Porém, 
também existem outras enzimas intimamente relacionadas com a 
proteção de plantas contra doenças, como por exemplo, as 
polifenoloxidases. As polifenoloxidases são responsáveis pela 
degradação oxidativa de compostos fenólicos próximo ao local da 
descompartimentalização celular provocada por microrganismos ou 
insetos. Um dos resultados mais estudados deste fenômeno é a formação 
de substâncias escuras provenientes da polimerização oxidativa das 
quinonas, que são relatadas por possuírem ação antimicrobiana 
(MACHEIX; FLEURIET; QUESSADA, 1986; BINDSCHEDLER et 
al., 2002; CAMPOS et al., 2004).  

A atividade de polifenoloxidases, neste trabalho, foi aumentada 
apenas em plantas pulverizadas com PB (1,5 mg.ml-1) e ASM (25 µg.ml-
1), sendo observado um efeito priming em tomateiros tratados com o 
polissacarídeo. Yasser (2012), ao aplicar ácido salicílico em tomateiros 
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também observou um aumento da atividade de polifenoloxidases e uma 
consequente redução da severidade da mancha bacteriana (X. 
vesicaoria). Liu et al. (2007), ao aplicar quitosana em tomate, 
verificaram uma redução significativa da severidade das doenças 
causadas por B. cinerea e P. expansum e um aumento da atividade de 
peroxidases e de polifenoloxidases na planta.  

Além da atividade de peroxidases e polifenoloxidases, foi 
avaliado o acúmulo de compostos fenólicos totais e flavonóides em 
folhas de tomateiro tratadas com diferentes polissacarídeos e inoculadas 
4 dias após a pulverização dos mesmos, sob uma temperatura média de 
24,5 oC. As suspensões polissacarídicas não influenciaram no conteúdo 
de compostos fenólicos totais em folhas de tomateiro. Porém, foi 
evidenciado um aumento no teor de flavonóides em plantas tratadas com 
PB (1,5 mg.ml-1) e ASM (25µg.ml-1), após a inoculação do patógeno e 
em todos os tempos avaliados, respectivamente. Tomateiros 
pulverizados com GOMA (1,5 mg.ml-1) e PX (1,5 mg.ml-1), até o quarto 
dia após a aplicação dos tratamentos, apresentaram o conteúdo de 
flavonóides menor que o teor em folhas tratadas com água destilada.  

Os compostos fenólicos são tóxicos aos agentes patogênicos e são 
rapidamente produzidos na defesa vegetal, acumulando-se logo após a 
infecção, especialmente em variedades resistentes. Com tudo, estes 
compostos podem sofrer uma oxidação por polifenoloxidases e 
peroxidases e serem transformados em substâncias com maior poder 
antimicrobiano. Desta forma, o conteúdo total destes fenólicos podem 
não apresentar uma elevação em plantas elicitadas, caso haja o aumento 
de enzimas capazes de promover a oxidação dos mesmos 
(BINDSCHEDLER et al., 2002; MOTOYAMA et al., 2003; CAMPOS 
et al., 2004). 

Os flavonóides, a maior classe de fenólicos vegetais, têm 
mostrado a capacidade de controlar doenças em plantas, tanto por sua 
atividade antimicrobiana indireta quanto direta, inibindo a atividade de 
celulases, pectinases e xilanases dos patógenos (SKADHAUGE; 
THOMSEN; WETTSTEIN, 1997). As peroxidases são proteínas 
envolvidas na polimerização de fenilpropanóides, que iniciam a síntese 
de compostos desta natureza. Por isso, sugere-se que o aumento da 
atividade de peroxidases pode estar relacionado com a elevação do teor 
de flavonóides em plantas de tomate e, consequentemente, com a 
redução da severidade da mancha bacteriana observada no presente 
trabalho (BINDSCHEDLER et al., 2002; MOTOYAMA et al., 2003; 
CAMPOS et al., 2004; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; 
PASCHOLATI, 2008).  
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Com estes resultados, pode-se afirmar que a PB, GOMA e PX 
podem induzir resistência em plantas de tomate cultivadas em casa de 
vegetação a 24,5o C e a um fotoperíodo > 12 h, já que todos os 
polissacarídeos foram capazes de aumentar a atividade de enzimas 
envolvidas na defesa vegetal, de provocar um acúmulo de peróxido de 
hidrogênio e de reduzir significativamente a severidade da mancha 
bacteriana. Além disso, não foi observado e comprovado um efeito 
antimicrobiano de PB e GOMA sobre a X. gardneri.  

Além do aumento enzimático ter sido evidenciado em tomateiros 
cultivados sob altas temperaturas e dias longos, também observou-se um 
incremento da atividade de enzimas em plantas cultivadas em casa de 
vegetação sob uma temperatura média de 19,2 oC, sob dias curtos e 
tratadas com PB (1,5 mg.ml-1), GOMA (1,5 mg.ml-1) ou PX (1,5 mg.ml-
1). Com relação à peroxidases, observou-se que todos os polissacarídeos 
aumentaram significativamente a atividade desta enzima em plantas não 
inoculadas, em todos os intervalos de tempo entre tratamento e 
inoculação (2, 4 e 6 dias), indicando que não houve um efeito priming. 
A participação das peroxidases na resistência induzida de tomateiro 
contra Xanthomonas sp. foi demonstrada por Cavalcanti et al. (2006b), 
onde após a pulverização das plantas com indutores de resistência 
comercial (ASM ou Ecolife®), foi evidenciado aumento na atividade 
destas enzimas logo nas primeiras horas após a pulverização. 

Neste caso, a ativação precoce dos mecanismos de defesa da 
planta pode acarretar em custos energéticos envolvidos com a expressão 
de genes que podem reduzir a produtividade da cultura. Pois, a alocação 
de recursos internos para a defesa ou para o crescimento e 
desenvolvimento do vegetal é determinado pela competição por 
substrato comum e energia. Além disso, existe o custo metabólico, que é 
explicado pela repressão de alguns genes envolvidos no crescimento ou 
no metabolismo primário das plantas. Porém, o custo energético e 
metabólico é muito menor quando os mecanismos de defesa são pré-
condicionados, pois o desvio energético só acontecerá efetivamente na 
presença do agente patogênico (SOMSSICH; HALHBROCK, 1998; 
GAYLER et al., 2004).  

