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Resumo — O objetivo destetrabalho foi avaliar ainfluénciade €liciadores biol 6gi cos e quimi cos sobre as atividades
de duas proteinas rel acionadas a patogénese (PR), quitinase e beta- 1,3-glucanase, em folhasde tomateiro, eavaiar
o potencia desseseliciadores naredugdo do progresso damancha-foliar causada por Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. Plantas de tomateiro da cultivar Santa Cruz Kada foram pulverizadas com: acibenzolar-S-metil
(ASM; 0,2 g L'1); formulagéo biol 6gica proveniente de biomassacitrica, denominadaEcalife (5 mL L%); suspensdo
de quitosana (MCp; 200 g L), proveniente de micélio de Crinipellis perniciosa; extrato aquoso de ramos de
lobeira(Solanum lycocarpum) infectadospor C. perniciosa (VLA; 300 g L*). As plantasforam desafiadascom um
isolado virulento da bactéria, quatro dias depois das pulverizagdes. Plantas pulverizadas com extratos biol 6gicos
mostraram redugdo da mancha-bacteriana. ASM proporcionou 49,3% de protecao, efoi igual aMCp e Ecolifee
superior ao VLA. Este Ultimo ndo diferiu significativamente de M Cp e Ecolife. Observou-se maior atividade das
duas enzimas nas plantas tratadas, principalmente nas primeiras horas apds as pul verizagoes.

Termos paraindexagdo: Solanum lycocarpum, Xanthomonas campestris, acibenzolar-S-metil, extratos biol 6gicos,
resisténciainduzida

Chitinase and beta-1,3-glucanase activities after the elicitation
of tomato defenses against bacterial spot

Abstract — The objective of thiswork wasto assess the influence of foliar application of resistanceinducers
and the activation of plant pathogenesis-related (PR) proteins, chitinases and beta-1,3-glucanases, against
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, and evaluate the potential of these elicitors on the reduction of
bacterial leaf spot. Tomato plants of the cultivar Santa Cruz Kadawere sprayed with: acibenzolar-S-methy|
(0.2 g L'*ASM); Ecalife, abiological formulation based on citric biomass (5 mL L1); chitosan suspension
from Crinipellis perniciosa mycelium (MCp; 200 g L™%); an aqueous extract from branches of lobeira (Solanum
lycocarpum) infected with C. perniciosa (VLA; 300 g L?). Plantswere challenged with avirulent bacterial
strain four days after spraying. Plants sprayed with the tested substances showed reduction of bacterial
spot. ASM provided 49.3% protection, and was equal to MCp and Ecolife, and superior to VLA.
VLA treatment did not differ statistically from MCp and Ecolife. Increases of beta-1,3-glucanase and
chitinase activities were observed in treated plants at the first hour after spraying.

Index terms: Solanum lycocarpum, Xanthomonas campestris, acibenzolar-S-methyl, biological extracts, induced
resistance.

Introducéo

A mancha-bacteriana do tomateiro, causada por
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (ex Doidge
1920) Vauterin, € uma doenca que se desenvolve
preferencialmente em ambiente quente e imido, elimita
aprodutividade de lavouras comerciais de tomateiro no
Brasil (Kimura& Carmo, 1996).

Estratégias de controle sdo baseadas em uma
combinagdo de préticas, tais como: uso de sementes ou
mudas livres do patdgeno; eliminagdo de hospedeiros
aternativos; adocdo de cultivares resistentes e controle
quimico (Obradovic et d., 2004). Entre asestratégiaspara
0 controle da mancha-bacteriana, destaca-se a ativagéo
das defesas naturais da planta, por meio da inducéo de
ressténcias stémicaadquirida(RSA) (Louwset d., 2001).
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Moléculas eliciadoras podem ativar resisténcia
sistémica, que protege os tecidos contra o ataque
subsegiiente de uma ampla variedade de patégenos
(Hammond-K osack & Parker, 2003). A RSA éexpressa
tanto local quanto sistemicamente, em resposta a
patdgenos que causam lesdes necréticas. A resisténcia
expressa esta associada ao aumento de atividade de
proteinas relacionadas a patogénese (PR) e é mediada
por um processo dependente do acido salicilico. Outros
processos de defesapodem ser incluidos, como exploséo
oxidativa, acimulo de fitoalexinas, lignificacdo e
enrijecimento de parede (Durrant & Dong, 2004).

Embora as proteinas PR estejam envolvidas na
defesa de plantas, elas ndo sdo necessariamente
identificadas por suaacdo antipatogénica, mas sim por
seu simples acimulo em plantas submetidas a situagéo
de patogénese (Van Loon, 1997). Entre as PR,
encontram-se hidrolases como as beta-1,3-glucanases
(PR-2; EC 3.2.1.39) equitinases (PR-3; EC 3.2.1.14),
guetém sido relatadas principalmente como inibidoras
do crescimento fungico (Van Loon & Van Strien,
1999). Essas proteinas, especificamente as quitinases,
apresentam acdo antibacteriana, em razéo
fundamentalmente, de sua agdo lisozimica sobre a
parede celular (Stintzi et al., 1993). Apesar disto,
existem poucos estudos sobre enzimas hidroliticas
PR-2 e PR-3 e sua ag&o sobre a col onizag&o bacteriana
na planta.

Eliciadores sintéticos, como 0 ASM (éster S-metil do
acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carboti éico), parecem atuar
similarmente ao &cido sdicilico e também induzem RSA
contrabactérias, fungosevirus(Cole, 1999; Resendeet d.,
2002). Semelhante ativacéo do S ssemade defesade planta
ocorre mediante a aplicacéo exdgena de quitosana, ou
certosquimicos, taiscomo, &cido 2,6 dicloroisonicotinico
(INA); &ido beta-aminobutirico (BABA) emetil-jasmonato
(MeJA) (Hwang et d., 1997).

Além de quimicos e compostos especificos, trabalhos
tém demonstrado que plantas reconhecem eliciadores
derivadosdasuperficiecelular demicrorganismos, osquais
induzem respostas de defesatanto em plantas hospedeiras
como em ndo hospedeiras. Estes incluem peptideos,
carboidratos, glicoproteinas e lipidios (Nurnberger &
Brunner, 2002). Além disso, proteinas PR e
poligalacturanases de patdgenos podem hidrolisar
substratos da parede celular do patégeno ou hospedeiro,
causando eliciagdo indireta pela liberagdo de produtos
eliciadores ndo especificos, no ambiente apopl astico (Van
Loon, 1997).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar ainfluéncia de
eliciadores biol 6gi cos e quimicos sobre as atividades de
duas proteinas PR, quitinase e beta-1,3-glucanase, em
folhas de tomateiro, e avaliar o potencial desses
eliciadores na redugdo do progresso da mancha-foliar
causada por X. campestris pv. vesicatoria.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados na Universidade
Federal deLavras, Lavras, MG, entrefevereiro e marco
de 2004. Paraaquantificacdo da severidade damancha-
bacteriana, e no intuito de se avaliar o potencial da
indugdo de resisténcia pelas substancias estudadas,
sementes de tomateiro da cultivar Santa Cruz Kada
foram plantadas em substrato composto de areia, matéria
organicaseca e vermiculita (2:1:1), acondicionado em
vasos de 3 L. Asplantas foram mantidas em casa de
vegetacdo, com médiade temperaturadiurnaenoturna
de 31 e 24°C, respectivamente, umidade relativade 43 a
85%, fotoperiodo de 12 horas, e densidade maxima de
fluxo defétonsentre 410 e 500 pmol m?2 s1, medido na
planta. O experimento foi realizado em blocos ao acaso,
com cinco repeticdes, tendo sido considerado como
unidade experimental um vaso com quatro plantas.

Os tratamentos consistiram de acibenzolar-S-metil
(ASM), usado apartir do produto comercid Bion. A diluigéo
experimenta foi fixadaem 0,2gL1 de ASM, em &gua
destilada

A dosagem estimada parapul verizacéo de Ecolifeem
folhas de tomateiro (5 mL L1 de Ecolife em &gua
destilada), foi baseada em experimentos preliminares
para acompanhamento de fitotoxidez, conforme as
recomendagdes do fabricante.