Por outro lado, o aumento da atividade de polifenoloxidases e da 
FAL, em relação à testemunha, foi evidenciado apenas após a 
inoculação das plantas de tomate com o patógeno. As polifenoloxidases, 
como discutido anteriormente, são proteínas muito importantes na 
defesa vegetal. Assim como a FAL, que é uma das enzimas-chave na 
rota dos fenilpropanóides, sendo responsável pela desaminação da L-
fenilalanina com consequente formação do ácido trans-cinâmico, o qual 
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é incorporado em diferentes compostos fenólicos envolvidos na 
formação de flavonóides (RITTER; SCHULZ, 2004; TAIZ; ZEIGER, 
2009).  

O aumento da atividade da FAL já foi observado por 
pesquisadores em plantas elicitadas tanto por microrganismos, como por 
moléculas de origem biótica ou abiótica. Ramamoorthy, Raguchande e 
Samiyappan (2002), por exemplo, observaram aumento da FAL em 
plantas de tomate e pepino tratadas com P. fluorensces e inoculadas com 
P. aphanidermatum. Latha et al. (2009), ao investigarem o efeito de 
extrato de alho e bioformulações de rizobactérias promotoras do 
crescimento na indução de resistência de plantas de tomate contra 
Alternaria solani, observaram um aumento significativo na atividade da 
FAL. 

Nesta pesquisa, observou-se que os tomateiros tratados com PB, 
GOMA e PX apresentaram atividade da FAL significativamente maior 
que a das plantas testemunhas. Os intervalos de tempo testados não 
influenciaram no aumento desta enzima, ou seja, a pulverização aos 2, 4 
ou 6 dias antes da inoculação provocou elevações na atividade 
enzimática que não diferiram estatisticamente entre si. Além disso, a 
severidade da doença, em plantas cultivadas a 19,2 oC, sob dias curtos e 
tratadas com os polissacarídeos, também não diferiu em todos os 
intervalos, indicando que os mecanismos de defesa da planta, nestas 
condições ambientais, mantiveram-se ativos por períodos mais 
prolongados e, consequentemente, atuaram por mais tempo na proteção 
do tomateiro contra a mancha bacteriana.  

Portanto, PB (1,5 mg.ml -1), GOMA (1,5 mg.ml -1) e PX (1,5 
mg.ml -1) são capazes de ativar mecanismos de defesa do tomateiro em 
condições variadas de temperatura e fotoperíodo, mas de maneira 
diferenciada. No primeiro ensaio, a 24,5 oC e dias longos, por exemplo, 
as polifenoloxidases não foram ativadas pela pulverização da GOMA e 
de PX, porém, no segundo, a 19,2 oC e dias curtos, o aumento da 
atividade desta enzima foi evidenciado. Isso demonstra que o fator 
temperatura e fotoperíodo podem ter influenciado na intensidade da 
resposta e nos mecanismos ativados. Para Agrios (1997), as respostas de 
defesa dependem, além da interação planta-patógeno, dos fatores 
ambientais, como temperatura, umidade, luz e vento. Por isso, além da 
temperatura e fotoperíodo, outros fatores ambientais podem estar 
influenciando tanto nas respostas de defesa, assim como na sua 
intensidade.   

Desta forma, considerando os resultados obtidos, acredita-se que 
PB e PX podem representar uma forma de controle alternativo da 
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mancha bacteriana do tomateiro por terem propiciado bons níveis de 
redução na severidade da doença e por se tratarem de polissacarídeos 
obtidos de fontes renováveis, não prejudiciais ao meio ambiente. 
Contudo, a GOMA não foi considerada como uma forma potencial de 
controle, já que a mesma provocou uma reação de hipersensibilidade 
macroscópica que pode prejudicar a produtividade da planta.  
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CAPÍTULO 3 – POTENCIAL DE POLISSACARÍDEOS NO 
CONTROLE DA PODRIDÃO NEGRA DA 
COUVE-FLOR 

 
3.1 INTRODUÇÃO 
 

A couve-flor (Brassica oleracea L. var. botrytis L.), variedade 
botânica descendente da couve-silvestre (B. oleracea var. silvestris), é 
uma espécie hortícola pertencente à família Brassicaceae, anteriormente 
denominada Cruciferae. Esta espécie vegetal possui grande importância 
para os agricultores familiares que, normalmente, cultivam-na em 
pequenas áreas ao longo do ano. A produção expressiva de brássicas, 
como a couve-flor, ocorre principalmente devido ao seu sabor e também 
ao seu potencial nutricional (SILVA; CASALI, 1981; MAROTO-
BORREGO, 1995; FILGUEIRA, 2000). 

A couve-flor é uma planta acometida por diversas doenças, dentre 
elas pode-se destacar a podridão negra, a principal bacteriose das 
brássicas. Seu agente causal, a Xanthomonas campestris pv. campestris , 
ocorre em muitas regiões do mundo, inclusive no Brasil. Os sintomas 
provocados por esse agente fitopatogênico manifestam-se em qualquer 
idade do vegetal. Em plântulas, os cotilédones apresentam-se murchos e 
com aspecto queimado. Nas plantas adultas, as lesões foliares aparecem 
necróticas e em formato de “V”, com o vértice voltado para o centro do 
limbo e com halo amarelado ao redor do tecido necrosado (WILLIAMS, 
1980; MATSUOKA et al., 1985; MARINGONI, 2005; CARRIJO; 
RÊGO, 2000). 

Entre os métodos de controle da podridão negra mais utilizados 
estão os químicos que, muitas vezes, são efetuados de maneira não 
racionalizada e podem levar ao aumento do percentual de custo de 
produção, ao favorecimento da seleção de raças resistentes aos produtos 
aplicados, etc. Por isso, têm-se buscado métodos alternativos de 
controle de fitomoléstias menos agressivos ao meio ambiente, como por 
exemplo a indução de resistência vegetal (HAYWARD; 
WATERSTON, 1965; WILLIAMS, 1980). 

A indução de resistência é um aumento do nível de resistência da 
planta, em consequência da ativação de seus genes ou grupos de genes 
aparentemente inativos, utilizando-se de agentes externos. Uma vez que 
uma planta tenha sido estimulada, ela pode expressar essa capacidade 
defensiva melhorada independentemente do patógeno desafiador gerar 
uma interação incompatível ou compatível. Por isso, as alterações na 
resistência vegetal vêm chamando a atenção da comunidade acadêmica 
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para a investigação de potenciais indutores de resistência, como é o caso 
de determinados óleos essenciais, extratos de plantas medicinais, 
polissacarídeos, moléculas químicas, entre outros (PASCHOLATI; 
LEITE, 1995; STADNIK; MARASCHIN, 2004). 