FracOes heterogéneas de quitosana, provenientes de
micélio de Crinipellis perniciosa (MCp), foram obtidas
a partir do cultivo de micélio. De uma cultura axénica
dessa espécie, foi repicado um disco de micélio para
uma solucdo nutritiva composta por batata, dextrose e
aguaestéril (2:0,2:10, m/m/v); o conjunto foi deixado sob
agitacdo constante (100 rpm) em agitador orbital. Depois
de 15 dias, abiomassaobtida (60 g) foi filtradaavécuo,
para separacdo do caldo nutriente. Em seguida, a
biomassa foi exaustivamente lavada, ressuspensa em
200 mL de agua destilada e transferida para um baldo
de 1.000 mL, onde recebeu tratamento térmico de
100°C, durante uma hora em refluxo. Depois do
resfriamento, o micélio foi novamentefiltrado, e asfases
solidas foram separadas e secadas a0 ar.
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Em seguida, as amostras receberam o tratamento
para extracdo de quitosana simplificado, segundo
Synowiecki & Al-Khateeb (1997). Vinte gramas de
massa fungica foram misturados a NaOH 2% em
proporgéo 1:30 (p/v) e tratados termicamente, por
2 horas, a 90°C para desproteinizag&o. Em seguidao
sistema foi centrifugado a 4.000 g por 15 min e o
sobrenadante descartado. O material recebeu
lavagem até equilibrar-se o pH em 7. O material
obtido foi pesado e misturado a solugéo de acido
acético 10%, na proporcao de 1:40 (p/v). O sistema
permaneceu a 60°C durante 6 horas, para a extragéo
de quitosana. O material foi novamente filtrado e
exaustivamente lavado, e a biomassa tratada foi
transferida para um misturador com agua destilada
g.s.p. 1:5 (p/v), em que permaneceu sob condi¢do de
desintegracdo até a obtengcdo de uma suspensao
finamente dividida. A amostrafoi acondicionadaem
freezer, a-20°C, para uso experimental.

Ramos de lobeira (Solanum lycocarpum), arbusto
hospedeiro silvestre de C. perniciosa, infectado e
necrosado por essefungo, foram col etados parasecagem
a60°C, por 24 horas, e posterior trituracdo seguida de
moagem. O po obtido do tecido necrosado (90 g) foi
ressuspendido em 300 mL de aguadestiladae submetido
a tratamento térmico de 100°C, durante 1 hora, em
refluxo. Depois do resfriamento, o extrato foi filtrado a
vécuo, e a amostra foi congelada em freezer, a -20°C,
parauso experimental, e foi denominado VLA. Ramos
sadios de lobeira também foram coletados e,
analogamente, foi produzido o p6 para ser utilizado na
producdo do extrato aquoso, aser utilizado como controle
especifico do VLA.

O isolamento de X. campestris pv. vesicatoria foi
realizado a partir de folhas naturalmente infectadas de
tomateiro, em meio 523 de Kado & Heskett (1970).
Posteriormente, a bactéria foi incubada nesse mesmo
meio, a temperatura de 28°C, para preparacao das
suspensdes antes da inoculacdo. A concentragcdo da
suspensdo bacterianafoi g ustadaem espectrofotdmetro
para Asso = 0,20, correspondente a aproximadamente
10" ufc L-1. A inoculacéofoi realizadaviapul verizacdo
foliar, em plantas de tomate com 20 dias de semeadura,
até o ponto de escorrimento. A seguir, as plantas foram
transferidas paracémaraUmida, atemperaturade 28°C,
onde permaneceram por 12 horas, antes de serem
transportadas de volta a casa de vegetagao.