Polissacarídeos obtidos a partir de microrganismos e plantas são 
exemplos de moléculas elicitoras capazes de controlar doenças vegetais. 
A goma xantana, exopolissacarídeo de espécies de bactéria do gênero 
Xanthomonas, além de ser responsável pela aderência de células 
bacterianas aos substratos e de governar a compatibilidade entre 
hospedeiro e patógeno, pode ativar mecanismos de defesa de 
determinadas plantas, como trigo e cevada. O parênquima de reserva da 
babosa, rico em metabólitos secundários, vitaminas e polissacarídeos, é 
outro exemplo de agente elicitor atuante na indução de resistência de 
alguns vegetais, podendo ainda apresentar propriedades antimicrobianas 
capazes de inibir o desenvolvimento e crescimento de microrganismos 
(ANTONIAZZI; DESCHAMPS; BACH, 2008; PANDEY; MISHRA, 
2010). 

Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da goma 
xantana e de polissacarídeos extraídos da Xanthomonas gardneri e do 
parênquima de reserva da babosa na proteção de plantas de couve-flor 
contra a podridão negra, e verificar o potencial elicitor dos 
polissacarídeos em questão.  

 
3.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.2.1 Condições de cultivo e obtenção do isolado 
 

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetação e no 
Laboratório de Fitopatologia do Centro de Ciências Agrárias da 
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no período de março 
de 2011 a outubro de 2012. 

As sementes de couve-flor, da cv. Bola de Neve, suscetíveis a 
Xanthomonas campestris pv. campestris, foram semeadas em bandejas 
de isopor de 128 células com substrato Germina Planta e mantidas em 
casa de vegetação. Após duas semanas da semeadura, as plântulas, com 
aproximadamente 4 cm de altura, foram transplantadas para vasos de 2l 
de capacidade, com terra e composto orgânico em uma proporção de 
4:1, v/v. 

X. campestris pv. campestris foi isolada a partir de folhas 
coletadas na região de Florianópolis em março de 2010. Para tanto, 
realizou-se a lavagem do material infectado com água e sabão neutro e, 
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com auxílio de um escalpelo previamente flambado, efetuou-se cortes 
(~0,5 cm x 0,5 cm) na região de transição entre o tecido infectado e o 
sadio.  

Os fragmentos foram desinfestados em álcool (50 %) por 30 s e 
hipoclorito de sódio (2 %) por 60 s. Posteriormente, depositou-se uma 
gota de água destilada estéril e, com auxílio de um escapelo, macerou-se 
o tecido foliar. Este macerado foi plaqueado em meio NA e mantido em 
estufa a 28 oC.  

As bactérias crescidas no meio de cultura foram reisoladas e 
submetidas aos Postulados de Kock. A colônia bacteriana que provocou 
sintomas característicos da doença foi preservada a 25o C em tampão 
fosfato (8,6 mM K2HPO4; 7,4 mM KH2PO4). 

Para a obtenção de inóculo, foi realizada a repicagem desta 
bactéria, mantida em tampão, com auxilio da alça de platina, para placas 
de Petri contendo nutriente ágar (NA) [Composição (g/L): peptona de 
carne 5,0; extrato de carne 3,0; ágar 12,0)] (Merck, Darmstadt, 
Alemanha). Após 48 h da primeira repicagem, as bactérias crescidas 
neste meio foram repicadas para novas placas de Petri com meio NA e 
incubadas por um período de 24 h a 28˚C. A suspensão de colônias 
bacterianas crescidas neste meio foi realizada com água destilada e 
ajustada para densidade ótica de 0,3 unidades de absorbância a 600 nm. 

 
3.2.2 Extração dos polissacarídeos 
 
Extração dos polissacarídeos da Xanthomonas gardneri. A extração 
dos polissacarídeos provenientes da X. gardneri foi efetuada conforme o 
descrito no capítulo anterior. Para tanto, 100 µl da suspensão bacteriana, 
cultivada inicialmente em caldo nutriente, foi repicado para placas de 
Petri contendo meio nutriente ágar. Após o período de incubação, foram 
adicionados a cada placa de Petri 5 ml de solução salina tamponada. As 
células bacterianas foram suspensas e a suspensão bacteriana 
autoclavada e centrifugada. O sedimento obtido na centrifugação foi 
descartado, ao sobrenadante foi adicionado etanol e, a solução 
(Sobrenadante + Etanol), foi incubada. O sobrenadante, resultante da 
incubação em álcool, foi descartado e o sedimento seco em estufa 
(adaptado de SILVA, 2003). 
 
Extração dos polisscarídeos do parênquima de reserva da babosa. 
As folhas de babosa, coletadas na fazenda da empresa Naturama Sucos 
Integrais do Brasil Ltda®, foram previamente lavadas e o seu 
parênquima de reserva removido, triturado e coado. Posteriormente, 
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adicionou-se seis volumes de etanol 92 ºGL para um volume do gel, 
sendo a mistura final mantida a 4ºC durante 24 h para a floculação dos  
polissacarídeos. A porção polissacarídica foi filtrada e, em seguida, seca 
em estufa. O material obtido foi macerado em nitrogênio líquido 
(CAMPESTRINI, 2007). 

Quando de sua utilização, os polissacarídeos da babosa foram 
solubilizados em HCl 0,05 N mantendo-se a suspensão durante 15 min 
em agitação em ultra turrax, seguida de aquecimento em banho-maria. 
As suspensões de polissacarídeos foram resfriadas, incubadas e o pH 
ajustado para 5,6.   
 
3.2.3 Obtenção da goma xantana e do ASM  
 

A goma xantana aplicada nos experimentos foi a goma comercial 
da Sigma (Sigma-Aldrich, USA). Para a sua utilização, misturou-se a 
mesma em água destilada, mantendo-se a suspensão por 30 segundos em 
agitação em ultra turrax a 3600 rotações por minuto.  

Já o acibenzolar-S-metil (ASM; C8H6N2OS2), éster-S-metil do 
ácido benzo (1,2,3) tiadiazole-7-carbótico, é o ingrediente ativo do 
produto comercial Bion® (Singenta). Este produto é o único indutor de 
resistência comercial registrado no Ministério da Agricultura do Brasil, 
possui formulação WG - Granulado Dispersível, com classificação 
toxicológica III. (MAPA, 2011).  