Plantas de tomateiro da cultivar Santa Cruz Kada,
15 dias apds a semeadura, foram pulverizadas com
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ASM (0,2 g L), Ecolife(5 mL L), MCp (200 g L"1)
eVLA (300 g L-1) até o ponto de escorrimento. Depois
de quatro dias, as plantas pulverizadas com 0s
tratamentos e as pulverizadas com agua destilada
(controle) receberam inoculagdo da suspensédo de
X. vesicatoria e foram avaliadas aos 3, 6, 9, 12, 15 e
20 dias apbs a inoculagdo (dai). Para se avaliar a
eficiéncia dos extratos testados na protecdo de
plantas, foi adaptada uma escala de notas baseada
em Sidhu & Webster (1977). A severidade dadoenca
foi quantificadapor meio deandlisevisual, convertida
em porcentagem de severidade, seguindo-se uma
escala (1-4) de area foliar lesionada: 1, 0—25%;
2, 26-50%; 3, 51-75%; 4, maisde 75%. Ao final das
avaliacOes, 0 somatorio das notas por folhafoi dividido
pelo nimero total de folhas avaliadas em cada planta.
O célculo da érea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) seguiu a relacéo de Campbell &
Madden (1990). A protecéo da planta foi estimada
pelarelacdo 1-x/y, em que x representaAACPD das
plantas tratadas, e y representa AACPD dos
controles com inoculacgéo (Li et al., 1996). A massa
da matéria fresca e a taxa diaria de crescimento da
parte aérea de plantas de tomateiro foram avaliadas
ao final do periodo experimental aos 20 dai.
Nacoletadetecidofoliar fresco, afimde seredizarem
as determinagdes biogquimicas, sementes de tomateiro
cultivar SantaCruz Kadaforamimersasem dcool etilico
a1% v/v ehipoclorito de s6dio 0,1% v/v, por ummin, em
cada solucgdo, lavadas com adgua destilada e, em seguida,
postas paragerminar emrecipientesde400 mL, comareia
textura média, exaustivamente lavada e esterilizada.
Depois da emergéncia, as plantulas foram regadas
diariamente com 1:10 da solugdo nutritiva (Hoagland &
Arnon, 1950). As plantasforam mantidasnamesmacasa
de vegetacdo utilizada no experimento de quantificagdo
da mancha-bacteriana, com condicbes similares de
temperatura, umidade e de fotoperiodo descritas.
O experimento foi instalado em blocos casualizados, com
trés repeticdes e a unidade experimental foi composta
por uma planta em um recipiente de 400 mL. Plantas de
tomateiro da cultivar Santa Cruz Kada, 15 dias apés a
semeadura, foram pulverizadas com ASM (0,2 g L),
Ecolife (5mL L), MCp (200g L) e VLA (300 g L")
até o ponto de escorrimento. Amostras de plantastratadas
e das testemunhas pulverizadas com agua foram
coletadas 1, 4, 8, 12, 24 e 48 horas ap0s as pul verizages
(hap), e 3, 6,9 e 12 dias apds as pulverizagdes (dap).
A inoculagdo da suspensdo de X. vesicatoria foi
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realizada 4 dap em plantas tratadas e em testemunhas
pulverizadas com &gua destilada. Tratamentos com
pulverizago einoculagdo foram col etados somente aos
6, 9 e 12 dap, assim como seus respectivos controles.
Antes de cadacoleta, as9h, asplantasforam transferidas
para uma camara agjustada para 27°C, 75% de umidade
relativa e 230 umol m2 s de densidade de fluxo de
fotons, por uma hora. Em seguida, as folhas foram
coletadas, homogeneizadas e congel adas em nitrogénio
liquido e imediatamente utilizadas para determinagdes
bioguimicas.

Quanto as determinagdes enziméticas, o tecido foliar
(1 g) foi homogeneizado em almofariz com 3 mL de
tampéo acetato de sddio 50 mM, pH 5,2, com EDTA
0,1 mM, durante 5 min, em banho de gelo. Depois da
filtragdo em pano de trama fina, a solugéo foi
centrifugada a 13.000 g por 15 min, e o sobrenadante
foi usado como fonte enzimética. Todos os passosforam
executados a 0—4°C. A determinagdo da concentragcéo
deproteinasolivel contidanosextratosfoi reaizadapelo
ensaio de Bradford (1976), tendo-se usado um padréo
de albumina séricabovina (BSA).