 
3.2.4 Aplicação dos tratamentos, inoculação e avaliação da 

severidade da doença 
 

Para a avaliação do efeito de concentrações da goma xantana e 
dos polissacarídeos da babosa sobre a severidade da podridão negra da 
couve, foram realizados 10 tratamentos: água destilada como controle 
negativo; polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa 
(PB) nas concentrações (0,75 mg.ml-1; 1,5 mg.ml-1; 3,0 mg.ml-1; 6,0 
mg.ml-1); goma xantana (GOMA) comercial nas concentrações (0,25 
mg.ml-1; 0,5 mg.ml-1; 0,75 mg.ml-1; 1,5 mg.ml-1); e o acibenzolar-S-
metil (ASM) a 25 µg.ml-1, como controle positivo. Em um experimento 
posterior, testou-se o efeito dos polissacarídeos extraídos da 
Xanthomonas gardneri (PX) sobre a podridão negra nas concentrações 
(0,5 mg.ml-1; 1,0 mg.ml-1; 1,5 mg.ml-1; 2,0 mg.ml-1; 2,5 mg.ml-1; 3,0 
mg.ml-1), como controle negativo utilizou-se a água destilada e como 
controle positivo o ASM (25 µg.ml-1).  
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Após estabelecida a melhor concentração de cada polissacarídeo 
para o controle da podridão negra, efetuou-se um ensaio para avaliar 
quais dos polissacarídeos possuíam maior eficiência no controle da 
doença. Para tanto, aplicaram-se sobre as plantas os seguintes 
tratamentos: água destilada, como controle, PB (1,5 mg.ml-1), GOMA 
(0,5 mg.ml-1) ou PX (0,5 mg.ml-1). 

 Os tratamentos foram aplicados (10 ml por planta), com auxílio 
de uma pistola de pintura acoplada a um compressor de ar, em plantas 
com pelo menos cinco folhas definitivas, cultivadas em casa de 
vegetação a uma temperatura média de 19,3 oC. Após 4 dias da 
aplicação dos tratamentos, foi realizada a inoculação com Xanthomonas 

campestris pv. campestris (0,3 unidades de absorbância a 600 nm), 
pulverizando-se a suspensão bacteriana principalmente nos bordos 
foliares, onde estão concentrados os hidatódios, com a manutenção das 
plantas em câmara úmida por um período de 48 h. A avaliação da 
severidade da doença (% da área foliar lesionada) foi efetuada duas 
semanas após a inoculação, através do software Quant (VALE et al., 
2003). 

Os experimentos foram montados sob o delineamento 
inteiramente casualizado com cinco repetições, sendo que a parcela 
experimental foi representada por um vaso com uma planta. Os 
resultados foram submetidos à análise de regressão, utilizando o 
software estatístico Sisvar (FERREIRA, 2003). 
 
3.2.5 Efeito antimicrobiano 
 

A goma xantana ou os polissacarídeos da Xanthomonas gardneri 
ou da babosa foram previamente preparados e incorporados em meio de 
cultura NA. A preparação deu-se de modo que a concentração final do 
polissacarídeo fosse equivalente a 0,5; 0,75; 1,5 ou 3,0 mg.ml-1. Os 
tratamentos foram vertidos em placas de Petri de 5,0 cm de diâmetro.  

Após a solidificação do meio, alíquotas de 100 µL da bactéria (X. 
campestris), com 0,3 unidades de absorbância a 600 nm, foram 
pipetadas sobre a superfície e espalhadas com auxílio de alça de 
Drigalsky. Como controle, foi utilizada água destilada incorporada em 
NA. As placas foram incubadas a 28° C por 48 h e a avaliação realizada 
através da obtenção de uma suspensão bacteriana em 5 ml de água 
destilada e leitura da absorbância em espectrofotômetro a 600 nm 
(COQUEIRO, 2010).  

O experimento foi montado sobre delineamento experimental 
inteiramente casualizado, com 13 tratamentos e cinco repetições, sendo 
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cada parcela experimental representada por uma placa. Os resultados 
foram submetidos à análise de regressão, utilizando-se o software 

estatístico Sisvar (FERREIRA, 2003). 
 
3.2.6 Reação de hipersensibilidade e atividade de peroxidases e 

polifenoloxidases 
 
Reação de hipersensibilidade. Neste ensaio avaliou-se a reação de 
hipersensibilidade em plantas de couve, com cinco folhas definitivas, 
tratadas com PB (1,5 mg.ml-1), GX (0,5 mg.ml-1), PX (0,5 mg.ml-1), 
água destilada (controle negativo) ou ASM (25 µl.ml-1) e inoculadas 
com suspensão bacteriana de X. campestris pv. campestris (DO 0,3; 
600nm). As plantas foram tratadas e inoculadas conforme o descrito no 
item 3.2.2. 

 Após 24 horas da aplicação dos polissacarídeos, foram coletados 
cinco discos foliares (∅ = 8,0 mm) de cada tratamento para cada 
repetição. Passados 24 horas da inoculação, foi realizada uma nova 
amostragem. A avaliação da reação de hipersensibilidade (RH) foi 
realizada conforme metodologia descrita por Thordal-Christensen et al. 
(1997). O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente 
casualizado com cinco repetições e 10 tratamentos.  

 
Atividade de peroxidases e polifenoloxidases. Em plantas de couve, 
com cinco folhas definitivas, aplicou-se PB (1,5 mg.ml-1), GOMA (0,5 
mg.ml-1), PX (0,5 mg.ml-1), água destilada (controle negativo) ou ASM 
(25 µl.ml-1) (controle positivo). Após 4 dias da aplicação, foi efetuada a 
inoculação das plantas com suspensão bacteriana de X. campestris pv. 
campestris (DO 0,3; 600nm). Amostras foliares foram coletadas 0, 2, 4 e 
6 dias após a aplicação dos polissacarídeos nas plantas. Nestas amostras, 
avaliou-se a atividade de peroxidases e polifenoloxidases. Foram 
coletados seis discos foliares (160 mg), da segunda folha definitiva, para 
cada repetição, sendo realizadas cinco repetições por tratamento. As 
amostras coletadas foram armazenadas em papel alumínio e congeladas 
imediatamente a -80°C.  

O tecido foliar mantido sob baixa temperatura foi macerado em 
nitrogênio líquido com auxílio de almofariz e pistilo. Ao macerado, foi 
adicionado 1,5 ml de tampão fosfato 100 mM (pH 7,0) contendo ácido 
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM, polivinilpirrolidona 1 % 
(PVP) e fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) 1mM. A suspensão 
obtida foi centrifugada a 20.000 g por 30 min a 4° C e o sobrenadante 
(extrato proteico) recuperado. A atividade das peroxidases foi 
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determinada usando-se a metodologia de Hammerschmidt, Nuckles, 
Kuc (1982), com adaptações. Já a atividade das polifenoloxidases foi 
determinada utilizando-se o método de Duangmal e Apentem (1999). A 
dosagem de proteínas totais foi efetuada conforme o método de 
Bradford (1976).  