A atividade de quitinases foi determinada pela adicéo
de 70 pL do extrato enzimético asolugdo com 130 L de
acetato de sodio 50mM pH 5,2 e 60 uL de
CM-Chitin-RBV (2 mg mL-1), substrato especifico para
quitinase fornecido por Loewe Biochemica GmbH, em
microplacasde 96 cavidades, com capacidade de 350 L.
Depois da incubacdo a 35°C, por 80 min, as amostras
foram acidificadas com 50 uL de HCI 0,5 N, resfriadas
em banho de gelo por 10 min e centrifugadas (1.450 g
por 10 min). Aliquotade 210 pL do sobrenadante de cada
amostra foi transferida para uma nova microplaca para
leituraa492 nm, emum leitor EIA-compativel (Wirth &
Wolf, 1990). A atividade de beta-1,3-glucanases foi
medida seguindo método andlogo, apenas com a troca
do substrato para CM-Curdlan-RBB (4 mg mL-1) e com
0 gjuste da aiquota do extrato enzimético para 100 pL
(deduzido o volume do tampéo acetato, afim de se gjustar
ovolumefinal em 310 L por cavidade). Parapromover
aacdo hidroliticadabeta-1,3-glucanasefoi adotado tempo
de incubacdo de 35°C por 100 min. As amostras foram,
entdo, medidasfotometricamente em filtro de 620 nmde
um leitor EIA. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata

A eetroforeseem gel de poliacrilamida, em condicoes
nativas, foi feitade acordo com Laemmli (1970), usando-
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se um gel de separacéo de 12,5%, sobreposto por um
gel deempilhamento de 5%. Extratos enzimaticosforam
preparadosem presencade azul de bromofenol eglicerol.
O volume referente ao valor fixo de 15 pg de proteina,
de cada amostra, foi adicionado aos pocos do gel de
empilhamento. Pararevelagdo de atividade quitinasica
no gel, glicol-quitina 0,01% (m/v) foi misturado ao gel
de separacéo dos ensaios, deduzindo-se o valor referente
dasolucéo no volumedaaguaMilli-Q usada. Depoisda
corrida, o gel foi submergido em calcofltior branco m?R,
diluido em Tris-HCI 0,5N, pH 8,9, por 5min e, em
seguida, lavado. Finalmente, o gel foi incubado a38°C,
por 12 horas, antesdo registro fotografico por exposi¢ao
a UV. Perfis eletroforéticos foram apresentados em
formanegativa, com atividade |iticaem bandas escuras
(Trudel & Asselin, 1989).

Experimentosin vitro de inibi¢&o do crescimento de
X. vesicatoria foram realizados com os quimicos e
extratos estudados, nas mesmas concentragoes utilizadas
nos testes em planta, tendo-se utilizado sulfato de
estreptomicina 1.000 mg L1 e &gua esterilizada, como
testemunhas. Esses experimentos foram realizados com
0 objetivo deexaminar o potencia deinibicdo diretasobre
a bactéria, por parte das substancias estudadas, tendo
sido realizados em delineamento inteiramente
casualizado, com sei's repeticdes. Todas as substancias
foram filtradas em membrana Millipore de 0,22 um e
submetidas ao teste, seguindo método de Samy et al.
(1999), adaptado. Discos de papel-filtro de 6 mm de
didmetro foram embebidoscom 20 L decadasubstancia
testada, secados a temperatura ambiente, em placa de
Petri com meio 523, em que 100 pL da suspensdo de
X. vesicatoria foram previamente espalhados de modo
uniforme. A presenca e didmetro de halos de inibicéo
foram avaliados 48 horas depois da incubacdo em
camara de crescimento, g ustada para 28°C, no escuro.

Estatistica descritiva, andlise de variancia, testesF e
Tukey a 5% de probabilidade foram calculados com o
procedimento General Linear Model (GLM) do SAS
(SASInstitute, 2000).

Resultados e Discussao

As substancias testadas foram efetivas em reduzir o
avango da mancha-foliar bacteriana (FiguralA).
Em condicdes de casa de vegetacdo, 0s primeiros
sintomas de mancha-bacteriana nas folhas das
plantas com inoculagao, pré-tratadas ou ndo, foram
detectados cerca de 50 horas apds a inoculacao.
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De maneira geral, em plantas pulverizadas com as
substéancias testadas, valores de severidade da
doenca atingiram um patamar maximo aos9 dai (dias
apos a inoculacdo de X. vesicatoria), ndo tendo
progredido nos dias subseqlentes da avaliagao até
20 dai.