Para tanto, a reação das peroxidases foi conduzida adicionando-se 
50 µl do extrato protéico em 2,95 ml de tampão fosfato 50 mM (pH 6,0) 
contendo guaiacol 20,2 mM e peróxido de hidrogênio 90 mM. A 
atividade da enzima foi avaliada através do espectrofotômetro, onde foi 
medida a conversão do guaiacol em tetraguaiacol. A reação foi 
conduzida por 4 min a 40 oC, com os valores de DO sendo anotados a 
cada 30 s. Os resultados foram expressos em unidades de densidade 
óptica a 470 nm por mg de proteína por minuto (DO470 nm mg proteína-1 
min-1). 

Já a reação das polifenoloxidases foi conduzida adicionando-se 
200 µl do extrato proteico, em 2,8 ml de tampão fosfato 60 mM (pH 6,0) 
contendo catecol 60 mM. A atividade de polifenoloxidases foi avaliada 
através do espectrofotômetro, onde mensurou-se a oxidação do catecol 
convertido em quinona. A reação foi conduzida por 1 min a 40 oC, com 
os valores de DO sendo anotados a cada 3 s. Os resultados foram 
expressos em unidades de densidade óptica a 420 nm por mg de proteína 
por minuto (DO420 nm mg proteína-1 min-1). 

Os experimentos foram conduzidos sob delineamento 
inteiramente casualizado com cinco repetições. Para análise do 
comportamento da atividade enzimática com o passar do tempo, após a 
aplicação dos tratamentos, foi realizada uma análise de regressão, 
análise de variância (one-way ANOVA) e o teste tukey dentro de cada 
tempo, através dos softwares estatísticos Sisvar (FERREIRA, 2003) e 
Statistica 8.0 (STATSOFT, 2007). 

 
3.3 RESULTADOS 
 

3.3.1 Efeito de polissacarídeos sobre a severidade da podridão negra 
em couve-flor 
 
Os polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa 

(PB) reduziram significativamente a podridão negra em plantas de 
couve-flor, sem apresentar um efeito dose-dependente. Todas as doses 
testadas foram eficientes no controle da doença, reduzindo em média 
69,0 % da severidade em relação à testemunha (FIGURA 13a). Já a 
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goma xantana foi capaz de reduzir a podridão apenas em doses mais 
baixas, diminuindo aproximadamente 66,4 % da severidade em 
comparação às plantas tratadas com água destilada. A maior 
concentração do polissacarídeo não foi eficiente no controle da doença, 
não diferindo estatísticamente da severidade na testemunha (FIGURA 
13b). O ASM, indutor de resistência comercial, reduziu 91,4 % da 
podridão negra. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



103 
 

FIGURA 13. Severidade da podridão negra (Xanthomonas campestris pv. 
campestris) em plantas de couve-flor tratadas com concentrações de 
polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa - PB (� - 0; 
0,75; 1,5; 3,0; 6,0 mg.ml-1) e de goma xantana - GOMA (● - 0; 0,25; 0,5; 0,75; 
1,5 mg.ml-1). Os tratamentos foram aplicados nas plantas 4 dias antes da 
inoculação com a bactéria (DO 0,3 unidades de absorbância a 600 nm) e a 
avaliação da severidade da doença feita 14 dias após a inoculação. Observou-se 
um efeito significativo de doses de acordo com o teste F (p <0,05). 
*significativo a 5 % de probabilidade. Severidade média em plantas tratadas 
com acibenzolar-S-metil  (ASM) = 3,0 % 
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Os polissacarídeos extraídos da X. gardneri (PX) reduziram 
significativamente a severidade da podridão negra da couve-flor em 
relação à testemunha. As plantas tratadas com PX, em diferentes 
concentrações, não apresentaram valores de severidade estatisticamente 
diferentes entre si. Em média, as doses aplicadas, foram capazes de 
reduzir a severidade da doença em 77,8 % em relação às plantas tratadas 
com água destilada (FIGURA 14).  

 
FIGURA 14.  Severidade da podridão negra (Xanthomonas campestris pv. 
campestris) em plantas de couve-flor tratadas com concentrações de 
polissacarídeos extraídos de Xanthomonas gardneri – PX (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 
2,5; 3,0 mg.ml-1). Os tratamentos foram aplicados nas plantas 4 dias antes da 
inoculação com a bactéria (DO 0,3 unidades de absorbância a 600 nm) e a 
avaliação da severidade da doença feita 14 dias após a inoculação. Observou-se 
um efeito significativo de doses de acordo com o teste F (p <0,05). 
*Significativo a 5 % de probabilidade. Severidade média em plantas tratadas 
com acibenzolar-S-metil (ASM) = 3,9 % 

 

 
 

Em experimento posterior, buscou-se comparar a eficiência de 
PB (1,5 mg.ml-1), GOMA (0,5 mg.ml-1) e PX (0,5 mg.ml-1) no controle 
da podridão negra em couve-flor. Neste ensaio observou-se que não 
houve diferença estatística entre os polissacarídeos aplicados. Todos 
foram eficientes no controle da doença, reduzindo em média 76,31 % 
com relação à testemunha (FIGURA 15). Não foi observada necrose ou 
fitotoxidez nas folhas tratadas.  
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FIGURA 15. Severidade da podridão negra (Xanthomonas campestris pv. 
campestris) em plantas de couve-flor tratadas com  polissacarídeos extraídos do 
parênquima de reserva da babosa - PB (1,5 mg.ml-1), com goma xantana - 
GOMA (0,5 mg.ml-1) e com polissacarídeos extraídos da Xanthomonas gardneri 
– PX (0,5 mg.ml-1). Os tratamentos foram aplicados nas plantas 4 dias antes da 
inoculação com a bactéria (DO 0,3 unidades de absorbância a 600 nm) e a 
avaliação da severidade da doença feita 14 dias após a inoculação. Barras de 
erros indicam o desvio padrão. Barras seguidas com letras distintas indicam 
diferença significativa ao nível de 5 % de significância pelo Teste de Tukey.  

 
 
3.3.2 Atividade antimicrobiana de polissacarídeos sobre a 

Xanthomonas campestris pv. campestris 
 
A ANOVA fatorial acusou interação entre tratamentos (PB, 

GOMA e PX) e concentrações (0; 0,25; 0,5; 0,75 mg.ml ̄ ¹) (TABELA 
8). PB e GOMA não apresentaram um efeito direto sobre a X. 
campestris. Já PX, reduziu significativamente a proliferação in vitro das 
colônias bacterianas, chegando a diminuir 97,6 % o crescimento do 
microrganismo em relação à testemunha (FIGURA 16).  
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TABELA 8. Efeito de concentrações (0; 0,25; 0,5; 0,75 mg.ml-1) de 
polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa (PB), goma 
xantana (GOMA) e polissacarídeos extraídos da Xanthomonas gardneri (PX) 
sobre o crescimento in vitro da Xanthomonas campestris pv. campestris. 

 
 
FIGURA 16. Efeito de concentrações de polissacarídeos extraídos da 
Xanthomonas gardneri – PX (0; 0,25; 0,5; 0,75 mg.ml-¹) sobre o crescimento 
in vitro de Xanthomonas campestris pv. campestris. Foi observado efeito de 
dose dependente de acordo com o teste F (p <0,05). * Significativo a 5 % de 
probabilidade. 

 
 
3.3.3 Reação de hipersensibilidade e atividade de peroxidases e 

polifenoloxidases 
 

Não se observou a presença de células hipersensitivas ou com 
acúmulo de peróxido de hidrogênio em folhas de couve-flor tratadas 
com PB (1,5 mg.ml-1), GOMA (0,5 mg.ml-1) ou PX (0,5 mg.ml-1). 
Todos os polissacarídeos testados não foram capazes de provocar 
reação de hipersensibilidade nesta espécie vegetal mesmo após a 
inoculação da planta com o agente patogênico da podridão negra. 
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Porém, verificou-se um aumento da atividade de peroxidases em 
plantas pulverizadas com GOMA e PX 2 e 4 dias após a aplicação 
dos tratamentos sobre as plantas, respectivamente. Após a inoculação 
dos vegetais com o agente patogênico da podridão negra, tanto as 
plantas tratadas com suspensões polissacarídicas ou com ASM (25 
µg.ml ̄ ¹) apresentaram atividade de peroxidases semelhante à 
atividade enzimática de folhas de couve-flor pulverizadas com água 
destilada (FIGURA 17). Não foi observada uma interferência 
significativa dos polissacarídeos testados sobre a atividade de 
polifenoloxidases em couve-flor (FIGURA 18). 

 
FIGURA 17. Atividade de peroxidases em folhas de couve-flor tratadas com 
água destilada (■; y = -0,138x²* + 0,88x* + 2,68; R² = 0,94), polissacarídeos 
extraídos do parênquima de reserva da babosa - PB (�; y = -0,14x²* + 1,053x* 
+ 2,55; R² = 0,96), goma xantana - GOMA (●; y = -1,07x²* + 6,69x* + 2,19; R² 
= 0,95); polissacarídeos extraídos da X. gardneri – PX (×; y= -0,57x²* + 3,56x* 
+ 2,2; R2= 0,86) ou acibenzolar-S-metil – ASM (♦; y= 0,375x²* + 2,31x* + 
2,01; R² = 0,55). O símbolo “Xc” indica o momento da inoculação com a 
Xanthomonas campestris pv. campestirs (DO 0,3 unidades de absorbância a 600 
nm). Barras de erros indicam o desvio padrão. *Significativo a 5 % de 
probabilidade de acordo com o teste F (p <0,05). Letras diferentes indicam 
diferença significativa de acordo com o teste de tukey. 
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FIGURA 18. Atividade de polifenoloxidases em folhas de couve-flor tratadas 
com água destilada (■), polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da 
babosa – PB (�), goma xantana – GOMA (●; polissacarídeos extraídos da X. 
gardneri – PX (×; y= 0,03x* + 0,07; R2= 0,95) ou acibenzolar-S-metil – ASM 
(♦). O símbolo “Xc” indica o momento da inoculação com a Xanthomonas 

campestris pv. campestris (DO 0,3 unidades de absorbância a 600 nm). Barras 
de erros indicam o desvio padrão. O teste F (p <0,05) não foi significativo a 5 % 
de probabilidade. 

 
 
3.4 DISCUSSÃO  

 
No presente estudo observou-se que o ASM, indutor de resistência 

comercial, não registrado para a cultura da couve-flor, promoveu uma 
redução significativa da severidade da podridão negra. A proteção de 
vegetais contra doenças fitopatogênicas, através da aplicação deste 
produto, já foi observada por outros autores. Friedrich et al (1996), por 
exemplo, verificaram que o ASM conferiu proteção em fumo contra o 
vírus TMV e os fungos Cercospora nicotianae, Phytophthora tabacina, 
Phytophthora parasitica e as bactérias Erwinia carotovora e 
Pseudomonas syringae pv. Tabaci. Lawton et al. (1996) observaram que o 
ASM protegeu Arabidopsis thaliana, planta da mesma família da couve-
flor, contra o fungo  P. parasitica, a bactéria  P. syringae  pv.  tomato  e 
ao vírus TCV. Por isso, julga-se o ASM como um eficiente controlador de 
doenças vegetais, pois é capaz de reduzir a severidade de inúmeras 
moléstias e, além disso, de ativar mecanismos de defesa latentes de 
determinadas plantas. 
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Além do ASM, também verificou-se que todas as concentrações de 
PB e PX aplicadas sobre plantas de couve-flor controlaram a podridão 
negra, não sendo diagnosticada uma diferença estatística entre as doses 
dos polissacarídeos testados. De acordo com Nurnberger  et al. (2004), os 
oligo e polissacarídeos derivados de fungos ou plantas são classes bem 
caracterizadas de elicitores que, em determinados casos, podem induzir 
resistência mesmo em baixas concentrações. Porém, na grande maioria 
das vezes não há uma relação dose-dependente entre a concentração 
aplicada do elicitor e o nível de elicitação alcançado. Desta forma, como 
houve uma redução significativa da severidade da podridão negra, 
independente da dose aplicada de PB ou PX, acredita-se que, 
possivelmente, esses polissacarídeos estejam elicitando mecanismos de 
defesa do vegetal, mas, para a confirmação desta hipótese são necessárias 
maiores investigações.  