Os mel hores resultados obtidos quanto a redugao
da severidade foram nos tratamentos com ASM e
MCp, previamente a inoculac@o de X. vesicatoria.
O tratamento com ASM proporcionou 49,3% de
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Figura 1. A) Porcentagem de protecéo do tomateiro da cultivar
Santa Cruz Kada, contra a mancha-foliar, causada por
Xanthomonas vesicatoria, 20 dias ap0s a inoculagéo.
As substéncias testadas foram pulverizadas nas folhas 15 dias
apos o plantio, e as plantas foram submetidas ainoculacdo qua-
tro dias gpds a pulverizaggo. Porcentagens de protecdo foram
obtidasapartir dasAACPD, apdsseis avaiagdes (controle = 0%
de protegdo). Colunas com letras iguaisnédo diferem entre s, de
acordo com o teste de Tukey, a 5% de probabilidade. B) Taxade
crescimento daparte aéreade plantas pul verizadascom Ecolifee
de plantas-controle (pulverizadas somente com agua destilada
einoculadas). Barrasdeerrosindicam o desvio-padréo damédia
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protecdo e foi igual aos tratamentos com MCp e
Ecolife e superior ao VLA. Este ultimo n&o diferiu
do MCp e do Ecolife. O controle do VLA (extrato
do p6 de ramos sadios de lobeira) ndo promoveu
reducéo significativa da AACPD em plantas com
inoculacao, ao longo do periodo experimental.

Plantas pulverizadas com Ecolife apresentaram
reducdo significativanamassade matériafrescadaparte
aérea, em comparacdo com plantas pulverizadas com
agua destilada, com inoculagdo ou sem inoculacdo
(sadias). Entretanto, plantas tratadas com as demais
substancias ndo mostraram reducdo significativa de
massa de matéria fresca da parte aérea, quando
comparadas as plantas sem inoculacédo. A taxa de
crescimento das plantas pulverizadas com as substancias
testadas ndo diferiu dataxade crescimento das plantas-
controle, com pulverizacdo de agua destilada e
inoculagdo, exceto no tratamento com Ecolife, o qual
desencadeou significativa reducdo no crescimento da
parte aérea (Figura 1 B). A queda constante na taxa de
crescimento e o acumulo de matéria fresca, em plantas
tratadas com Ecolife, podem ser explicados parcia mente
pel o significativo acimulo delignina, medido em folhas
nessas plantas nos mesmo periodo experimental.

Para serem considerados indutores de resisténcia,
compostos quimicos ou biol 6gicos ndo devem possuir
atividade inibitéria direta sobre o microrganismo
patogénico (Kessman et a., 1994). Na Tabela 1, estéo
registrados os efeitosin vitro das substancias utilizadas
naprotecéo de plantas detomateiro sobre o crescimento
radial de X. vesicatoria. Com excecéo de Ecolife, que
produziu inibicéo significativade crescimento em cultura
da bactéria, nenhuma das demais substancias testadas
promoveu o aparecimento de hal o deinibic&o.

Paraelamente a reducdo da severidade da mancha
bacterianapromovidapor ASM, MCp, EcolifeeVLA sobre

Tabela 1. Efeitosin vitrodeASM, Ecolife, MCpeVLA sobre
ainibic&o do crescimento de Xanthomonas vesicatoria®.

Tratamento Halo de inibi¢ao (mm)

Estreptomicina (1.000 ppm) 20,8+0,83a
Agua 0,0£0,0
Ecolife (5 mL L™) 13,840,43b
ASM (0,2 gL™) 0,0+0,0
MCp 0,0£0,0
VLA 0,0£0,0

(Wvalores com letras distintas diferem entre si, de acordo com o teste F,
a5% de probabilidade.
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asplantas, houvetambém aumento rel ativo dasatividades
dequitinasesebeta-1,3-glucanases(Figuras 2 e 3). Plantas
detomateiro pulverizadas com assubsténciastestadas, sem
inoculacdo de X. vesicatoria (Figura2), mostraram
aumento significativo naatividade de quitinasesemfolhas,
logo a primeira hora apds a pulverizagdo, em relacdo a
plantas pulverizadas com agua e sem inoculagdo. Essa
diferencapermaneceu rel ativamente constante até 48 hap.
A atividade da mesma enzima também foi medida entre
3 e 12 dap. Nesseintervalo, a atividade de quitinases em
plantas pulverizadas com Ecolifee VLA, seminoculaggo,
manteve valores discretamente mais altos que as
respectivas plantas pulverizadas com agua, e que as
pulverizadas com agua e com inocul agéo.