Moléculas, principalmente de origem microbiana, têm sido 
investigadas e o desenvolvimento de produtos comerciais tem sido 
alcançado. O ProAct, indutor de resistência comercial, por exemplo, é 
uma combinação de quatro fragmentos de proteína harpina, derivados de 
três bactérias de ocorrência natural: harpinN e harpinW de E. 
amylovora, popA deRalstonia solanacearum e harpinZ de Pseudomonas 

syringae, utilizado para o controle de doenças vegetais (DAYAN, 
2006). Danner et al. (2008), em trabalho realizado com pêssegos 
tratados com este produto, verificaram uma redução de 31,5 % dos 
sintomas provocados por Monilinia fructicola com aumento da atividade 
da FAL e um acúmulo de compostos fenólicos nos tecidos vegetais. 
Desta forma, pode-se afirmar, que moléculas extraídas de 
microrganismos, até mesmo fitopatogênicos, podem atuar com 
eficiencia no controle de fitomoléstias ativando mecanismos de defesa 
vegetal, ou ainda tendo uma ação antimicrobiana, reduzindo ou 
eliminando microrganismos maléficos às plantas.  

Neste trabalho, observou-se que a goma xantana, polissacarídeo 
de origem microbiana, foi eficiente na redução da podridão negra 
somente em concentrações menores. Sendo que a maior dose, 1,5 mg. 
ml·¹, não foi capaz de controlar os sintomas provocados pela doença nesta 
planta. Tratando-se de um exopolissacarídeo capsular, característico da 
X. campestris pv. campestris, a goma xantana protege a célula 
bacteriana contra intempéries do ambiente (ONSANDO, 1992). Além 
disso, Hsu e Goodman (1978), ao trabalharem com a queima da 
macieira e da pera (Erwinia amylovora), constataram que o 
exopolissacarídeo capsular, quando isolado e purificado da própria 
bactéria, possuía a função de toxina com especificidade de hospedeiro. 
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Segundo os autores, o polissacarídeo quando aplicado sobre a planta 
produzia sintomas no local onde o mesmo foi pulverizado.  

Muitos estudos têm comprovado que moléculas da superfície da 
cápsula bacteriana, como os expolissacarídeos, governam a 
compatibilidade, ou seja, o reconhecimento do microrganismo pelo seu 
hospedeiro e vice e versa (GOODMAN, 1986; ROMEIRO, 2005; 
ABRAMOVITCH; ANDERSON; MARTIN, 2006). Sendo assim, no 
caso das plantas de couve-flor, sugere-se que a GOMA, em doses 
elevadas, pode agir como toxina e levar a lesões necróticas no limbo foliar 
da planta, facilmente confundidas com os sintomas provocados pelo 
agente patogênico da podridão negra. Porém, em baixas concentrações, 
poderia elicitar alguns mecanismos de defesa do vegetal. A indução de 
resistência de plantas ocasionada por moléculas ou por patógenos contra o 
próprio microrganismo já foi bem documentada. Segundo 
Hammerschmidt, Nuckles e Kuc (1982) a inoculação da primeira folha 
verdadeira de pepino com Colletotrichum lagenarium levou a uma 
maior atividade da peroxidase na segunda folha e induziu resistência 
sistêmica contra o mesmo fungo. 

Com relação ao efeito de PB, GOMA e PX sobre o crescimento 
in vitro do agente patogênico da podridão negra, observou-se que apenas 
os polissacarídeos extraídos da X. gardneri foram capazes de produzir 
um efeito negativo sobre a fitobactéria em estudo, sendo que a maior 
concentração (0,75 mg. ml-1) reduziu quase 100 % do crescimento de X. 
campestris. Neste caso, o processo de extração dos polissacarídeos pode 
ter levado a liberação de moléculas tóxicas à outra espécie de 
Xanthomonas. Os resultados obtidos nesse experimento foram diferentes 
dos verificados no capítulo anterior, onde PX reduziu o crescimento da X. 
gardneri em todas as concentrações testadas, não havendo uma relação 
dose-dependente. Quando a resistência de uma bactéria é moderada a 
determinada molécula, um simples aumento da dose da mesma pode 
eliminar completamente o crescimento do microrganismo, contudo, 
quando existe uma resistência intensa, este incremento torna-se inócuo ao 
seu desenvolvimento (TRABULSI; ALTERTHUM; CANDEIAS, 1999). 
Por isso, acredita-se que PX exerceu uma efetiva atividade antimicrobiana 
apenas sobre a X. campestris, pois o aumento da concentração 
polissacarídica culminou na eliminação de quase 100 % dessa espécie 
bacteriana in vitro. Este fator, por sua vez, pode ter contribuído para a 
redução da severidade da podridão negra, observada nos experimentos in 
vivo. 

Além da verificação da influência de polissacarídeos sobre o 
crescimento in vitro da X. campestris pv. campestris, também efetuou-se 
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um experimento relacionado ao efeito de PB (1,5 mg.ml-¹), GOMA (0,5 
mg.ml-¹), PX (0,5 mg.ml-¹) e ASM (25µg.ml-1) sobre a atividade de 
enzimas responsáveis pela defesa em plantas de couve-flor. Neste 
ensaio, não foi observada uma alteração da atividade de 
polifenoloxidases. Contudo, verificou-se que após 2 e 4 dias da 
aplicação dos tratamentos a GOMA e os PX elevaram 
significativamente a atividade de peroxidases, respectivamente. Porém, 
após a inoculação do agente patogênico da podridão negra, os níveis de 
peroxidase em plantas tratadas com polissacarídeos ou com ASM não 
foram diferentes dos níveis observados em plantas pulverizadas com 
água destilada.  

Como documentado por Gaspar, Penel e Thorpe (1982); Siegel 
(1993); Donald e Cipollini (1998), em qualquer condição de estresse, 
como mudanças nas condições climáticas, injúrias mecânicas, etc., os 
vegetais apresentam alta atividade de peroxidases e frequentemente, 
estas são as primeiras enzimas a terem sua atividade alterada após o 
estímulo. Contudo, a ativação de outros mecanismos de defesa podem 
levar a supressão da atividade desta proteína. 

Com isso, sugere-se que, logo após a aplicação de GOMA e PX, 
pode ter ocorrido um estresse e uma rápida elevação da atividade de 
peroxidases, porém, a possível ativação de outros mecanismos, após a 
inoculação das plantas de couve-flor, pode ter levado a redução da 
atividade de peroxidases. Para a confirmação desta hipótese é necessário 
a realização de experimentos que visem à detecção da ativação de outros 
mecanismos de defesa das plantas, que podem estar influenciando tanto 
na redução da podridão negra, como na atividade de peroxidases.  