Plantas pulverizadas com ASM e MCp né&o
manifestaram a mesma tendéncia de atividade de
quitinasesentre 6 e 12 dap, também ndo diferiram de seus
respectivos controles com inocul ag&o e sem inocul acéo,
porém com tendéncia de incremento. Em plantas de
tomate pulverizadas com as substancias testadas, e com
inoculagdo de X. vesicatoria, a atividade de quitinases
ndo mostrou diferencasignificativa, entre3e 12 dap, com
relagdo aos respectivos control es pul verizados com égua
e com inoculagao — exceto em plantas pulverizadas com
Ecolifee VLA a0s9 dap—, principalmenteaos9 e 12 dap.
Esses resultados sugerem que as atividades incrementadas
de quitinases, promovidas pelos eliciadores testados,
acontecem principalmente as primeiras horas apds as
pulverizagdes, sustentando-se de modo discreto apartir de
3dap.

Plantas detomateiro pulverizadascom M Cp e Ecolife,
sem inoculacdo de X. vesicatoria (Figura3), também
mostraram aumento naatividade de beta- 1,3-glucanases
em folhas, a primeira hora ap6s a pulverizagédo, em
relacdo a plantas pulverizadas com agua e sem
inoculagdo. Plantas pulverizadas com ASM e VLA
apresentaram aumentos somente apartir de quatro hap.
A atividade damesmaenzimatambém foi medidaentre
3 e 12 dap. Nesse intervalo, a atividade de
beta-1,3-glucanases, em plantas pulverizadas com M Cp,
Ecolife e VLA, ndo diferiu das respectivas plantas
pulverizadas com agua e das pulverizadas com &gua e
submetidas a inoculacdo. Apenas plantas pulverizadas
com ASM manifestaram tendéncia de aumento de
atividade de beta-1,3-glucanases entre 3 e 12 dap, por
vezes ndo-significativas, como por exemplo em 6 dap.
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Mecanismos de defesa podem ser induzidos em
plantas nas quais faltam genes de resisténcia, por meio
deinoculac&o de microrganismos ndo patogénicos, por
meio de inocul agbes de patdgenos restritos e por meio
de compostos quimicos (Kessman et a., 1994). Muitos
oligossacarideos, proteinas e glicoproteinas, originados
defungos e bactérias, podem funcionar como eliciadores
nao especificos, para induzir respostas de defesa em
plantas que carreguem genes R ndo especificos
(NUrnberger & Brunner, 2002).

As substancias biolégicas utilizadas neste trabalho
foram preparadas com vistas a obtenc&o de eliciadores
heterogéneos, a partir da fragmentacdo do caule de
S. lycocarpum infectado pelo fungo causador da
vassoura-de-bruxa C. perniciosa (VLA), e derivados
de quitosana provenientes de parede de C. perniciosa
(MCp). Quitina, um polissacarideo linear, composto de
residuos de 2-acetamido-2-deoxi-f-D-glucopiranose
(GIcNAc), em ligacbes p(1-4), e quitosana, um
polissacarideo parcialmente N-acetilado derivado da
quitina, composto por ligagdes B(1-4) de GIcNAc e
2-amino-2-deoxi-B-glucopiranose (GIcN), séo
componentes de parede celular flngica e sdo relatados
como supressores de muitas doencas de planta, por
induzir-lhes resisténcia (Benhamou et al., 1998; Ben-
Shalonet &, 2002).

O acibenzolar-S-metil (ASM) tem sido
exaustivamente estudado, ao longo dos anos, como
potencial indutor quimico de resisténcia e iniciador de
RSA (Cole, 1999; Godard et a., 1999; Resende et al.,
2002). Resultados deste trabalho indicam que ASM,
Ecolife, MCpe VLA, quando pulverizados em plantas,
guatro dias antes da inoculagéo de X. vesicatoria,
promovem aumento nas atividades de quitinases e
beta-1,3-glucanases, principalmente a partir das horas
iniciais depois da aplicacdo. Paralelamente, foi
observada protecéo do tomateiro da cultivar Santa
Cruz Kada, com relagéo ao avango da mancha-foliar
bacteriana, nas plantas pulverizadas com as
substancias testadas. De fato, medidas de atividades
de quitinases e beta-1,3-glucanases foram os primeiros
indicativos da ativacdo de respostas de defesa das
plantas, apartir da aplicagdo dos eliciadores em teste.

A despeito das respostas afirmativas, uma correla-
¢a0 estreita entre as enzimas estudadas e suas funcdes
hidroliticas, no contra-atague da planta a infeccéo
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bacteriana, ainda € pouco conhecida. Por sua vez, quitina, a partir da parede celular fungica, como tam-
quitinases purificadas podem liberar oligbmeros de  bém podem agir semel hantemente alisozima, sobre pa
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Figura 2. Atividade de quitinases em folhas de tomateiro da cultivar Santa Cruz Kada,
susceptivel a Xanthomonas vesicatoria. Plantasforam pulverizadas 15 dias apds o plantio:
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redes celulares bacterianas (Schlumbaum et a., 1986;
Herget et al., 1990; Stintzi et a., 1993). Existerelato de
endoquitinases com atividade lisozimica podem
hidrolisar ligagfes 3-1,4 entre 0 &cido N-acetilmurémico,
e aN-acetilglucosaminano peptideoglicano daparede
bacteriana (Mgjeau et al., 1990). No entanto, pode-se
afirmar que um arsenal de defesa tenha sido eliciado
depois da pulverizagéo das plantas com as substancias
testadas.

Géis revelaram que a atividade de quitinase a partir
de amostras provenientes de plantas tratadas com MCp
(Figura4) mostraram um perfil semelhante de bandas,
com a revelacdo de seis isoformas constitutivas.
O discreto aumento da densidade de zonas reveladas
em gel confirmaresultados das atividades col orimétricas,
principa mente quando se considera as quatro bastante
ténues isoformas de baixa massa molecular, que se
tornam visivel's em plantas eliciadas pelas substancias
testadas. Géis com amostras provenientes de plantas
pulverizadas com ASM, Ecolife e VLA revelam perfil
similar de atividade litica em gel, comparativamente a
MCp, sem 0 aparecimento de nenhuma outraisoforma
contrastante.

+ |ls=z — == === —— === San me ———

clt]lelalrolnllelalr]ml
3DAP 6 DAP 9D&P

Figura 4. Representacéo esquematica do zimograma de
quitinases, a partir de amostras de folhas de tomateiro culti-
var Santa Cruz K adapulverizadas com M Cp, mostrando ativi-
dadeforte (W), média(m), fraca(—) muitofraca(---). Ostempos
foram esquematizados em 3 dias apds as pulverizagdes (DAP)
(C: controles pulverizados com &gug; T: plantastratadas com
a substéncia testada); 6 e 9 DAP (C: controles pulverizados
com agua; Ci: controles pulverizados com aguaeinoculados
4 DAPcom X. vesicatoria; T: plantastratadas com asubstan-
cia testada; Ti: plantas tratadas com a substancia testada e
inoculadas 4 DAP com X. vesicatoria ).
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Conclusoes

1. Acibenzolar-S-metil (ASM; 0,2 gL1), Ecolife
(5mL L1), suspensdo de quitosana (MCp; 200 g L)
proveniente de micélio de Crinipellis perniciosa, e
extrato aquoso de ramos de lobeira (Solanum
lycocarpum) infectados por C. perniciosa (VLA;
300 g L1) conferem capacidade parcial de protecdo em
plantas de tomateiro desafiadas por Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria.

2. As substéncias estudadas séo capazes de
promover o aumento na atividade de duas proteinas
(quitinase e beta-1,3-glucanase), relacionadas a
patogénese em folhas de plantas de tomateiro.
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