Sendo assim, devido à redução significativa da severidade da 
podridão negra, proporcionada pelos polissacarídeos em estudo, 
acredita-se que a aplicação de PB, GOMA e PX podem apresentar uma 
alternativa de controle aos métodos convencionais aos atualmente 
adotados. Porém, o mecanismo de ação desses polissacarídeos necessita 
de maiores investigações. 
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4 CONCLUSÕES 
 

De acordo com os resultados desse estudo é possível concluir 
que: 
 
(i) os polissacarídeos extraídos do parênquima de reserva da babosa 

(PB), a goma xantana (GOMA) e os polissacarídeos extraídos da X. 
gardneri (PX) apresentam capacidade de reduzir a severidade da 
mancha bacteriana do tomateiro e da podridão negra em couve-flor, 
o que pode estar associado a uma indução de respostas de defesa; 
 

(ii)  não há uma atividade antibacteriana de PB e GOMA sobre a X. 
gardneri e X. campestris pv. campestris; 

 
(iii) PX possui uma ação antimicrobiana sobre X. gardneri e X. 

campestris pv.  campestris; 
 

(iv) o aumento nas atividades de peroxidases, polifenoloxidases e da 
FAL pelo tratamento com PB, GOMA e PX podem contribuir para 
a redução da mancha bacteriana do tomateiro; 
  

(v)  o conteúdo de flavonóides é influenciado pela aplicação de PB, 
GOMA e PX em plantas de tomate, e isto pode estar influenciando 
na redução da severidade da mancha bacteriana; 
 

(vi) é necessário a avaliação de novos mecanismos de defesa da couve-
flor para a  confirmação da ativação dos mesmos quando 
submetidos aos polissacarídeos. 
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ANEXO 
 
Anexo 1 – Curva padrão para dosagem de proteínas totais através do 
método Bradford  

 
 
Anexo 2 - Curva padrão para dosagem de compostos fenólicos pelo 
método Folin Ciocalteau. 
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Anexo 3 - Curva padrão para dosagem de flavonóides. 

 
 
Anexo 4 – Análise de variância da severidade da mancha bacteriana em 
plantas de tomate tratadas com concentrações de PB aos 4 dias antes da 
inoculação com Xanthomonas gardneri.   
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Anexo 5 – Análise de variância da severidade da mancha bacteriana em 
plantas de tomate tratadas com concentrações de GEL aos 4 dias antes 
da inoculação com Xanthomonas gardneri.   
 

 
 
 
Anexo 6- Análise de variância da severidade da mancha bacteriana em 
plantas de tomate tratadas com concentrações de GOMA aos 4 dias 
antes da inoculação com Xanthomonas gardneri.   

 
 

 
 

Anexo 7 – Análise de variância da severidade da mancha bacteriana em 
plantas de tomate tratadas com concentrações de PX aos 4 dias antes da 
inoculação com Xanthomonas gardneri.  
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Anexo 8 – Análise de variância do intervalo de tempo (2, 4 e 6 dias) 
entre o tratamento de plantas de tomate e a inoculação com X. gardneri. 
Os dados foram transformados em raiz quadrada. 
 

 
 
 
Anexo 9 – Análise de variância da reação de hipersensibilidade em 
células do mesofilo de plantas de tomate tratadas com água destilada, 
PB, GOMA ou PX.  
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Anexo 10 – Análise de variância do crescimento de X. gardneri em 
meio NA acrescido de água, PB, GOMA ou PX em diferentes 
concentrações. Os dados foram transformados em raiz quadrada. 
 

 
 
 
Anexo 11 – Análise de variância do crescimento de X. gardneri em 
meio NA acrescido de PX em diferentes concentrações. 
 

 
 

 
Anexo 12 – Análise de variância da atividade de peroxidases, em planta 
de tomate pulverizadas com água destilada, PB, GOMA, PX ou ASM, 
após 6 dias do tratamento.  
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Anexo 13 – Análise de variância da atividade de polifenoloxidases, em 
plantas de tomate pulverizadas com água destilada, PB, GOMA, PX ou 
ASM, após 6 dias do tratamento. 
 

 
 
 
Anexo 14 – Análise de variância do teor de flavonóides, em plantas de 
tomate pulverizadas com água destilada, PB, GOMA, PX ou ASM, após 
6 dias do tratamento. 
 

 
 
 
Anexo 15 – Análide de variância da atividade de peroxidases em plantas 
de tomate submetidas a diferentes intervalos de tempo (2, 4 e 6 dias) 
entre tratamentos (água destilada, PB, GOMA, PX ou ASM) e 
inoculação (X. gardneri). Os dados foram transformados em raiz 
quadrada.  
 
      Plantas não inoculadas 

 
 
      Plantas inoculadas  
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Anexo 16 – Análise de variância da atividade de polifenoloxidases em 
plantas de tomate submetidas a diferentes intervalos de tempo (2, 4 e 6 
dias) entre tratamentos (água destilada, PB, GOMA, PX ou ASM) e 
inoculação (X. gardneri). 
 
      Plantas inoculadas 

 
 
 
Anexo 17 - Análise de variância da atividade da FAL em plantas de 
tomate submetidas a diferentes intervalos de tempo (2, 4 e 6 dias) entre 
tratamentos (água destilada, PB, GOMA, PX ou ASM)  e inoculação (X. 
gardneri). 
 
      Plantas inoculadas 

 
 
 
Anexo 18 – Análise de variância da severidade da podridão negra em 
plantas de couve-flor tratadas com concentrações de PB aos 4 dias antes 
da inoculação com X.  campestris pv. campestris. 
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Anexo 19 – Análise de variância da severidade da podridão negra em 
plantas de couve-flor tratadas com concentrações de GOMA aos 4 dias 
antes da inoculação com X.  campestris pv. campestris. 
 

 
 
Anexo 20 – Análise de variância da severidade da podridão negra em 
plantas de couve-flor tratadas com concentrações de PX aos 4 dias antes 
da inoculação com X. campestris pv. campestris.Os dados foram 
transformados em raiz quadrada. 
 

 
 
 
Anexo 21 – Análise de variância da severidade da podridão negra em 
plantas de couve-flor tratadas com diferentes polissacarídeos (PB, 
GOMA ou PX) aos 4 dias antes da inoculação com X. campestris pv. 
campestris 
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Anexo 22 – Análise de variância do crescimento de X. campestris pv. 
campestris em meio NA acrescido de PX em diferentes concentrações. 
 

 
 
Anexo 23 - Análise de variância da atividade de peroxidases, em planta 
de couve-flor pulverizadas com água destilada, PB, GOMA, PX ou 
ASM, após 4 dias do tratamento.  
 

 
 
 
 
 


